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要 旨 

 

腫瘍関連マクロファージ (以下MΦと略す) は、種々な固形腫瘍の増殖、浸潤、

転移に関与していると考えられている。しかし、癌の成立する以前の前癌病変に

おける浸潤 MΦ の性状やその役割については明らかにはされていない。本研究

は、口腔前癌病変である白板症における腫瘍関連 MΦ のサブセットを同定し、

その分化誘導に関わる関連因子を含め浸潤 T 細胞の関与について免疫組織学的

に検討した。 

 対象は、白板症 30例および正常粘膜 10 例として、CD68 (全MΦ)、CD80 (M1 

MΦ)、CD163 (M2 MΦ)ならびに CD4 (ヘルパーT細胞: Th), CD8 (細胞傷害性 T細

胞)、Th1のマーカーである CXC chemokine receptor 3 (CXCR3)、 Th2 のマーカー

である CC chemokine receptor 4 (CCR4)、そして interferon-γ (IFNγ)誘導性遺伝子産

物である signal transducer and activator of transcription (STAT1) に対する抗体を用

いて免疫組織学的解析を行った。 CD163+ MΦは、正常粘膜では認められなかっ

たが、上皮性異形成の mild から moderate において増加が認められた。また

CD163+ MΦの割合と上皮内浸潤 CD4+ Th細胞の割合に正の相関関係が認められ

た。上皮性異形成において CCR4+ Th2はほとんど認められなかったが、 CXCR3+ 

Th1の浸潤が認められた。Th1からは IFNγ が産生されることから、IFNγ誘導性

遺伝子産物である STAT1 の発現について検討したところ、上皮下および上皮内

に陽性所見が認められた。さらに、蛍光二重染色により STAT1と CD163+ MΦと

が共局在しており、STAT1陽性細胞率と CD163 陽性細胞率との間に正の相関関

係が認められた。 
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これらの結果から、白板症部のMΦは、CD163+ MΦであるが、M1 MΦの表現

型を示す新たなMΦサブセットである可能性が示唆された。このCD163+ MΦの

誘導には、白板症部に浸潤しているCD4+ Th1から産生されるIFNγが関与してい

る可能性が示唆された。 

 

索引用語：前癌病変、白板症、口腔扁平上皮癌、CD163，腫瘍関連性マクロファ

ージ（tumor-associated macrophages: TAMs）、M1 マクロファージ、M2マクロフ

ァージ、CXCR3、Th1、STAT1 
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Abstract 

 

Tumor-associated macrophages (MΦ) have been implicated in growth, invasion and 

metastasis of various solid tumors. However, it has not been clarified phenotype and role 

of the infiltrated MΦ in precancerous lesions. In the present study, the phenotype of the 

infiltrated MΦ in leukoplakia, an oral precancerous lesion, was determined by 

immunohistochemical analysis and involvement of infiltrated T cells that participated in 

induction of phenotype of the MΦ was also investigated.   

The subjects included 30 cases of leukoplakia and 10 cases of normal mucosa.  

Immunohistochemical analysis was carried out using antibodies against CD68 (pan-MΦ), 

CD80 (M1 MΦ), CD163 (M2 MΦ), CD4 [helper T cells (Th)], CD8 (cytotoxic T cells), 

CXC chemokine receptor 3 [CXCR3 (Th1)], CC chemokine receptor 4 [CCR4 (Th2)], 

and signal transducer and activator of transcription (STAT1).  An increase in the rate of 

infiltrating CD163+ MΦ was observed in mild and moderate epithelial dysplasia, and a 

positive correlation was observed with the rate of intraepithelial infiltration of CD4+ Th 

cells.  Although infiltrations of CCR4+ cells (Th2) were barely observed, CXCR3+ cells 

(Th1) were observed in the lesions. The cells positive for STAT1, which is an interferon-

γ inducible product gene, were also observed in the same lesions.  Immunofluorescence 

double staining demonstrated that the cells positive for CD163+ MΦ were colocalized 

with STAT1. Moreover, a positive correlation with rate of infiltrated CD163+ MΦ and 

rate of STAT1 positive cells was observed.  

 These results suggested that although the MΦ in oral leukoplakia are CD163+ MΦ, the 
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MΦ are a new subset exhibited M1 phenotype. Furthermore, IFNγ produced from CD4+ 

Th1 infiltrating precancerous lesions may be involved in the induction of the CD163+ 

M1 MΦ. 

 

 

Key words：precancerous lesion, oral leukoplakia, squamous cell carcinoma, CD163, 

TAMs, M1 macrophag, M2 macrophage, CXCR3, Th1, STAT1 
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緒 言 

 

