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研究成果の概要（和文）：CD90陽性の腹腔内間葉系幹細胞は腹膜局所における線維化や免疫抑制を介して癌細胞の生育
に好都合な微小環境を提供することによって腹膜播種の成立を促進する働きを有しており、この腹腔内間葉系幹細胞は
、播種における環境因子として癌の幹性と密接な関連を有していることが推測された。また、フローサイトメトリーを
用いた腹腔内遊離細胞中のCD326陽性細胞の算定は「生きた」状態の腹腔内遊離癌細胞量や播種病変の活動性を良く反
映し、播種患者の予後や化療に対する効果を判定する上で極めて臨床的有用性の高いバイオマーカーになる。

研究成果の概要（英文）：We found that a minor subset of human intraperitoneal free cells with CD90+CD45- d
isplayed the characteristics of mesenchymal stem cell, and differentiated into myofibroblast by the stimul
ation with TGFb, and intraperitoneal coinjection of with MKN45 significantly enhanced the rate of metastat
ic formation in the peritoneum of nude mice. Histological examination revealed that many MSC were engrafte
d in metastatic nodules and were mainly located at the fibrous area. Dasatinib, a tyrosine kinase inhibito
r, strongly inhibited the proliferation of MSC but not MKN45 in vitro. Nevertheless, oral administration o
f Dasatinib significantly inhibited the development of peritoneal metastasis of MKN45, and resulted in red
uced fibrillar formation of metastatic nodules. The rate of CD326+ tumor cells measured with FACS could be
 a reliable diagnostic biomarker to determine the severity of peritoneal metastasis as well as effectivene
ss of chemotherapy.
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１． 研究開始当初の背景 

腫瘍学における癌幹細胞 (Cancer Stem 

Cell) の重要性ついて、数多くの研究成果

が報告されてきている。しかし、癌幹細胞

の性質に関する一定の共通概念は存在する

が、その内容は個々の実験系、研究者間で

著しく異なり、幹性の実態については十分

に把握されていない。近年、癌の発育、進

展には、癌細胞自体の幹細胞性とともに、

それを取り巻く微小環境 (micro- 

environment) が極めて重要な役割を果た

していることが提唱されてきている。した

がって、多分化能を有する癌幹細胞でも、

その生育に好都合な環境に存在して初めて、

「がん」という組織、器官に発育すると考

えれば、環境によって、癌幹細胞も性格的

に大きく異なる可能性があると考えられる。

一方、腹腔は人体内に存在する最大の空間

であり、解剖学的、生理学的に極めて特殊

な環境であり、腹膜播種、特に胃癌、膵臓

癌などの低分化癌の播種は、腹腔内に無数

の播種巣を形成するが、この腹膜播種に特

化した癌幹細胞に関する情報は少ない。 

 

２． 研究の目的 

胃癌・大腸癌の腹膜転移を有し、外科的治

療を要する患者において、癌性腹水ないし

腹腔内洗浄液中を採取し、細胞成分を分離、

その表面抗原の解析し、癌細胞、免疫細胞、

間葉系細胞に特有の抗原を同時に発現する

細胞成分を分離、その細胞成分の比率を検

討し、臨床におけるバイオマーカーになり

うるかどうか?を検討する。また、1~3 週間

培養後各細胞集団における幹細胞性を In 

vitro の生物学的実験にてで検討する。次

に、ヌードマウスを用いた造播種巣性を定

量し、ヒト腹腔内に存在するこの細胞の幹

性を In vivo にて同定する。さらに、様々

な分画の白血球や腹腔内間葉系細胞と癌細

胞とを共培養し、融合細胞を分離、この細

胞の性質を詳細に検討する。最後に、マウ

スモデルを用いて同条件の実験を行い、腹

膜播種の成立におけるこの融合細胞の幹細

胞性を確認する事を最終目的とする。 

 

