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研究成果の概要（和文）：臨床検体を用いたラテント癌での腫瘍関連マクロファージの関与は予

想に反して少ないことが判明した。代わりの実験として癌細胞とマクロファージの微小環境に

おける相互作用について培養系での研究が進展した。すなわち TGFβの作用により前立腺癌細

胞は炎症細胞の機能を抑制する可能性が示唆された。 

 
 
研究成果の概要（英文）：In the clinical cancer specimen, tumor associated macrophage 
showed little involvment to latent prostate cancer. Alternative experiment has been 
developed that is in vitro experiment of cancer and macrophage interaction mimicking the 
microenvironment. Suppressive mechanism of prostate cancer was suggested against 
inflammatory cell under TGFβ stimulation.  
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１．研究開始当初の背景 
癌細胞で活性化される炎症メディエーター
は、種々の白血球、特に骨髄単球系の細胞を
腫瘍組織にリクルートする。癌組織に誘導さ
れるマクロファージは腫瘍関連マクロファ
ージ（tumor-associated macrophage, TAM）

と呼ばれ、癌の増殖や浸潤にも促進的に働く。
また抗腫瘍免疫を抑制する作用があること
もわかっている。腫瘍内のマクロファージの
量と不良な予後に相関があるが、前立腺ラテ
ント癌から微小癌をへて，顕在癌に至る過程
で炎症、特にマクロファージとの関係を調べ
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た研究は見当たらない。病理解剖で発見され
た前立腺ラテント癌には種々の程度に炎症
細胞が浸潤していることを確認している。 
 
２．研究の目的 
マクロファージがラテント癌や微小癌にど
の程度含まれているか、それが癌細胞にとっ
て有利あるいは不利に働いているのか、癌の
悪性度とマクロファージの量との相関など
臨床病理的事項を明らかにする。臨床癌手術
標本（顕在癌）を用いて同様のことを行い、
微小癌との違いを明らかにする。また癌の微
小環境における癌細胞とマクロファージの
相互関係を培養条件で検討する。 
 
３．研究の方法 

（１）病理解剖で得られた、ラテント癌、

微小癌約300例を連続切片で薄切する。癌

内部のマクロファージを抗CD68抗体で同

定した後、抗NOS2抗体、抗Arginase-1抗

体、抗MHC-II抗体、抗Scavenger  

receptor A抗体で免疫染色を行う。免疫染色
はベンタナ社の自動免疫染色装置を用いる。 
 
（２）前立腺癌細胞 PC3に TGFβを長期処理
し微小環境における癌細胞とし、この PC3細
胞とマクロファージのモデルである、
THP-1・マクロファージ様細胞を共培養する
ことで微小環境の一端を再現した。その後
THP-1・マクロファージ様細胞からのサイト
カイン産生変化を調べ、癌細胞が及ぼす影響
を見た。 
 
４．研究成果 
（１）ラテント癌に浸潤する炎症細胞のうち
マクロファージの割合は、免疫染色（CD68）
を行ったところ非常に少ないことが判明し
た。そこで臨床検体を用いた研究を一旦中断
し、前立腺癌細胞とマクロファージ様細胞の
共培養の実験を進めることとした。 
 
（２） 
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PC3 細胞を TGFβに短期処理（Short-term 
treatment）、長期処理（Long-term treatment）
下場合の TGFβにより活性化される Smad3 の
リン酸化を検出した。CoS-PC3 は短期コント
ロール処理細胞、TbS-PC3 は短期 TGFβ処理
細胞。PC3 細胞は RPMI1640 の培地（10%牛胎
児血清）で培養した。TGFβ1 は最終濃度 10 
ng/mlの濃度で培地に加えた。長期処理の PC3
細胞は７日ごとに継代した。TGFβ1または溶
媒を培地に継代と同時に加え、次の継代まで
維持された。継代は 10 回繰り返した。短期
処理の PC3 細胞は TGFβ1 または溶媒を培地
に加えて一晩処理し、翌日に培地を TGFβ1
または溶媒を含まないものに換えた。 
CoL-PC3 は長期コントロール処理細胞、
TbL-PC3は長期 TGFβ処理細胞。短期 TGFβ処
理では強い Smad3 のリン酸化が見られるが、
長期 TGFβ処理では Smad3 のリン酸化は減少
している（図１）。 
 
 
 
図２ 

 
 



 

 

 
TGFβのターゲット遺伝子である 3TP-lux を
用いたルシフェラーゼレポーターアッセイ
を行った。p3TP-Lux プラスミドは Dr. Joan 
Massague から供給していただいた。ルシフェ
ラーゼレポーターアッセイは PC3細胞に発現
ベクターおよびレポータープラスミドを
Lipofectamine を用いてトランスフェクショ
ンした。２４時間後細胞を溶液に溶かした。
ルシフェラーゼ活性は Dual-Luciferase 
Reporter Assay System にて測定した。
Renilla ルシフェラーゼ活性（Renilla プラ
スミドを用いて）を内在性コントロールとし
て測定した。 
短期 TGFβ処理では強いルシフェラーゼ活性
の上昇が見られるが、長期 TGFβ処理ではル
シフェラーゼ活性はコントロールに比べて
低下している（図２）。 
 
 
 
次に腫瘍微小環境のモデルとしての共培養
実験を行った。微小環境の細胞としてマクロ
ファージの換わりに単球性白血病由来の
THP-1 細胞を用いた。THP−１細胞は phorbol 
12-myristate 13-acetate の処理によりマク
ロファージ様の細胞（THP−１マクロファー
ジ）に変化することが知られている。 
TGFβ1 または溶媒で短期あるいは長期処理
した PC3 細胞をチャンバーインサートに入
れ、プレートに撒いた THP−１マクロファー
ジと共培養した。その後 THP−１マクロファー
ジから RNAを抽出し、cDNA合成、Real time PCR
を IL-6、TNFa、IL-10について発現比較を行
った。 
結果は短期 TGFβ処理の PC３細胞と共培養し
た THP−１マクロファージはコントロール（溶
媒）処理のものと比較して、IL-6、TNFa、IL-10
産生に優位な差は見られなかった。 
長期 TGFβ処理の PC３細胞と共培養した THP
−１マクロファージはコントロール（溶媒）
処理のものと比較して、IL-6 産生が優位に低

下し、TNFa産生は低下傾向にあり、IL-10産
生には差が見られなかった。 
 
次に THP−１マクロファージから IL-6 産生が
低下した機序を検討した。 
IL-6 は Prostaglandin E2（PGE2）により誘
導される。また PGE2 は Cyclooxygenase-2
（COX2）により産生される。そこでまず COX2
タンパクの発現をウェスタンブロットにて
検討した。COX2 タンパクの発現は長期 TGFβ
処理の PC３細胞で低下していた。短期 TGFβ
処理では差が見られなかった。 
次に PGE2の産生能を検討した。各細胞に PGE2
の基質であるアラキドン酸を加え、培養上清
中の PGE2を ELISA にて検出した。 
長期 TGFβ処理の PC３細胞では PGE2 産生が
コントロールに比べて低下していた。短期
TGFβ処理では差が見られなかった。 
 
 
まとめ 
癌細胞の増殖、浸潤、転移に関わるとされ
る IL-6、TNFαの THP-1・マクロファージか
らの産生が、TGFβ長期処理 PC3細胞との共
培養で低下した。その機序として、PC3 細
胞からの COX2産生低下、プロスタグランジ
ン E2 の産生能低下によることが考えられ
た。TGFβは一般に炎症を促進、悪化させる
作用があるが条件によっては炎症性細胞の
抑制に働く場合があることが示唆された。 
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