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第１章 概要 

Group-specific component protein derived macrophage activating factor (GcMAF) 

による様々な抗腫瘍活性が報告されているにもかかわらず, その詳細なメカニズムは未

だ不明である. 腫瘍微小環境に存在する腫瘍関連マクロファージ (tumor-associated 

macrophages, TAMs) の制御はがん治療において重要である. 本研究では, GcMAF に

よるマクロファージ活性化に着目し, その抗腫瘍活性発揮メカニズムの解明と, 腫瘍微

小環境の TAMs に対する GcMAF の作用の検証を行った. GcMAF で刺激した

RAW264.7 細胞と EMT6 細胞を孔径 0.4 μm 細胞培養インサートを用いて共培養し, 

遺伝子発現, タンパク質発現, EMT6 細胞生存率を解析した. また, GcMAF 刺激

RAW264.7 細胞の DNA マイクロアレイ解析を行った. さらに, インターロイキン 

(interleukin, IL) -4, IL-13 を用いて M2 型に誘導した RAW264.7 細胞を用いて, 同様

の解析を行った. その結果, GcMAF 刺激によって RAW264.7 細胞では, 細胞壊死因

子-α (tumor necrosis factor-α, TNF-α) と誘導型一酸化窒素合成酵素 (inducible 

nitric oxide synthase, iNOS) の mRNA 発現と関連タンパク質産生が増加し, RAW264.7

細胞と共培養した EMT6 細胞の細胞生存率が低下した. GcMAF の受容体やシグナル

経路の詳細は不明ではあるが, M2 型誘導 RAW264.7 細胞においても確認され, 

GcMAF の抗腫瘍活性はマクロファージの M1 型への分化誘導および M2 型マクロファ

ージにおける M1 型への再構成によって発揮されることが示唆された. GcMAF による

M2 型から M1 型へのマクロファージ再構成を介した抗腫瘍活性の発現は, 新たながん

免疫療法の開発に役立つと考える.   
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第２章 序論 

Gc タンパク質は, 血液中に存在する 51–58 kDa の糖タンパク質で, ビタミン D 輸送

やアクチンスカベンジャーとして機能することが知られている [1–3]. 生体内において, 

Gc タンパク質のガラクトース (galactose, Gal) とシアル酸 (sialic acid, SA) は, B 細胞由

来の β-D-ガラクトシダーゼと T 細胞由来のシアリダーゼによってそれぞれ切断され, 

N-アセチルガラクトサミン (N-acetyl-galactosamine, GalNAc) 残基を有する Group-

specific component protein derived macrophage activating factor (GcMAF) を形成する 

(図 1) [4].  

 

図 1. Gc タンパク質と GcMAF の模式図 
Gc タンパク質は, GalNAc に Gal と SA が結合した糖鎖がスレオニンに結合した構
造を持ち, β-D-ガラクトシダーゼとシアリダーゼによって GalNAc 残基が露出した
GcMAF を形成する. 生体内では血中のリンパ球の一種である B 細胞, T 細胞由

来の酵素によって GｃMAF に変換されるほか, 血清から抽出した Gc タンパク質に
対して糖鎖切断酵素を作用させることで, 人工的に GcMAF を作製することが可能
である.  

GcMAF はマクロファージ細胞からの抗酸化酵素 superoxide dismutase (SOD) の産

生やがん細胞での血管新生阻害をもたらす [5]. 当研究室ではこれまでに, GcMAF が

担がんマウスの腹腔マクロファージの貪食活性 を亢進すること [6], 血管新生を阻害す

ること, 腫瘍体積を縮小することを明らかにしてきた [7]. さらに, 当研究室では人工的に
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糖鎖修飾した GcMAF を用いてがん患者の免疫活性を高めるがん免疫療法を発表し

ている [8].  

腫瘍の増殖には, 腫瘍細胞とそれを取り巻く間質細胞で形成される腫瘍微小環境が

大きな影響を与えている. 腫瘍関連マクロファージ (tumor-associated macrophages, 

TAMs), 線維芽細胞, 血管内皮細胞は腫瘍間質細胞の主要な構成細胞であり, 腫瘍の

増殖や浸潤, 血管新生の促進や免疫抑制を促進する [9]. マクロファージは, 炎症性サ

イトカインの産生や貪食作用などの自然免疫において重要な M1 型と, 免疫抑制性サ

イトカインを誘導することで抗炎症作用を発揮する M2 型の 2 つの型に大別される (図

2) [10].  

