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1.研究の背景・目的                                         

がん微小環境は血管、線維芽細胞、免疫細胞など様々な間質細胞によって構成されてお

り、がんの発生や進展に促進的あるいは抑制的に関与している。これまでに大腸がんマウ

スモデルを用いた解析から、浸潤部に集積する間質細胞が大腸がん細胞の分子標的薬に対

する治療抵抗性獲得に関与することを明らかにした（文献 1）。さらに解析を進めたところ、

浸潤部に集積する間質細胞はマクロファージであり、ヒスタミンを含有していることを見

出した。治療抵抗性大腸がんにおけるヒスタミンおよびそれに関連するマクロファージの

役割を検証するため、大腸がんモデルマウスにヒスタミン受容体阻害薬を投与したところ、

分子標的薬抵抗性大腸がん浸潤先端におけるマクロファージの集積が抑制され、大腸がん

の浸潤が顕著に抑制された。このことから、大腸がん組織におけるヒスタミン刺激の抑制

は大腸がんの浸潤を制御する可能性が示唆された。 

ヒスタミン含有マクロファージが大腸がん臨床検体にも存在し、それらが大腸がんの再

発、予後、治療抵抗性に関与する可能性を検証するための前段階として、本研究では、臨

床大腸がん組織中のヒスタミン濃度を測定し、ヒスタミンに関連するマクロファージが集

積する可能性について検証する。                      

                                         

2.研究の対象ならびに方法  

大腸がん組織のヒスタミン濃度測定 

ヒト大腸がん組織 34 検体（2019 年 12 月から 2020 年 12 月の期間に採取）5-40mg を用

いて大腸がん組織のヒスタミン濃度を ELISA 法（NBP2-62860, Novus）により測定した。
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検出された数値を使用した試料の重量で補正した。 

 

大腸がんにおけるヒスタミン関連遺伝子の解析 

TCGA の大腸がんの遺伝子発現データセットから、ヒスタミン合成酵素（HDC）、ヒスタ

ミン H1 受容体（HRH1）、および H2 受容体（HRH2）と相関のある遺伝子を、cBioPortal 

(https://www.cbioportal.org/)を用いて同定し、各遺伝子と相関の高い上位 100 遺伝子につい

てMetascape (https://metascape.org/)を使って Enrichment 解析を行った。 

 

大腸がん組織を用いた免疫染色 

大腸がん組織ヒスタミン濃度の高い 10検体とヒスタミン濃度の低い 10 検体のホルマリ

ン固定パラフィン包埋組織切片について、CD163（MCA1853, BioRad）、GPNMB（#38313, 

Cell Signaling Technology)、CD68（916104, BioLegend）に対する抗体を用いた免疫染色を行

った。組織切片は脱パラフィン後、クエン酸緩衝液（pH6.0）で抗原賦活化を行った。ImageJ

（https://imagej.nih.gov/ij/）により定量化を行い、大腸がん浸潤部単位面積あたりの染色領

域を算出した。 

                                         

3.研究結果                                    

大腸がん組織ヒスタミン濃度測定 

大腸がん組織34検体のヒスタミン濃度をELISA法により測定し

た。がん組織中のヒスタミン濃度はおよそ 0.7 – 4 ng/mL であり、大

腸がん臨床検体間でもヒスタミン含有量のばらつきが生じている

ことを確認した（図 1）。組織中のヒスタミン濃度が高い 10 検体と

低い 10検体を用いて、以降の解析を行った。 

 

大腸がん組織中のCD68 陽性マクロファージ の同定 

高頻度に用いられる組織マクロファージ・単球のマ

ーカーCD68 抗体を用いて免疫染色を行った。ヒスタミ

ン濃度、管腔側や浸潤部（漿膜側）など部位にかかわら

ず、CD68 陽性のマクロファージ は大腸がん組織中に

一様に存在していた（図 2）。 

 

