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研究成果の概要（和文）：悪性腫瘍が免疫系から逃れる機構については多数の報告がある一方、がん免疫がどの
ように始動するのかほとんどわかっていなかった。研究代表者はがん免疫を始動する細胞として組織常在性マク
ロファージに着目し、その役割を解析するため乳腺オルガノイドを用いた新しいモデルシステムを構築した。こ
のシステムを用いて解析した結果、組織常在性マクロファージが発がん初期段階に出現するようながん原性変異
細胞を認識し、貪食することが明らかになった。さらにそのメカニズムとして、Eat meシグナルである
Phosphatidylserineの関与が示唆された。本研究の成果により、がん免疫始動システムの一端が明らかになっ
た。

研究成果の概要（英文）：While there are many reports showing how malignant tumors escape cancer 
immunity, little is known about the mechanisms of initiation of cancer immunity. We focused on 
tissue-resident macrophages as the cells that initiate cancer immunity and constructed a new model 
system using mammary gland organoids to analyze their role. Analysis using this system revealed that
 tissue-resident macrophages recognize and phagocyte carcinogenic mutant cells, such as those 
appearing in the early stages of carcinogenesis. Furthermore, the involvement of ‘Eat me’ signal, 
phosphatidylserine, was suggested as a mechanism for this. The results of this study have revealed 
one aspect of the molecular mechanism of cancer immune initiating system.

研究分野：分子腫瘍学

キーワード： 乳がん　組織常在性マクロファージ　オルガノイド
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、これまで不明であった発がんのごく初期段階における免疫反応を可視化して解析することにより、
組織常在性マクロファージが、がん免疫の始動を担う細胞であり得るだけでなく、その変異細胞認識メカニズム
を示唆する結果も得られた。臨床においては、がんの早期治療がその後の患者の生存率に大きく影響している。
本研究を通じて、発がんの初期段階に起こる現象が明らかになり、学術的に重要であるだけでなく、がんの早期
治療を可能にするようなマーカーの創出や、腫瘍を形成する前の「前がん細胞」の段階で排除するような新しい
がん治療・がん予防に繋がることが期待でき、社会的にも非常に重要であると言える。

※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 

多数の変異が蓄積した悪性腫瘍における免疫抑制機構については多くの知見が集積している

一方、発がんの初期段階でがん免疫がどのように始動するのか、そのタイミングやメカニズム、

さらにがん免疫の始動に関わる免疫細胞等はほとんどわかっていなかった。研究代表者は、がん

免疫を始動する細胞として組織常在性マクロファージ（以下、組織マクロファージ）に着目し、

その役割を解析するため、乳腺オルガノイドを用いた新しいモデルシステムを構築した。このモ

デルシステムでは、CX3CR1-GFP/+マウス由来の乳腺オルガノイドに、レンチウイルスベクタ

ーによって tdTomato-P2A-oncogene 配列を導入する。それにより、組織マクロファージを GFP

＋、oncogene 発現細胞を tdTomato＋として可視化することができ、両者の interaction を経時

的に解析することを可能にした。まず oncogene として一般的な HRasG12V、上皮間葉転換を

誘導する Twist、がん抑制遺伝子 TP53 のドミナントネガティブ変異体である p53DD について

ウイルスベクターを作製して乳腺オルガノイドにモザイク状に発現させ、発がんの初期段階を

オルガノイド上で再現した。このオルガノイドについて解析を進めた結果、組織常在性マクロフ

ァージが HRasG12V 発現細胞を認識し、貪食することが明らかになった。一方、Twist や p53DD

発現細胞に対して顕著な反応はなく、変異の種類によって組織マクロファージの反応性が異な

ることが示唆された。この結果により、発がんの初期段階で出現するような遺伝子変異が蓄積す

る前の細胞が、免疫細胞である組織常在性マクロファージのターゲットとなり得ることが示唆

され、がん免疫の始動システムの一端が明らかになった。しかし、組織マクロファージが

HRasG12V 発現細胞を認識するメカニズムは不明であり、HRasG12V 発現細胞以外に組織マク

ロファージに貪食される変異細胞は見つかっていなかった。 

 