 

図 2. M1 型および M2 型マクロファージの概要 
マクロファージは, 炎症を促進する M1 型マクロファージ関連因子と炎症を抑制す
る M2 型マクロファージ関連因子が共発現している. それぞれの因子の有意性によ

って, M1 型および M2 型マクロファージに大別することができる. TAMs は M2 型
マクロファージが優位である傾向にあり, 炎症を抑制させ腫瘍細胞の増殖に寄与し
てしまう.  

マクロファージはこれらの型が共存しているにもかかわらず, 悪性腫瘍内で観察され

る多くの TAMs は M2 型である [11]. 近年の研究では, M2 型は機能的に異なる複数

のサブセットの集合であり, 遺伝子発現プロファイルに応じて M2a/M2b/M2c/M2d の表

現型に分類されること [12], TAMｓは周囲の環境に依存して M1 型と M2 型の表現型を

再構成できること [13], TAMs はしばしば M1 型関連遺伝子と M2 型関連遺伝子を共
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発現すること [14] が報告されている. TAMｓは, 腫瘍内でインターロイキン (interleukin, 

IL) -10 や形質転換増殖因子-β (transforming growth factor-β, TGF-β) などの腫

瘍促進因子を産生する M2 型を示し [15], 低酸素環境下で血管内皮増殖因子 

(vascular endothelial growth factor, VEGF), IL-8, シクロオキシゲナーゼ-2 

(cyclooxygenase-2, COX-2) などの因子を産生する [16,17]. これらは血管新生に関す

る因子を活性化し [18], 好ましい腫瘍微小環境を作り出すことから, 腫瘍微小環境にお

けるマクロファージの制御は, 腫瘍増悪化の阻害において重要である.  

GcMAF は, in vitro モデルにおけるマクロファージを介した抗腫瘍活性 [19–22], 腫

瘍組織における血管新生阻害作用などの生理活性 [5,19], GcMAF を使用した症例報

告における様々な種類のがんに対する抗腫瘍活性 [7,23]が報告されている. 現在は, 

それらの作用機序と新たな治療薬としての有用性を解明するための研究がおこなわれ

ている. 本研究では, 非接触環境で隣接する腫瘍細胞に対して GcMAF 刺激マクロフ

ァージの効果を解明し, さらに M2 型マクロファージにおける GcMAF の効果を評価し

た.  
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第３章 結果 

3.1 非接触共培養系における GcMAF 刺激細胞の変化 

GcMAF 刺激マクロファージと腫瘍細胞を非接触の状態で共培養することで, 腫瘍微

小環境における GcMAF の抗腫瘍活性に影響を及ぼすマクロファージ由来の液性因

子を調査した. GcMAF 刺激 RAW264.7 細胞と EMT6 細胞を孔径 0.4 μm 細胞培養イ

ンサートを用いて共培養し, 細胞から mRNA を抽出し合成した cDNA, 培地上清中のタ

ンパク質発現レベルを, 定量的逆転写ポリメラーゼ連鎖反応 （quantitative reverse 

transcription polymerase chain reaction, RT-qPCR), 酵素結合免疫吸着測定法 

(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA), 一酸化窒素 (nitric oxide, NO) 測定法

を用いて測定した. GcMAF で刺激した RAW264.7 細胞は, 未刺激の単独培養

RAW264.7 細胞と比較して, TNF-α および iNOS mRNA の相対発現量が増加した 

(図 3, 4).  

 

図 3. GcMAF 刺激 RAW264.7 細胞と EMT6 細胞の非接触共培養による
RAW264.7 細胞の TNF-α mRNA 相対発現量 
0.1 μg/mL GcMAF または 1 μg/mL リポ多糖 (lipopolysaccharide, LPS) で
RAW264.7 細胞を 24 時間刺激し, EMT6 細胞と 24 時間共培養した. その後,  
RT-qPCR を用いて RAW264.7 細胞の遺伝子発現量を測定し, Control 群との
mRNA 相対発現量を示した. 平均 ± 標準偏差 (standard deviation, SD) , N = 3.  
*p < 0.05, **p < 0.01 vs. Control； ††p < 0.01, †††p < 0.001 vs. (RAW/EMT6).  
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図 4. GcMAF 刺激 RAW264.7 細胞と EMT6 細胞の非接触共培養による
RAW264.7 細胞の iNOS mRNA 相対発現量 
0.1 μg/mL GcMAF または 1 μg/mL LPS で RAW264.7 細胞を 24 時間刺激し, 
EMT6 細胞と 24 時間共培養した. その後, RT-qPCR を用いて RAW264.7 細胞の
遺伝子発現量を測定し, Control 群との mRNA 相対発現量を示した. 平均 ± SD, 

N = 3. **p < 0.01, ***p < 0.001 vs. Control； †p < 0.05, ††p < 0.01, †††p < 0.001  
vs. (RAW/EMT6).  

