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研究成果の概要（和文）：肺がんにおける脳転移発症のメカニズムにM2マクロファージを中心とした免疫機構が
関与していることが判明した。さらにマイクロアレイ解析にて、このM2マクロファージの治療標的となり得る遺
伝子群も同定することができた。また、この免疫応答は腸内細菌が産生する代謝産物も関与していることを証明
した。これらより、今後、脳転移を予防する新たな治療戦略が得られる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It was recognized that the immune system mainly on the M2 macrophage 
participated in mechanism of the metastasis to brain onset in the lung cancer. Furthermore, I was 
able to identify the gene cluster which could become the treatment target of this M2 macrophage in 
microarray analysis. In addition, this immunoresponse proved that the metabolism product which 
intestinal bacteria produced participated. The possibility that a new treatment strategy to prevent 
metastasis to brain was provided was suggested in future.

研究分野：脳腫瘍
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1. 研究開始当初の背景 
(1) がん原発巣に対する治療成績向上に伴
い転移性脳腫瘍罹患率が漸増しており、が
ん患者の約 10% が転移性脳腫瘍を発症す
るとされている。統計的には肺がんを原発
とするものが最も多い (表 1; 脳腫瘍全国
統計第 12 版)。転移性脳腫瘍は頭蓋内圧亢
進症状または局所神経症状により患者の 
QOL を低下させ、がんにおける主要な予後
不良因子となっている (Steeg PS. Nat Rev 
Cancer 2011, 11:352)。従って、がん患者にお
ける転移性脳腫瘍予防の意義・需要は極め
て大きい。 
 

表 1：転移性脳腫瘍の原発巣頻度 

 
 
(2) 解剖学的には脳血管内皮は血液脳関門 
(blood-brain barrier; BBB) を構成し、脳内へ
の液性物質および細胞等の移行を厳密に制
御している。この BBB のために化学療法
薬の多くは脳実質内透過性に乏しく、これ
までのところ転移性脳腫瘍に対して著効す
るものは知られていない (Owonikoko TK. 
Nat Rev Clin Oncol 2014, 11:203)。このよう
な背景から、化学療法を代替・補助する新
規治療法の出現が望まれている。 
 
(3) 免疫学的に脳実質はリンパ系組織を欠
き、実質内への生理的免疫細胞浸潤は極め
て稀である。そのため脳・中枢神経系は免
疫学的特権部位と言われる。しかし最近で

は脳組織および脳病変において様々な免疫
応答が生じうることが知られている 
(Ransohoff RM. Nat Rev Immunol 2003, 
3:569)。これらの知見を基に、脳・中枢神経
系疾患に対してさまざまな免疫学的アプロ
ーチがなされており、脳腫瘍についても数
多くの免疫療法が試みられている (Fujita 
M. Brain Tumor 2011, 19:331)。 
 
(4) 一方、我々は脳腫瘍微小環境内における
慢性炎症とそれに付随する免疫抑制性細胞
内シグナルおよびサイトカインに注目し研
究をすすめてきた。脳腫瘍において特に顕
著であった発見は、腫瘍細胞内の恒常的 
STAT3 シグナル亢進が腫瘍微小環境内に
おける STAT3 活性型サイトカイン産生を
促し、それが腫瘍周囲の免疫細胞における
STAT3 シグナルを亢進させ慢性炎症状態
を惹起することであった  (Fujita M. J 
Immunol 2008, 180:2089)。また STAT3 阻害
薬により腫瘍細胞のアポトーシスを誘導す
るのみならず、慢性炎症状態の解除をもた
らし、腫瘍抗原特異的 CTL の活性化を誘
導しうることを明らかにした。さらに後の
研究により、脳腫瘍微小環境内では CCL2 
サイトカインの発現亢進がみられ、腫瘍微
小環境内への M2 マクロファージ集積に関
与していることを明らかにした (Zhu X. J 
Neurooncol 2011, 104:83)。また CCL2 遺伝
子欠損マウスを用いた実験により、本ケモ
カインが M2 マクロファージ集積の中心的
役割をする分子であり、CCL2 の治療標的
の可能性も示しえた (Fujita M. Cancer Res 
2011, 71: 2664)。 
 