前癌病変は、発癌に関係する初期の遺伝子変異が上皮細胞にすでに認められ

ており、悪性腫瘍に転換する可能性を持つ病変である1,2)。口腔前癌病変の代表的

なものは白板症であり、その癌化率は1%未満〜17.5％との報告があり3)、すべて

の白板症が悪性転換するわけではない。しかし白板症例の中でより高頻度で悪

性転換するものもあり、遺伝子変異の質的、量的な違いや環境的な要因も関与し

ていると考えられている3)。 

口腔前癌病変から扁平上皮癌への癌化過程は、上皮性異形成から癌腫へと進

行するいわゆるdysplasia-carcinoma sequenceの経緯をとり、近年、その病理組織

学的変化と遺伝子変化との関連が明らかにされてきている4,5)。口腔粘膜上皮に

アルコールやたばこなどの発癌性因子の持続的な侵襲が加わることで、染色体

の9pのヘテロ接合性の消失(loss of heterozygosity: LOH)により癌抑制遺伝子であ

るp16INK4a の欠失が起こり、正常粘膜上皮が上皮過形成を起こす6,7)。次いで染色

体 3pや17pの欠失により、癌抑制遺伝子であるp53が欠失し、またp53の遺伝子変

異により上皮性異形成が生じる8)。さらに11q, 13qの欠失やcyclin D1遺伝子の増幅

などの遺伝子異常の蓄積により上皮内癌を経て浸潤癌へ移行すると考えられて

いる4,5,9)。 

一方、癌の発生、進展には遺伝子変異だけでなく、DNAのメチル化などのエ

ピジェネティック (epigenetic)な変化、さらに腫瘍が形成される組織の慢性炎症

性反応も密接に関与していることが多くの固形癌の解析から明らかにされてき

ている10-13)。特に、腫瘍局所の微少環境に存在する炎症性細胞や線維芽細胞など
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の間質細胞の役割が注目されている14-16)。多くの癌組織ではマクロファージ(以

下MΦと略す)やリンパ球などの炎症性細胞浸潤が多数認められ、癌組織に存在

するMΦは特に腫瘍関連MΦ（tumor-associated macrophages: TAMs）といわれてい

る17-19)。腫瘍関連MΦは、血管新生因子、細胞増殖因子、組織破壊酵素、免疫抑

制因子などを産生し、腫瘍の増殖、浸潤、転移に関わっていると考えられている

18,19)。 

 近年、MΦはその生物学的活性により機能的に異なる2つのサブセットが存在

することが明らかにされている20-22)。ヘルパー１型T細胞(Th1)由来のinterferon-

gamma (IFN)により活性化されたMΦは、  M1 MΦ（ classically activated 

macrophages）と呼ばれ、 抗細菌活性、抗腫瘍活性を示すことが知られている21,22)。

M1 MΦは一酸化窒素合成酵素 (inducible nitric oxide synthase: iNOS)、 抗腫瘍性

chemokine CXC ligand 9 (CXCL9)、 CXCL10や炎症性サイトカイン tumor necrosis 

factor-α (TNFα)などの遺伝子の発現を増強し、炎症反応の増強や腫瘍細胞に対す

る細胞傷害性を示すことが明らかにされている20-22)。一方、Th2由来の抗炎症性

サイトカイン interleukin-4 (IL-4)、 IL-13により活性化されたMΦは、M2 MΦ

（alternatively activated macrophages）に分類され23)、増殖因子や血管新生因子を

発現し、またIL-10やtransforming growth factor-β (TGF-β)などのサイトカインを産

生することにより炎症反応、免疫応答を抑制し、創傷治癒に関与していると考え

られている 20-22)。 これらのMΦの細胞表面の細胞分化抗原群  (cluster of 

differentiation: CD) の解析から、M1 MΦのマーカーとしてCD80, CD86 20,24)が、ま

たM2 MΦのマーカーとしてCD163, CD204が同定され20)、固形腫瘍に浸潤してい

る腫瘍関連MΦの表現型が次第に明らかにされてきている。CD163は、神経膠腫
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25), 卵巣癌 26)，消化管間質腫瘍27)、メラノーマ28)、腎癌 29)、乳癌 30)、肺癌31)など

の固形腫瘍における腫瘍関連MΦに発現している。これらの臨床症例における

CD163+ MΦの浸潤が多い症例では、腫瘍の組織学的悪性度が高く、予後や抗癌

剤に対する治療成績が悪いことが示されており、腫瘍細胞の悪性化にCD163+ 

MΦが関与していることが示唆されている25-31)。 

以前、Moriら32)は先行研究において、口腔扁平上皮癌におけるCD163+ MΦの局

在について検討し、口腔癌の分化度の低下に伴い、CD163+ MΦの数が有意に増加

し、他の固形癌と同様に癌の発症および進展に何らかの関与がある可能性につ

いて報告した。しかし、口腔前癌病変における浸潤MΦの表現型やその役割につ

いては、いまだ明らかにはされていない。そこで本研究は、口腔前癌病変である

白板症における浸潤MΦのフェノタイプを明らかにし、その分化誘導に関わる関

連因子について免疫組織学的に検索し、口腔癌の発症、進展における腫瘍関連

MΦの役割について考察した。 
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材料と方法 

 

1. 検索対象 

対象は、2006年〜2009年の4年間に明海大学歯学部付属明海大学病院 口腔顎

顔面外科学分野にて診療した口腔白板症未治療生検材料と、病理組織学的に正

常粘膜と判断された部位を検体とした。正常粘膜は生検病変のうち正常組織と

判断された部位10例を用いた(Table 1)。前癌病変は、未治療で初診において病理

組織学的に診断する目的で採取した結果、白板症の診断を得た30例とした(Table 

2)。 切除病変は、パラフィン包埋材料から薄切切片を作成後、hematoxylin-eosin 

(H-E)染色を施し、組織学的検索を行った。病理組織学的上皮性異形成の程度に

ついてはWHOの診断基準33)に従い、複数の病理医と協議し ①without epithelial 

dysplasia, ②mild epithelial dysplasia (mild), ③mild-moderate epithelial dysplasia 

