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研究成果の概要（和文）：CX3CR1 wild type (WT)および欠損マウスの骨髄細胞を放射線照射マウスに移植して
骨髄キメラマウスを作成し、移植8週後からAOM/DSSによる傷害を3サイクル繰り返した。AOM投与開始から20週時
点で、欠損キメラマウスはWTキメラマウスに比し、(1) 大腸腫瘤の数が少なく、(2) 大腸組織中のCX3CR1highマ
クロファージ数とTnfa, Il1b, Tgfb遺伝子発現が低く、(3) 血漿TNF-α、IL-1β、TGF-βも少なかった。
CX3CR1highマクロファージは炎症下において炎症性及び非炎症性サイトカインを産生し、大腸腫瘤形成に関与し
ている可能性がある。

研究成果の概要（英文）：We prepared bone marrow (BM) chimeric mice, which were reconstituted with BM
 cells derived from wild-type (WT) or C-X3-C motif chemokine receptor 1 (CX3CR1)-deficient mice. 
Azoxymethane/dextran sodium sulfate (AOM/DSS) treatment started 8 weeks after BM transplantation and
 the DSS treatment was repeated for three cycles. At 20 weeks after the initiation of AOM, in 
CX3CR1-deficient BM chimeric mice compared with in WT BM chimeric mice, (1) the number of colon 
tumors was significantly reduced, (2) the number of CX3CR1high macrophages in the colonic lamina 
propria and mRNA expression level of Tnfa, Il1b, and Tgfb in the colon tissue decreased, (3) serum 
levels of TNF-α, IL-1β, and TGF-β were significantly lower. Therefore, CX3CR1high macrophages 
derived from BM are thought to be associated with the development of colon tumors by the production 
of inflammatory and anti-inflammatory cytokines during the colon inflammation.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 単球　マクロファージ　CX3CR1　大腸炎関連大腸癌　AOM/DSS
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
炎症性腸疾患患者の診療で重要な課題は、慢性炎症による大腸癌の発症・進展である。骨髄由来の単球から派生
するM2マクロファージなどの免疫を負に調節する細胞は癌発症・進展に関与すると考えられている。がん治療の
場では免疫チェックポイント阻害剤による細胞傷害性T細胞の抗腫瘍効果増強が注目されているが、我々はケモ
カインCX3CL1による単球の炎症部位への動員と炎症部位で分化したマクロファージからの炎症性及び抗炎症性サ
イトカイン産生を制御することが大腸炎関連大腸癌の発症を抑制することを明らかにした。このことは炎症性腸
疾患患者の大腸癌発症予防法開発に繋がると期待される。

※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 
我々は EGFP transgenic mice から分離した全骨髄細胞を移植して EGFP 骨髄キメラマウスを作