(5) さらに直近の研究において、我々は転移
性脳腫瘍発症には M2 マクロファージと
よばれる細胞が惹起する慢性炎症が関わっ
ていることを明らかにした  (Fujita M, 
Okuda T, Nakata S. Cancer Res 投稿中)。肺が
ん転移性脳腫瘍組織内では CCL2 および 
CXCL12 ケモカインの発現亢進がみられ、
同時に末梢血内において該当受容体を発現
するマクロファージ増加を伴っていた (次
頁図 1)。またこれらのマクロファージでは
所謂 M2 型サイトカイン(IL-4、IL-6 等) の
産生増加がみられた。ここで M2 マクロフ
ァージは慢性炎症の惹起および遷延化の中
心的役割をする細胞として知られる 
(Gabrilovich DI. Nat Rev Immunol 2009, 
9:162)。さらにこれら腫瘍内マクロファージ
由来 mRNA を用いた DNA マイクロアレ
イ解析により、本細胞群は通常のマクロフ
ァージと比較し、共刺激分子 CD276 の発
現低下をはじめとするユニークな表面抗原
プロファイルを持っていることが明らかと
なった。以上の結果より、本細胞群が関わ
る一連のカスケードが転移性脳腫瘍発症お
よび増悪の寄与因子であることが示唆され
る。 



 
図 1: 転移性脳腫瘍に伴う M2 マクロファ
ージの増加。以後の解析により、脳転移を伴
う肺がん症例末梢血内マクロファージは、M2 
表現型を示していた。 

 

 

２．研究の目的 

以上の問題点・知見に着目し、本研究では
肺がん転移性脳腫瘍ヒト検体に加え、臨床
像に即したマウス実験モデルを確立し、本
病態における M2 マクロファージの寄与
をより詳細に解析、さらに本細胞群を標的
とした治療法の確立をめざすことを目的と
した。 
 
 
３．研究の方法 

(1) siRNA による M2 マクロファージ関連
遺伝子の機能解析: 前述の DNA マイクロ
アレイの結果より得られた各遺伝子の機能
を明らかにするため、ヒトマクロファージ
細胞株 THP-1 を用いて特異的 siRNA によ
りこれらの遺伝子をノックダウンした。同
時にセルソーターを用いて一部の患者検体
より M2 マクロファージを単離し、siRNA 
処理に供した。フローサイトメトリーによ
る機能的表面抗原の解析およびサイトカイ
ン発現プロファイル解析、さらには CD8 陽
性 T リンパ球との共培養による抗原特異
的 CTL 誘導抑制効果などを評価した。 
 
(2) マウス血行性肺がん脳転移実験モデル
の作製・改良: 以前に作製したルシフェラ
ーゼ発現 C57B6 マウス由来肺がん細胞株 
LL/2luc が同系マウス頭蓋内に生着するこ
とを確認した (図 3)。さらに同細胞を経皮
的左心室内注入することで多発性脳転移を
作製することもできた。さらに先行文にな
らい (Liu R. Gene Ther 2005, 12:647)、
全身麻酔下に頚動脈を露出し頚動脈内注射
が可能であることも確認した (図 4)。これ
らの技術を応用し、作製済の LL/2luc マウ
ス肺がん細胞を経頚動脈的投与し、血行性
転移性脳腫瘍を作製する。腫瘍増殖は造影 
CT あるいはルシフェラーゼ発光計測器を
用いてモニターした (図 5)。 
 

(3) ケモカイン受容体遺伝子欠損マウスを
用いた M2 マクロファージ関連ケモカイン
の機能評価: M2 マクロファージ DNA マイ
クロアレイおよび本研究結果より、M2 マク
ロファージ脳転移巣集積には CCR4 ケモカ
イン軸が関与していることが明らかとなっ
た。そこで CCR4-KO マウスを宿主として脳
腫瘍担がん状態にさせ、上記実験計画にな
らって各種免疫学的評価を行った。 
 
 

図 3: 転移性脳腫瘍マウスモデルの開発。
肺がん細胞株の脳内移植 (左) および心室
内注入 (右) 
 

図 4: マウス頚動脈の露出および動脈内注射 
 

図 5:ルシフェラーゼ発光系により同一個体で
脳腫瘍増大をモニターした。 
 
 
(4) 肺がん脳転移マウスにおける腸内細菌叢
解析: 近年の次世代シークエンサー技術の発
達により、腸内細菌叢と宿主免疫機能との関



連が示唆されている。そこで本研究では、放
射線脳壊死マウスおよび対象マウスより糞便
を採取し、16S リボゾーム RNA をコードする
遺伝子を次世代シークエンサーで読み込み、
腸内細菌叢の分布を調べた。 
 
 

４．研究成果 

肺がんにおける脳転移発症のメカニズムに
M2 マクロファージを中心とした免疫機構が関
与していることが判明した。さらにマイクロアレ
イ解析にて、この M2 マクロファージの治療標
的となり得る遺伝子群も同定することができた。
また、この免疫応答は腸内細菌が産生する代
謝産物も関与していることを証明した。これら
より、今後、脳転移を予防する新たな治療戦
略が得られる可能性が示唆された。 
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