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乳がんの病期に伴う末梢血CD14 CD16単球の増加
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抄 録

末梢血中の単球は表面抗原CD14とCD16の発現によりCD14 CD16単球とCD14 CD16単球に大別され

る．近年様々な疾患で，両者の中間型サブセットCD14 CD16単球の増加が報告されている．今回，健常者と乳

がん患者の末梢血中単球分画を比較した結果，組織型やHER2・ホルモンレセプターの発現の有無には関わらず，

病期の進行した症例ではCD14 CD16単球の有意な増加を認めた．ケモカインレセプター（CCR2，CXCR4，

CXCR7，CXCR1）の発現パターンからはCD14 CD16単球はCD14 CD16単球とCD14 CD16単球の中

間型の形質を示し，この発現パターンには健常者と乳がん患者で差はなかった．また，健常者由来末梢血単核球を

数種のサイトカインやリポポリサッカライドで刺激した結果，TGF-β1のみがCD14 CD16単球を増加させた．

さらに，末梢血単核球と乳がん細胞株との共培養でもCD14 CD16単球は著明に増加し，その効果はTGF-βタ

イプ1レセプターキナーゼ選択的阻害剤で抑制された．しかしながら，乳がん患者の血漿中TGF-β1値については

病期に関わらず，有意な上昇は見られなかった．以上より，乳がん患者では病期が進行するとともに末梢血中の

CD14 CD16単球が増加すること，および乳がん細胞株はTGF-β1を産生することによりCD14 CD16単球

を増加させる作用を示すこと，を明らかにした．
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緒 言

わが国において，乳がんは罹患率，死亡率ともに

増加の一途にあり，年齢調整死亡率では女性におけ

る部位別がん死因の第１位である．また，死亡割合

において50歳代と75歳以上に２回のピークを有して

おり，若年時の死亡割合が高いことから社会的にも

非常に重要な疾患と言える．乳がん細胞は比較的病

初期より全身に微小転移を起こしているとされ ，治

療は外科療法や放射線療法といった局所療法と全身

療法である内分泌療法・化学療法・分子標的療法を

組み合わせて集学的に行われる．再発・転移は８～９

割が５年以内に起こることが多いが，少数ながらそ

れ以降も見られることより，他の腫瘍性疾患に比べ

予後が長く，治療開始後長期の経過観察を要する．

長期にわたる加療期間において病勢の判断は極めて

重要であり，CA-125・CA15-3等の腫瘍マーカーに

よる診断が行われてはいるが，初期のがんにおいて

はほとんど上昇が認められないなどの問題点が指摘

されている．そのため，感度のよいバイオマーカー

の開発が求められる．

単球は，末梢血白血球の３～６％を占め，骨髄で

生産され末梢血中に放出される．単球は免疫反応に

おいて異物の貪食，ヘルパーＴ細胞への抗原提示，

TNF-α，IL-1β，IL-6などのサイトカインの生産，

といった重要な役割を担っている．ヒトの単球はさ

らに表面マーカーのCD14とCD16の発現の違いか

ら，大きく２つのサブセット（CD14 CD16単球

とCD14 CD16単球）に分類され，前者が80-90％

を占める．また，ケモカインレセプターは白血球・

リンパ球の遊走と組織ホーミングを制御し，個々の

機能的サブセットにより発現パターンや発現レベル

が異なることが知られている ．単球は，ケモカイン

レセプターCCR2とCXCR1の発現の違いから，

CCR2CXCR1 とCCR2CXCR1 の２つの

サブセットに分けられる ．そして前者は炎症組織に

浸潤する炎症性単球，また後者は恒常的に組織にホ

ーミングする組織型単球と考えられる ．また前者は

メジャーサブセットのCD14 CD16単球に対応

し，後者はマイナーサブセットのCD14 CD16単
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球に対応する．さらに近年，これらの２つのサブセ