これらの mRNA 相対発現量は, EMT6 細胞と共培養しても高く維持された.  

培養上清中の TNF-α 産生量と NO 産生量においても同様の変化が確認され, 

mRNA 相対発現量の変化の結果を裏付けた (図 5, 6).  

 

図 5. GcMAF 刺激 RAW264.7 細胞と EMT6 細胞の非接触共培養による 
培地上清中の TNF-α産生量 
0.1 μg/mL GcMAF または 1 μg/mL LPS で RAW264.7 細胞を 24 時間刺激し, 
EMT6 細胞と 24 時間共培養した. その後, 培地上清中の TNF-α産生量を ELISA
で測定した. 平均 ± SD, N = 3. **p < 0.01, ***p < 0.001 vs. Control；  
††p < 0.01, †††p < 0.001 vs. (RAW/EMT6).  
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図 6. GcMAF 刺激 RAW264.7 細胞と EMT6 細胞の非接触共培養による 
培地上清中の NO 産生量 
0.1 μg/mL GcMAF または 1 μg/mL LPS で RAW264.7 細胞を 24 時間刺激し, 
EMT6 細胞と 24 時間共培養した. その後, 培地上清中の亜硝酸イオン (NO2

-) 量
を測定し, NO 産生量として示した. 平均 ± SD, N = 3. *p < 0.05 vs. Control；  

†p < 0.05, ††p < 0.01 vs. (RAW/EMT6).  

これらの結果は, GcMAF がマクロファージによる炎症性サイトカインの産生を誘導し, 

その活性は腫瘍細胞の存在の影響を受けないことが示唆している.  

RAW264.7 細胞と共培養した EMT6 細胞において, 腫瘍の増殖および浸潤に関連

する COX-2, VEGF mRNA の相対発現量が GcMAF 刺激によって増加した (図 7, 8) 

[18].  

 

図 7. GcMAF 刺激 RAW264.7 細胞と EMT6 細胞の非接触共培養による 
EMT6 細胞の COX-2 mRNA 発現比 
0.1 μg/mL GcMAF または 1 μg/mL LPS で RAW264.7 細胞を 24 時間刺激し, 
EMT6 細胞と 24 時間共培養した. その後, RT-qPCR を用いて EMT6 細胞の遺伝

子発現量を測定し, Control 群との mRNA 相対発現量を示した. 平均 ± SD,  
N = 3. *p < 0.05, ***p < 0.001 vs. Control； †††p < 0.001 vs. (RAW/EMT6).  
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図 8. GcMAF 刺激 RAW264.7 細胞と EMT6 細胞の非接触共培養による 
EMT6 細胞の VEGF mRNA 発現比 
0.1 μg/mL GcMAF または 1 μg/mL LPS で RAW264.7 細胞を 24 時間刺激し, 
EMT6 細胞と 24 時間共培養した. その後, RT-qPCR を用いて EMT6 細胞の遺伝
子発現量を測定し, Control 群との mRNA 相対発現量を示した. 平均 ± SD,  

N = 3. *p < 0.05, ***p < 0.001 vs. Control； ††p < 0.01, †††p < 0.001 vs. 
(RAW/EMT6).  

RAW264.7 細胞における GcMAF 刺激による変化は, LPS 刺激でも同様に確認され

た. したがって, GcMAF はマクロファージを効果的に活性化する可能性がある.  

3.2 GcMAF 刺激 RAW264.7 細胞により誘導される EMT6 細胞の変化 

LPS で活性化されたマクロファージは, 共培養した腫瘍細胞の増殖を抑制する [24]. 

