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研究成果の概要（和文）：本研究において我々は、グリオーマ組織内tumor-associated 

macrophages (TAM)に関して、ヒト悪性グリオーマとS100β-v-erbBトランスジェニックラット発

症グリオーマ組織を用いて、画像解析による定量的検討と統計学的解析を行い、悪性度の高いグ

リオーマでTAMの活性化が優位に強いという興味深い成果が得た。さらにラット発症グリオーマ

はヒト悪性グリオーマと異なり、M2タイプのTAMが少ないことが見出した。以上の結果は、英文

雑誌、国内学会とシドニー大学でのセミナーにおいて発表した。 

 
研究成果の概要（英文）：Glioma-infiltrating microglia/macrophages are referred to as 
tumor-associated macrophages (TAMs).  Transgenic (TG) rats expressing v-erbB, which is 
a viral form of the epidermal growth factor receptor, under transcriptional regulation by 
the S100-β promoter develop brain tumors.  We carried out immunohistochemical and 
morphometrical analyses of microglia/macrophages both in human gliomas and in the 
experimental tumors.  Based on the results, we found that the Iba1-positive, TAM with 
the morphology of activated/phagocytic cells were consistently found within glioma tissues. 
Iba1-positive TAMs of tumor core were significantly more activated than Iba1-positive 
microglia of non-neoplastic brain tissue in intraparenchymal, anaplastic 
oligodendrogliomas.  In contrast to human gliomas, most TAMs in the experimental 
gliomas showed no or little expression against CD68, CD163, or CD204, although 
CD204-positive TAMs were observed in necrosis as well as in proliferating vascular wall.  
In conclusion, S-100β-v-erbB TG rats may serve as a useful animal model for further 
analysis of TAMs in terms of tumor cell proliferation, microvascular proliferation and 
phagocytosis, and as a tool for therapeutic use in malignant gliomas, although it should be 
noted that the polarization of TAMs towards the M2 phenotype remains unclear.  
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１．研究開始当初の背景 
脳腫瘍には約 130の組織型があり、その約

30%を占める神経膠腫は，最新鋭のがん治療
法をもってしてもなお治癒の困難な腫瘍で
ある。その原因には、神経膠腫の生物学的特
性に未知のことがらが多いことが一因とし
て挙げられる。悪性神経膠腫は予防や早期発
見が困難で、手術的治療には限界があり、現
在、効果的治療法や可能な限り非侵襲的治療
法の開発は急務である。また、小児に多い胎
児性脳腫瘍や近年増加する脳原発悪性リン
パ腫も予後不良である。これまで研究代表
者・分担者の施設では脳腫瘍に関する病理学
的研究が継続して行われ、病理形態学的解析、
生物学的解析、遺伝子解析、蛋白発現、臨床
病理などの研究が発表されてきた。また、研
究ツールの開発として、神経組織抗体の作製
や画像解析ソフトウエアの開発も行なわれ
てきた。 
ミクログリア（mic）は、Rio-Hortega の

炭酸銀法によって、1919 年に分離されたグ
リア細胞の 1 型である。1980 年代半ばに抗
原提示反応に必要な MHC class II 抗原が
mic に発現されることが示されて以来、mic
の機能に関する研究は加速度的に増加した。
本研究代表者の佐々木は、1980 年代末に培
養micにおけるMHC class II抗原発現機構
の解析を始め、以後、様々な抗体・レクチン
を用いた光顕ならびに電顕的手法により、成
人脳、疾患脳ならびに TGマウス脳における
micの活性化を明らかにしてきた。神経膠腫
の研究でも、IL-1βや IL-6の mRNA・蛋白
発現や glucose transporter 5(Glut5)や Iba1
を発現するmicの腫瘍組織浸潤を報告した。   
脳腫瘍組織内のマクロファージ（mac）は

mic、血液細胞など複数の細胞に由来すると
考えられている。文献的に、macが脳腫瘍容
積の約 8%を占めるとの報告や神経膠腫組織
内に浸潤したM2タイプmacは悪性度評価の
指標として有用との報告が近年なされた。し
かし、M2タイプのmacの細胞形態の特徴は
不明であり、その細胞由来も明らかにされて
いない。さらに、神経膠腫以外の脳腫瘍での
mac サブタイプも不明である。したがって、
第一に、脳腫瘍の診断、特に悪性度判定に有
効な macの細胞形態像を明らかにすること、
そして、脳腫瘍の悪性化に関わる mic/mac
関連分子，特にハブとなる分子の同定と研究
が診断および治療の観点から重要である。一
般にmicは免疫学的に腫瘍細胞によって不活
化されていると考えられており、micの免疫
学的活性化と骨髄由来細胞の脳腫瘍組織内
導入が免疫治療の観点から必要である。 
 