ットの中間的な形質を示すCD14 CD16単球が，

自己免疫疾患，感染症，転移性の胃がん・大腸がん，

などで増加することが報告されている ．

乳がんも含めた担がん状態では免疫抑制的な体内

環境が作られていることが知られており，がん細胞

の産生する液性因子や，がん細胞の存在により誘導

される免疫抑制細胞（制御性Ｔ細胞，腫瘍関連マク

ロファージ，骨髄由来抑制細胞など）の関与が報告

されている ．特に，がん細胞やがん組織が産生する

液性因子は単球も含めた免疫担当細胞の分化や機能

に対して大きな影響を及ぼすと考えられる．今回，

我々は乳がん患者における担がん状態の免疫系への

影響を明らかにし，また簡便に測定可能かつ臨床上

有用な新たなバイオマーカー探索の目的で，健常者

と乳がん患者で末梢血単球の比較を行った．その結

果，乳がん患者では中間的サブセットのCD14

CD16単球が病期の進行にともない有意に増加し

ていることを見いだした．さらに，様々なサイトカ

イン処理や乳がん細胞株との共培養実験から，TGF

-β1がCD14 CD16単球を増加させる因子のひ

とつであることを明らかにした．

方 法

１.症例

2009年４月以降，近畿大学医学部付属病院にて治

療を受けた乳がん症例63例と，同病院職員である健

康な女性20例を症例とした．症例にはすべて研究に

関する十分な説明がなされ，同意を得たうえで採血

を行った．本研究は学内倫理委員会において承認を

得た上で行われた．

経静脈的に末梢血の採血を行い，検体採取に関す

る問題は全症例で認められなかった．採取後の末梢

血からFicoll-Paque Plus（GE Healthcare，Upp-

sala，Sweden）を用いて末梢血単核球（PBMC）を

分離し，セルバンカー（三菱化学メディエンス，東

京）に懸濁して－80℃で凍結保存した．

２.HER2とホルモンレセプターの検出

診断に関わる組織型の判定や免疫学的染色はすべ

て近畿大学医学部付属病院病理部にて施行された．

HER2発現はimmunohistchemistry（IHC法）にて

染色し，判定0/＋1を陰性，＋3を陽性とし，＋2の場合

はさらにfluorescent in situ hybridization（FISH

法）にてHER2遺伝子増幅が確認されたものを陽

性，それ以外を陰性とした．エストロゲンレセプタ

ーとプロジェステロンレセプターの発現はIHC法

で染色のうえ，Allred Scoreを用いて判定を行い，

Total score0-2を陰性，3-8を陽性とした．

３.フローサイトメーターによる単球分画の解析

凍結保存されたPBMCを融解して染色バッファ

ー（２％牛胎児血清，0.05％アジ化ナトリウム含有

リン酸緩衝液）に懸濁し，ヒトAB型血清を用いて

ブロッキングを行った．その後，PE-labeled anti-

CD14，PECy7-labeled anti-CD16，およびAPC-

labeled anti-HLA-DRで３重染色した．ケモカイン

レセプターを同時に染色する場合は，１次抗体を加

えて４℃，45分間反応させ，染色バッファーにて洗

浄の後，２次抗体を反応させ（４℃，30分），再度洗

浄後にマウス血清にてブロッキングを行い，３次抗

体を反応させた（４℃，30分）．使用した抗体および

その順序は表1にまとめた．染色後，PBMCは染色

バッファーに懸濁し，FACSCalibur（BD Bioscien-

ces，San Jose，CA）を用いて測定し，CellQuest
 

Softwareにて解析を行った．

４.各種サイトカイン，リポポリサッカライド，お

よび乳がん細胞株との共培養の単球サブセットに対

する効果

健常者PBMCを非付着性プレート（ハイドロセ

ル，セルシード，東京）を用い，各種サイトカイン

やリポポリサッカライド（LPS）の存在下に，播種

した上で24時間培養した乳がん細胞株（MRK-nu-

1，MCF-7），および正常乳腺上皮細胞HMECと共

に一晩培養した．その後，細胞を十分にピペッティ

ングして回収し，単球サブセットを上記の細胞膜免

疫染色にて解析した．IL-1，IL-4，IL-6，IL-10，IL

-13，TGF-β1，TNF-αはR&D systemsあるいは

PEPROTECH（Rocky Hill，NJ）より購入した．

TGF-βタイプ１レセプターキナーゼ選択的阻害剤

SB431542およびLPSはSIGMA-ALDRICHより

表 フローサイトメーターによる解析に用いた抗体

抗体 クローン メーカー

一次抗体

CXCR4 44716 R&D Systems
 

CXCR7 358426 R&D Systems
 

CCR2 48607 R&D Systems
 

FITC-CXCR1 2A9-1 MBL
 

mouse IgG Dako
 

mouse IgG Dako
 

FITC-rat IgG MBL
二次抗体

FITC-anti-mouse
 

IgG F(ab’)
SIGMA-ALDRICH

三次抗体

PE-anti-CD14 61D3 e-Bioscience
 

PECy7-anti-CD16 3G8 BD Pharmingen
 

APC-anti-HLA-DR  L243 BioLegend
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購入した．