ここでは, LPS と同様にマクロファージを活性化させる GcMAF が, 共培養した EMT6

細胞の生存に変化を与えるかどうか評価した (図 9).   
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図 9. GcMAF 刺激 RAW2646.7 細胞と共培養した EMT6 細胞の相対細胞生存率 
0.1 μg/mL GcMAF または 1 μg/mL LPS で RAW264.7 細胞を 24 時間刺激し, 
EMT6 細胞と 48 時間共培養した. 細胞培養インサートを除去した後, EMT6 細胞
をクリスタルバイオレットで染色した. 水道水で洗浄後, 1％ドデシル硫酸ナトリウム 
(sodium dodecyl sulfate, SDS) で細胞中の色素を溶出させた. 吸光度を測定し, 

Control 群との相対細胞生存率を示した. 平均 ± SD, N = 3. *p < 0.05  
vs. Control； †p < 0.05 vs. (RAW/EMT6).  

LPS 刺激 RAW264.7 細胞との共培養と同様に, GcMAF 刺激 RAW264.7 細胞との

48 時間共培養は, EMT6 細胞の増殖を有意に抑制した.  

3.3 DNA アレイを用いた GcMAF 刺激マクロファージの網羅的遺伝子発現解析 

DNA アレイを用いてマクロファージにおける GcMAF 誘導遺伝子発現変化を解析し

た (図 10).  
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図 10. DNA アレイを用いた網羅的遺伝子発現解析 
GcMAF 刺激した RAW264.7 細胞と未刺激 RAW264.7 細胞の遺伝子発現強度を
測定した. 横軸は GcMAF 刺激 RAW264.7 細胞における遺伝子のシグナル強度, 
縦軸は未刺激 RAW264.7 細胞における遺伝子のシグナル強度にそれぞれ対応し
ている. GcMAF 刺激 RAW264.7 で 2 倍以上発現した遺伝子の点を示した.  

GcMAF 刺激 RAW264.7 細胞では, TNF-α, iNOS を含む 1,753 遺伝子の発現レベ

ルが, 未刺激 RAW264.7 細胞と比較して 2 倍以上に増加した.   
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M1/M2 型 遺伝子名 
未刺激 

RAW264.7 細胞 

GcMAF 刺激 

RAW264.7 細胞 

mRNA シグナル 

増強率 

M1 IL-1β 18.55 140704.30 7585.60 

 IL-6 5.58 4874.99 874.42 

 iNOS 20.96 4236.32 202.13 

 CCL5 64.80 12815.26 197.77 

 CXCL2 2988.34 374458.00 125.31 

 CD80 1698.87 102798.90 60.51 

 CD86 18.94 1074.24 56.73 

 CD64 7462.73 70232.34 9.41 

 CD32 3364.42 23622.88 7.02 

 TNF-α 8489.64 48439.59 5.71 

 IFN-γ 14.75 20.80 1.41 

 CD16 52581.80 56959.71 1.08 

 IRF-5 107.62 94.58 0.88 

 IL-12 13.14 11.36 0.86 

 IL-23 9.23 7.31 0.79 

 MerTK 9.64 6.40 0.66 

 CD68  231080.10 147231.50 0.64 

 CD369 13034.62 6303.41 0.48 

M2 IL-10 20.55 1554.39 75.62 

 CD206 157.57 337.42 2.14 

 CD204 37137.88 77810.99 2.10 

 VEGF 419.44 875.96 2.09 

 TGF-β  36807.55 50796.77 1.38 

 ARG 12.66 12.95 1.02 

 CD163 24.99 24.36 0.97 

 COX-2 466323.20 448142.40 0.96 

 FceRI 12.06 11.11 0.92 

 STAT6 9097.94 8083.17 0.89 

 CD209 19.85 14.87 0.75 

 IRF4 34.07 17.13 0.50 

 CSF-1R 135981.20 2938.70 0.02 

表 1. DNA アレイを用いた網羅的遺伝子発現解析 

未刺激 RAW264.7 細胞と比較して, GcMAF で刺激した RAW264.7 細胞において
M1 型あるいは M2 型関連遺伝子のシグナル強度を, 増強率の大きさ順に示した.  
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GcMAF 刺激によって 2 倍以上増強された遺伝子のうち, M1 型マクロファージ関連

遺伝子が 10 種類, M2 型マクロファージ関連遺伝子が 4 種類, それぞれ認められた. 

さらに, これらの mRNA シグナル増強率を比較したところ, M1 型マクロファージ関連遺

伝子の mRNA シグナル増強率の方が高い傾向が認められた. これらの結果から, 

GcMAF はマクロファージを M1 型マクロファージに誘導していることが示唆された.  