(mild to moderate), ④moderate epithelial dysplasia (moderate), ⑤moderate-severe 

epithelial dysplasia (moderate to severe), ⑥severe epithelial dysplasia (severe)の6段階

に分類した。なお本研究は、明海大学歯学部倫理委員会の承諾を得て実施した

(承認番号 A0290号)。 

 

2. 免疫組織化学的検索 

ホルマリン固定パラフィン包埋材料より薄切切片を作製し、レモゾール (和

光純薬工業、大阪)により脱パラフィン後、エタノールで脱水し、内因性ペルオ

キシダーゼ阻止のため 0.3% 過酸化水素水加メタノール中にて室温で15分間処

理を行った。CD68の抗原性の賦活化については proteinase K (20 µg/ml; Roche 
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Diagnostics, Basel, Switzerland)を用いて室温で15分間酵素処理を行った。CD68以

外の抗原性の賦活化は、10 mMクエン酸緩衝液 (pH 6.0)中でマイクロウェーブ

にて15分間熱処理を行った。抗原性賦活化後、内因性 avidin/biotinのブロッキン

グを目的にavidinおよびbiotin (Zymed Laboratories, San Francisco, CA, USA)を添加

し、各10分間の処理を行った。その後、検体はトリス塩酸緩衝生理食塩水[Tris-

HCl buffered saline; TBS (pH7.4)]で洗浄し、非特異的反応を阻止するためにブロ

ッキング溶液 [2% bovine serum albumin (BSA)] を用いて室温で30分間の処理を

行った。免疫組織化学的検索に使用した抗体をTable 3に示す。一次抗体はTBSを

用いて適切な濃度に希釈し、4℃ 湿温箱内にて一晩反応させた。その後、TBSで

洗浄後、2次抗体としてペルオキシダーゼ標識goat anti-rabbit IgG antibody（200倍

希釈；Dako EnVision System HRP-Labeled Polymer, Dako, Glostrup, Denmark）を用

い、室温で30分間反応させた。TBSにて洗浄後、AEC substrate kit (Dako)を用い

発色作用させ、Mayerのhematoxylin溶液 (武藤化学、東京)で核染色を行った。水

洗後 Hydromount  (National Diagnostics, Atlanta、GA, USA)を用いて封入し、光

学顕微鏡にて検鏡した。なお、negative controlとして一次抗体の代わりにTBSで

希釈した2% BSAを反応させた後、発色させ非特異的な呈色反応がないことを確

認した。また、それぞれのpositive controlは、対象となる抗原の存在が既知であ

る組織(扁桃、リンパ節)を用い、同染色方法で陽性であることをあらかじめ確認

した。免疫組織学的評価は、200倍光顕下で標本中の染色陽性数をそれぞれ典型

的な組織像 3視野について観察し、当該視野の全細胞数に対する陽性細胞率を

算定した。 
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4.蛍光二重染色法 

 薄切切片を脱パラフィン後、抗原性の賦活化を目的に、TBS に 3% H2O2, 0.5% 

Triton-X100 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)を加えた溶液を用いて、室

温で 10分間処理した。その後ブロッキングを目的に 10% non-immune goat serum 

(Zymed) を添加し、室温で 60分間処理した。一次抗体は mouse anti-human CD163 

monoclonal antibody (Table 3) を 1:100 に希釈し、室温で 60分間反応させた。TBS

で洗浄後、Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG (H+L) antibody（2,000 倍希釈；Life 

Technologies, Carlsbad, CA, USA）を添加し、室温で 60分間反応させた。その後

TBS にて洗浄、ブロッキング後に二重染色のための一次抗体として rabbit anti-

human STAT1 polyclonal antibody (Table 3 )を 1:500 に希釈し、室温で 60分間反応

させた。TBS で洗浄後、Alexa Fluor 546 goat anti-rabbit IgG (H+L) antibody（2,000

倍希釈；Life Technologies）を用い、室温で 60 分間反応させた。抗体反応後、TBS

で洗浄し、褪色防止のため ProLong antifead mount kit (Life Technologies)により封

入し、共焦点レーザー顕微鏡 (LSM5 Exciter, Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)に

て、励起波長（excitation）：488 nm、検出波長（emission）：緑色 505-530 nm、

赤色 600-680 nm 下で検鏡を行った。 

 

3. 統計学的分析 

統計学的解析は、Kruskal–Wallis nonparametric testを用いて行い、post-hoc検定

はDunn法にて検定した。また相関関係の検証にはSpearman順位相関係数を用い

、いずれも危険率5%未満を有意差ありとした。 
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結 果 

 

1. 臨床病理学的検索事項 (性別、部位、病理組織学的異形成の程度) 

本研究で検討した症例の男女比は、男性20例、女性10例で、平均年齢は、

61.0歳であった (Table 2)。発生部位は、歯肉が最も多く43.3% (13例), 次いで

頬粘膜 26.7% (8例),  舌 13.3% (4例), 口蓋 10 % (3例), 口唇 6.7% (2例)であ

った。 

病理組織学的に上皮性異形成の程度は、without epithelial dysplasia（以下上

皮性異形成なしと略す）、16.7% (5例)、mild 23.3% (7例)、mild to moderate 16.7% 

(5例)、moderate 16.7% (5例)、moderate to severe 13.3% (4例)、そしてsevere 13.3% 

(4例)であった。 

 