２．研究の目的 

組織常在性マクロファージによるがん原性変異細胞の認識・貪食のメカニズムを明らかにし、

組織常在性マクロファージによる初期がん認識・貪食システムを強化し、がんが病変を形成する

前に排除（予防）することを目指す。また、HRasG12V 発現細胞以外に組織マクロファージに

貪食される変異細胞を同定する。 

 

 

３．研究の方法 

日本人女性においてがん罹患率が第１位である乳がんのモデルシステムとして、マウスの乳

腺オルガノイドを用いて乳腺組織マクロファージとがん原性変異細胞との相互作用を解析する。

マウス乳腺組織では、CX3CR1+組織マクロファージが２層の乳腺上皮組織 (luminal 細胞と

myoepithelial 細胞) の間に潜り込むあるいは張り付くように存在し、CX3CR1-GFPgfp/+マウス

由来の乳腺オルガノイドでは GFP+細胞として可視化できる。そこで実験は図１のように進め

た。まず CX3CR1-GFPgfp/+メスマウスから乳腺オルガノイドを調製し、tdTomato-P2A-oncogene

配列を有するレンチウイルスを感染させる。その後ウイルス感染オルガノイドを基底膜の代わ

りを果たす Matrigel に包埋する。一定期間培養するとウイルス由来の tdTomato-P2A-oncogene

が発現し、組織常在性マクロファージを GFP+、がん遺伝子発現細胞を tdTomato+として可視

化できる。この状態のオルガイドを細胞染色やタイムラプスで観察した。 



 

 

 

① Eat me シグナル phosphatidylserine の解析 

組織マクロファージによる HRasG12V 発現細胞の認識メカニズムとして、Eat me シグナル

として知られる phosphatidylserine（PS）の細胞膜外側への露出を検討した。PS の検出には、

PS に強い親和性を持つ AnnexinV-FITC を用いた。図１の通りに乳腺オルガノイドを調製し、

tdTomato のみもしくは tdTomato-P2A-HRasG12V を発現するレンチウイルスを感染させた。

ウイルス感染 3 日後にオルガノイドを AnnexinV-FITC とインキュベートし、細胞外外側に露出

した PS を染色した。その後、各オルガノイドを共焦点顕微鏡で観察し、AnnexinV-FITC の蛍

光強度を画像解析により定量した。 

 

② HRasG12V 発現細胞の Cleaved-Caspase３染色 

Eat me シグナルである PS は、アポトーシス細胞の細胞膜外側に露出することが知られて

いる。HRasG12V 発現細胞で PS シグナルが上昇していたのは、細胞がアポトーシスを起こ

していた可能性があるため、HRasG12V 発現細胞をアポトーシス検出に用いられる Cleaved-

caspase 3 で染色し、その染色度合いを評価した。 

 
４．研究成果 

 まず、組織マクロファージが HRasG12V 発現細胞を認識するメカニズムとして、Eat me シ

グナルとして知られる phosphatidylserine（PS）の細胞膜外側への露出を検討した。その結果

を図２に示す。まずはマトリゲルに包埋された乳腺オルガノイド上の PS に対して AnnexinV- 
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図１ マウス乳腺オルガノイドを用いた発がん初期段階の解析の流れ 

培養3⽇⽬の乳腺オルガノイドに1 µMの
Staurosporineを添加して5時間インキュベートした
後、Annexin V-FITCで染⾊して共焦点顕微鏡で観察
した。⻩⾊の点線はオルガノイドの輪郭。
Staurosporine（+）でアポトーシスを誘導した乳腺
オルガノイドではAnnexin V-FITCのシグナルが上昇
していることが確認できた。スケールバーは40 
µm。

図7 乳腺オルガノイドのアポトーシス誘導によ
る細胞膜外側のホスファチジルセリンの検出
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図２ 乳腺オルガノイド上での PS の検出 