3.4 GcMAF による M2 型から M1 型マクロファージへの再構成についての評価 

GcMAF はマクロファージを活性化して炎症性細胞に変換することで抗腫瘍活性を

発揮する. また, マクロファージは M1 型と M2 型が共存しているにもかかわらず, 悪性

腫瘍内で観察される多くの TAMs は M2 型であり [11], RAW264.7 細胞は IL-4, IL-13

で刺激することで, M2 型マクロファージの機能を獲得する [25]. そこで, M2 型

RAW264.7 細胞に対する GcMAF の効果を検証し, M2 型マクロファージが M1 型マク

ロファージに再構成されるかどうかを評価した [25]. CD206 の mRNA 発現レベルは, 未

刺激 RAW264.7 細胞と比較して M2 型 RAW264.7 細胞で増加したが, この効果は

GcMAF で刺激した M2 型 RAW264.7 細胞において有意に抑制された (図 11).  

 

図 11. GcMAF 刺激 M2 型 RAW264.7 細胞における CD206 ｍRNA 発現比 
RAW264.7 細胞を IL-4 および IL-13 各 20 ng/mL で 72 時間刺激し (M2), その後
GcMAF 0.1 μg/mL で 24 時間刺激した. その後, RT-qPCR を用いて RAW264.7
細胞の遺伝子発現量を測定し, Control 群との mRNA 相対発現量を示した.  
平均 ± SD, N = 3. **p < 0.01 vs. Control； †p < 0.05 vs. (RAW(M2)).  
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GcMAF 刺激 M2 型 RAW264.7 細胞では, 未刺激 RAW264.7 細胞と比較して, M1

型マクロファージ関連遺伝子である TNF-α および iNOS の mRNA 発現レベルが増加

した (図 12, 13).  

 

図 12. GcMAF 刺激 M2 型 RAW264.7 細胞における TNF-α ｍRNA 発現比 
RAW264.7 細胞を IL-4 および IL-13 各 20 ng/mL で 72 時間刺激し (M2), その後
GcMAF 0.1 μg/mL で 24 時間刺激した. その後, RT-qPCR を用いて RAW264.7
細胞の遺伝子発現量を測定し, Control 群との mRNA 相対発現量を示した.  

平均 ± SD, N = 3. ***p < 0.001 vs. Control； †††p < 0.05 vs. (RAW(M2)).  

 

図 13. GcMAF 刺激 M2 型 RAW264.7 細胞における iNOS ｍRNA 発現比 
RAW264.7 細胞を IL-4 および IL-13 各 20 ng/mL で 72 時間刺激し (M2), その後
GcMAF 0.1 μg/mL で 24 時間刺激した. その後, RT-qPCR を用いて RAW264.7
細胞の遺伝子発現量を測定し, Control 群との mRNA 相対発現量を示した.  
平均 ± SD, N = 3. *p < 0.05 vs. Control.  

培養上清中の TNF-α および NO 産生量でも同様の傾向が認められた(図 14, 15).  
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図 14. GcMAF 刺激 M2 型 RAW264.7 細胞における培地上清中の TNF-α産生量 
RAW264.7 細胞を IL-4 および IL-13 各 20 ng/mL で 72 時間刺激し ((RAW(M2)),  
その後 GcMAF 0.1 μg/mL で 24 時間刺激した. その後, 培地上清中の TNF-α
産生量を ELISA で測定した. 平均 ± SD , N = 3. *p < 0.05 vs. Control；  
††p < 0.01 vs. (RAW(M2)).  

 

図 15. GcMAF 刺激 M2 型 RAW264.7 細胞における培地上清中の NO 産生量 
RAW264.7 細胞を IL-4 および IL-13 各 20 ng/mL で 72 時間刺激し (RAW(M2)), 
その後 GcMAF で 24 時間刺激した. その後, 培地上清中の NO2

-量を測定し, NO

産生量として評価した. 平均 ± SD , N = 3. *p < 0.05 vs. Control； †p < 0.05  
vs. (RAW(M2)).  

これらの結果は, GcMAF が M2 型から M1 型マクロファージへの再構成を誘導する

ことを示唆している.  