大腸がん組織におけるヒスタミン関連マクロファージマーカーの選定 

図 1. 大腸がん組織

中のヒスタミン濃度 

図 2. 大腸がん組織のCD68陽性細胞 

ヒスタミン濃度低い（左）または高い

（右）大腸がん組織。上：管腔側、下：

漿膜側、Bar: 500 m 

https://www.cbioportal.org/
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大腸がん組織においてヒスタミン合成酵素（HDC）、ヒスタミン H1 および H2 受容体

（HRH1、HRH2）と相関の高い遺伝子についてEnrichment 解析を行ったところ、lymphocyte 

activation（HDC: LogP = -26.5）、wound healing（HRH1: LogP = -6.8）、myeloid leukocyte activation

（HRH2: logP= -25.8）がそれぞれ上位にランクされた。HRH2 と強い相関が認められた遺

伝子にはマクロファージ・単球のマーカーであるCD163（Spearman's Correlation 0.88）やマ

クロファージが産生するGPNMB（Spearman's Correlation 0.81）が含まれていた（図 3）。 

 

 

 

 

 

大腸がん組織におけるCD163 陽性マクロファージの同定  

大腸がん組織における CD163 および GPNMB の発現を免疫染色で検証した。CD163 陽

性の細胞は大腸がん細胞の浸潤先端に集積しており、管腔側にはほとんど確認されなかっ

た（図 4a）。一方、GPNMB 陽性細胞は大腸がん浸潤部に広範囲に認められたが、CD163 陽

性細胞と比べて浸潤先端に限局してなかった（図 4a）。組織中のヒスタミン濃度が高い 10

検体と低い 10 検体を用いて、CD163 および GPNMB の染色領域を定量化したところ、

GPNMB 染色領域と組織中のヒスタミン量に差は認められなかったが（図 4b）、CD163 染

色領域はヒスタミン濃度が高い組織において高くなることが確認された（図 4c）。これら

の結果から大腸がんにおける CD163 陽性マクロファージが大腸がん組織もおけるヒスタ

ミンと関わりがある可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

4.考察                                      

CD163はマクロファージ の中でもM2に分類されるマクロファージのマーカーであり、 

組織修復に関与し、腫瘍関連マクロファージのマーカーとしても用いられている（文献 2,3）。

また CD163 陽性マクロファージが多い乳がんや大腸がん患者の予後は悪いことが報告さ

図 3. 大腸がん組織におけるヒスタミン

H2 受容体（HRH2）とCD163（左）また

は GPNMB（右）遺伝子の発現相関図

TCGA の大腸がん遺伝子発現データセッ

トを使用した。 

図 4. 大腸がん組織における CD163 と

GPNMB 陽性細胞の検証 

a. CD163（左）およびGPNMB（右）抗

体を用いた免疫染色。下段は上段枠内

の拡大図、矢印は浸潤先端に集積するC 

D163 陽性細胞。Bar: 1 mm.  

b. c. ヒスタミン濃度の高いまたは低い

大腸がん浸潤部における GPNMB およ

びCD163染色領域を定量化した。 

a b c 
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れている（文献 4, 5）。本研究において大腸がん組織中のヒスタミン濃度と大腸がん浸潤部

におけるCD163 陽性マクロファージの集積との関わりが示唆されたこと、そしてマウスモ

デル用いた研究からヒスタミン阻害薬によって大腸がん浸潤部へのマクロファージの集積

が抑制されたことから、組織中のヒスタミン濃度が高くCD163 陽性マクロファージの集積

が多い大腸がん患者においてヒスタミン阻害薬の投与が予後改善に結びつく可能性が期待

される。 

一方、今回使用した臨床検体はヒスタミンの安定性を考慮し直近に採取されたものであ

ることから、再発や治療抵抗性、予後などの情報が不足している。現時点では臨床情報と

ヒスタミン濃度との関連は解析できていないが、今後これらを考慮し検討を続けたい。                                         
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