３．研究の方法 

腹腔内細胞の phenotype 解析：外科的手術

ないし腹水ろ過濃縮再静注法（CART）を行

う腹膜胃癌・大腸癌患者由来の腹水ないし

腹腔内洗浄液から細胞成分を分離し、免疫

系・上皮系マーカーにて多重染色し、相方

の抗原を有する細胞同定し、FACS にて分離、

培養することによって、腹腔内に存在する

細胞の性質を同定する。次にその細胞を用

いて様々な形で癌細胞と共培養し、癌幹細

胞性の獲得について検討する。 

 

３． 研究成果 

胃癌患者および肝硬変患者計 243 名より、

のべ 380 の腹水/洗浄液サンプルを手術時

または腹腔穿刺時、腹腔内化学療法（IP）

を施行した患者では化療の各クール前に腹

腔ポートより採取した。Ficoll による遠心

後、中間層の細胞群を FITC 標識抗 CD45 抗

体および PE 標識抗 EpCAM(CD326)抗体にて

染色、その発現を FACS にて検討した。

7AAD(+)の死細胞を除去した細胞分画が

104 以上得られた症例にて、

CD326(+)/CD45(-)細胞を遊離癌細胞(T)と

規定、CD45(+)/CD326(-)の血球細胞(L)との

細胞数比（TLR）を算出した。FACS profile

では、遊離癌細胞(T)は Lと比べ FSC, SCC

ともに高値を示し、より大型で顆粒に富む

細胞集団として特定された。播種陽性 胃癌

281 例の TLR は Median(M)= 0.19%で、P0 

胃癌 77 例（M=0%, 0-0.30%)、LC22 例（M=0%, 

0-0.028%)に比し有意に高値を示したが

(p<0.001)、その値は 0%-1868.44%と個々の

症例により大きな差異を認めた。また、P1

例のうち、CY1 168 例の TLR は M=1.33% 

(0-1868.44%)で CY0 113 (M=0%, 0-1.13%)

