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研究成果の概要（和文）：大腸がんリンパ節転移に関与するbuddingの浸潤機構解明を目的としてbuddingを形成した大
腸がん検体の選定を行った。budding部位においてpodoplaninの発現亢進と間質のactive fibroblastにおけるpodoplan
in亢進が認められた。一方in vitroおよびin vivoのbuddingモデルの構築に取り組んだ。構築したモデル系を使用しが
ん細胞におけるpodoplaninの発現と間質のfibroblastのmicroRNAの発現により浸潤能が亢進することを見出した。

研究成果の概要（英文）：In order to investigate the mechanisms of budding formation in colon cancer lymph 
node metastasis,colon cancer specimens which shows budding were collected, and examined the 
metastasis-related molecule; podoplanin expression by immunohistochemistry. Podoplanin was expressed at 
the budding site and active fibroblast.

研究分野： 実験病理学

キーワード： 大腸がん　浸潤

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
大腸がんの罹患率は本邦では近年急激に増
加し、大腸がんの発癌および悪性化の機構を
解明することは大腸がん征圧のための重要
な課題である。中でもリンパ節転移は大腸が
ん患者の予後を大きく決定することからリ
ンパ節転移機構の解明が急務である。本研究
では近年新たに大腸がんのリンパ節転移決
定因子であると報告された budding（簇出）
の浸潤機構と我々ががん転移関連因子とし
て報告した podoplanin との関連について検
討した。budding とは腫瘍先進部において低
分化な癌細胞が個々に散在性に、あるいは５
個未満の癌細胞が小塊状、索状細胞群を形成
して間質へ散布するように認められる浸潤
病巣であり、治療方針決定のための指標を渇
望していた本邦の臨床医により報告された
(Morodomi et al 1989)。その後 budding と
臨床的因子との関連を示す報告が多くなさ
れ、大腸がんの新たな悪性度指標として注目
を集めている。一方我々は podoplanin がマ
ウス実験的転移モデル系において有意に癌
転移を誘導することを見出した。(Kunita et 
al Am J Pathol 2007)。また podoplanin に
よる癌転移は抗 podoplanin 中和抗体投与に
より顕著に抑制され、転移阻害剤のターゲッ
トとして podoplanin が有用である可能性が
示された。 
 
２．研究の目的 
本研究では近年新たに大腸がんのリンパ節
転移決定因子であると報告された budding
（簇出）の浸潤機構を解明することを第一の
目的とした。budding の分子機構を解明する
ことにより大腸がんの病態解明、治療法の開
発へと展開していけるものと考えられる。具
体的には以下の３点を目的とした。 
(1)budding 領域における podoplanin の発現
及び局在の検討 
(2)budding モデルの構築 
(3)(2)のモデルを用いた podoplanin を標的
としたbudding形成大腸がんの治療への応用 
 
３．研究の方法 
(1) 大 腸 が ん budding 領 域 に お け る
podoplanin の発現 
大腸癌生検及び手術検体より得られた大腸
癌組織約 100検体を用い budding の検索を行
った。次に抗 podoplanin 抗体である D2-40、
NZ-1、または LpMab-7 を用いて budding 陽性
大腸癌組織の免疫組織染色を行った。D2-40
は病理で汎用されている抗体であり、リンパ
管を特異的に検出できるが、腫瘍における感
度は NZ-1 クローンの方が高い(Kunita et al 
Am J Pathol 2011)。さらに、本研究課題進
行中に新たに樹立されたLpMab-7クローンを
用いて自動免疫染色装置（ベンタナ XT ベン
チマーク、ロシュ）を使用し免疫組織染色を

行った。 
 
(2)budding モデルの構築 
①in vivo モデル 
大腸癌細胞株をヌードマウスへ皮下移植し、
形成された腫瘍のパラフィンブロックを作
製し、HE 染色を行い形態観察により budding
と似た構造を持つ組織を検索した。 
②ex vivo モデル 
線維芽細胞株（MRC-5）をコラーゲン及びマ
トリゲルで包埋したゲルの上に癌細胞株を
播種し 5-10 日後にゲルをホルマリン固定し
パラフィンブロックを作製し、HE 染色を行っ
た。 
 
(3)podoplanin ノックアウト細胞の樹立と浸
潤能検討: 
CRISPR-Cas9システムを用いてpodoplaninを
内在性に発現する癌細胞株の podoplanin を
ノックアウトした細胞株(PDPN-KO)を樹立し
た。樹立した細胞株を用いて(2)②で構築し
たモデルで親株との浸潤能の比較検討を行
った。 
 
４．研究成果 
(1) 大 腸 が ん budding 領 域 に お け る
podoplanin の発現 
まず始めに大腸癌組織における podoplanin
の発現を３種の抗体（D2-40、NZ-1, LpMab-7）
を用いて行った。D2-40 はリンパ管(Lv)で強
陽性、CAF (Cancer-associated fibroblast)
及び腫瘍部(T)で弱陽性であった（図 1, T）。
一方 LpMab-7 は腫瘍部では陰性であり CAF及
びリンパ管では強陽性でありバックが D2-40
よりも低く NZ-1 と LpMab-7 の比較では
LpMab-7 の染色性がより高かった。LpMab-7
は３種類の中で最も感度、特異度が高かった
事から本研究課題では以後LpMab-7を用いた
検討を行った。 
本研究課題申請時では抗 podoplanin 抗体と
して汎用されていたD2-40を用いた免疫組織
染色を行い大腸癌の budding 部位では D2-40
陽性であった事からbudding部位の癌細胞に
おける podoplanin の発現に着目した検討を
行う計画であったが、本研究課題ではより感
度、特異度の高い新規抗体 LpMab-7 を用いた
検討を行った結果、大腸癌の癌細胞において
はbudding部位も含め陰性であることが確認
された。一方で、budding 周囲の CAF では
podoplanin の高い発現が認められた事から
budding形成におけるpodoplanin陽性CAFの
機能に着目した検討を行うことにした。 
budding を形成した大腸癌 18 例において
podoplaninの発現を検討したところbudding
領域ではいずれも陰性であった（図２、矢印）
が budding 周囲の CAFにおいてはいずれも強
陽性像が認められた。 
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