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授与番号   甲第 350号 

 

論文内容の要旨 

Sclerostin derived from EMT-promoted human oral squamous cell carcinoma cells induces 

IL-6- and IL-17A-mediated M1 to M2 polarization shift in THP-1-derived macrophages 

－EMTが誘導されたヒト口腔扁平上皮癌細胞由来の sclerostinは、IL-6および IL-17Aを

介してマクロファージの M1から M2への分極化を促進する－ 

（石川雄大、平野大輔、山田浩之、石崎明、加茂政晴） 

（岩手医科大学歯学雑誌 第 47巻、第１号、令和４年４月掲載予定） 
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Ⅰ．研究目的 

 これまで我々は、ヒト口腔扁平上皮癌(hOSCC)細胞において、TGF-β1 刺激により癌細胞

の悪性化に重要な上皮間葉転換(EMT)を誘導することを見出し、EMT において重要な

cadherin switch を誘導する細胞内シグナル伝達機構について調査を行ってきた。またとくに、

EMT および浸潤・転移を起こすためには、in vivo におけるがん微小環境(ニッチ)を構成す

る多種類の細胞との相互作用も必要であることが知られている。ニッチ内には腫瘍随伴マ

クロファージ(TAM)が共存しており、TAM が種々の癌の浸潤・転移に影響することは知ら

れているが、hOSCC 細胞の浸潤・転移に TAM がどのように関わるのかについては、不明

な点が多い。マクロファージ(Mφ)のサブタイプは、癌細胞などの異種細胞を攻撃する M1-M

φと、癌細胞を免疫システムから回避する M2-Mφとの二種類に大別される。本研究では、

EMTが誘導された hOSCC 細胞とMφ間での、液性因子を介した細胞間相互作用及び、M1-M

φにおける極性変化に及ぼす影響について、各種サイトカイン／ケモカイン及び、極性マ

ーカー遺伝子の発現変動に注目して調査した。 

 

Ⅱ．研究方法 

hOSCC細胞株として、HSC-4細胞を用いた。ヒト単球細胞株としてTHP-１細胞を用いた。

THP-1 細胞の M1-Mφや M2-Mφへの分化誘導は、標準化プロトコールである、Baxter らの

方法に基づいて行った。その後、TGF-β1 による EMT 誘導化 HSC-4 細胞と各種単球/Mφ

系細胞との相互作用はトランスウェルを用いた非接触的共培養により行った。液性因子お

よび細胞分化マーカーの発現については、mRNA レベルの発現では RT-qPCR 法、タンパク

質レベルの発現では ELISA 法を用いて解析した。 
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Ⅲ．研究成績 

１．EMT が誘導された HSC-4 細胞と M1-Mφの共培養により、 M1-Mφにおける炎症性

サイトカインである TNF-αの発現が顕著に抑制されるとともに、抗炎症性サイトカイ

ンである TGF-β1および、IL-10 の発現が有意に増強された。また、M1-Mφにおける

M2-MφマーカーCD163 および、CCL13 の発現が有意に増強された。 
２．共培養により M1 分極度が減弱される傾向が認められたため、M2-Mφ分極化誘導性液

性因子についての検索を行った。その結果、HSC-4 細胞との共培養により、M1-Mφ
では、M1-Mφから M2-Mφへの分極化を促進させることが報告されている IL-17A の

発現上昇が認められた。また、IL-17A の発現を促進することが報告されている、IL-6
の発現上昇が見出された。 

３．TGF-β1 処理により、HSC-4 細胞では、IL-1β や IL-6 の発現を誘導することが知られ

ている sclerostin の発現及び分泌が、処理後 24時間以降で有意に増大していた。また、

ALK5 の阻害剤である SB431542 や Smad3 の阻害剤である SIS3 は、TGF-β1で促進

された sclerostin の発現を抑制した。一方、 sclerostin は、HSC-4 細胞における細胞

運動能、及び増殖作用を増大させることが示された。 
４．M1-Mφにおいて、組換体 sclerostin の添加は、IL-6,TGF-β1及び IL-17A の発現を増

強した。 
５．M1-Mφにおいて、組換体 IL-6 の添加は、IL-17A 及び、M2-Mφマーカーである CD163

および CCL13 の発現を増強した。 
６．M1-Mφにおいて、組換体 IL-17A は、CD163 および CCL13 の発現を増強した。また、

NF-κBの阻害剤である TPCA-1 により、IL-17A で促進された CD163 及び CCL13 の

発現を抑制した。 
 

Ⅳ．考察及び結論 

１．EMT が誘導された HSC-4 細胞と M1-Mφ との共培養条件下では、HSC-4 細胞由来

sclerostin 及び M1-Mφ由来 IL-6 がオートクリン／パラクリン的に作用して、M1-Mφ
からの IL-17A の発現を増大させることが示唆された。さらに、この IL-17A の発現増

