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研究成果の概要（和文）：本申請研究は、腫瘍マクロ ファーシ(TAMs)による腫瘍細胞の幹細胞様特性獲得とそ
れに伴う発癌活性促進の分子機序の解明を行い、難治性固形癌に対する治療効果の改善に向けた基礎的知見を得
ることを目的とした。その結果、Tim-3陽性TAMsは腫瘍細胞に幹細胞様特性を誘導することが明らかとなり、こ
の幹細胞様特性を持った腫瘍細胞は高い腫瘍形成能を持つことがわかった。我々は3つのTAMs由来責任因子を同
定し、責任因子を抑制したTAMsは、腫瘍細胞に幹細胞様特性を誘起することができなかった。これらのことか
ら、TAMsは腫瘍細胞に幹細胞様特性を誘導し腫瘍形成促進に関与していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of the present study was to determine whether tumor-associated 
macrophages (TAMs) induce a stem cell property of cancer cells and promote the tumorigenicity of 
cancer cells. We showed that a small population of TAMs expressed Tim-3 and Tim-3-positive TAMs 
induced the stem cell property of cancer cells. Cancer cells co-cultured with Tim-3-positive TAMs 
have a high tumorigenic potential. We also identified three candidate factors concerning an 
induction of stem cell property. Silencing of three candidate factors in Tim-3-positive TAMs 
inhibited the induction of stem cell property for cancer cells. These results suggest that TAMs is 
involved in the induction of stem cell property and tumorigenic potential of cancer cells.

研究分野： 腫瘍学

キーワード： 腫瘍マクロファージ　幹細胞様特性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膵癌などの難治性固形癌は、現状の治療法では十分な完治が見込めないことから、さらなる新規治療法の開発が
急務である。特に、腫瘍細胞が獲得する抗癌剤抵抗性の解明は、新規治療法の開発において重要な課題となって
いる。本申請研究では、腫瘍マクロファージ（TAMs）が腫瘍細胞に幹細胞様特性を付与することを明らかとし
た。この結果は、今後、難治性癌のもつ抗癌剤抵抗性解除を目的とした新規治療法の開発において、貴重な知見
を提供し、現行の治療法をより効果的にするための重要な糸口を提供するものといえ、学術的および社会的意義
が高いものといえる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
近年、多剤化学療法や分子標的治療により手術不能な進行再発性癌の治療成績が改善されつつ
あるが、現状では完全治癒や長期生存延長を達成するには限界があるのも事実である。とくに、
膵臓癌や乳癌は、現在、臨床行われている治療法（原発巣切除、放射線治療、ホルモン療法、化
学療法や分子標的治療）を施しても、なお予後不良が高頻度で誘発される。この主な原因として、
『抗癌剤耐性能の獲得』および『他臓器への転移•浸潤』を契機とした腫瘍細胞の再進展と転移
能増強があるとともに、転移•浸潤した腫瘍細胞の制御•抑制が非常に困難であることが挙げら
れ、未だ有効な治療法が皆無である。 
 
最近、腫瘍微小環境を構成する腫瘍マクロファージ（Tumor-associated macrophages, TAMs）が
腫瘍細胞の抗癌剤耐性能と転移•浸潤促進に関与していることが報告されており、TAMs の腫瘍細
胞への発癌活性促進と腫瘍微小環境での『免疫ニッチ』としての作用が注目されている。しかし
ながら、TAMs が腫瘍細胞の抗癌剤耐性能や転移•浸潤能促進をどのように誘導しているかが不明、
他臓器へ転移•浸潤した腫瘍細胞の増殖がいつどのようにして惹起されているのかが不明、原発
巣の腫瘍細胞と他臓器へ転移•浸潤した腫瘍細胞との性質が異なり、治療が困難であること、正
常細胞においても転移•浸潤に関与する分子機序が存在し、その機序に対する抑制は非常に副作
用のリスクが高いことといった問題点が未解決のままである。これらの問題点の解決策を見出
すことは、難治性癌である膵癌や高転移•浸潤性乳癌などの抗癌剤耐性能獲得の回避や転移•浸
潤の制御をもとにした治療効果の劇的な改善の糸口を切り開くものといえる。 
 
２．研究の目的 
本申請研究は、難治性固形癌に対する多剤化学療法や分子標的治療の問題点である腫瘍細胞の
抗癌剤耐性能獲得、再発と転移促進を解決すべく、TAMs が腫瘍細胞の幹細胞特性獲得とそれに
伴う発癌と転移活性促進を誘導する分子機序の解明を行い、現在の臨床で実施されている難治
性固形癌に対する治療効果の劇的な改善に向けた基礎的知見を得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト腫瘍細胞（PANC1 膵臓癌細胞株、MDA-MB-231 乳癌細胞株）を移植し作製した腫瘍モデ
ルマウスの腫瘍組織からセルソーターを用いて採取した Tim-3 陽性および Tim-3 陰性 TAMs とヒ
ト腫瘍細胞（PANC1, MDA-MB-231）を共培養して、腫瘍細胞での幹細胞マーカー（CD133, CD44, 
EpCAM, ALDH1, Lgr-5, Sca-1, ABCG2）および Tim-3 の発現について定量的 PCR、ウエスタンブ
ロット、フローサイトメトリー解析で検討した。また、Tim-3 と幹細胞マーカーを発現する腫瘍
細胞を免疫不全マウス（BALB/c nu/nu マウス）に同所移植し、腫瘍形成能について調べた。 
 
