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研究成果の概要（和文）：腹膜播種高転移株YTN16Pの培養上清からエクソソームを分離し、腹腔内滲出好中球に
添加すると、親株YTN16由来のエクソソームと比べて好中球細胞外トラップ（NET）の産生が有意に上昇した。ま
た、YTN16Pの腹膜播種結節内には、親株の播種巣と比べCit-H3陽性のNETsの密度が高く、CD8(+)T細胞は少ない
傾向を認めた。
根治的大腸切除術を受けた患者の血液中低比重好中球LDNの数は手術直後に顕著に増加し、多量のNETを産生し、
癌腫瘍細胞を効率的に捕獲した。また、その割合は患者予後と相関していた。LDNは術後の早期に循環血液中に
誘導され、NETを介して癌の再発に関連すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：When exosomes were isolated from the culture supernatant of the highly 
metastatic peritoneal dissemination cell line YTN16P and added to peritoneal exudate neutrophils, 
the production of neutrophil extracellular traps (NETs) was significantly increased compared to 
exosomes derived from the parent cell line YTN16. Furthermore, the density of Cit H3(+) NETs was 
higher and the number of CD8(+) T cells tended to be lower in the peritoneal dissemination nodules 
of YTN16P compared to the dissemination foci of the parent cell line.
The number of low density neutrophil (LDN) in the blood of patients who underwent radical colectomy 
increased significantly immediately after surgery, producing a large amount of NETs and efficiently 
capturing cancer tumor cells. The proportion of LDN correlated with patient prognosis. LDN was 
induced in the circulating blood early after surgery and was thought to be related to cancer 
recurrence via NETs.

研究分野：腫瘍外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
マウス胃癌細胞から腹膜播種好転移株を作成し、そのエクソソームが好中球細胞外トラップの産生を促進すると
いう新たな事実を見出した。また、大腸癌患者の末梢血中の低比重好中球（LDN）が術直後に増加し、活発にNET
を産生するとともに、その割合が大腸癌の術後再発を予測する新たなバイオマーカーとなりうること、特に、ス
テージ III の大腸癌患者において、補助化学療法はLDN 高値群の予後を有意に改善させたが、LDN低値群では予
後に差を認めなかったことから、大腸癌術後の補助化学療法の適応に関する示唆を与えることができた点で臨床
的意義がある。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

好中球細胞外トラップ(Neutrophil extracellular traps; NETs)は標的臓器の血管床にて癌細

胞や血小板を捕獲し、がんの転移や血栓傾向と深く関与していること、休眠状態(dormant)の癌

細胞を「目覚めさせる」ことで転移の成立を可能にすることが報告されている。一般に、がん組

織には多数の好中球が浸潤しているが、その一部は NETs をきたしている事実が確認されてい

るが、がん微小環境におけるNETsとがんの病態については未だに不明な点が多い。しかし、癌

細胞由来のエクソソームが顆粒球系細胞の分化にどのような影響を与え、末梢好中球のNETs産

生能、さらには癌転移の成立にどう関与しているのか？については十分に解明されていない。 

 

２．研究の目的 

マウス癌細胞を用いて、癌細胞由来のエクソソームががん転移を促進する機序として、骨髄の

顆粒球系細胞の分化にどのような影響を与えるのか？それが、好中球の NETs 産生能、さらに

は癌転移の成立にどう関与しているのか？を明らかにする。また、大腸癌患者を例として、がん

患者における末梢血中の LDNの頻度と NET産生能を測定し、がんの病態との関連性を明らか

にする。 

 

３．研究の方法 

(1) マウス胃癌細胞 YTN16 を C57/BL6 マウスの腹腔内に接種することを繰り返し、腹膜播種

高転移株 YTN16Pを作成した。これらの細胞株の培養上清から超遠心法を用いてエクソソーム

を分離、抽出し、カゼイン腹腔内投与後に腹腔内に滲出した好中球を分離し、それに添加して細

胞膜非透過性核酸検出試薬 SYTOXで染色して NETs 誘導性を測定したところ NETs 誘導性を

測定した。 

(2) 当科にて根治切除を施行した大腸癌患者において、Ficoll遠心法にて顆粒球と単核球を分離、
単核球中の CD45(+)CD66b(+)細胞を LDNとし、その割合と様々な抗原発現を Flow cytometer
で定量的に測定した。また、術後末梢血から磁器ビーズ法を用いて LDN を分離し、In vitroで
の NET の産生を検討するとともに、がん細胞を添加し静置後洗浄し、NET への癌細胞の接着
を検討した。また、単核球中の CD66b(+)LDN の割合を flowcytometry で測定し、再発、患者
予後との相関性を検討した。 

