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１．研究の目的・背景 

がん細胞周辺の微小環境には多くのマクロファージが浸潤しており、これらマクロファ

ージは腫瘍関連マクロファージ（以下 TAM）と呼ばれている。TAMは肝細胞がん、乳がん、

食道がん子宮内膜がんといった多くのがんにおいて、がん悪性化に寄与する作用を持つこ

とが明らかとなった（Ref1）。 

これまでに、TAM は Type2 型マクロファージ（M2）と近い、免疫抑制的な機能を発揮す

ることが明らかになりつつある（Ref2）。M2 マクロファージ様の TAM が蓄積されているが

んでは予後が優位に悪いため、M2マクロファージ型 TAMの除去や、免疫活性化能を持つ M1

マクロファージ型へのリプログラミングを目指した治療法の構築が急務であった。 

TAMのリプログラミングのために、M1/M2

マクロファージへの分化システムを理解す

る必要がある（図 1）。M1/M2マクロファー

ジへの分化の初期段階に p38MAPKを介した

シグナル伝達の重要性が報告されたものの

（Ref3）、M2 特異的な分化スイッチに関与

するリン酸化シグナル経路はいまだ明らか

ではない。 
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近年、網羅的なリン酸化プロテオミクスの技術がなされる一方で、細胞系列に沿った網

羅的なリン酸化プロテオミクス解析は現在も十分な解析が行われていない。その理由とし

て、リン酸化プロテオミクスには通常のタンパク質発現プロテオミクスに比べて 100倍以

上のタンパク質を必要とする点があげられる。それぞれの分化段階ごとにリン酸化プロテ

オミクスに見合う量の細胞を調整することは現実的ではなかった。 

申請者は、サンプルロスの低減・リン酸化ペプチド濃縮の最適化・質量分析計パラメー

ターの最適化により、ごく微小な内視鏡検体（約 2mm^3）から 10000 個以上のリン酸化サ

イトを同定可能な超高感度リン酸化プロテオミクスの構築に成功している（Ref4）。以上の

経緯から、申請者は M1/M2マクロファージへの超高感度リン酸化プロテオミクス、および

キナーゼ活性プロファイリング計算を基盤とした本研究計画を立案した。 

 

２．研究の対象ならびに方法 

【THP1細胞からのマクロファージ分化誘導と、オルガネラ分画】 

 M1/M2細胞の分化には、急性単球性白血病細胞株 THP1を使用した。分化誘導は先行報告

の手法に倣って進め、M1/M2 マーカー（CD80 ・CD206）発現を基準として分化効率を評価

する。更にリン酸化プロテオミクスの網羅性を高めるため、市販の核・ミトコンドリア分

画キットを利用し、オルガネラの分画を実施した。同時に、ビオチンラベル法を利用した

細胞表面プロテオミクスも実施した。 

【超高感度リン酸化プロテオミクス用サンプル前処理】 

 本研究計画では申請者らの開発した超高感度リン酸化プロテオミクス法(Ref)を採用し、

リン酸化プロテオミクス用のサンプル調整を行った。リン酸化ペプチド濃縮には鉄イオン

IMAC法を使用した。さらに存在量の少ない高深度チロシンリン酸化データ取得のため、申

請書が構築したチロシンリン酸化プロテオミクスも実施した（Ref5）。定量ラベルとして、

TMT10plex試薬を使用した。TMTラベルペプチドの分画は、High pH逆相クロマトグラフィ

ーによる 15分画（発現プロテオミクス）、少量サンプルには SCX/C18 stage-tipによるｐH 

-saltベースの 7分画（リン酸化プロテオミクス、細胞表面プロテオミクス）を実施した。 

【LC-MS/MSによるデータ取得とタンパク質同定】 

各プロテオミクス用サンプルは、名古屋大学医学部分析部門に設置されている Q Exactive

にて解析した。得られた質量分析計データを、フリーのリン酸化部位同定ソフト MaxQuant

にアップロードし、各リン酸化部位の定量情報を取得した。 

 申請者が先行研究(Ref6)にて独自に考案した方法を用いて M1/M2マクロファージ特異的

な活性化キナーゼを推定し、M1/M2 マクロファージ分化スイッチ責任キナーゼの候補群を
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選別した。また併せて Webgestaltによる Pathway解析も実施し、M1/M2マクロファージ特

異的な変動を示すリン酸化シグナル伝達経路を抽出した。 

 