２．研究の目的 
「mic/macのサブタイプに基づく脳腫瘍の

診断・治療法の開発」のための基礎的研究と
して、3年間で以下の課題に取り組む。 
(1) ヒト脳腫瘍の組織型・悪性度・予後とmac
サブタイプ（M1とM2）の解析： 
ヒト脳腫瘍組織において、pan-macrophage
マーカーである CD68 と M2 タイプ mac マ
ーカーであるCD163とCD204の発現を検討
し、M1 と M2 の比率を解析する。予後の判
明している脳腫瘍症例を後方視的に検索し、
mic/macサブタイプと患者予後との関連も検
索する。 
(2) トランシジェニック（TG）ラット神経膠
腫における mic/mac 活性化とサブタイプの
解析： 
S-100β-v-erb B TGラット腫瘍組織を用いて、
免疫組織化学を行い、腫瘍組織内外の
mic/macの活性化とサブタイプを明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
研究目的を達成するために、mic/mac と脳
腫瘍について細胞形態、分子レベルで検討す
る。研究材料として、in vivo のヒト脳腫瘍
組織と S-100 TG ラット自然発症神経膠腫組
織を用いる。検索方法は、 mic/mac マーカー
を含む特異抗体を用いた免疫細胞組織化学
や コンピューター画像解析であり、研究代
表者 1名、分担者 2名で実施していく。 
脳腫瘍検索症例の収集とヒト脳腫瘍症例
の臨床的解析については、埼玉医科大学国際
医療センターでの脳腫瘍生検・剖検症例を検
索対象とする。この中から適切な症例を選択
し、データベースに組織型とグレードごとに
登録する。個々の腫瘍について、臨床情報を
収集する。S-100β/v-erbB TG ラット自然発
症脳腫瘍に関しては、腫瘍組織型ごとにパラ
フィン切片と凍結組織切片を作製する。 
Mic/mac 関連分子発現の免疫組織化学では、 

上記の組織標本において、mic マーカー
(Glut5)、Mic/mac マーカー（CD68，Iba1）、
M2 タイプ mac マーカー（CD163,CD204）、MHC 
class II 抗原、の発現を腫瘍細胞増殖能、血
管増殖、リンパ球浸潤との関連と併せて検討
する。一部の症例では、蛍光抗体法多重染色
を行い、共焦点レーザー顕微鏡にて同一細胞
での複数分子の発現を確認する。 形態情報
のデジタル化による画像解析では、顕微鏡に
装着したデジタルカメラで腫瘍組織像をコ
ンピューターに取込み、我々が開発した画像
解析ソフトウエアや ImageScope, Aperio を
用いて形態情報を抽出する。具体的に計測す
る因子は、単位面積あたりの細胞数・細胞面
積などである。 
 
４．研究成果 
我 々 は ， グ リ オ ー マ 組 織 内



tumor-associated macrophages (TAM)に関し
て、ヒト悪性グリオーマと S100β-v-erbB 
TG ラット発症グリオーマ組織を検討し、画像
解析による定量的検討と統計学的解析を行
い、悪性度の高いグリオーマで TAM の活性化
が優位に強いという興味深い成果を得た。さ
らにヒト悪性グリオーマとの比較検討を行
い、ヒトグリオーマとの共通性と違いが見出
され、その結果の一部をシドニー大学でのセ
ミナーで発表した。さらに研究をまとめ、第
53 回日本神経病理学会に発表した。その後、
論文を"Neuropathology"に投稿し、受理され
た。 
具体的には，TG ラット 11 個体に発生した

13 の脳腫瘍を研究対象とし、腫瘍の内訳は、
anaplastic oligodendroglioma (AO) 5 ，
malignant glioma (MG) 4 ， low-grade 
astrocytoma (AS) 4 であった。免疫組織化学
的検討は、一次抗体として、Iba1，ED1 (CD68)，
ED2 (CD163)，SRA-E5 (CD204)，SP6 (Ki-67)
を用いた。Iba1 および SP6 染色標本では、画
像解析ソフト(Win Roof)を用いて定量的解析
も施行し、統計処理を行った。AO 症例では
Iba1 と SP6 の蛍光二重染色も行った。その結
果，AO と MG の全例で，多数の Iba1 陽性活性
型 mic／mac が腫瘍組織内に認められた。AO4
例で単位面積あたりの Iba1 陽性細胞占有面
積を定量的に解析したところ、腫瘍組織内部
(TC)と腫瘍境界部(TM)は非腫瘍部(PR)と比
較して優位に増加していた(P<0.05)。 
 

 

 

蛍光二重染色では，Iba1/SP6 の double 
positive 細胞が少数認められ、TAM は腫瘍組
織で増殖能を有することが示された。腫瘍組
織内部においては、Iba1 陽性細胞占有面積と
Ki-67 陽性率には正の相関関係が認められた。 

 
活性型 mic／mac の浸潤は、AS は他の悪性
型グリオーマ(AO,MG)と比較して軽度であり、
AS の Ki-67 陽性率は低かった。さらに、AO
では、Iba1 陽性 TAM が微小血管増殖部で増加
しており、グリオーマのニッチと TAM の関連
が示唆された。AO や MG の腫瘍組織内壊死巣
では，Iba1 陽性，CD204 陽性の貪食マクロフ
ァージが観察されたが、CD163 や CD204 陽性
の M2 タイプの TAM は少数であった。ヒトグ
リオーマの解析では多数の M2 タイプ TAM が
認められており、ヒトとラットの種差による
違いの可能性が考えられた。 
 このように、S100β-v-erbB TG ラット発症
グリオーマは腫瘍組織内、特に壊死と微小血
管増殖部でヒトグリオーマと同様の TAMを有
しており、有効な実験モデルであることが示
された。今後は、おもに血管新生における TAM
の役割解析をすすめる予定である。 
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