2. CD68+ MΦの浸潤 

まず始めに白板症部におけるMΦの浸潤について、全MΦマーカーであるCD68

を指標に免疫組織学的に検索を行った (Fig 1A)。正常粘膜上皮においてCD68+ 

MΦは、ほとんど認められなかったが、上皮性異形成なし、および上皮性異形成

症例の上皮下組織にその浸潤が認められた。白板症の各組織学的上皮性異形成

の程度におけるCD68陽性細胞率について、統計学的有意差はみられなかった

(Fig 1B)。 

 

3. CD80+ MΦの浸潤 

MΦはその表現型の違いによりM1 MΦとM2 MΦに分類され、M1 MΦのマー
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カーとしてCD80が用いられている24)。正常粘膜ではCD80+ MΦはほとんど認め

らなかったが、 上皮性異形成なし、および各上皮性異形成症例のすべての症

例の上皮下に認められた(Fig 2A)。白板症の各組織学的上皮性異形成の程度に

おけるCD80陽性細胞率について、統計学的有意差はみられなかった(Fig 2B)。 

 

4. CD163+ MΦの浸潤 

CD163は、多くの固形癌においてM2 MΦのマーカーとして汎用されている

25-31)。CD163+ MΦは、正常粘膜には認められなかったが、上皮性異形成なし、

および各上皮性異形成症例の上皮下にその浸潤が認められた(Fig 3A)。特に上

皮性異形成のmoderateで最も多く発現していた。統計解析の結果、CD163+ MΦ

の割合は、上皮性異形成なしと比較した場合、mild to moderateおよびmoderate

において有意な増加が認められた(Fig 3B)。 

 

5. MΦの分化誘導に関わる浸潤T細胞の検討 

 MΦの分化誘導には、T細胞が関与することが知られている34)。 そこで上

皮性異形成におけるMΦの浸潤とT細胞との関連性を調べるためにCD4+ Thな

らびにCD8+ 細胞傷害性T細胞(cytotoxic T lymphocyte: CTL)の浸潤について検

討した。 CD4+  Thは、上皮下ではすべての症例において認められたが、各組

織学的上皮性異形成の程度間で有意差は認められなかった(Fig 4A)。一方、上

皮内に浸潤しているCD4+ Thの割合は、上皮性異形成なしと比較してmoderate

およびsevereにおいて有意な増加が認められた(p<0.05)。そこでThの浸潤とMΦ

の浸潤との関連性を検討するために、それぞれの症例におけるCD163+ MΦの
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割合とCD4+ Thの割合の相関関係について検討した。その結果、CD163+ MΦの

割合が多い症例では、上皮内CD4+ Thの割合も多く、両者の間に正の相関関係

が認められた(p=0.0009; Fig 4B)。 

また白板症の各組織学的上皮性異形成の程度におけるCD8+ CTLの浸潤は、

上皮下ではすべての症例において認められ、上皮内に浸潤しているCD8+ CTL

は、統計学的有意差は認められないものの、mildからmoderateにかけて増加傾

向がみられた (Fig 5)。しかしCD163+ MΦの割合とCD8+ CTLの割合との間には

相関関係は認められなかった (data not shown)。 

これらの結果から、上皮性異形成におけるCD163+ MΦの浸潤とCD4+ Thの浸

潤との関連性が示唆された 

 

6. CD4+ Thのサブセットの同定 

CD4+ Th はサイトカインの産生能の違いにより、Th1とTh2に分類され、 M1 

MΦの分化誘導にはCD4+ Th1がまた、M2 MΦの分化誘導にはCD4+ Th2がそれぞ

れ関与することが知られている20-22,35)。そこで、白板症部に浸潤しているThが

どのサブセットに属するのか、Th1のマーカーであるchemokine受容体 CXC 

ligand receptor 3 (CXCR3)およびTh2のマーカーである  CC ligand receptor 4 

(CCR4) について免疫組織学的検索を行った36)。 

CXCR3陽性細胞の染色像は、正常粘膜上皮では認められなかったが (data 

not shown)、上皮性異形成なし、および上皮性異形成のすべての症例において、

上皮下組織ならびに一部の症例では上皮内への浸潤が認められた(Fig 6)。一方、

CCR4陽性細胞はすべての症例で認められなかった (data not shown)。これらの
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結果から、白板症部に浸潤しているCD4+ Th はCXCR3+ Th1サブセットである

ことが明らかとなった。 

 

7. IFNγ誘導性STAT1の発現 

Th1からはM1 MΦの分化誘導に関わるIFNγが産生され、IFNγによって誘導さ

れる転写因子STAT1の発現が増強される37)。そこで、白板症部においてSTAT1

の発現が認められるか、次に検討した(Fig 7A)。 

 正常粘膜ではSTAT1の陽性所見は認められなかったが (data not shown)、上

皮性異形成の上皮下および上皮内にIFNγ誘導性遺伝子産物であるSTAT1の陽

性所見が認められた。各白板症症例におけるSTAT1陽性細胞の割合とTh1 

(CXCR3陽性細胞)の割合について検討したところ、正の相関関係が認められた 

(p=0.0465; Fig 7B). この結果から、白板症部に浸潤しているTh1が多い症例で

はM1 MΦの分化誘導に関わるIFNγの産生も多く、IFNγによって誘導される

STAT1の発現も増強されていることが示唆された。 

 

