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研究成果の概要（和文）：肝臓は血行性転移の高発部位として知られており、特に大腸がんの肝転移例は多い。この素
過程を理解するため、大腸がん細胞株Colon26をマウス皮下に移植し、転移が成立する前の肝臓の免疫細胞を検討した
。その結果、Ly6G陽性の好中球が肝臓に多量に移入していた。肝臓の遺伝子発現を定量的RT-PCRにて検討した結果、ケ
モカインKCの発現が有意に上昇していた。皮下にColon26を移植したマウスは、脾臓を介した肝臓への血行性転移が減
少した。好中球を免疫的に除去したマウスでは、脾臓を介した肝臓への血行性転移が亢進した。したがって、肝臓転移
に対して、好中球は抑制的に働くことが判明した。

研究成果の概要（英文）：Liver is known as frequently hematogenous metastatic organ. To perform a detailed 
analysis of liver immune cells, colon cancer cell line Colon26 was transplanted subcutaneously into 
Balb/c mice. As a result of this transplantation, Ly6G positive neutophil migration was observed prior to 
liver metastasis of cancer cells. A quantitative RT-PCR experiment shows that significant over expression 
of chemokine KC in the liver. Liver metastasis was reduced by subcutaneous cancer transplant by using via 
spleen metastasis model. Immuno-depletion of neutrophil significantly enhances liver metastasis by using 
via spleen metastasis model. These results indicate that neutrophil plays inhibitory role on colon cancer 
liver metastasis.

研究分野：疾患生物学

キーワード： 転移
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１．�研究開始当初の背景 
 	
 生体の化学工場である肝臓は、血管を介し

て様々な臓器／組織につながっており、他の

組織で発生したがん細胞が流入しうるため

に、血行性転移の主要な標�的臓器である。と

りわけ、消化管からの血液が門脈を経由して

絶えず流入しているため、大腸で生じたがん

の 1100--3300%%は肝臓に転移する。肝臓の脈管構造

である類洞は、通常の血管と異なり基底膜を

持っていないため、転移の障壁が少なく血管

外遊走が容易である。さらに、肝臓は免疫寛

容臓器であるため、転移が成立しやすいと考

えられている。 	
 

 	
 がんの転移は原発巣�から遊走したがん細

胞が他の臓器で接着、浸潤、生着することで

完了する。そのため、がん細胞の血管内皮細

胞への付着は重要な過程である。申請者らは、

多糖類の一種ヒアルロン酸((HHAA))によるがん

の転移抑制効果を示してきた((PPNNAASS 	
 22001122;; 	
 