５.定量的PCR

乳癌細胞株と乳腺上皮細胞よりTRIzol試薬

（Invitrogen）を用いて全RNAを調整し，cDNAを

合成した（Nakayama J Virol 2002）．定量的PCR

は，7900 HT Fast Real-Time PCR System

（Applied Biosystems）を用いて行った．GAPDHの

検出についてはTaqMan Gene Expression Assay

（Applied Biosystems）のキットをそのまま用い，ま

たTGF-β1については，以下のプライマーとプロー

ブ を 合 成 し た ： プ ラ イ マ ー ，＋ 5’-

CCCTGCCCCTACATTTG GA-3’と－5’-

CCGGGTTATGCTGGTTGTACA-3’；プロー

ブ，＋5’-CCTGGACACGCAGTACAGCAAGGT-

CC．プローブは，蛍光レポーター色素である6-

FAMで5’-末端を標識した．相対的な遺伝子発現の

レベルは，Sequence Detection System Software

（Applied Biosystems）を用いて解析し，GAPDHで

標準化した．

６.血漿TGF-β1の測定

血漿は採血後速やかに遠心分離し，－80℃に保存

したものを測定に供した．TGF-β1の濃度は，

Quantikine Human TGF-β1測定キット（R&D
 

systems）を用いて測定した．

７.統計解析

統計的な解析はStudent’s t-testを用いて行い，p

値が0.05未満を有意差ありと判定した．

結 果

今回実験に用いた健常者20症例，乳がん患者63症

例のプロファイルを表２にまとめた．全員女性で，

年齢において統計学的有意差は認められなかった．

末梢血よりPBMCを分離し，HLA-DR，CD14，

CD16を染色し，フローサイトメーターで解析を行

った．セルサイズとHLA-DR強度を用いて単球分

画にゲートを合わせ，CD14とCD16の発現を指標

に健常者と乳がん患者の間で単球サブセットを比較

した．図１には代表例を示す．健常者と比べて，乳

がん患者では中間的サブセットのCD14 CD16

単球の増加がみられた（図では健常者で3.4％，乳が

ん患者で7.1％）．

図２は単球の３つのサブセットの比率を健常者と

病期ごとに分けた乳がん患者で比較した結果を示

す．メジャーサブセット（CD14 CD16単球）A

とマイナーサブセット（CD14 CD16単球）Bの比

率については健常者と患者の間で有意な差は見られ

なかった．しかし中間的なCD14 CD16サブセッ

トCの比率については，病期Ⅲ/Ⅳの患者では健常者

表

健常者 乳癌患者

症例数 20 63

性別 女性のみ 女性のみ

年齢 48.3(±9.5) 60.5(±12.9)

病期

0 7

Ⅰ 10

Ⅱ 11

Ⅲ 10

Ⅵ 25

腋窩リンパ節転移

あり 36

なし 27

白血球数（/L ） 5833(±1837)

単球数（％） 6.7±1.8

CRP（mg/dl） 0.19(±0.3)

組織学的診断

乳頭腺管癌 10

充実腺管癌 21

硬癌 15

非浸潤癌 7

その他 10

ホルモンレセプター発現

陽性 40

陰性 22

不明 1

HER2発現

陽性 32

陰性 30

不明 1

年齢，白血球数，CRP値の（ ）内数値は標準偏差を示す．

図 細胞表面抗原CD14とCD16の発現を指標に
した単球サブセット解析
健常者と乳がん患者のPBMCを抗HLA-
DR，抗CD14，抗CD16で３重染色し，フロ
ーサイトメーターで解析を行った．セルサイ
ズとHLA-DR発現強度を指標に単球分画に
ゲートを合わせ，CD14とCD16の発現レベ
ルを解析した．健常者と比べて，乳がん患者
ではCD14 CD16単球の増加がしばしば
認められた（図では健常者で3.4％，乳がん患
者で7.1％）．
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や病期０/Ⅰの患者と比べて著明に増加しており，そ