 

４．研究成果 

(1)腹腔内滲出好中球を分離し、YTN16P 由来のエクソソームを添加すると、親株 YTN16 由来

のエクソソームと比べて NETs の産生が有意に上昇した。また、マウス大腿骨から採取した骨

髄細胞に添加、4~24時間培養し、同様の方法でNETsを作成したところ、YTN16P由来のエク

ソソーム添加群で NETs の産生が若干上昇する傾向が認められた。YTN16 と亜株 YTN16P を

マウスの腹腔内に接種し作成した腹膜播種巣から組織切片を作成し、抗 Gr 1 抗体で好中 球を 

NETs をシトルリン化ヒストン３ (Cit H3) に対する抗体で免疫染色にて検討したところ、

YTN16Pにて Gr-1(+)好中球と Cit H3(+)のNETsの密度が多く、CD8(+)T細胞は少ない傾向を

認めた。 

(2) 当科にて根治切除を施行した 135 例の大腸癌患者の術前 LDN の割合は中央値
(M)=0.67%(0.02-19.7%)で、ステージによる差はなかったが、好中球リンパ球比（NLR）と
正の相関を示した。しかし、ほとんどの症例で術後血液中の LDNは術前と比べて増加して 
 



おり (M=3.38%, 0.035-59.5%)、術後 LDNの割合は手術時間、出血量と弱い正相関を示し

た(r=0.38, 0.24)。 

また、抗原発現を Flow cytometerで測定したところ、高比重好中球(HDN)と比べ、LDN は
成熟マーカーの CD11b、CD16、CD66bの発現が低く、未成熟マーカーの CXCR2、CD62Lの
発現は高く、より未成熟型のフェノタイプであった。また、PD-L1 は NDN ではほとんど発現
を認めなかったが、LDNでは有意な発現を認めた。 

 
(3) 磁気カラム法で分離した LDNと HDNを 8～24時間培養後のアポトーシスの割合は LDN
で有意に少なく、術後末梢血液中の LDNはHDNと比較しアポトーシスを起こしにくく、長期
に生存する細胞集団であると考えられた。 
 
(4) 手術後に採取した血液から LDN を精製し、in vitro で 時間培養した後、刺激なしでも 
SYTOX 染色により大量の NET が検
出された。 一方、NET 構造は同じ血液
サンプル由来の HDNではほとんど観察
されなかった。 ヒト結腸癌細胞である 
DLD-1 を LDG に添加し、5 分間共イ
ンキュベートすると、洗浄後に多数の癌

細胞が NET に選択的に付着した。 こ
れは、術後に採取された血液中 LDN が
活発に NET を産生し、宿主血管系内の
循環腫瘍細胞を効果的に捕捉し転移を促

進する役割をもつことを示唆していると

考えられた。 
 



 
(5) 根治切除を施行した178例の大腸癌患者の予後を検討すると、観察期間中（中央値387日）
で、Stage I患者には再発を認めなかったが、Stage II以上 129例中 12例（9.3%）に再発
を認め、それらの症例の術後 LDN の割合は非再発症例と比べて有意に高値であった
(M=10.1% vs 3.1%, p=0.0022)。cut off lineを 4.9%と設定すると、術後 LDN高値群は低値
群に比べて有意に無再発生存率（DFS）が悪かった（p=0.0014）。このうち、ステージ IIIの
患者 62 人に絞って検討すると、45 人の患者はカペシタビンまたはカペシタビン＋オキサリプ
ラチン（CapeOX）レジメンによる術後補助化学療法を 3～6か月間受けていたが、17人の患者
は補助療法を受けなかった。補助化学療法は、LDGの割合が 4.9%を超えた 25人の患者におい
て RFS を有意に延長させた(p<0.05)が、LDG の割合が低い 37 人の患者のうち、再発を発症
したのは 2 人だけであり、補助療法は転帰に有意な影響を与えなかった (p=0.405)。以上の事
実から、術後 LDNの割合は術後の補助化学療法の適応を決定する上でのバイオマーカーとなる
ことが判明した。 
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