成し、EGFP 陽性細胞の動向を追跡することにより各種臓器の線維化における骨髄由来細胞の関

与について検討してきた。その結果、肝臓や膵臓の線維化にはケモカイン CCL2 が重要であり、

かつ、その受容体 CCR2 を発現する骨髄由来の単球およびそれから派生した線維細胞が大きく関

与することを報告してきた。同 EGFP 骨髄キメラマウスに AOM/DSS 傷害を与え、大腸炎関連大腸

癌発症における骨髄由来単球ならびに線維細胞の関与を検討したところ、慢性傷害過程におい

て type 1 collagen 沈着を伴う大腸線維化が継時的に進行し、傷害大腸組織から CCL2 が産生・

放出されることを認めた。そこで、CCR2RFP/RFPマウス（CCR2 遺伝子部位に RFP 遺伝子をノックイ

ンしたマウスで、ホモ接合体では CCR2 が欠損する）の骨髄細胞を移植した CCR2RFP/RFP骨髄キメラ

マウスを作成して、AOM/DSS 傷害を与えた。その結果、(a) AOM/DSS による慢性傷害下では CCR2

陽性の骨髄由来 Ly6Chigh単球が大腸内に侵入し、そこで線維細胞に分化するとともに、CCR2 陽性

単球と線維細胞が tissue inhibitor of matrix metalloproteinase-1 を産生して collagen 分

解を抑制すること、(b) CCR2RFP/RFP骨髄キメラマウスでは大腸内の線維芽細胞には変化なかった

が、単球と線維細胞が著明に減少して大腸線維化が有意に抑制されることが判明し、CCR2 陽性

単球及び線維細胞が大腸線維化に重要であることを明らかにした（Sci Rep 2019;9:8568）。 

近年、様々な炎症や癌におけるケモカイン CX3CL1 とその受容体 CX3CR1 の発現様式に関する

研究がなされるようになり、大腸炎または大腸癌発症での CX3CL1/CX3CR1 axis の関与について

の報告が散見されるが、いまだ炎症や発癌を促進するのか抑制するのかに関する一定の見解が

得られてはいない。そこで、CX3CR1GFP/GFPマウス（CX3CR1 遺伝子部位に GFP 遺伝子をノックイン

したマウスで、ホモ接合体では CX3CR1 が欠損する）を用いて CX3CR1GFP/GFP骨髄キメラマウスを作

成し、AOM/DSS モデルを用いて骨髄由来 CX3CR1 陽性単球系細胞の大腸炎関連大腸癌発症への関

与を解析することにした。 
 
２．研究の目的 
CX3CL1 は他のケモカインと異なり、膜結合型蛋白として産生・分泌されるが、その後、matrix 

metalloproteinases により切断されて分泌型としても作用する。その受容体 CX3CR1 は単球・樹

状細胞や NK 細胞といった血液細胞のみならず神経細胞や関節滑膜線維芽細胞にも発現すること

が知られており、CX3CL1/CX3CR1 axis は各種細胞の移動だけではなく細胞接着にも関与する。

CX3CR1GFP/+ヘテロ接合体マウス(CX3CR1 機能は維持されている）の骨髄細胞を移植した CX3CR1GFP/+

骨髄キメラマウスでは、CX3CR1 の機能を有する血液細胞が GFP 陽性細胞として、フローサイト

メトリーや蛍光免疫組織染色において容易に同定できる。一方、CX3CR1GFP/GFP ホモ接合体マウス

の骨髄細胞を移植した CX3CR1GFP/GFP 骨髄キメラマウスでは CX3CR1 の機能が完全に喪失した状況

になるので、この両骨髄キメラマウスに AOM/DSS 傷害を与えて比較検討することで、（a）骨髄由

来単球系細胞の変化を大腸腫瘍と非腫瘍部位で解析できるとともに、(b)CX3CR1 の機能喪失によ

り、AOM/DSS 傷害に伴う大腸線維化や腫瘍形成が減弱するのか増強するのかを明らかにすること

ができる。 

 マクロファージは炎症を進める M１マクロファージと抑制する M2 マクロファージに分けられ

るが、M2 マクロファージは腫瘍免疫も抑制する。CX3CR1 の発現制御が、M1/M2 マクロファージ

の極性化を変化させ、大腸の線維化や発癌の予防を可能にするかもしれない。また、腫瘍関連線

維芽細胞の起源の 1つとされている単球由来線維細胞における CX3CR1 発現と機能の関連はほと



んど解析されておらず、その解明もまた大腸線維化および発癌の予防にとって意義深いものと

なろう。本研究が CX3CR1/CX3CL1 axis を介した単球系細胞制御による大腸炎関連大腸癌発症予

防に繋がるものと期待して研究を行った。 

 
３．研究の方法 
(a) CX3CR1GRP/GFP骨髄キメラマウスと CX3CR1GFP/+骨髄キメラマウスの作成 

CX3CR1GRP/GFPマウスは米国 Jackson-Laboratory から購入し、三重大学生命科学研究支援センター

動物実験施設で繁殖させている。wild type の C57BL/6J-Ly5.2 マウスと掛け合わすことで

CX3CR1GRP/+マウスも繁殖させている。8-10 週齢のメス CX3CR1GRP/GFP マウスまたは CX3CR1GRP/+マウ

スから分離した 5 x 106個の骨髄細胞を 10 Gy 放射線照射した同週齢のオス C57BL/6J-Ly5.1 マ

ウスに移植して CX3CR1GRP/GFP 骨髄キメラマウスおよび CX3CR1GRP/+骨髄キメラマウスを作成した。

逆に、メス C57BL/6J-Ly5.1 マウスから分離した 5 x 106個の骨髄細胞を 10 Gy 放射線照射した

