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研究成果の概要（和文）：腫瘍関連マクロファージ（TAM）は、固形がん組織におけるがんの増悪に深く関与する。我
々は過去に、マクロファージの機能は細胞外からのセリンの供給に依存することを見出した。そこで本研究では腫瘍細
胞がセリンの産生を介してTAMと細胞間コミュニケーションを行っている可能性について検討し、その制御法開発の基
盤とすることを目指した。
セリン合成系酵素Phgdh等のノックダウンによりセリン合成能や輸送能を変化させた腫瘍細胞をマウスに移植し、腫瘍
形成やTAMの遊走・極性等について解析を行った。解析の結果、セリン合成・輸送の抑制は腫瘍細胞自身の増殖を抑制
したが、TAMに対する影響は特に認められなかった。

研究成果の概要（英文）：Tumor-associated macrophages (TAMs) play important roles in tumor development. 
Previously, we revealed the importance of serine from the extracellular miliue for the differentiation of 
bone marrow macrophages. In this study, we evaluated the contribution of serine for recruitment and tumor 
supporting function of TAMs. Suppression of serine biosynthesis or serine transport in mouse tumor cells 
by microRNA introduction decreased the proliferation of tumor cells in vitro as well as in vivo. Although 
neither infiltration nor polarization of TAMs were affected by the alteration of production and supply of 
serine from tumor cells, serine biosynthesis as well as neutral amino acid transporters can be a valid 
therapeutic targets for the treatment of cancers.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
がん組織はがん細胞以外にも様々な細
胞から構成され、がん細胞由来のサイトカ
インや増殖因子の作用により、がんの成
長・浸潤に適した環境を形成している。腫
瘍関連マクロファージ（Tumor-associated 
macrophages：TAM）は、多くの固形がん
の炎症浸出液中に多く見られる主要なミエ
ロイド系の白血球細胞であり、その集積と
治療の予後には相関が知られる。TAM は
組織の修復や繊維化に関わるM2型マクロ
ファージ様の活性化様式を示し、IL-10、
CCL17、CCL22 などの抗炎症性サイトカ
インや、VEGF、PlGF、MMP9 などの血
管新生・組織修復を促進する因子を産生し、
がん細胞の免疫からの回避や血管新生、浸
潤に重要な役割を果たす。ビスホスホネー
ト系製剤等による TAMの除去や、TAMの
活性化状態を炎症性のM1型へと誘導する
方法などにより、がん組織の縮退や抗がん
剤への応答性改善、血管組織の正常化など
が見られることが報告されており、近年、
がん治療における標的細胞の一つとして注
目されている。近年、悪性度の高いがん細
胞において de novo セリン合成に関わる
Phgdh 遺伝子の発現が亢進しているとの
報告が相次いでおり、がんの増殖や骨転移
能とセリン合成能の関係について注目が集
まっている。がん細胞における Phgdhの発
現亢進の意義としては、セリンの合成過程
で生じるα-ケトグルタル酸を TCA回路に
補充することで、がん細胞自身の高いエネ
ルギー需要を満たすことが主な役割とされ
ている。 
多くの細胞において、セリンは通常、解
糖系中間代謝産物から de novo合成により
供給可能なため、栄養学的には非必須アミ
ノ酸に分類される。一方、応募者はこれま
でに、骨髄マクロファージでは Phgdhの発
現が低く、セリン非存在下ではその増殖や
破骨細胞への分化が強く抑制されることを
明らかにした。また、別のマクロファージ
系細胞であるミクログリアも Phgdh の発
現レベルが低く、脳内での免疫応答には細
胞外からのセリン供給が必須であることが
知られている。これらのマクロファージが
示すセリン要求性は、マクロファージ系細
胞全般に共通した特徴である可能性が考え
られる。一方、in vivoにおいて骨髄マクロ
ファージ近傍の骨芽細胞やミクログリアの
周辺に存在するアストロサイトでは、逆に
Phgdhの発現が高く、これらマクロファー
ジ系細胞への重要なセリン供給源である可
能性がある。このことから、腫瘍組織にお
いても同様に、TAM の増殖や活性化には
がん細胞で産生される豊富なセリンが重要
な役割を果たしている可能性が考えられる。 

 
２．研究の目的 
本研究では、がんの増悪におけるがん細

胞と TAM の細胞間相互作用へのセリンの
寄与について調べ、腫瘍細胞が産生するセ
リンが腫瘍組織内の他の細胞との細胞間コ
ミュニケ―ションに寄与している可能性に
ついて検証することで、セリン供給源・ア
ミノ酸トランスポーター・アミノ酸飢餓ス
トレス応答経路を標的とした、新規がん治
療法開発の基盤とすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）セリン合成能を亢進・抑制した腫瘍細
胞の構築と腫瘍細胞の増殖への影響 
マウスPhgdh、およびPhgdhに対するmiRNA
を発現するレトロウイルスベクターを構築
した。調製した組換えレトロウイルスをマウ
ス由来の腫瘍細胞に感染させ、セリン合成能
が亢進、または抑制されたマウス腫瘍細胞を
樹立した。セリン合成能の変化が腫瘍細胞自
身の増殖に与える影響について、in vitro、
in vivo において検討した。in vivo におけ
る検討の際は、親株である腫瘍細胞と同じ系
統のマウスを用いた同系移植モデルにより
実験を行った。 
 