（A）乳腺オルガノイドのアポトーシス誘導による細胞膜外側のホスファチジルセリンの検出。培養 3

日目の乳腺オルガノイドに 1 µM の Staurosporine を添加して 5 時間インキュベートした後、Annexin 

V-FITC で染色して共焦点顕微鏡で観察した。黄色の点線はオルガノイドの輪郭。スケールバー：40 µm 

（B）コントロールとして tdTomato のみ、もしくは HRasG12V を感染させ、3 日後の乳腺オルガノイ

ドを Annexin V-FITC で染色して共焦点顕微鏡で画像を取得した。その後、画像解析により蛍光強度を

定量した。 

 

p < 0.0001 



FITC が正常に結合できるか検討した。具体的には乳腺オルガノイドに Staurosporine を作用 

させてアポトーシスを誘導したのち、AnnexinV-FITC を作用させて細胞膜外側の PS が染色さ

れるか調べた。その結果、DMSO のみを添加したオルガノイドと比べて、Staurosporine を作

用させたオルガノイドでは AnnexinV-FITC の蛍光強度が明らかに上昇しており、マトリゲルに

包埋された乳腺オルガノイドに対して、AnnexinV-FITC は期待通り作用することが示された（図

２A）。次に乳腺オルガノイドに tdTomato のみもしくは tdTomato-P2A-HRasG12V を有する

レンチウイルスを感染させ、3 日後に AnnexinV-FITC を作用させた。その結果、HRasG12V 発

現細胞では AnnexinV-FITC の蛍光強度が明らかに強かった。その蛍光強度を定量した結果、

HRasG12V 発現細胞では AnnexinV-FITC シグナルが有意に上昇していた（図２B）。また、ア

ポトーシス細胞も PS を細胞膜外側へ露出することが知られているため、アポトーシスマーカー

である活性化 Caspase-3（Cleaved Caspase-

3）を染色したが、コントロールである

tdTomato のみを発現する細胞と同様に

HRasG12V 発現細胞では染色されなかった

（図３）。以上の結果より、組織マクロファー

ジは HRasG12V 発現細胞の細胞膜外側に露

出した PS を認識して、細胞死非依存的に貪

食していることが示唆された。以上の結果よ

り、組織マクロファージが発がんの初期段階

に発生するがん原性変異細胞を認識するメ

カニズムの一端が明らかとなり、これまで全

くわかっていなかったがん免疫始動システ

ムが明らかになりつつある（Kajita et al., 投

稿準備中）。今後は、HRasG12V 発現細胞以

外に組織マクロファージに認識・貪食される

細胞を同定するため、Ras family の変異体で

ある KRasG12D, 一般的なヒトのがんでの

変異が高頻度に報告されている p53R273H 

(マウスでは R270H) についてもレンチウイ

ルスベクターを構築済みであり、まずはタイムラプスにて、組織マクロファージとの相互作用を

解析していく。 

  前述のように、悪性腫瘍と免疫システムの関係については多くの報告があるが、発がん初期

段階に着目した、遺伝子変異が蓄積する前のがん原性変異細胞と免疫細胞との関係についての

報告はほとんどない。本研究は、正常上皮組織に変異細胞がモザイク状に生じた発がんの初期段

階をオルガノイドシステムで再現し、生体由来の組織マクロファージの役割を可視化して解析

する全く新しい着眼点の研究である。本研究の推進により、現行の悪性腫瘍に対する免疫療法と

は異なり、初期がんをターゲットにしたがん免疫療法や予防法の確立に繋がることが期待でき

る。 

  

 

 

 

図３ HRasG12V 発現細胞の Cleaved-Caspase-3

染色 

乳腺オルガノイドに tdTomato only もしくは

HRasG12V 配列を有するレンチウイルスを感染さ

せ、3 日後の乳腺オルガノイドを Cleaved Caspase-

3 で免疫染色して共焦点顕微鏡で画像を取得した。

ピンクの点線はオルガノイドの輪郭。黄色矢印はウ

イルス感染細胞の位置を示す。スケールバー：40 

m 。 
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