3.5 GcMAF 刺激 M2 型 RAW264.7 による EMT6 細胞増殖抑制  

GcMAF が M2 型 RAW264.7 細胞に対して抗腫活性を発揮するかどうかを検証した 

(図 16).  
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図 16. GcMAF 刺激 M2 型 RAW264.7 細胞と共培養後の EMT6 細胞の相対細胞
生存率 
RAW264.7 細胞を IL-4 および IL-13 各 20 ng/mL で 72 時間刺激し (M2), その後
GcMAF 0.1 μg/mL で 48 時間共培養した. 共培養インサートを除去した後, 
EMT6 細胞を cell counting kit-8 (CCK-8) で染色した. 吸光度を測定し, Control

群との相対細胞生存率を示した. 平均 ± SD , N = 3. *p < 0.05.  

CCK-8 による細胞生存率解析により, GcMAF 刺激した M2 型 RAW264.7 細胞との

共培養は, 未刺激の M2 型 RAW264.7 細胞との共培養よりも EMT6 細胞の増殖を有

意に阻害していることが示された. この結果は, GcMAF によるマクロファージへの刺激

は, 抗腫瘍活性の発揮と腫瘍細胞の細胞死をもたらすことを示唆している.   
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第４章 考察 

本研究において, GcMAF 刺激 RAW264.7 細胞が炎症性サイトカインの産生を誘導

し, 液性因子を介して非接触環境下で隣接する EMT6 細胞の増殖を抑制することが明

らかになった. 当研究室の先行研究において, 酵素処理したウシ初乳 MAF はマウス腹

腔マクロファージの貪食活性を亢進したが, TNF-α や IL-1β などの炎症性サイトカイ

ンの産生は誘導しなかった [26]. このことから, 血清から精製した GcMAF と初乳 MAF 

(GcMAF を含むタンパク質混合物) は異なる性質を有することが示唆された. GcMAF

刺激 RAW264.7 細胞と共培養することで, EMT6 細胞は浸潤や増殖に関与する COX-

2 や VEGF の遺伝子発現の増強が確認された. これらの反応は, GcMAF 刺激

RAW264.7 細胞の影響下で生存した EMT6 細胞に起因したと推察する [27]. GcMAF

刺激 RAW264.7 細胞と共培養された EMT6 細胞の増殖が抑制されたことから, GcMAF

はマクロファージの活性化を介して腫瘍細胞の増殖シグナルを抑制することが示唆され

た.  

腫瘍微小環境において, 腫瘍細胞の産生するコロニー刺激因子 colony-stimulating 

factor-1 の刺激を受けた TAMs は, 上皮成長因子 epidermal growth factor を分泌し, 

腫瘍細胞の増殖や浸潤を促進する M2 型マクロファージとして存在する [28]. 一方, 

M1 型マクロファージは, 活性酸素種や一酸化窒素を産生して直接腫瘍細胞を攻撃し

たり, 抗腫瘍抗体を介した抗体依存性細胞傷害により間接的に腫瘍細胞を攻撃したり

する [29,30]. M2 型マクロファージが優位な腫瘍環境でも GcMAF が抗腫瘍作用を発

揮できるかを検証するために, M2 型マクロファージに対する GcMAF の作用を検証し

た. マクロファージを IL-4 と IL-13 を含む培地で培養し, in vitro で未分化マクロファー

ジを M2 型マクロファージに分化させた [25]. 本研究において, M2 型に誘導した

RAW264.7 細胞を GcMAF で刺激したところ, M1 型機能にシフトしていることが mRNA

発現および培地上清に産生される成分の解析によって観察された. 共培養した EMT6

細胞の細胞生存率の低下は, 腫瘍細胞を皮下移植されたマウスモデルを用いた in 

vivo 研究の結果と類似していた [31]. これらの結果は, GcMAF は腫瘍微小環境のマク
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ロファージを刺激して M1 型マクロファージの機能を発揮させる, あるいは M2 型マクロ

ファージを再構成して M1 型の機能を発揮させることによって抗腫瘍活性を発揮してい

ることを示唆している. 本研究は, GcMAF 刺激マクロファージの隣接腫瘍細胞に対する

抗腫瘍メカニズムを明らかにし, がん免疫療法における GcMAF の潜在的な有用性を

強調した.   
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第５章 方法 

5.1 試薬 

Gc タンパク質は, 先行研究に記載されていた 25 (OH) D3-セファロースカラムによる

低圧カラムクロマトグラフィー法を用いて抽出された[6]. GcMAF を産生するため, Gc 

protein を β-D-ガラクトシダーゼ (富士フイルム和光純薬株式会社, 大阪, 日本) で

37℃, 3 時間処理した後, シアリダーゼ (シグマアルドリッチジャパン合同会社, 東京, 日

本) で 37℃, 3 時間処理した. GcMAF は 25 (OH) D3-セファロースカラムを用いて精製

された.  