HHiirroossee,, 	
 SSaaiijjoouu 	
 eett 	
 aall..))。HHAA はがん細胞と血

管内皮細胞との接着に関与することが知ら

れるが、そのスカベンジャー受容体である

SSttaabbiilliinn--22((SSttaabb22))は、肝類洞内皮細胞で特

異的に発現し、血中 HHAA を除去する最も主要

な受容体として機能している。SSttaabb22 欠損マ

ウスでは、血中の HHAA 濃度が野生型の約 6600 倍

にも達しており、BB1166 黒色腫の肺への転移が

著しく減少することを見出した（図 11 左）。

また、SSttaabb22 阻害抗体の投与によっても、血

中 HHAA レベルが上昇し、SSCCIIDD マウスに移植し

たヒト乳がん細胞の自発的肺転移が著しく

減少した（図 11 右）。 	
 

《図 1 	
 Stab2 阻害によるガン細胞の転

移抑制。（左）Stab2 遺伝子欠損による肺で

の B16 黒色腫結節の減少。（右）Stab2 阻害

抗体投与によるヒト乳癌 MDA-MB-231 細胞

の自発的転移の抑制。》 

このように、血中 HHAAが激�増することにより、

がん細胞あるいは血管内皮細胞はマスクさ

れ、がん細胞の内皮細胞への接着と肺への転

移が抑制されることが示された。これらの結

果は、肝臓の特定の機能ががんの転移に大き

な影響を与えることを初めて明確に示した

ものである。この HHAA を介したがん細胞と内

皮細胞との接着過程は、肝臓への転移におい

ても SSttaabb22 を介して行なわれている可能性が

高い。そこで本研究では、まず確立された大

腸がんの肝転移モデルを使用し、SSttaabb22 機能

の肝転移に対する作用を検証することとし

た。一方、肝臓は、門脈経由で消化管から大

量の外来物質が流入するために、自然免疫に

おける前線基地でもある。肝臓は、外来物質

に対するフィルターとしての機能を果たす

一方で免疫応答を適度に抑制している。また、

内皮細胞とともに類洞を構成する星細胞は

制御性 TT 細胞((CCDD44++,, 	
 CCDD2255++,, 	
 FFooxxPP33++))を増殖

させ、免疫抑制作用を示すことなども知られ

ている。このような肝臓特有の免疫寛容機構

ががんの浸潤後の生着に重要な役割を担っ

ているものと考えられる。 	
 

 
２．�研究の目的 
 	
 転移はがんの予後を著しく不良にするた

め、転移の素過程を理解することは転移の

予防法を開発する上で重要である。肝臓は

血行性転移の高発部位として知られており、

特に大腸がんの肝転移例は多い。その理由

としては、肝臓特有の血管系である類洞は

基底膜を持たず、がん細胞の浸潤を容易に

している点や、肝臓は免疫寛容臓器である

ため、転移が成立しやすい点などが挙げら

れる。しかし、その詳細なメカニズムにつ

いてはよく分かっていない。本研究では、



転移を許容する肝臓の特徴的な構成細胞に

焦点を当て、肝転移におけるそれらの役割

およびがん細胞の浸潤過程を肝転移モデル

マウスにより解析する。がん細胞の接着に

関しては類洞内皮細胞を、浸潤後の生着に

関してはがん細胞から放出されるエクソソ

ームの免疫細胞群に対する作用を中心に解

析し、肝臓への転移の素過程を解明するこ

とを目指す。 	
 

 
３．�研究の方法 
 	
 マウスを用いて、脾臓に注入した大腸がん

の肝臓への転移モデル系を導入し、肝類洞壁

細胞および免疫系細胞の肝転移への関与を

解析する。当研究室では、肝疾患モデルマウ

スの解析を積極的に行っており、類洞細胞、

免疫細胞群をセルソーターにより分離、解析

する手法を確立している。本研究計画では、

各細胞を細胞膜抗原の発現により厳密に分

画し、肝臓の病態における動態を検討する。

次に、がん細胞の放出する全身性の因子が転

移先の免疫環境を変化させている可能性を

考え、自発的大腸がん肝転移モデルによく使

用されるCCoolloonn2266細胞株が放出するエキソソ

ームの精製とその分析を行う。その上で、各

細胞種が増加・減少する病態モデル、あるい

は肝臓でのサトカイン・mmiiRRNNAAの強制発現な

どの条件を設定し、がん細胞の転移を評価し

て、がん転移との関連を探る。さらに、それ

らの細胞を薬剤あるいは遺伝的に除去、また

は分離して移植することで、がん細胞の転移

に対する作用をより直接的に検証する。 	
 

 	
 
４．�研究成果 	
 

肝転移モデルの導入  
 	
 手技的に簡易で短期間に評価が可能なマ

ウスの肝転移系を導入した。当初、C57BL6
系統のマウスの脾臓に同系統の大腸がん細

胞 CMT93 を注入し肝臓への転移を評価し

たが、試した全ての Dose で肝臓への転移

が見られなかった。そこで、BALB/c 系統

のマウスに同系統の大腸がん細胞 Colon26
を移植したところ、転移が確認されたため、

以降、Colon26 株を用いて評価を行った。 

《図２盲腸移植。移植後 4 週目で各臓器

に転移が見られた。》 
 
前転移モデルの構築 
 	
 がんの転移が起きる前には、すでに転移

先組織中で免疫細胞の変化が生じている可

能性が考えられる。そこで、BALB/c マウ

ス皮下に Colon26 細胞を移植し、この担が

んマウスを前転移モデルとした。肝臓中の

免疫細胞画分を免疫染色にて検討した結果、

Ly6G 陽性で表される好中球が著しく増加

していた。 

《図３Colon26 皮下移植 10 日後の肝臓

好中球。Ly6G 陽性細胞が赤、核が青色で

表されている。》 

次に、好中球増加の原因を探るため、好中

球誘引性のケモカイン類の遺伝子発現を定

量的 qPCR で検討した。その結果、担がん

マウスの肝臓では PBS コントロールと比

較して、Cxcl1 遺伝子の発現が増加してい

た。 

 

 

 

 



《図４肝臓 total RNA からの定量的

RT-PCR。Colon26 皮下移植により、Cxcl1
の遺伝子発現量が増加している。》 

 
好中球増加の生理的な意義 

 	
 肝臓内での好中球増加が大腸がん肝転移

に与える影響を調べるために、次に、担が

んモデルマウスの脾臓に Colon26 細胞株

を注入し、転移を模倣した。その結果、PBS

コントロールと比較して、担がんモデルマ

ウスの肝臓では、転移したがん細胞が減少

していた。 

《図５肝臓 total RNA からの定量的

RT-PCR。Gfp は Colon26 細胞の量を表

す。皮下に Colon26 細胞を担がんすること

により、脾臓から肝臓への転移が減少す

る。》 

したがって、担がんによって増加した肝臓

内の好中球は、大腸がんの転移を負に調節

することが示された。好中球による転移の

負の調節能を確認するため、転移模倣実験

において、Gr-1 抗体を用いた好中球除去を

行った。その結果、アイソタイプコントロ

ールと比較して、肝臓内好中球の著しい減

少と、転移したがんの増加が観察された。 

《図６好中球除去による担がんの転移

抑制のキャンセル。（左）皮下移植後 14

日目の肝臓血球画分の FACS 解析（右）移

植後 17 日目の肝臓 total RNA からの定量

的 RT-PCR。》 

 
好中球増加の分子機構 

 	
 肝臓内の好中球増加は、皮下に移植した

Colon26 大腸がんによって引き起こされる。

したがって、がんから何らかの因子が分泌

され、肝臓まで到達することにより、免疫

細胞画分を変化させていることが予想され

る。この因子の候補として、エクソソーム

がある。エクソソームはほとんどの細胞が

分泌する膜小胞であり、内部には miRNA

やたんぱく質が含まれる。膜に閉じ込めら

れた miRNA などの小分子は、遠隔部位ま

で到達できるため、異なる組織において遺

伝子発現調節を行う能力を持つ。そこで、

Colon26 からエクソソームを精製し、

PKH-67 でラベルしたのちに、マウスに静

脈投与した。その結果、マウス肝臓にエク

ソソームが到達していることが確認された。 

 

 

 

 



《図７がん由来のエクソソームは肝臓

に到達する。精製したエクソソームを

PKH67 でラベルし、尾静脈から注入し、

24 時間後にサンプリングを行った。》 

今後は、このエクソソームに含まれるエフ

ェクター分子を同定するとともに、肝臓に

おけるエクソソームの直接の標�的細胞を同

定し、転移抑制の詳細な分子機構を明らか

にしていく。 
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