8. CD163+ MΦとSTAT1との共局在 

  白板症部にCXCR3陽性Th1が浸潤していることから、同病変部に浸潤して

いるCD163+ MΦもIFNγの影響を受け、M1 MΦのマーカーの一つであるSTAT1

の発現が認められるのか、抗CD163抗体と抗STAT1抗体を用いた蛍光二重染色

を行い、共焦点レーザー顕微鏡にて検討した (Fig 8A)。その結果、上皮下の

CD163+ MΦは、STAT1を共発現していることが明らかとなった。各白板症症

例におけるCD163+ MΦの割合とSTAT1陽性細胞の割合について相関関係を検
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討したところ、正の相関関係が認められた (p=0.0034; Fig 8B)。これらの結果

から、白板症部に浸潤しているMΦは、従来のM2 MΦのマーカーであるCD163

陽性であるが、M1 MΦの表現型を持つ新たなサブセットである可能性が示唆

された。 
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考 察 

 

1.白板症における浸潤MΦの表現型 

 多くの固形腫瘍において腫瘍関連MΦの浸潤が多い症例ではその予後が悪い

ことが報告されており、腫瘍細胞の増殖、浸潤、転移に腫瘍関連MΦが関与して

いることが示されている25-31)。しかし、癌病変が成立する以前の前癌病変に浸潤

するMΦがどのような性状を持ち、癌の発生にどのような役割を演じているかに

ついては、口腔癌を含めた他の固形癌においても明らかにはされていない。そこ

で本研究ではまず口腔前癌病変における浸潤MΦの表現型について、CD68、CD80、

CD163をマーカーに免疫組織学的に検討した。なお、外傷性刺激により発生した

と考えられた白板症の評価は困難であり今回は検討しなかった。  

 CD68は、単球-MΦ系細胞に発現しており、全MΦ系細胞のマーカーとして広く

用いられている38)。CD68は、lysosome-associated membrane protein (LAMP)-1 ファ

ミリーに属し、110 kDa の糖タンパク質であり39,40)、scavenger receptor として

oxidized low-density lipoproteins の取り込みに関与している41)。本研究において、

CD163+ MΦは正常上皮にほとんど認められなかったが、上皮性異形成なし、お

よび上皮性異形成症例の粘膜下組織にその浸潤が認められた。白板症の各組織

学的上皮性異形成の程度におけるCD68陽性細胞率について統計解析した結果、

有意差は認められなかった。しかし粘膜上皮に過角化症が発症した早い段階か

らCD68+ MΦが上皮下組織に浸潤していることが明らかとなった。 一般に炎症

性病変におけるMΦの浸潤には、CC ligand 2 (CCL2), CCL3などのchemokineが関

与している42,43)。これらのchemokineは口腔粘膜上皮細胞からも産生されること
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から44)、粘膜上皮細胞由来のchemokineが初期のMΦの浸潤に関与している可能性

が考えられる。 

近年、MΦは機能的に異なるM1 MΦとM2 MΦに大別され、感染症や炎症性病

変など様々な疾患の病態形成に関与していることが明らかにされている。M1 

MΦは従来、活性化MΦ (classically activated MΦ)として認識されていたMΦであり、

IFN、細菌由来リポ多糖によって活性化し、抗細菌活性、抗腫瘍活性を持ち、細

胞性免疫において中心的な役割を演じていることが知られている45)。M1 MΦか

らは、iNOS、TNFα、抗腫瘍性chemokine CXCL9, CXCL10が産生され、腫瘍細胞

の増殖抑制や細胞傷害作用を持つことが示されている20,45)。このM1 MΦの機能

は、IL-4などの抗炎症性サイトカインによって抑制されるが46-49)、IL-4はM1 MΦ

の遺伝子発現の抑制だけでなく、M1 MΦとは異なる新たな機能発現を誘導する

ことから、IL-4によって活性化したalternatively activated macrophage (M2 MΦ)と

いう新たなサブセットの存在が提唱された21-23)。このM2 MΦは、アレルギーや寄

生虫感染などTh2優位の病態形成に関わっており、血管新生、組織修復にも関与

していると考えられている21,22)。さらにM2 MΦは、多くの固形癌組織に浸潤して

いる腫瘍関連MΦと類似した性状を示し、腫瘍の増殖、浸潤、転移に関わってい

ると考えられている20)。  

本研究ではM1 MΦのマーカーとしてCD80を、M2 MΦのマーカーとしてCD163

を用いた。CD80は、抗原提示細胞に発現する補助刺激分子であり、特にT細胞の

CD28と結合することによりT細胞の活性化を誘導する細胞接着分子である50)。

CD80は、Th1由来のIFNによってその発現が増強されることから51) M1 MΦのマ

ーカーとしても用いられている20,24,52)。CD163は、単球- MΦ系細胞に発現してい
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るscavenger receptorの一つであり、hemoglobin- haptoglobin複合体の取り込みに関