の差は有意であった（p＜0.05）．ただし，病期０/Ⅰ

の患者では健常者と比べて中間型の比率がわずかで

はあるが低下していた．しかしながら，症例数が少

ないこともあり，その意義は現在のところ不明であ

る．表３には各病期ごとの平均値，標準偏差値，各

病期間の差の有意検定を示した．

病期Ⅱの患者では，腋窩リンパ節転移がある症例

とない症例が存在する（表２）．そこで，CD14

CD16単球の比率が，同一病期で腋窩リンパ節転移

の有無により異なるかどうかを検討した．その結果，

リンパ節転移陽性患者において有意差はないものの

CD14 CD16単球の比率が増加する傾向を認め

た（図３）．

乳がんには幾つかの腫瘍組織型が存在するが，乳

がんの組織型とCD14 CD16単球の増加との間

には相関関係は見られなかった（図４）．また，HER2

やエストロゲンレセプター（ER）およびプロゲステ

ロンレセプター（PR）の発現は乳がんの予後に関与

し，また治療方針決定においても重要な因子である

ため，HER2およびホルモンレセプターの発現と

CD14 CD16単球の比率との関係を検討したが，

有意な相関は認められなかった（図５）．

乳がん患者で比率の増加がみられるCD14

CD16単球サブセットの形質をさらに明らかにす

る目的で，単球の３つのサブセットでの代表的なケ

モカインレセプターの発現を健常者と乳がん患者で

比較した．まず健常者のPBMCでの解析から（図６

図 健常者と病期ごとにグループ化した乳がん患
者での３つの単球サブセットの比率
ACD14 CD16単球，BCD14 CD16単
球，⒞CD14 CD16単球．病期Ⅲ/Ⅳの患者
では，CD14 CD16単球の比率が健常者や
病期０/Ⅰ患者と比べて有意に増加している
（p＜0.05）．

図 病期Ⅱ患者での腋窩リンパ節転移の有無と
CD14 CD16単球の比率の関係N（－），腋
窩リンパ節転移なし；N（＋），腋窩リンパ節
転移あり．N（＋）症例においてCD14
CD16単球の比率が高くなる傾向はあるが，
両群に有意差はない（p＝0.07）．

表

p Value VS
 

CD14 CD16
単球割合(％)

健常者 病期０ 病期Ⅰ 病期Ⅱ 病期Ⅲ

健常者 3.63(±1.22) ―

病期０ 2.59(±0.45)0.022 ―

病期Ⅰ 2.38(±0.46)0.0130.573 ―

病期Ⅱ 4.81(±2.19)0.0780.0060.003 ―

病期Ⅲ 5.12(±1.24)0.0190.0010.0010.361 ―

病期Ⅳ 9.86(±1.89)0.0280.0140.0120.0590.068

CD14 CD16単球割合（％）の( )内の数値は標準偏

差を示す．

；健常者に比し有意に低下．

下線：p＜0.05．
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Ａ），すでに報告されているように ，メジャーサブセ