大により、M1-Mφの M2-Mφへの分極化が促進されることが示唆された。 
２．HSC-4 細胞では、TGF-β1 が、TGF-β1/ALK5/Smad3 シグナル伝達経路依存的に

sclerostin の発現を増大するものと考えられた。さらに、sclerostin は、HSC-4 細胞

における細胞運動能や増殖作用を増大させ、EMT を促進することが示唆された。 
３. M1-Mφでは、IL-17A が、シグナル伝達分子 NF-κB依存的に M2 マーカーである CD163

および CCL13 の発現を制御することが示唆された。 
 このように、癌微小環境内での hOSCC 細胞と Mφ との相互作用により発現増強された
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hOSCC 細胞由来の sclerostin や M1-Mφ由来の IL-6 及び IL-17A が、Mφの M2-Mφへの

分極化を促進することにより、hOSCC 細胞の浸潤・転移に有利な環境を誘導する可能性が

示唆された。 
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論文審査の結果の要旨 
 

論文審査担当者 
主査 入江 太朗 教授 （病理学講座 病態解析学分野）  

副査 山田 浩之 教授 （口腔顎顔面再建学講座 口腔外科学分野） 

副査 加茂 政晴 准教授 （生化学講座 細胞情報科学分野） 
 

癌細胞の悪性化に重要な上皮間葉転換(EMT)および浸潤・転移を起こすためには、in 

vivo におけるがん微小環境を構成する多種類の細胞との相互作用も必要であることが

知られている。がん微小環境内には腫瘍随伴マクロファージ(TAM)が共存しており、TAM

が種々の癌の浸潤・転移に影響することは知られているが、hOSCC細胞の浸潤・転移に

TAM がどのように関わるのかについては、不明な点が多い。マクロファージ(Mφ)のサ

ブタイプは、癌細胞などの異種細胞を攻撃する M1-Mφと、癌細胞を免疫システムから

回避する M2-Mφとの二種類に大別される。本研究では、EMTが誘導された hOSCC細胞と

Mφ間での、液性因子を介した細胞間相互作用及び、M1-Mφにおける極性変化に及ぼす

影響について、各種サイトカイン／ケモカイン及び、極性マーカー遺伝子の発現変動に

注目した解析が行われた。 

hOSCC 細胞株として HSC-4細胞が使用され、ヒト単球細胞株として THP-１細胞が用い

られた。THP-1細胞の M1-Mφや M2-Mφへの分化誘導は標準化プロトコールが使用され

た。TGF-β1 による EMT誘導化 HSC-4細胞と各種単球/Mφ系細胞との相互作用はトラン

スウェルを用いた非接触的共培養により解析された。液性因子および細胞分化マーカー

の発現については、RT-qPCR法と ELISA法が用いられた。 

その結果、EMTが誘導された HSC-4細胞と M1-Mφとの共培養条件下では、HSC-4細胞

由来 sclerostin及び M1-Mφ由来 IL-6がオートクリン／パラクリン的に作用し、M1-Mφ

からの IL-17Aの発現を増大させることが示唆された。さらに、この IL-17A の発現増大

により、M1-Mφの M2-Mφへの分極化が促進されることが示唆された。HSC-4細胞では、

TGF-β1 が、TGF-β1/ALK5/Smad3 シグナル伝達経路依存的に sclerostin の発現を増大

するものと考えられた。さらに、sclerostin は、HSC-4 細胞における細胞運動能や増

殖作用を増大させ、EMT を促進することが示唆された。M1-Mφ では、IL-17A が、シグ

ナル伝達分子 NF-κB依存的に M2マーカーである CD163および CCL13の発現を制御する

ことが示唆された。癌微小環境内での hOSCC細胞とMφとの相互作用により発現増強さ

れた hOSCC細胞由来の sclerostinや M1-Mφ由来の IL-6及び IL-17Aが、Mφの M2-Mφ

への分極化を促進することにより、hOSCC細胞の浸潤・転移に有利な環境を誘導する可

能性が示唆された。 
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本研究の成果は今後の新たながん治療法の開発に繋がることが期待されるものであ

る。本論文の癌研究における意義は非常に大きいものであり、学位論文に値すると評

価した。 
 

 