与している53,54)。本研究結果から、CD80+ MΦ、CD163+ MΦともに上皮性異形成

を示すすべての症例の上皮下に認められた。この結果は、口腔前癌病変におい

て、CD80+ MΦとCD163+ MΦが共存していることを示唆している。CD80+ MΦが

CD163+ MΦも共発現しているかについては、本結果からは判定できないが、各

上皮性異形成症例のCD80陽性細胞率とCD163陽性細胞率との間に相関関係が認

められなかったことから、それぞれ別の細胞集団である可能性が考えられる。一

方、CD163は、上皮性異形成のmoderateで最も強く発現していた。統計解析の結

果、各組織学的上皮性異形成の程度におけるCD163陽性細胞率は、上皮性異形成

なしと比較し場合、mild to moderateおよびmoderateにおいて有意な増加が認めら

れた。この結果は、CD163+ MΦが、上皮性異形成の病変形成に何らかの関与を

している可能性が考えられる。腫瘍関連MΦからは組織破壊酵素や遺伝子変異を

誘発する活性酸素や一酸化窒素が産生されることから19,55)、このようなMΦ由来

の組織傷害性因子が上皮性異形成の病変形成に関与している可能性が考えられ

る。 

 

2.白板症に浸潤しているT細胞の同定 

 腫瘍関連MΦの表現型の獲得には、腫瘍が形成される微少環境ならびに腫瘍細

胞や浸潤している免疫担当細胞由来の液性因子が関わっている18,20,56,57)。特に

MΦの分化誘導には、T細胞由来のサイトカインが重要な役割を果たしている34)。

そこで前癌病変における浸潤T細胞のサブセットを同定し、腫瘍関連MΦの分化

誘導における役割についてさらに検討した。 
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 CD4+ Th、CD8+ CTLともに上皮下および上皮内に認められたが、特に上皮内に

浸潤しているCD4陽性T細胞は、上皮性異形成なしと比較してmoderate および

severe dysplasiaにおいて有意な増加が認められた。この上皮内浸潤CD4陽性細胞

率とCD163陽性細胞率との相関関係を検討したところ、正の相関関係が認められ

た (p=0.0009; Fig 4B)。この結果は、CD163+ MΦが多い症例では、上皮内浸潤CD4+ 

Thの浸潤も多いことを示しており、両者の間に何らかの関連性が存在すること

を示している。T細胞の上皮内浸潤には、上皮基底膜の断裂が必要なことから58)、

CD163+ MΦから産生されるmatrix metalloproteinase (MMP)などの組織破壊酵素の

関与が考えられる。 

CD4+ Thは、産生するサイトカインの違いによりTh1とTh2に大別され35)、それ

ぞれM1 MΦ、M2 MΦの分化誘導に関わっている20)。そこで白板症ではどちらの

Thサブセットが浸潤しているか、Th1のマーカーであるchemokine受容体 CXCR3

およびTh2のマーカーであるCCR4に対する抗体を用いて、免疫組織化学的に検

討した。その結果、上皮性異形成なし、および上皮性異形成のすべての症例で

Th1の浸潤が認められ、Th2は認められなかった。従来、M2 MΦの分化誘導には、

Th2由来のIL-4、IL-13が関与していることが定説となっているが20-23)、白板症で

はM1 MΦの分化誘導に関わるTh1が優位の環境になっていることが示された。

Th1からはM1 MΦへ分化誘導するIFNγが産生されることから、 IFNγによって誘

導される遺伝子産物であるSTAT1の発現についても検討した。その結果、上皮性

異形成の上皮下、上皮内にSTAT1の陽性所見が認められた。さらにCXCR3陽性細

胞 (Th1)の割合とSTAT1陽性細胞の割合についての相関関係を調べたところ、正

の相関関係が認められた(p=0.00465; Fig 7B)。これらの結果から、白板症ではM1 
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MΦの分化誘導に関わるTh1が浸潤しており、IFNγが上皮下、上皮内組織の諸細

胞に作用している可能性が示唆された。このことは、白板症の病変部に浸潤して

いるMΦもIFNγの影響を受け、M1 MΦへ分化していることが考えられる。そこで

CD163+ MΦがSTAT1を発現しているか、蛍光二重染色で検討したところ、共局在

していることが明らかとなった。また、CD163+ MΦが多い症例では、STAT1陽性

細胞の割合も多く、正の相関関係が認められた (p=0.0034; Fig 8B)。以上の結果

から、白板症部に浸潤しているMΦは、CD163陽性であるが、M1 MΦの表現型を

持つ新たなMΦ集団である可能性が示唆された。 

 

３. 白板症、口腔癌における MΦ の機能的役割 

従来、M1 MΦは、抗腫瘍活性を持ち、細胞性免疫において中心的な役割を担

っている細胞として認識されてきた 20,21,45)。本研究結果から、白板症部に浸潤し

ているMΦが、M1 MΦ のフェノタイプを持つことは、従来の腫瘍関連 MΦの役

割から考えると一見矛盾した結果に見える。しかし、白板症のすべてが悪性転換

するわけではなく、M1 MΦの浸潤の多い症例ではその抗腫瘍活性により癌化し

ないという可能性も考えられる。事実、前癌病変より癌化率の低い口腔扁平苔癬

の病変部にも CXCR3+ Th1 の浸潤が認められており 59)、Th1 優位の環境になっ

ていると考えられる。前癌病変から悪性転換し、癌腫へ移行する過程で局所の微

少環境に存在する様々な選択圧により、抗腫瘍活性を持つ性状が次第に失われ

てゆき、腫瘍の増殖や浸潤を促進させるような性状を獲得してゆくとも考えら

れる。白板症症例に認められるこのCD163+ MΦが、抗腫瘍的に働いているのか、

あるいは腫瘍形成にとって促進的に働いているのかは今後検討すべき重要な課
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題である。 