ッ ト の CD14 CD16 単 球 ⒜ は CCR2CX

CR1 ，マイナーサブセットのCD14 CD16単球

⒝はCCR2CXCR1 であることが確認された．

さらにCXCR4については２つのサブセットの間で

ほぼ同じレベルの発現を示し，一方CXCR7につい

てはCCR2と同様にメジャーサブセット⒜で陽性，

マイナーサブセット⒝で陰性であった．CD14

CD16単球⒞はこれらのケモカインレセプターの

発現についてほぼ中間型の発現レベルを示した．こ

のようなケモカインレセプターの３つの単球サブセ

ットでの発現パターンは乳がん患者でも変わらなか

った（図６Ｂ）．

慢性関節リウマチの患者では血液中のIL-10，M-

CSF，TGF-β1の値が上昇しており，また患者由来

PBMCをIL-10，M-CSFあるいはTGF-β1存在下

で培養すると，CD14 CD16単球の比率が増加す

ることが報告されている ．そこで我々も健常者

PBMCを用いて，これらのサイトカインの単球サブ

セットに対する効果を検討した．図７に代表的な結

果を示す．PBMCを非付着性プレートで24時間培養

すると，CD14 CD16サブセットは培養のみでも

増加した（4.1％から18.4％）．しかし10 g/mlの

TGF-β1添加するとその比率はさらに増加した

（60.1％）．このTGF-β1の効果は，その作用をブロ

ックするTGF-βタイプ１レセプターキナーゼ選択

的阻害剤SB431542（10 M）を加えると完全に抑え

られた．一方，IL-10やM-CSFにはCD14 CD16

サブセットを増加される効果は認められなかった

（データ省略）．さらに同様にして，炎症性サイトカ

インのIL-1，IL-6，TNFα，Th2サイトカインのIL

-4，IL-13，あるいは単球を非特異的に刺激するLPS

を用いて検討したが，CD14 CD16サブセットを

増加される効果は認められなかった（データ省略）．

これらの結果から，少なくとも健常者PBMCでは

TGF-β1のみがCD14 CD16サブセットを強力

に増加させる作用を持つことが分かった．

乳がん患者末梢血でのCD14 CD16単球サブ

セットの増加は，乳がん細胞が産生するサイトカイ

ンなどの液性因子の影響である可能性が高い．そこ

で健常者PBMCを乳がん細胞株MRK-nu-1，MCF

-7および対照として正常乳腺上皮細胞HMECと

共培養し，CD14 CD16単球サブセットの比率に

対する影響を調べた（図８Ａ）．その結果，培養その

ものによる増加（3.1％から33.8％）以上の増加は

HMECとの共培養では認められなかったが（25.8

％），MRK-nu-1あるいはMCF-7との共培養では

CD14 CD16単球の比率はさらに上昇した（60.4

％および60.3％）．そしてこの共培養による効果は

TGF-βタイプ１レセプターキナーゼ選択的阻害剤

のSB431452を加えることによって，MRK-nu-1の

場合は完全に，またMCF-7の場合も大幅に抑えら

れた．また定量的PCRにより，これらの乳がん細胞

株はHMECと比べてMRK-nu-1では２倍，MCF-

7では５倍以上のレベルでTGF-β1を発現してい

ることが確認された（図８Ｂ）．これらの結果から，

少なくとも乳がん細胞株から産生されるCD14

CD16単球を増加させる因子はおもにTGF-β1で

図 HER2およびホルモンレセプター（HR）発現
の有無とCD14 CD16単球の比率との関
係
HER2（－），HER2発現陰性；HER2（＋），
HER2発現陽性．HR（－），エストロゲンレ
セプター（ER）およびプロゲステロンレセプ
ター（PR）陰性；HR（＋），エストロゲンレ
セプター（ER）およびプロゲステロンレセプ
ター（PR）陽性．HER2発現の有無あるいは
HR発現の有無とCD14 CD16単球の比
率との間には有意な差は認められない
（HER2，p＝0.32；HR，p＝0.29）．

図 乳がんの組織型とCD14 CD16単球の比
率との関係
PT，乳頭腺管がん；ST，充実腺管がん；Sci，
硬がん；Others，その他．乳がんの組織型と
CD14 CD16単球の比率の間には相関関係
は見られない．
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図 TGF-β1の単球サブセットに対する効果
健常者PBMCを以下の条件で24時間培養し，３つ
の単球サブセットの比率を解析した．培養前，培養
前のPBMC；培養後，培養後のPBMC；＋TGF-
β1，TGF-β1を10 g/mlで添加して培養した
PBMC；＋TGF-β1＋SB432542，TGF-β1を10
g/mlおよびTGF-βタイプ１レセプターキナー
ゼ選択的阻害剤SB431542を10 M添加して培養し
たPBMC．

図 ３つの単球サブセットにおけるケ
モカインレセプターの発現解析
健常者Aと乳がん患者Bの
PBMCを表１に示す順序で抗体
染色し，フローサイトメーターで
解析した．⒜CD14 CD16単
球，⒝CD14 CD16 単球，⒞
CD14 CD16単球．
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あることが示された．

