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研究成果の概要（和文）：本研究全般を通して、皮膚悪性腫瘍における腫瘍随伴性マクロファージ
（Tumor-associated macrophages: TAMs）の動向を、各癌腫の間質由来タンパク、特にRANKLを中心に解析をし
た。その結果、本研究期間を通してImpact factorのある国際誌に11本掲載した。以上、本研究成果は当初の予
想をはるかに超えた優良な結果であったと考える。

研究成果の概要（英文）：During this research period, we investigated the immunomodulatory effects of
 cancer stromal factors on tumor-associated macrophages (TAMs), especially focused on RANKL. For 
example, we have published the immunomodulatory effects of RANKL on M2 macrophages using DNA 
macroarray analysis, suggesting that RANKL increases the characteristic chemokines, which could be 
related with immunosuppressive immune cells such as regulatory T cells. We have published these 
results on Experimental Dermaotology at 2016. In addition, we found that not only M2 macrophages, 
but also Langerhans cells in the lesional skin of Extramammary Paget’s disease expresses RANK, 
leading to produce CCL17 by the stimulation of soluble RANKL. We have published these results on 
Brit J Dermatol at 2017. In aggregate, we have published 11 research papers, all of which possesses 
impact factor, during our research period. 
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１．研究開始当初の背景 
アポクリン腺由来の皮膚悪性腫瘍である

乳房外パジェット病(extramammary Paget’s 

disease: EMPD)は、高齢者の外陰部に好発

し、真皮へ浸潤すると高率にリンパ節転移、

他臓器転移を引き起こす。浸潤性 EMPD は、

術後補助療法として化学療法や放射線療法

などが施行されるが、奏効率は低く、5 年

生存率は 50%前後との報告もあり、予後不

良である。 

骨 代 謝 調 節 因 子 RANKL （ receptor 

activator of nuclear factor kappa B ligand）は

TNF（tumor necrosis factor）superfamily の一

つで、骨芽細胞が発現している RANK 受容

体と結合し、骨のリモデリングを調節する。

この RANKL/RANK 経路は、アポクリン腺

由来である乳腺の発育、乳汁産生に関与す

る他、乳癌の骨転移、腫瘍環境形成に重要

な役割を果たすことが知られている。また、

皮膚領域においては紫外線照射により高発

現する表皮細胞の RANKL が、表皮のラン

ゲルハンス細胞の RANK と結合すること

により、CD4+CD25+ 制御性 T 細胞を皮膚

局所や所属リンパ節に誘導することがマウ

スモデルで証明され、ランゲルハンス細胞

を介した RANKL/RANK シグナルが皮膚の

免疫抑制環境形成に関与することが報告さ

れている(Loser et al. 2006, Nat Med)。 

EMPD における免疫寛容：RANKL/ RANK

シグナルの役割 

これまで、乳癌における RANKL/RANK

の発現と同様、我々は EMPD は、腫瘍細胞

上に RANKL、MMP7 を発現し腫瘍間質に

soluble (s)RANKL を放出していることを報

告している（Kambayashi et al. 2015 J Invest 

Dermatol）。また、我々は、EMPD 腫瘍内で

は、M2 マクロファージが RANK を発現し、

sRANKL 刺激により CCL17 を産生してい

ることを報告した（Fujimura et al. 2015 J 

Invest Dermatol）。実際、ヒト末梢血より誘

導した M2 マクロファージは RANK を細胞

表面に発現し、sRANKL の刺激により、多

量の CCL17 を産生する。CCL17 は制御性 T

細胞の遊走に関わるケモカインであること

から、EMPD は腫瘍内で、M2 マクロファ

ージを中心として、抑制型の免疫環境を形

成していることが推測される（Kambayashi 

et al. 2015 J Invest Dermatol; Fujimura et al. 

2015 J Invest Dermatol）。 
 
２．研究の目的 
上記知見に基づき,本研究期間に我々は以
下の点を明らかにすることを目的とした。
ヒト単球由来 M2 マクロファージを用いて、
(1)M2 マクロファージを sRANKL で刺激す
ることにより、ケモカイン、サイトカイン
の発現を DNA microarray および Gene set 
enrichment analysis（GSEA）を用いて網羅
的に検討する。解析は、過去の報告
（Martinez et al. 2006 J Immunol）と同様に
ケモカイン活性、サイトカイン活性が統計
学的有意であることを確認をした後に、腫
瘍環境におけるケモカイン、サイトカイン
全項目の mRNA 発現強度を明らかにする。
(2) (1)の結果を定量的 PCR を用いて、DNA 
microarray 上のデータの統計学的な意義を
検証する。(3) (2)の結果を ELISA 法を用い
て、蛋白レベルで確認する。 
以上より、RANKL/ RANK 刺激が、ヒト
M2 マクロファージ由来の細胞走化性因子
にあたえる影響を in vitro で網羅的に明ら
かにする。 
RANKL/RANK シグナルのヒトランゲル
ハンス細胞への影響の検討 
 前述した通り、表皮ランゲルハンス細胞
の RANKL/ RANK シグナルが、制御性 T 細
胞を皮膚局所や所属リンパ節に誘導するこ
とがマウスモデルで証明されているが、こ
の細胞走化性因子はいまだ明らかにされて
いない (Loser et al. 2006, Nat Med)。また
我々は、ヒト EMPD 腫瘍内のランゲルハン
ス細胞は RANK を発現していることを確
認した。そのため我々は、臍帯血由来 CD34
陽性細胞からランゲルハンス様細胞を誘導
し（Mollah et al. 2003 J Invest Dermatol）、フ
ローサイトメトリーで細胞表面に RANK
が発現することを確認した後、sRANKL で
刺激し、細胞上清中のケモカインを
multiplex ELISA array を用いて網羅的に検
討することにより、ランゲルハンス細胞の
産生しうるケモカインを明らかにする。さ
らに、それらのケモカインが、実際にヒト
EMPD 検体のランゲルハンス細胞で産生さ
れるのかを、蛍光抗体染色で明らかにする。 
RANKL 陽性マウス乳癌モデルにおける、
抗RANKL抗体の腫瘍随伴性マクロファー