口腔扁平上皮癌における腫瘍関連 MΦ について、Mori ら 32)は CD163+ MΦ の

浸潤が認められ、口腔癌の組織学的分化度の低下に伴い、CD163+ MΦの数が有

意に増加していることを報告している。最近、Fujii ら 60)は CD163+ MΦと口腔癌

の予後との関連性を検討し、CD163+ MΦが多い症例では生存率が低下すること

を報告している。この CD163+ MΦ が本研究で示した CD163+ M1 MΦ の表現型

を持つかは不明であるが、著者らの予備実験の結果から口腔扁平上皮癌組織に

も CXCR3+ Th1の浸潤が見られ、M1 MΦのマーカーである STAT1 の陽性所見が

認められることを免疫組織学的に確認している。これらの結果から、口腔扁平上

皮癌病変に浸潤している腫瘍関連 MΦ は、これまでの他の固形癌で報告されて

いるM2 MΦとは異なる表現型を有し、従来、抗腫瘍性に働いていると考えられ

ていた MΦ が口腔癌においては腫瘍の増殖、浸潤、転移に関わっている可能性

を示唆している。今後この仮説を検証するために、白板症、口腔癌症例において

CD163+ MΦ がどのような性状を示しているのか、他のマーカータンパク質や遺

伝子発現パターンを詳細に解析してゆく必要がある。また癌症例においてリン

パ節転移例や再発症例と浸潤 MΦ がどのような関連性を有しているのか検討す

る必要もある。さらに白板症、口腔癌ではなぜ M1 MΦ の分化誘導に関わる

CXCR3+ Th1の浸潤が多く認められるのかについても解析する必要がある。 

腫瘍関連 MΦ の浸潤、分化誘導に関わる分子機構については、他の固形腫瘍

においても未だ十分には解明されていない。その観点から本研究において、口腔

前癌病変における MΦ の表現型を同定し、さらに MΦ の分化誘導に密接に関わ

っている T 細胞の関与について検索を行ったことは、口腔癌の発症、進展機構
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におけ MΦ の役割を明らかにするだけでなく、他臓器において発生する種々な

固形腫瘍における腫瘍関連 MΦ の分化誘導機構のさらなる理解に貢献できるも

のである。今後、本研究で得られた知見を基盤に白板症、口腔癌の予後との関連

やその治療効果とのかかわりを検討し臨床的観点から検討を行ってゆく必要が

ある。 
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結 論 

 

口腔前癌病変である白板症における浸潤MΦの表現型ならびにMΦの分化に関

与する浸潤T細胞の性状について免疫組織学的検索を行い、以下の知見が得られ

た。 

1. CD163+ MΦは、白板症のmild to moderate およびmoderateの上皮性異形成に

おいて有意な増加が認められた。 

2. 白板症の病変部にCXCR3+ Th1の浸潤は認められたが、CCR4+ Th2の浸潤は

認められなかった。 

3. 白板症の上皮内および上皮下にIFNγ誘導性遺伝子であるSTAT1の陽性所

見が認められた。 

4. 白板症部のCD163+ MΦは、STAT1と共局在していた。 

 

以上の結果から、従来CD163は、抗炎症性M2 MΦのマーカーとして用いられ

てきたが, 口腔前癌病変に浸潤しているMΦはCD163陽性であるが、MΦ M1の

表現型を示す新たなMΦサブセットである可能性が示唆された。 
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Figure legends 

 

Figure 1: Immunohistochemical staining of oral normal mucosa and leukoplakia 

with the anti-CD68 antibody. 

A: Immunoreactivity against anti-CD68 antibody in normal oral mucosa (a; original 

magnification: ×100) and various histological grades of leukoplakia (b-e, original 

magnification: ×100). No CD68+ MΦ were observed in normal mucosa (a); CD68+ MΦ 

were distributed in the subepithelial lesion (b-e). Scale bar = 100 m.  

B: CD68+ MΦ (%) in different histological grades of leukoplakia. Data are expressed as 

box plots indicating the maximum, median, and minimum values.  

   

Figure 2: Immunohistochemical staining of oral normal mucosa and leukoplakia 

with the anti-CD80 antibody. 

A: Immunoreactivity against anti-CD80 antibody in normal oral mucosa (a; original 

magnification: ×100) and various histological grades of leukoplakia (b-e, original 

magnification: ×100). No CD80+ MΦ were observed in normal mucosa (a); CD80+ MΦ 

were distributed in the subepithelial lesion (b-e). Scale bar = 100 m.  

B: CD80+ MΦ (%) in different histological grades of leukoplakia. Data are expressed as 

box plots indicating the maximum, median, and minimum values.  

 

Figure 3: Immunohistochemical staining of oral normal mucosa and leukoplakia 

with the anti-CD163 antibody. 

A: Immunoreactivity against anti-CD163 antibody in normal oral mucosa (a; original 

magnification: ×100) and various histological grades of leukoplakia (b-e, original 

magnification: ×100). No CD163+ MΦ were observed in normal mucosa (a); CD163+ 

MΦ were distributed in the subepithelial lesion, in particular, mild (c) and moderate 

dysplasia (d). Scale bar = 100 m.  

