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研究成果の概要（和文）：大腸癌において血管新生因子は肝転移などに関わり予後に寄与する。今回、大腸癌原
発巣で血管新生因子であるProkineticin2(PROK2) mRNAが発現し、腫瘍内での血管増生に関わることを見出し
た。抗PROK2抗体を用い原発巣で免疫染色を行うと、PROK2強発現症例では血行性転移、リンパ節転移が多く、生
存率および再発率ともに不良であった。多変量解析でもPROK2は独立再発予測因子であった。さらに大腸癌細胞
株にPROK2遺伝子を導入し、マウス脾臓に移植すると、肝転移が増大した。以上、PROK2の大腸癌における再発予
測因子（バイオマーカー）や治療標的としての可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：Angiogenic factors are associated with prognosis in colorectal cancer. 
Before, we found that Prokineticin2 (PROK2) mRNA, an angiogenic factor, was expressed in colorectal 
cancer and was involved in angiogenesis of tumor. Immunostaining of colorectal cancer specimens 
treated with anti-PROK2 antibody revealed with strong expression. Also,we found the relationship 
with hematogenous metastases, lymph node metastases, survival rate and recurrence rate. PROK2 was 
also an independent predictor of recurrence in multivariate analysis. Furthermore, when the PROK2 
gene was transfected into a colon cancer cell line and transplanted into the mouse spleen, liver 
metastasis was increased. From these results, we found that PROK2 has a potential as a recurrence 
predictor (biomarker) in colorectal cancer and as a therapeutic target.

研究分野： 消化器外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、大腸癌における全身化学療法は個別化治療として遺伝子型に応じた治療法が行われている。しかし術後再
発予防としての補助化学療法については、再発予測としての明確なバイオマーカーは存在しておらず、進行度に
応じて一律に行われている現状があり、また化学療法の副作用が問題視される。今回の研究にてPROK2の新規治
療薬としての可能性や、バイオマーカーとしての可能性を見出すことができたことは、予後の改善や症例に応じ
た個別化治療（不要な化学療法の導入回避や，再発高リスク群や予後不良群のpick up）につなげていくことが
可能になると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
大腸癌患者は罹患率ならびに死亡者数ともにいまだに増加傾向であり，その対策が必要であ

る．大腸癌治療で予後に関与する最大の課題は「転移」であり，特に肝転移（血行性転移）の克
服が生存率向上につながる．肝転移を含んだ血行性転移については，血管新生因子が関与すると
され，これまでに種々の血管新生因子に対する分子標的薬が開発され，一定の治療効果をあげて
いるが，いまだに効果は十分とは言い難く，新規治療法の開発が望まれている．また，大腸癌化
学療法は個別化治療として遺伝子型に応じた治療法が行われている．しかし術後再発予防とし
て補助化学療法については，再発予測としての明確なバイオマーカーは存在しておらず，進行度
に応じて一律に行われている現状がある．現在の治療で助けられない命に対する新規創薬や，予
後予測および転移，再発予測因子としての新規バイオマーカーを解明することで，予後の改善や
症例に応じた個別化治療（不要な化学療法の導入回避や，再発高リスク群や予後不良群の pick 
up）が望まれている． 
 
２． 研究の目的 

Prokineticin2(PROK2)は別名 Bv8(Bombina variegate molecularmass-8kD)とも呼ばれ，キ
バラスズガエル(Bombina variegata)の皮膚分泌物から単離された小タンパク質である．PROK2 
は脈管内皮増殖因子として，腫瘍の成長および生存に重要な役割を有すると考えられている．私
たちはこの PROK2 に着目し，大腸癌細胞株において PROK2 mRNA が発現していることを発
見した．また，PROK2 因子が大腸癌細胞株において血管新生因子として関わり，腫瘍形成に関
与する事を，世界に先駆けて報告している（引用文献①）．加えて SiRNA を用いた実験では，
PROK2 mRNA 発現抑制により，脈管新生および腫瘍形成が抑制することも明らかにした．ま
た私たちは，PROK2 の受容体の１つである PROK-Receptor2(PK-R2)が，ヒト大腸癌症例にて
発現していることを確認している．大腸癌原発巣での PK-R2 蛋白の発現が，大腸癌の予後因子
であることを報告している（引用文献②）．これらのことより，PROK2 は大腸癌において重要
な血管新生因子であると考えられ，予後予測因子や，新規治療ターゲットになる可能性がある．
大腸癌における PROK2 因子を検討した報告は他に無く，今回の実験により，ヒト大腸癌(症例)
に対して，基礎的な研究を行うことで，バイオマーカーとしての役割や新規治療法につなげてい
くことが研究の目的である． 
 