乳がん患者では血漿TGF-β1値が上昇している

ことが報告されている ．そこで，今回の症例につい

ても血漿中のTGF-β1値をELISAにより測定し

た．その結果，今症例では進行した病期で血漿中の

TGF-β1値が有意に上昇するという傾向は認めら

れなかった（図９）．

考 察

末梢血中の単球は細胞膜でのCD14とCD16の発

現レベルによって，CD14 CD16サブセットと

CD14 CD16サブセットの２つに大きく分けられ

る ．前者は末梢血中の単球において80～90％を占

め，CCR1やCCR2などのケモカイン受容体を発現

し，TNF-αやIL-1などの炎症性サイトカインによ

って活性化されて炎症組織に浸潤し，マクロファー

ジへと分化する炎症性単球と考えられる ．一方，後

者はCXCR1を高レベルで発現し，炎症性サイトカ

インのTNF-αやIL-1βを高レベルで産生すると

ともに強い抗原提示能を持ち ，CXCL1に反応

して血管内皮を通過して組織内に移行する組織型単

球と考えられている ．近年，サルコイドーシスや喘

息といったアレルギー性疾患や，潰瘍性大腸炎・ク

図 共培養によるCD14 CD16単球サブセットの比
率の変化
A健常者PBMCを正常乳腺上皮細胞（HMEC）ある
いは乳がん細胞株（MRK-nu-1，MCF-7）と24時間
共培養し，３つの単球サブセットの比率を検討した．
培養前，培養前のPBMC；培養後，一晩培養した
PBM C；＋H M E C，H M E Cと 共 培 養 し た
PBMC；＋HMEC＋SB431542，HMECとの共培養
にTGF-βタイプ1レセプターキナーゼ選択的阻害
剤 SB431542を10 M 添 加 し て 培 養 し た
PBMC；＋MRK-nu-1，MRK-nu-1と共培養した
PBMC；＋MRK-nu-1＋SB431542，MRK-nu-1と
の共培養にSB431542を10 M添加して培養した
PBMC；＋MCF-7，MCF-7と 共 培 養 し た
PBMC；＋MCF-7＋SB431542，MCF-7との共培養
にSB431542を10 M添加して培養したPBMC．B
定量的PCRによるTGF-β1の発現解析．HEMC，
MRK-nu-1，MCF-7でのTGF-β1の相対的発現量
を示す．

図 健常者および病期ごとにグループ化した乳が
ん患者の血漿中TGF-β1値
血漿中のTGF-β1値の測定はELISAキッ
トを用いて行った．
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ローン病等の炎症性腸疾患，多発性硬化症・慢性関