３．研究結果 

 THP-1、およびそこから

分化させた M0, M1 M2マ

クロファージ様細胞を調

整した。M1, M2マーカー

（それぞれ CD80、CD206）

の発現上昇を、qRT-PCR

によってそれぞれ確認した（図 2）。THP1細胞に比べて、CD80および CD206 mRNA発現が 60

～400倍に増加しており、かつその増加は M1および M2分化条件特異的に観察された。 

これらのサンプルから、発現プロテオミクス、細胞表面プロテオミクス、リン酸化プロ

テオミクス、チロシンリン酸化プロテオミクスを実施した所、タンパク質もしくはリン酸

修飾同定数は、6348タンパク質、4602タンパク質、9257リン酸化部位、1051チロシンリ

ン酸化部位、であった。これらの定量データを用いて、Pathway解析を実施した。M0に対

して M1、M2細胞で有意な活性化を示した Pathway、ならびに M1と M2細胞間で活性差を示

す Pathwayを図 3にまとめた。Pathway解析レベルでも、M1/M2分化を裏付ける結果が得ら

れた。例えば、Type 2 Interferon signaling (IFNγ)の活性化、今回の M1分化プロトコ

ルで IFNγを使用した点と一致している。また M2型分化で活性化している PPAR signaling 

pathwayについても、先行研究で M2型マクロファージ分化との関連が既に明らかにされた

(Ref7)。これらの結果から、今回プロテオミクス解析を実施したサンプルは、タンパク質

プロファイリングレベルでも確かに M1/M2型マクロファージ様の性質を示す事が明らかと

なった。 
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 リン酸化プロテオミクスデータを利用した、

キナーゼ活性プロファイリング結果を図 4にま

とめた。興味深いキナーゼ群として、TEC family 

kinase(BMX, BTK, TEC:図 4中の太字キナーゼ)

の活性変動が観察された。BTK については、既

に先行研究にて M1 型マクロファージ分化に関

与する事が報告されており(Ref8)、我々のキナ

ーゼ上流解析でも M1 特異的に活性化する事が

確認された。さらに、M2型、M1型の間でキナー

ゼ活性の差を比較した場合、TECキナーゼは M1

で最も活性化、一方 BMXは M2型で最も活性化す

る事が明らかとなった。TEC family kinase 阻

害剤は family内の kinase全般に効果を示す事

から、BMX, BTK, TEC キナーゼの構造で規定される基質特異性の範囲は大差ないと考えら

れる。すなわち、アダプタータンパク質や、細胞内局在などのメカニズムによって、TEC 

family kinaseの M1/M2型特異的なシグナル伝達活性化が示唆された。 

 

４．考察 

 ここまでの結果から、M1、M2型マクロファージ特有のタンパク質発現、Pathway活性化

が観察され、その一部は TAM活性化との関連を報告した先行研究と一致していた。この事

から、THP-1分化モデルと TAMとの相関が我々のデータから改めて確認され、TAM治療候補

分子の探索に当たり、我々の持つ多層プロテオミクスデータの重要性が強調された。 

 本年度予定していたオルガネラプロテオミクス（核・ミトコンドリア）については、2019

年度中にプロテオミクス解析が完了しなかったため、まだ定量データが得られていない。

これらのサンプルの解析が完了し次第、核・ミトコンドリアプロテオミクス解析と、既に

取得した全細胞 Lysate、細胞表面タンパク質データとの統合も行う。M1, M2型マクロファ

ージにおいて、ミトコンドリア形状の変化ならびに脂質代謝の変化が報告されている事か

らも(Ref9)、ミトコンドリアタンパク質は有望な TAM治療分子標的と考えられる。 

 今後の展開として、まず多層プロテオミクスデータ間の統合解析を実施する予定である。

今回、全細胞 Lysateのタンパク質発現では変動の無いものの、細胞表面プロテオミクスで

は大きな変動を示すタンパク質が多数発見された。これらのタンパク質は細胞内局在レベ

ルの制御を受けている可能性が考えられ、我々の細胞表面プロテオミクスで初めてとらえ
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られるような新規標的分子となる可能性を秘めている。核・ミトコンドリア分画で同定さ

れたタンパク質も含めてこのような候補分子には、共焦点顕微鏡を用いた細胞内局在の比

較検討を進める予定である。 

 今後は候補分子の発現を qRT-PCR, Western blottingレベルで検証する。M2型特異的な

発現変動が認められるタンパク質については、阻害剤や siRNA処理による発現阻害を実施

し、M2型分化条件における細胞増殖能や、分化転換に与える影響を検討する予定である。 
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