３． 研究の方法 
(1)ヒト大腸癌における PROK2 mRNA 発現と臨床組織学的因子の関連 

→当科において大腸癌切除術を施行したヒト大腸癌患者の原発巣および正常粘膜より RNA を
抽出し，cDNA を作製後，当科独自に作製した specific primer を用いた Real time PCR 法に
て，PROK2 遺伝子発現について検討する．また臨床病理学的検討および予後，再発などについ
ても検討を行う．さらに原発巣における変化についても検討を行う． 

(2)切除標本における PROK2 蛋白の発現と臨床組織学的因子の関連 
→ヒト大腸癌患者より得られたホルマリン固定パラフィン包埋切片を用いて，PROK2 モノクロ
ーナル抗体を一次抗体とした免疫化学組織染色を行い，組織分布，細胞内局在およびその発現
程度を検索する．この PROK2 蛋白の発現量と臨床病理組織学的因子，予後との関係を検討し，
PROK2 が消化器癌における浸潤，転移などにいかに関与しているかを明らかにする． 

(3)PROK2 発現と肝転移の関連（in vivo） 
→PROK2 mRNA 非発現大腸癌細胞株に Lipofectamine 法にて PROK2 遺伝子を導入する．同時に
コントロールベクターを導入した PROK2 遺伝子非発現大腸癌細胞株も同様に作製し，それぞ
れの細胞をヌードマウスの脾臓に移植し，肝転移の状況を評価する．PROK2 遺伝子非発現大腸
癌細胞株への PROK2 遺伝子の導入および腫瘍における免疫組織学的染色については，以前に
報告した論文の手法に準じて行う．（引用文献①） 

 
４．研究成果 
(1)大腸癌原発巣切除症例 199 例において，原発巣より mRNA を抽出し、PROK2 特異的プライマー
を用いて RT-PCR を行い，発現を検討した．117 例(58.8%)で PROK2mRNA 発現が認められた．臨
床学的因子と検討すると脈管侵襲や血行性転移と相関が認められ，発現症例では予後が有意
に不良であった（図１：全生存率曲線．青線：PROK2 mRNA 陰性，緑線：陽性）． 

また，原発巣において抗 CD31 抗体を用いて，脈管を染色すると PROK2mRNA 発現症例で優位
に脈管新生が起こっていた（図 2：大腸癌切除標本における抗 CD31 抗体による免疫組織学的
染色）． 

 
 
 
 
 
 
 
 

（図 1：全生存率曲線． 
青線：PROK2 mRNA 陰性，緑線：陽性） 

（図 2：大腸癌切除標本における抗 CD31 抗体に 
よる免疫組織学的染色） 



 
(2)抗 PROK2 抗体を用いて，大腸癌原発巣切除症例 310 例において原発巣で免疫組織学的染色を
行なった（図 3： 左:正常粘膜、中:PROK2 陰性例、右:PROK2 強発現例）． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(3)原発巣で PROK2 強発現症例にお 
いて，有意に血行性転移，リンパ  
節転移が起こりやすく，生存率お 
よび再発率ともに不良であった

（図 4：無再発依存曲線 A：全症 
例 n=436、B：StageII n=168、C： 
StageIII n=176）． 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
(4)多変量解析で PROK2 発現は独 
立再発予測因子であった（表 2）． 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
(5)PROK2 遺伝子を低 PROK2 発現大腸癌細胞株に導入し，高 PROK2 発現大腸癌細胞株を作成し，
マウス脾臓に移植したところ，高 PROK2 発現大腸癌細胞株において，Mock 細胞と比較して肝
転移が有意に増大した（図 5： A左：高 PROK2 発現細胞株における肝転移巣肉眼写真，A右：
Mock 細胞 B：肝転移巣の免疫組織学的染色結果）． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（図 3： 左:正常粘膜、中:PROK2 陰性例、 
右:PROK2 強発現例） 

（図 4：無再発依存曲線 A：全症例 n=436、
B：StageII n=168、C：StageIII n=176） 

（表 2）臨床病理学的因子と PROK2 因子における再発に関する多変量解析 

（図 5： A左：高 PROK2 発現細胞株における肝転移巣肉眼写真，A右：Mock 細胞
B：肝転移巣の免疫組織学的染色結果） 

（表 1）進行度別 PROK2 の発現 



今回の検討にて，PROK2 は原発巣にて発現を認め，肝転移に強く関わる予後に関わる可能性が
示唆された． 
原発巣における PROK2 発現は，予後予測および再発予測因子としてのバイオマーカーとして

の役割の可能性が見出された．また，肝転移に強く関連することから，過去の検討と併せて治療
標的となりうる可能性があると考えられた．今後もさらに実験を発展させ，臨床応用につなげた
い． 
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