試験・試問結果の要旨 
 
 最初に本論文の目的、概要について説明がなされた。次いで研究方法、結果ならびに

その考察と臨床的意義、今後の研究展開について試問した結果、いずれも適切かつ明瞭

な回答が得られた。また、今後の研究に対しても意欲的であり、学位に値する学識と研

究能力を備えているものと判定した。 
主査・副査から多くの質問があり、下記のような質疑応答が行われた。 

 
問：M1-Mφと M2-Mφの定義はなにか？どの様な経緯でそれぞれのマーカーが見いださ

れたのか？ 
答：M1-Mφは古典的な活性化マクロファージと言われており、IFN-γ、LPSにより活性

化するとされている。Mφ の分類には、未だ確定した分化マーカーは存在しておらず、

また in vitro で使用可能な、性状の確定した各極性化 Mφが存在しないため、今回用い

た方法により各 Mφを作製し、発現している分化マーカーを指標として研究を進めた。

我々は報告されている特異的なマーカー遺伝子の調査を RT-ｑPCR法により行ったが、

それだけでは不十分であり、さらにフローサイトメトリーや、免疫蛍光染色などによる

解析が必要であると考えられる。今後の展望として、M1-Mφの機能である抗腫瘍作用

も指標として、研究を進めていきたい。 

 
問：M1-Mφにおける坑腫瘍作用とは何か？ 
答：M1-Mφの抗腫瘍作用の機能として、まず腫瘍細胞が Mφの受容体に結合することで

貪食作用が引き起こされる。貪食作用により取り込んでファゴリソソームによりそれら

を処理し、マクロファージ細胞表層にある主要組織適合抗原複合体（MHC）の分子上に

提示する。この抗原提示によりヘルパーＴ細胞の応答を誘導する。その後、T 細胞はキ

ラーT 細胞やマクロファージを活性化する Th1 細胞また、B 細胞を活性化する Th2 細胞

に分化を開始する。活性化したキラーT 細胞は腫瘍細胞の破壊に働く。 
 
問：M2-Mφへの極性化の誘導は、M2-Mφの細胞数が増加していることを示しているの

ではないか？ 
答：本実験を通し、M2-Mφが増加するのではなく。元々の M1-Mφの極性が変わってい
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ると考えている。マクロファージは巨核球細胞であり、寿命も短く、また自ら数を増や

すわけではない。従って、M2-Mφの細胞数を増加させるのではなく、存在している M1-M
φの M2-Mφへの分極化を促進することによるものであると考えている。 
 
問：EMT 誘導したがん細胞との共培養により分極化した M1-Mφは M2-Mφに分極してい

るのか？ 
答：EMT誘導したがん細胞と共培養した M1-Mφは、マーカー遺伝子の CD206の有意差は

認められなかったが、CD163また CCL13で有意な発現上昇が認められた。同様に、炎症

性サイトカインである TNF-αの発現低下と抗炎症性サイトカインの TGF-β、IL-10 の

有意な発現上昇が認められた。このように複数のマーカー遺伝子から分極誘導の可能性

が示唆された。また、分極誘導の可能性が示唆された M2-Mφは、IL-10により誘導され

ることが報告されている M2c型に類似していた。 
 
問：がん微小環境下で Mφの分極誘導を臨床的に証明するにはどのような方法がある

か？ 
答：舌癌などヒト口腔扁平上皮癌(hOSCC)細胞の検体に対し、M2-Mφのマーカータンパ

ク質である、CD163 及び CCL13 を対象とした組織免疫染色法による発現解析を実施し

証明する方法が挙げられる。今後の展望として参考とする。 

 
問：TGF-βの作用は？腫瘍の増殖抑制あるいは EMTはどんな条件で変わるか？ 

答：TGF-βを作用させたときに、初期はがんの増殖抑制に働くが、中期以降では EMTが

促進されると報告されている。しかしながら、TGF-βの作用は、がん細胞の特性、特に

TGF-βに対する応答性に影響される。 

 
問：がん細胞はどこから TGF-βの作用を受けるのか？ 

答：がん細胞は単体で存在しているのではなく、がん微小環境を形成している。がん微

小環境には間質細胞が存在し様々な液性因子を出し相互作用が生じているとされてい

る。間質細胞には、がん随伴マクロファージ（TAM）及び、がん関連線維芽細胞（CAF）

が挙げられ、TGF-βを産生しているとされており、TAM 及び CAF との相互作用により、

がん細胞の EMTの誘導及び、浸潤・転移が進行すると考えている。 

 
問：TGF-β刺激により EMT 化したがん細胞は、TGF-β存在下でさらに EMT が促進され

るのか？ 
答：我々の研究を行っている hOSCC細胞では、一旦 TGF-β/Smad シグナルが活性化され
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ると、これを抑制する Smad7 や SnoN などの遺伝子群の発現が誘導されるため、さらに

促進する方向には進まないと考えている。 

 
問：M1-Mφと M2-Mφは形態で判断できるのか？ 
答：実際に培養して観察して調査した際、形態だけでは判断が難しいというのが我々の

見解である。一般的には、マーカータンパク質の組織免疫染色法による発現解析により

判断する必要がある。 
 

 