ジへの影響 
 ヒト M2 マクロファージおよびランゲル
ハンス細胞の EMPD 検体内での分布と関
連ケモカインが明らかとなった場合、担癌
生体内でのこれらの細胞の動勢を明らかに
するため、RANKL 陽性マウス乳癌細胞
（MM102D）を用いて腫瘍内の腫瘍随伴性
マクロファージ、制御性 T 細胞の動勢を in 
vivo で 検 証 す る 。 C3H/He マ ウ ス に
（MM102D）を皮下注し生着させた 3 日後
に抗 RANKL 抗体を投与し、腫瘍径が 7 mm
大に到達した時点で腫瘍を回収、腫瘍内お
よび循環中のマクロファージを単離し、前
述のケモカイン産生を ELISA で検証する。
さらに、Neuro Probe AP48 chamber を用い
て、この培養上清が制御性 T 細胞の走化性
に関与するかを明らかにする。また、マク
ロファージから産生されるケモカインが担
癌体の腫瘍および循環中の免疫担当細胞に
与える影響をフローサイトメトリーで検証
する。最終的には、RANKL 陽性腫瘍の担
癌体において、抗 RANKL 抗体が制御性 T
細胞の流入を抑制することを in vivo で明
らかにする。マウス in vivo で抗 RANKL 抗
体の効果が証明できた場合、東北大学倫理
委員会承認のもと、浸潤性 EMPD 患者に抗
RANKL 抗体を投与し、治療前後の血清中
のケモカインを ELISA 法で測定して、ケモ
カインの動勢を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
RANKL/RANK 経路を介したシグナルが
M2 マクロファージに及ぼす影響を、DNA 
microarry で解析する。また、皮膚の RANK
陽性細胞として知られるランゲルハンス様
細胞においても、RANKL/RANK 経路を介
したシグナルがどのような影響を及ぼすか、
ヒト CD34 由来ランゲルハンス細胞を用い
て検証する。次に、マウス RANKL 陽性乳
癌細胞（MM48）担癌前後に抗 RANKL 抗
体を投与し、TAMs および MDSC を分離培
養、ケモカインの産生能を網羅的に検討し、
このケモカインの細胞走化性を Neuro 
Probe AP48 chamber で検証する。さらに、
現在乳癌、乳房外パジェット病などの固形
癌の骨転移治療に使用されているヒト抗
RANKL 抗体が患者の血清ケモカインの動
勢を明らかにし、これらケモカインが機能
的バイオマーカーとなりうるか明らかにす
る。 
 
４．研究成果 
本研究全般を通して、皮膚悪性腫瘍におけ
る 腫 瘍 随 伴 性 マ ク ロ フ ァ ー ジ
（ Tumor-associated macrophages: 
TAMs）の動向を、各癌腫の間質由来タン
パク、特に RANKL を中心に解析をした。
その結果、新たに、RANKL 刺激により、

M2 マクロファージが主なサブタイプであ
るTAMsが腫瘍進行を促進する抑制型免疫
細胞を誘導するケモカインを複数種産生す
ることが明らかとなった。これは 2016 年
の Exp Dermatol に 発 表 し て い る 
(Fujimura T, Kambayashi Y, et al.)。また、
RANK は乳房外パジェット病の腫瘍内に
存在しるランゲルハンス細胞にも発現して
おり、RANKL 刺激により制御性 T 細胞を
誘導する CCL17 の産生を増加させること
が明らかとなった。この結果は Brit J 
Dermatol に 2017 年に発表している
（Fujimura T, Kambayashi Y, et al）。さ
らに乳房外パジェット病のみでなく、アポ
クリン腺由来の悪性腫瘍であるアポクリン
腺癌においても腫瘍自体がRANKLを発現
していること、アポクリン腺癌が腫瘍内に
M２極性を持つTAMsを豊富に持つことが
明らかとなった。この結果は Anticancer 
Res に 2018 年 に 発 表 し て い る 
(Kambayashi Y, Fujimura T, et al.)。さら
に RANKL の発現が、病理学的に乳房外パ
ジェット病との鑑別に困難である、パジェ
ット様ボーエン病との鑑別に有効であるこ
とを 2016 年に J Cutan Pathol に報告した
（Fujimura T, Kambayashi Y, et al）。以
上の研究成果を中心に、本研究期間を通し
て Impact factorのある国際誌に 11本掲載
したことから、本研究成果は当初の予想を
はるかに超えた優良な結果であったと考え
る。 
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