より有意に高く (p<0.001)、CEAmRNA(+)117

例の TLR は CEAｍRNA(-)56 例より有意に高

かった(M=0.13%, 0-299.53% vs M=0%, 

0-0.94%, p<0.01)。P0 胃癌、LC の症例のう

ち大部分は TLR=0%であったが、P0 胃癌 19

例(25%)、LC 例 3例(14%)で

CD326(+)/CD45(-)のフェノタイプを持つ癌

細胞が検出された。また、Paclitaxel IP

治療を施行した 64 症例を、治療前の

TLR>10% (n=12), 1%<TLR<10% (n=18), 

TLR<1% (n=34)の三群に分けると、それぞれ

の生存中央値はそれぞれ 271 日, 394 日, 

765 日となり、初発時の TLR は予後と有意

な相関を示した。さらに、IP 治療を施行し

た症例毎の検討では、TLR は化療の前後で



極めて鋭敏な反応を示し、その変化は CY, 

CEA-mRNA の変化より明らかに顕著であっ

た。FACS での TLR の算定は「生きた」状態

の腹腔内遊離癌細胞量や播種病変の活動性

を良く反映し、播種患者の予後や化療に対

する効果を判定する上で極めて臨床的有用

性の高いバイオマーカーであると考えられ

た。 

次に、胃癌患者の癌性腹水/洗浄細胞液を

採取、遊離細胞を回収し、Type I 

collagen-coated plate 上で培養、付着細

胞群の機能を解析した。胃癌患者腹腔内に

は CD45(-)CD90(+)細胞が少数存在し、その

比率は播種患者で高かった(0.01 ~0.45% 

vs 0.04~6.81%, p=0.001)。 

この phenotype を持つ細胞は高い運動能と

増殖能を有し、2~3 週間の培養にて大多数

を占めるようになった。本細胞は通常培養

では炎症性中皮細胞様の形態を示すが、至

適培養条件下にて 1週間培養すると、Oil 

red 陽性の脂肪細胞に分化した。また、別

の培養条件下にて 2～３週間培養すること

によって、Osteocalin 陽性骨芽細胞や

Aggrecan 陽性軟骨芽細胞にも分化するこ

とが判明した。また、本細胞は、表面抗原

として、cytokeratin, vimentin, 

calretinin を弱く発現しており、CD90 の他

に CD73, CD105, CD166, および CD29, CD44

を高発現していた。また、RT-PCR 法にて

REX-2, Oct-3/4, Nanog, SoX2, KLF-4 な

どの幹細胞因子を発現しており、いわいる

間葉系幹細胞の形質を有していた。さらに、

本細胞はこの細胞はアルギナーゼ-I を強

く発現し、固相化抗 CD3 抗体刺激によるリ

ンパ球の増殖を強く抑制した。この間葉系

幹細胞は、リンパ球の 1%の細胞数で有意な

作用を発揮し、10%でほぼ完全にリンパ球増

殖を抑制した。また、ダブルチャンバーで

直接接触を避けた形で培養しても、この抑

制は有意であり、多量の L-arginine (1mM)、

選択的 Arginase inhibitor, nor-NOHA 

(500microM)の添加によってその抑制作用

は有意に減弱したことから、この間葉系幹

細胞は ariginase などのリンパ球増殖を抑

制する液性因子を介して腹腔における免疫

能を負に制御する作用を有している事が判

明した。以上の事実から、この CD90 陽性細

胞は、腹腔内に常在する間葉系幹細胞 

(Intraperitoneal mesen- chymal stem cell, 

以下 p-MSC)として機能している可能性が

推測された。 

さて、この p-MSC は 10~20ng/ml TGF-β

の刺激下にて 12~48 時間培養すると、紡錘

形の myofibroblast 様形態を示し、

Collagen, Vimentin, α-SMA, FAP-αなど

の抗原を強く発現するようになった。また、

ヒト胃癌細胞株 MKN45 と共に nude mouse

腹腔内に注入すると、播種の成立を増強し

た。MKN45 は 1x106 個で約 50%の確率で播種

を形成したが、5x105 個の p-MSC と共に移

植すると全例で播種が形成された。また、

MKN45 単独では 1x105 個では播種形成は全

く見られなかったが、5x105 個の p-MSC の

存在下では 6/8 匹に播種形成が認められた。

播種巣の組織所見では、PKH26 で蛍光標識

した多数の p-MSC が播種巣内に取り込まれ

ていることが確認された。この細胞は主に

間質の線維組織に多く分布し、免疫染色に

て、Type1 コラーゲン, FAP-αを産生して

いる事が確認された。さらに、Tyrosine 

kinase Inhibitor, Dasatinib (>10μM)は 

In vitro で p-MSC の増殖を強く抑制し、

MKN45 は抑制しなかったが、In vivo で経口

投与(dasatinib; 25mg/Kg, 14 日継続)する

と、播種の成立は約半分に減少し、組織所

見では播種巣内線維成分は対照群と比べ明

らかに減少していた。 

 以上の事実から、CD90 陽性の腹腔内間葉

系幹細胞は腹膜局所における線維化や免疫

抑制を介して癌細胞の生育に好都合な微小

環境を提供することによって腹膜播種の成

立を促進する働きを有していることが推測

され、間葉系幹細胞は癌の幹性と密接な関

連を有していることが推測された。また、

Dasatinib などの薬剤にて正常の間葉系幹

細胞を制御することが結果的には有効なが

ん治療につながる可能性も示唆された。こ

の間葉系幹細胞と腹腔内遊離癌細胞と相互

作用に注目してさらに検討を加えることが

今後の課題であると考える。 

本研究を通して、がんは生体が有する再

生機能を巧みに利用して発育、転移すると

いう仮説が想定された。逆説的だが、がん

は生物学的には個体を死に誘導する「再生」

現象といってもよいのかも知れない。考え

てみれば、生命そのものは再生することは



不可能であり、子孫への継承、種としての

いのちという形で存続させていくべきもの

である。真の再生とは、個人の精神を後世

の人々の記憶の中に「再生」していくこと

であり、それこそが、医療が見つめていく

べき本当のいのちの意味であると思う。臨

床医学における今後のがん治療の在り方を

考えていく上で重要な示唆を与えてくれた

研究であったと思う。 
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