5.2 細胞株 

マウス単球由来マクロファージ細胞株 RAW264.7 (株式会社ケー・エー・シー, 京都, 

日本) は, 10%ウシ胎児血清 (fetal bovine serum, FBS; ニチレイバイオサイエンス, 東

京, 日本), 100 units/mL ペニシリン G, 100 μg/mL ストレプトマイシン (富士フイルム

和光純薬株式会社, 大阪, 日本) を添加したダルベッコ改変イーグル培地 (Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium, DMEM; 富士フイルム和光純薬株式会社, 大阪, 日本) で培

養した. マウス乳がん細胞株 EMT6 (鳥取大学大崎教授より供与, 鳥取, 日本)は, 

10%FBS, 100 units/mL ペニシリン G, 100 μg/mL ストレプトマイシンを添加したイーグ

ル最小必須培地 (Eagle’s minimum essential medium, EMEM; 富士フイルム和光純薬

株式会社, 大阪, 日本) で培養した.  

5.3 RAW264.7 細胞と EMT6 細胞の共培養 

RAW264.7 細胞を, 0.4 μm 孔の 6 ウェル細胞培養インサート (株式会社グライナ

ー・ジャパン, 東京, 日本) に 5 ×105 /insert で播種し, 6 ウェルプレート (アズワン株式

会社, 大阪, 日本) に設置して一晩培養した (図 17).  
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図 17. 共培養実験の概要 
RAW264.7 細胞と EMT6 細胞は 0.4 μm 孔の細胞培養インサートで隔てられ,  
非接触環境下で培養された.  

りん酸緩衝生理食塩水 (phosphate-buffered saline, PBS; ナカライテスク株式会社, 

京都, 日本) で洗浄後, GcMAF (0.1 μg/mL), または LPS (Escherichia coli O111:B4; 

1 μg/mL;, シグマアルドリッチジャパン合同会社, 東京, 日本) を FBS 不含 DMEM 培

地に添加し, 24 時間培養した. EMT6 細胞は 6 ウェルプレートに 5 × 105 /well で播種

し, 一晩培養した後, FBS 不含 EMEM で刺激した RAW264.7 細胞と 24 時間共培養し

た (細胞比 1：1). 培養後, 細胞と培地上清を回収し, 使用時まで -80℃で保管した.  

5.4 RT-qPCR 

RNA は Nucleo Spin RNA (タカラバイオ株式会社, 滋賀, 日本) を用いて抽出され, 

PrimeScript II 1st strand cDNA Synthesis Kit (タカラバイオ株式会社, 滋賀, 日本) を

用いて cDNA に逆転写した. RT-qPCR は Power up SYBR Green Master Mix (Thermo 

Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) と StepOne Plus Real-Time system 

(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) を用いて実施した. リアルタイム

PCR は 95℃で 3 秒間 （変性）, 60℃で 30 秒間 (アニーリングおよび伸長) からなる増

幅サイクルを 40 回適用した. 2−ΔΔCt 法を用いて算出した相対発現を, グリセルアルデヒ

ド 3-リン酸脱水素酵素 (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, GAPDH) の結果

を内部コントロールとして解析した. ここで使用した全プライマー (Thermo Fisher 

Scientific Inc., Waltham, MA, USA) の配列は以下の通りである [32–34].  
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GAPDH Forward, 5’-ATGGCCTTCCGTGTTCCTAC-3’ 

   Reverse, 5’-TAGCCCAAGATGCCCTTCAG-3’ 

TNF-α Forward, 5’-AATGGCCTCCCTCTCATCAG-3’ 

   Reverse, 5’-ACTTGGTGGTTTGCTACGAC-3’ 

iNOS  Forward, 5’-GGAATCTTGGAGCGAGTTGT-3’ 

   Reverse, 5’-GCAGCCTCTTGTCTTTGACC-3’ 

CD206  Forward, 5’-GGAGGCTGATTACGAGCAGT-3’ 

   Reverse, 5’-CATAGGAAACGGGAGAACCA-3’ 

COX-2  Forward, 5’-CCACTTCAAGGGAGTCTGGA-3’ 