（2）TAM の生存・集積・極性に対する腫瘍細
胞由来セリンの寄与についての検討 
セリン合成能が亢進・抑制された腫瘍細胞
をマウスに同系移植し、形成された腫瘍組織
における TAM の集積を調べた。TAM は、抗
F4/80 抗体を付加した磁気ビーズによるポジ
ティブセレクションにより調製を行った。調
製した TAM の遺伝子発現について調べ、腫瘍
細胞が産生するセリンがTAMの極性に与える
影響についても解析を行った。ここで、M1
マクロファージには Il-1b、Il-6、MHC II
の発現を、M2 マクロファージには Arg1、
Fizz1、Il-10、Mgl1、Mgl2、Mrc1、Vegfa、
Ym1 の発現を指標とし、解析を行った。 
 
（3）TAM のセリン取り込み・応答経路の阻害
による腫瘍組織への影響の解析 
腫瘍細胞-TAM 間のセリンを介した細胞間
コミュニケーションを遮断するため、TAM の
セリン取り込み経路を抑制する方法につい
て模索し、がんに対する抑制効果について検
討を行った。 
 
４．研究成果 
まずはじめに、C57/BL6 マウスに由来する
非小細胞肺がん 3LL、メラノーマ B16F10、T
リンパ腫 EL4 について、Phgdh の発現レベル
を調べた。また、非腫瘍細胞である繊維芽細
胞 NIH3T3 および前駆骨芽細胞 MC3T3-E1 を比
較対照のために用いたところ、いずれの細胞
も NIH3T3 に比べて Phgdh の発現亢進がみら
れた。ただし、EL4 を除いてその差はそれほ
ど顕著ではなかった。また、非腫瘍細胞であ
る MC3T3-E1 も Phgdh の発現レベルは比較的
高かった。 
各細胞を C57BL/6 マウス皮下に同系移



植し、形成された腫瘍組織より F4/80 の発
現を指標に TAM を調製したところ、3LL 細
胞移植時に体積あたりの TAM の集積が最も
多かった。そこで、以下の実験は 3LL を中
心に用いることとした。 
3LL に対して Phgdh-HA 発現ベクター、ま
たは Phgdh に対する miRNA の発現ベクターを
導入し、セリン合成活性を亢進または抑制し
た細胞を樹立した。miRNA は 5 箇所の標的部
位に対して設計を行ったが、いずれの配列も
高いノックダウン効率を示した。得られた細
胞のセリン合成能については、HPLC を用いた
アミノ酸定量により確認を行った。WST-8 ア
ッセイにより樹立した細胞の in vitro での
増殖を調べ、Phgdh 発現レベル変化の影響と
セリン依存性について検討したところ、3LL
細胞は Phgdhの発現抑制によりある程度増殖
が抑制されることが分かった。またセリン飢
餓条件下では、ノックダウン細胞における増
殖抑制はより顕著であった。 
各細胞を C57BL/6 マウスの皮下に同系
移植し、形成される腫瘍組織のサイズを計
測して in vivo での増殖を評価したところ、
in vitro での増殖能と同様にノックダウン
細胞では腫瘍の成長に抑制がみられた。形
成された腫瘍組織より TAM を調製し、Phgdh
の発現レベルの違いによる TAM の遊走・集
積への影響を調べたが、特に影響は見られ
なかった。TAM より cDNA を調製し、リアル
タイム PCR によりマクロファージの極性を
調べた。その結果、TAM では Arg1、Mrc1、
Vegfa等の発現が高いM2様の極性を示した。
また、腫瘍細胞における Phgdh 過剰発現、
または Phgdh ノックダウンの影響を調べた
が、特にマクロファージに極性に変化は見
られなかった。 
また、腫瘍細胞と TAM のセリンを介した
細胞間コミュニケーションの遮断により、
腫瘍形成を抑制することが可能かどうかを
検証するため、3LL、TAM の中性アミノ酸ト
ランスポーターの発現について比較を行っ
たところ、3LL、TAM はともに Slc1a5 を発
現していた。Slc1a5 はセリンの取り込み・
排出の双方に関わると考えられたことから、
Slc1a5 をノックダウンした 3LL を作製し、
マウスへの移植実験を行った。Slc1a5 ノッ
クダウン細胞では腫瘍形成の抑制が認めら
れたものの、TAM の遊走や極性には影響が
見られなかった。 
以上より、Phgdh の発現レベルの違いに
よる腫瘍の成長の差は、腫瘍細胞自身の増
殖速度の差に依存しており、TAM の遊走や
極性変化に起因するものではないと考えら
れる。ただし、Phgdh や Slc1a5 の発現抑制
により、腫瘍の形成に抑制効果が見られた
ことから、これらの分子を標的とした腫瘍
抑制法の有効性が示唆された。 
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