オス CX3CR1GRP/GFPマウスまたは CX3CR1GRP/+マウスに移植した骨髄キメラマウスも作成した。 

(b) AOM/DSS 傷害モデルの作成 

骨髄移植 2ヶ月後に、AOM (10 mg/kg body weight)を腹腔内投与し、7日目から 1% DSS を 1週

間飲料水で投与後 2週間は通常の水を投与する処置を 3サイクル繰り返す。 

 AOM 投与から 20週の時点でマウスから大腸を摘出した。 

(c) 大腸組織における各種血液細胞の解析 

摘出した大腸組織を collagenase Ⅲと DNase I で処理して得られた細胞の数を算定後、フロー

サイトメトリー法で各種細胞分画の比率とそれぞれの CX3CR1 陽性率を解析した。 

(d) 大腸組織の病理組織学的および免疫組織学的解析 

摘出した大腸は長さ、腫瘍の数とサイズを測定。スイスロール状に巻いて 4% パラホルムアルデ

ヒドに浸漬し固定後に凍結切片を作成。一部は 10% ホルマリンにて固定後パラフィン切片を作

成。凍結切片は、抗 CD45 抗体、抗 F4/80 抗体とこれらに対する蛍光色素を結合した二次抗体で

染色し、confocal laser microscope を用いて各種 GFP 陽性（CX3CR1 陽性）単球系細胞の数なら

びに存在部位を解析する。パラフィン切片は Hematoxylin-eosin (HE)染色を実施した。 

(e)大腸組織からの単球系細胞分離と遺伝子解析 

大腸組織及び傷害後の CX3CR1GRP/+骨髄キメラマウスの大腸組織から分離した単球系細胞から

mRNA を抽出し、TGF-β1、TNF-α、IL-1βなどの遺伝子発現を検討した。 

(f) 血漿中のサイトカインの定量 

マウス血液から分離した血漿中のサイトカインは LEGENDplex Mouse Inflammation Panel 

(BioLegend)を用いて測定した。 

 

4. 研究成果 

(1) CX3CR1 陽性血液細胞が大腸炎関連大腸腫瘍発生に関与する 

図１  a                         b                        c 

 

図１a は非移植の CX3CR1GFP/GFP(KO)マウスと CX3CR1GFP/+(WT)マウスに AOM/DSS 傷害を与えて、AOM
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投与から 20 週目の大腸腫瘍の数を示す。CX3CR1GFP/GFPマウスでは CX3CR1GFP/+マウスに比して有意

に腫瘍数が少なかった。そこで、2 種類の骨髄キメラマウス（ドナーに CX3CR1GRP/GF マウスと

CX3CR1GFP/+マウスからの骨髄細胞を用いたものとレシピエントにCX3CR1GRP/GFPマウスとCX3CR1GFP/+

マウスを用いたもの）を作成して、血液細胞と非血液細胞のどちらの CX3CR1 陽性細胞が腫瘍形

成に関与するのかを検討したところ、図１b, c のようにドナー細胞が CX3CR1GRP/GF(KO)の場合に

のみ大腸腫瘍数が減少することが判明し、CX3CR1 陽性血液細胞が大腸炎関連大腸腫瘍発生に関

与することが明らかとなった。 

 

(2) 大腸 lamina propria（LP）内の単球系細胞分画の差異 

図２.              GFPhigh          GFPlow 

                       AOM/DSS 傷害開始から 20 週の時点で

CX3CR1GFP/+キメラ                   大腸LP内のCD11b陽性単球系細胞につ 

いて GFP（ CX3CR1）発現強度別に

Ly6C/MHC-II 発現様式で展開すると（図

２）、CX3CR1GRP/GFPキメラでは CX3CR1GFP/+ 

CX3CR1GFP/GFPキメラ                               キメラに比して GFPhigh の P1（Ly6C-

MHCII+）分画と P2（Ly6C-MHCII-）分画

が有意に少なかった。 
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(3) 大腸組織におけるサイトカイン発現は CX3CR1GFP/GFPキメラで減少する 

図３．     Tgfb                  Tnfa                  Il1b 

   
       WT       KO           WT        KO          WT       KO 

CX3CR1GRP/GFPキメラでは CX3CR1GFP/+キメラに比して有意に大腸組織中の Tgfb、Tnfa、Il1b 遺伝子

発現が低下し、同じく、血漿中の TGF-β、TNF-α、IL-1βも有意に少なかった。 

 

以上の結果から、CX3CR1highCD11b+Ly6C-マクロファージが繰り返す大腸炎下において、炎症性サ

イトカイン（TNF-α, IL-1β）と抗炎症性サイトカイン（TGF-β）を産生して、大腸腫瘍形成に

関与していることが明らかとなった。この細胞群の制御による大腸炎関連大腸癌の発症予防に

期待が持てる結果であった。 
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