B: CD163+ MΦ (%) in different histological grades of leukoplakia. Data are expressed 

as box plots indicating the maximum, median, and minimum values. Statistically 

significant differences were observed in the mild to moderate and moderate of 

leukoplakia as compared with without of dysplasia. (p<0.05, Dunn test).  
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Figure 4: CD4+ cells (%) in subepithelial and intraepithelial lesions of different 

histological grades of oral leukoplakia.  

A: Data are expressed as box plots indicating the maximum, median, and minimum 

values. Statistically significant differences were observed in intraepithelial lesions of the 

moderate and sever dysplasia as compared to without of dysplasia. (p<0.05, Dunn test).  

B: Correlation between infiltrated CD163+ and CD4+ cells in leukoplakia. Statistically 

significant difference was determined by Spearman's rank correlation coefficient 

analysis (p=0.0009).  

 

Figure 5: CD8+ cells (%) in subepithelial and intraepithelial lesions of different 

histological grades of oral leukoplakia.  

A: Data are expressed as box plots indicating the maximum, median, and minimum 

values. No statistically significant differences were observed among different histological 

grade of leukoplakia.  

 

Figure 6: Immunohistochemical staining of oral leukoplakia with the anti-CXCR3 

antibody. 

Immunoreactivity against anti-CXCR3 antibody in various histological grades of oral 

leukoplakia (a-d, original magnification: ×100). CXCR3+ Th1 cells were mainly 

distributed in the subepithelial lesion. Scale bar = 100 m.  

 

Figure 7: Immunohistochemical staining of oral leukoplakia with the anti-STAT1 

antibody. 

A: Immunoreactivity against anti-STAT1 antibody in various histological grades of oral 

leukoplakia (a-d, original magnification: ×100). STAT1 positive cells were distributed in 

the subepithelial and epithelial lesions. Scale bar = 100 m.  

B: Correlation between infiltrated CXCR3+ and STAT1+ cells in leukoplakia. 

Statistically significant difference was determined by Spearman's rank correlation 

coefficient analysis (p=0.0465). 

 

Figure 8: Colocalization of CD163+ MΦ with STAT1 in oral leukoplakia. 

A: Double-fluorescent immunostaining for CD163 (a: green) and STAT1 (b: red) in oral 

leukoplakia with moderate dysplasia. Arrowheads indicate the double-stained by both 
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anti-CD163 and anti-STAT1 antibodies (c). They were colocalized in subepithelial lesion. 

(a-c, original magnification: ×200). Scale bar = 50 m.  

B: Correlation between infiltrated STAT1+ and CD163+ cells in oral leukoplakia. 

Statistically significant difference was determined by Spearman's rank correlation 

coefficient analysis (p=0.0034). 



Table 1. Clinicopathological characteristics of the patients with normal mucosa 

 

Clinical variables % (n) 

Age  

    <60 30 (3) 

   ≧60 70 (7) 

   Mean  50.0 years 

Gender  

  Male 70 (7) 

  Female 30 (3) 

Region  

   Tongue 70 (7) 

   Gingiva 20 (2) 

  Palate 10 (1) 

 



Table 2. Clinicopathological characteristics of the patients with oral precancerous lesion 

Clinical variables % (n) 

Age  

    <60 33.3 (10) 

   ≧60 66.7 (20) 

   Mean  61.0 years 

Gender  

  Male 66.7 (20) 

  Female 33.3 (10) 

Region  

   Gingiva 43.3 (13) 

  Buccal mucosa 26.7 (8) 

   Tongue 13.3 (4) 

   Palate 10.0 (3) 

  lip 6.7 (2) 

Histological grade  

  Without dysplasia 16.7 (5) 

  Mild 23.3 (7) 

  Mild to moderate 16.7 (5) 

  Moderate 16.7 (5) 

  Moderate to severe 13.3 (4) 

   Severe 13.3 (4) 

 



 

Table 3. Primary antibodies used in this study 

 

Antigen Marker Antibodies Dilution Vender 

CD68 Pan-M Mouse anti-hCD68 Mab 1:80 Dako, Glostrup, Denmark 

CD80 M1 M Mouse anti-hCD80 Mab 1:200 R&D systems, Minneapolis, MN, USA 

CD163 M2 M Mouse anti-hCD163 Mab 1:200 Leica, Wetzlar, Germany 

CD4 Th Mouse anti-hCD4 Mab 1:100 NordiQC organization, Aalborg, Denmark 

CD8 CTL Mouse anti-hCD8 Mab 1:100 Dako Glostrup, Denmark 

CXCR3 Th1 Mouse anti-hCXCR3 Mab 1:200 R&D systems, Minneapolis, MN, USA 

CCR4 Th2 Mouse anti-hCCR4 Mab 1:100 Novus biological, Littleton, CO, USA 

STAT1 IFN-inducible gene Rabbit anti-hSTAT1 Pab 1:200 Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA 

CD: cluster of differentiation, Mab: monoclonal antibody, Pab: polyclonal antibody, Th: helper T lymphocyte, CTL: 

cytotoxic T lymphocyte, CXCR3: CXC chemokine receptor 3, CCR4: CC chemokine receptor 4, STAT1: signal transducer 

and activator of transcription, h: human 
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