   Reverse, 5’-AGTCATCTGCTACGGGAGGA-3’ 

VEGF  Forward, 5’-TACCTCCACCATGCCAAGTGGT-3’ 

   Reverse, 5’-AGGACGGCTTGAAGATGTAC-3’ 

5.5 NO 解析 

回収された上清は Griess 法で評価し, 溶液中の NO2
-量を測定することで NO 産生

を推定する Griess 法を用いて評価した. 1%スルファニルアミド (富士フイルム和光純薬

株式会社, 大阪, 日本), 2.5%リン酸 (富士フイルム和光純薬株式会社, 大阪, 日本), 

0.1% N-1-ナフチルエチレンジアミン塩酸塩 (東京化成工業株式会社, 東京, 日本) を

含む Griess 試薬を調製し, 亜硝酸と混和した. マイクロプレートリーダー (Tecan Group 

Ltd., Männedorf, Switzerland) を用いて亜硝酸ナトリウム (富士フイルム和光純薬株式

会社, 大阪, 日本) 水溶液で調製した既知濃度サンプルと培地上清の波長 550 nm に

おける吸光度を測定し, 亜硝酸イオンの量を算出した.  

5.6 ELISA 

培地上清中の TNF-α濃度は, 製造元の指示書に沿って ELISA キット 

(ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) を用いて測定された.  
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5.7 クリスタルバイオレット染色法による EMT6 細胞数の評価 

EMT6 細胞を 6 ウェルプレートに 5 × 105 /well で播種し, GcMAF 刺激 RAW264.7

細胞と 48 時間共培養した (細胞比 1：1). EMT6 細胞を PBS で洗浄し, 0.5%クリスタル

バイオレット (富士フイルム和光純薬株式会社, 大阪, 日本) と 20%メタノール (富士フイ

ルム和光純薬株式会社, 大阪, 日本) を含むクリスタルバイオレット溶液で 15 分間染色

した. 溶液を除去し, 細胞を水道水で 4 回洗浄した. 染色した細胞を 1%SDS (富士フイ

ルム和光純薬株式会社, 大阪, 日本) で溶出した. マイクロプレートリーダーを用いて, 

波長 720 nm の吸光度をリファレンスとして 570 nm の吸光度を測定し, 生存細胞数を

評価した.  

5.8 DNA マイクロアレイ解析 

RAW264.7 細胞を 60 mm 培養プレートに 6 × 106/plate で播種し, 一晩培養した. 

RAW264.7 細胞を終濃度 1 μg/mL の GcMAF で 24 時間刺激し, RNA を抽出した. 

DNA マイクロアレイ解析は GeneChip Clariom S Assay (Thermo Fisher Scientific Inc., 

Waltham, MA, USA) を用いてフィルジェン株式会社 (愛知, 日本) にて実施された. マ

イクロアレイデータは Microarray Data Analysis Tool v.3.2 (フィルジェン株式会社, 愛

知, 日本) を使用して解析された.  

5.9 RAW264.7 細胞の M2 分極化 

RAW264.7 細胞を 6 ウェルプレートに 8 × 105 /well で播種し, 一晩培養した. PBS

洗浄後, M2 分極化のために IL-4 および IL-13 (各 20 ng/mL, Thermo Fisher 

Scientific Inc., Waltham, MA, USA) を添加した FBS 不含 DMEM で 72 時間培養した. 

M2 分極化刺激した RAW264.7 細胞を GcMAF (0.1 μg/mL) で 24 時間刺激し, 処理

後の細胞および培地上清を回収した.  

5.10 CCK-8 法による EMT6 細胞数の評価 

EMT6 細胞を 24 ウェルプレートに 3 × 104 /well で播種し, GcMAF 刺激 M2 型

RAW264.7 細胞と 48 時間共培養した (細胞比 1：1). EMT6 細胞を PBS で洗浄し, 
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CCK-8 (株式会社 同仁化学研究所, 熊本, 日本) を用いて分析した. 生細胞数はマイ

クロプレートリーダーを用いて, 波長 600 nm の吸光度をリファレンスとして 450 nm の吸

光度を測定し, 細胞生存率を評価した.  

5.11 統計解析 

データは平均と SD で示した. 統計的有意差は少なくとも 3 つの実験結果を

Student’s t-test を用いて解析した. p 値が 0.05 未満の場合, 統計的に有意であると

みなした.   
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