節リウマチなどの自己免疫疾患，転移性の胃がん・

大腸がんなどの悪性腫瘍，などの様々な疾患で中間

に位置するCD14 CD16単球が増加することが

報告されている ．このサブセットは，LPS刺激に

よって免疫抑制作用を持つIL-10を高レベルで産

生し，CD14 CD16単球に比べ貪食作用は高いが，

抗原提示能は劣ることが報告されている ．以上に

より，CD14 CD16サブセットは免疫抑制的な役

割を担うと考えられる．

今回，我々は乳がん患者において単球サブセット

を解析し，病期の進行にともないCD14 CD16サ

ブセットが有意に増加することを初めて見いだした

（図１，２，表３）．また病期Ⅱ症例における腋窩リ

ンパ節転移との関係では，有意差はないものの転移

陽性例で増加傾向を認めた（図３）．ただし，病期０/

Ⅰの患者では健常者と比べて中間に位置するサブセ

ットの比率がわずかではあるが低下していた．しか

しながら，症例数が少ないこともあり，この観察の

意義についてはさらなる検討が必要と考えられる．

乳がんの60～70％はホルモン依存性であり，エス

トロゲンレセプター（ER）とプロジェステロンレセ

プター（PR）の２種のホルモンレセプターは，細胞

の増殖・分化・アポトーシスの誘導を介してホルモ

ン依存性腫瘍の増殖に大きなかかわりを持ってい

る．またHER2は，HER2/neu（c-erbB-2）がん遺

伝子によりコードされるEpidermal Growth Fac-

tor Receptorファミリーの細胞膜タンパク質であ

り，チロシンキナーゼ活性を有し，上皮細胞の増殖・

分化に関与する．乳がんの15～30％でHER2の遺伝

子増幅または蛋白過剰発現が確認され，予後因子と

して，また分子標的薬トラスツズマブの標的分子と

しても重要である．そこで乳がんの組織型や腫瘍細

胞でのホルモンレセプター発現，HER発現と，

CD14 CD16単球の増加との関連性を検討した

が，相関は認められなかった（図４，５）．

さらに我々は幾つかのケモカインレセプターにつ

いて単球での発現解析を行い，CD14 CD16サブ

セットはCD14 CD16サブセットとCD14

CD16サブセットのほぼ中間パターンを示すこと

を初めて明らかにした（図６Ａ）．これは，中間に位

置するサブセットが，CD14 CD16サブセットか

らCD14 CD16サブセットへの移行期に相当す

る可能性を示唆している．さらにケモカインレセプ

ターの発現パターンで見る限り，乳がん患者で増加

する中間型サブセットは健常者に存在するそれと質

的には変わりないことも示唆された（図６Ｂ）．

乳がんも含め，各種の疾患でCD14 CD16単球

が増加する原因についてはいまだ十分解明されてい

ない．しかしながら，炎症性疾患，アレルギー性疾

患，自己免疫疾患，感染症，一部の転移性腫瘍など

の多様な病態で共通して増加がみられることから，

病的状態に対する共通の宿主反応の結果と考えられ

る．さらにKawanakaらは，慢性関節リウマチ患者

の血液中で増加しているTGF-β1，M-CSF，IL-10

などのサイトカインによりCD14 CD16単球が

増加することを患者由来のPBMCを用いた実験か

ら示している ．そこで我々も，健常者由来PBMCを

用いてこれらのサイトカインの効果を検討した．そ

の結果，我々の実験でもTGF-β1にCD14 CD16

単球を増加させる作用を認めた（図７）．しかしなが

ら，M-CSFとIL-10にはそのような作用は認めら

れなかった．そのほか，炎症性サイトカインのIL-1，

IL-6，TNFα，Th2サイトカインのIL-4，IL-13，

あるいはLPSの効果についても検討したが，いず

れもCD14 CD16単球を増加させる作用を示さ

なかった．さらに健常者由来PBMCと乳がん細胞

株との共培養によってもCD14 CD16単球が著

明に増加し，その作用はTGF-βタイプ1レセプタ

ーキナーゼ選択的阻害剤であるSB431542添加によ

り強く抑制された（図８）．このことから，乳がん患

者末梢血中のCD14 CD16単球の増加には乳が

ん組織由来のTGF-β1が関与している可能性が示

唆された．

TGF-β1は細胞の増殖と分化を制御するサイト

カインであり，乳がんにおいては肺転移や骨転移を

促進することが報告されている ．またTGF-β1

が腫瘍細胞から生産されることを示す報告もあ

る ．さらに乳がん患者の血液中ではTGF-β1の値

が有意に上昇しているという報告もある ．しかし

ながら，今回の症例では血漿中のTGF-β1が乳がん

の病期進行にともない上昇するという傾向は確認で

きなかった（図９）．そのため，乳がん患者における

CD14 CD16単球の増加に関与するのは造血組

織内での局所TGF-β1レベルである可能性が考え

られる．また，TGF-β1スーパーファミリーのアク

チビンなども乳癌組織において高発現し，骨転移に

関わるという報告もあり，それらが中間型単球の増

加に関与している可能性も考えられ，今後の検討課

題のひとつである ．

本研究では，乳がん患者において病期の進行に伴

い血液中の単球サブセットのうち中間に位置する

CD14 CD16サブセットが特異的に増加するこ

とを初めて明らかにし，CD14 CD16サブセット

の増加は乳がん患者の病勢を推し量る一因子となり

うることを明らかにした．また，少なくとも乳がん
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細胞株から産生されるCD14 CD16サブセット

を増加させる因子としてTGF-β1が挙げられるこ

とを明らかにした．現在，いまだ症例数は少ないが，

手術の前後での単球サブセットの変化を解析してお

り，病巣切除後の症例ではCD14 CD16サブセッ

トの比率が正常化する傾向を認めている．このこと

からも，乳がん細胞あるいは腫瘍組織の存在そのも

のが，直接的あるいは間接的な作用を介して，血液

中のCD14 CD16サブセットの比率を増加させ

ると考えられる．今後は，実際に乳がん患者の生体

内でCD14 CD16サブセットを増加させる因子

の同定，また治療および再発・予後とCD14

CD16単球の増減との関わりなどについて，さらに

検討していく予定である．
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