（２）候補因子（IL-6, HB-EGF, MFG-E8）に対する siRNA を導入した Tim-3 陽性 TAMs と腫瘍細
胞（MC38 マウス大腸癌細胞株、4T1 マウス乳癌細胞株、PANC1、MDA-MB-231）の共培養を行い、
腫瘍細胞での幹細胞マーカー（ALDH1、ABCG2）の発現について定量的 PCR、ウエスタンブロット、
フローサイトメトリー解析で検討した。また、候補因子を含む培養培地で培養した腫瘍細胞（MC38, 
4T1, PANC1, MDA-MB-231）における幹細胞マーカー（ALDH1、ABCG2）の発現についても検討した。
さらに、候補因子を処理した腫瘍細胞（MC38、PANC1）を BALB/c nu/nu マウスに皮下移植して、
腫瘍形成能についても検討した。 
 
（３）候補因子（IL-6, HB-EGF, MFG-E8）を処理した腫瘍細胞（MC38、PANC1）に対して抗癌剤
（パクリタキセル、ジェムシタビン）を処理した時の細胞生存率について調べた。また、候補因
子を処理した腫瘍細胞（MC38、PANC1）を BALB/c nu/nu マウスに皮下移植し、モデルマウスに対
して、抗癌剤（パクリタキセル、ジェムシタビン）を投与した時の腫瘍形成抑制を測定した。さ
らに、腫瘍モデルマウスに対して、候補因子（IL-6、HB-EGF、MFG-E8）に対する中和抗体と抗癌
剤（ジェムシタビン）を併用投与した時の抗腫瘍効果について検討した。 
 
４．研究成果 
（１）Tim-3 陽性および Tim-3 陰性 TAMs とヒト腫瘍細胞（PANC1、MDA-MB-231）を共培養して、
腫瘍細胞での幹細胞マーカー（CD133, CD44, EpCAM, ALDH1, Sca-1, ABCG2）の発現について調
べた結果、Tim-3 陽性 TAMs と共培養した腫瘍細胞における幹細胞マーカーの発現レベルは、Tim-
3 陰性 TAMs と共培養した腫瘍細胞のそれに比べて、明らかに高かった（図 1）。また、Tim-3 陽
性 TAMs と共培養した腫瘍細胞を BALC/c nu/nu マウスに皮下移植し、その腫瘍形成能を測定し
た結果、Tim-3 陰性 TAMs と共培養した腫瘍細胞の腫瘍形成能に比べて、明らかに高いことが分
かった（図 2）。 



 

 

 

（２）Tim-3 陽性 TAMs と Tim-3 陰性 TAMs の遺伝子発
現プロファイルを解析し、IL-6、HB-EGF および MFG-
E8 の発現に変化ができたため、さらに、定量的 PCR に
よりそれらの発現変化を解析した結果、Tim-3 陽性
TAMs での IL-6, HB-EGF および MFG-E8 mRNA の発現レ
ベルは、Tim-3 陰性 TAMs のそれらに比べて、明らかに
高いことが分かった（図 3）。そこで、IL-6、HB-EGF お
よび MFG-E8 に対する siRNA を導入した Tim-3 陽性
TAMs と共培養した腫瘍細胞における幹細胞マーカー
の発現を調べた結果、IL-6, HB-EGF および MFG-E8 に
対するいずれの siRNA を導入した Tim-3 陽性 TAMs と
共培養した腫瘍細胞は、幹細胞マーカー（ALDH1、
ABCG2）の発現の誘導が確認されなかった。一方、IL-
6、HB-EGF、もしくは MFG-E8 タンパク質を処理した腫
瘍細胞は、幹細胞マーカーの発現が誘導されているこ
とがわかった。また、IL-6、HB-EGF および MFG-E8 を
処理した腫瘍細胞の腫瘍形成能を調べた。その結果、
IL-6、HB-EGF および MFG-E8 を処理した腫瘍細胞の腫
瘍形成能は、処理していない腫瘍細胞のそれに比べて、明らかに高いことが分かった。 
 
（３）候補因子（IL-6, HB-EGF, MFG-E8）で処理した腫瘍細胞を皮下移植して作製した腫瘍モデ
ルマウスに対して、抗癌剤を処理した結果、候補因子を処理していない腫瘍細胞を皮下移植して
作成した腫瘍モデルマウスに抗癌剤を処理したものに比べて、抗腫瘍効果が認められなかった。
一方、候補因子（IL-6, HB-EGF, MFG-E8）に対する中和抗体とともに抗癌剤（ジェムシタビン）
を処理した場合、明らかに抗腫瘍効果があることが認められた。これらの結果より、候補因子と
抗癌剤との併用投与は、これまでの抗腫瘍効果を効果的に改善できることが示唆された。 
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