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研究成果の概要（和文）：大腸癌間質組織における VEGF-A の発現は予後良好因子である。間

質組織で発現している VEGF-A は、血管新生抑制能をもつスプライスバリアントである

VEGF165ｂである。 
 
研究成果の概要（英文）：VEGF-A expression in stromal tissue is thought to be a better prognostic 
factor and VEGF165b, which is mainly expressed in stromal tissue, inhibits the angiogenesis in 
colorectal cancer 
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１．研究開始当初の背景 
 一般に VEGF-A の発現は、癌の予後不良
因子として認識されており、癌治療の臨床
においては、分子標的のひとつとなってい
る。Khorana AA らは、大腸癌間質組織にお
けるVEGF-A発現が予後良好因子であるこ
と を 報 告 し た (Cancer. 2003 Feb 
15;97(4):960-8)。しかし、なぜ大腸癌の予後
不良因子とされていたVEGF-Aが間質で発
現すると予後良好因子となるかについては、
全く検討されておらず、今後の研究課題と
されていた。 
 
２．研究の目的 
 大腸癌間質に発現する VEGF-A の解析を

行い、予後良好因子となる機序について検
討を行う。さらに大腸癌間質において
VEGF-A を発現している細胞の同定を行い
新しい治療法への応用の可能性を探ること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
① 間質 VEGF-A 発現と臨床病理学的因子

との関連を解析する。 
② 大腸癌手術検体を用い、大腸癌間質にお

ける VEGF-A 陽性群、陰性群での生存率
解析を行う。 

③ Laser Capture Micro-dissection(LCM)法に
て腫瘍組織と間質組織から検体を採取
し、RNA の抽出を行う。 
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④ VEGF-Aスプライスバリアント特異的な
プライマーを作成し、RT-PCR にて発現
解析を行う。 

⑤ 間質組織で発現する VEGF-A スプライ
スバリアントと臨床病理学的因子との
関連を解析する。 

⑥ 間質組織で VEGF-A を発現する細胞の
同定を行う。 

⑦ 大腸癌細胞と間質細胞の相互関係を in 
vitro で解析を行う。 

 
４．研究成果 
①間質VEGF-A発現と臨床病理学的因子との
関連 

間質 VEGF-A 発現は、臨床病期（p=0.004）、
腫瘍深達（p=0.01）、血管侵襲（p=0.015）、リ
ンパ管侵襲（p=0.04）と逆相関を認めた。組
織型との関連はなかった（表 1）。 
 
表 1 VEGF-A 発現と臨床病理学的因子 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②StageⅡ,Ⅲ大腸癌における生存率解析 

腫瘍組織の VEGF－A 発現による解析では、
5 年無再発生存率は、陽性群 51.4%、陰性群
62.9%で有意差を認めなかった（p=0.24）(図
1A)。間質組織の VEGF－A 発現による解析で
は、5 年無再発生存率は、陽性群 73.8%、陰
性群 39.9%で有意差を認めた（p=0.0005）(図
1B)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 VEGF-A 発現と無再発生存率 
 
 大腸癌再発に関わる因子についての単変
量解析では、臨床病期、脈管侵襲、リンパ管
侵襲、間質部・腫瘍部 VEGF-A の全てが有意
な危険因子であったが、多変量解析では、間
質部 VEGF-A 発現のみが、有意な危険因子
（p=0.0033）であった。 
表 2 再発危険因子の解析 
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③LCM 法による腫瘍部、間質部の組織採取 
 大腸癌 20 症例から組織を用い、LCM 法に
て腫瘍部および間質部の組織を選択的に採
取した。 
④VEGF-A スプライスバリアント発現解析 
 LCM 法で採取した組織から RNA を抽出し、
cDNA を合成した。VEGF-A はスプライスバ
リアント（図 2）が存在することが知られて
いるので、それぞれを特異的に増幅する PCR
プライマーを作成した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 VEGF-A のスプライスバリアント 
 

その結果、腫瘍部では、血管新生能を有す
る VEGF165 の発現を認め(A)、間質部では、
VEGF165 の他に、血管新生抑制能を有する
VEGF165b の発現を認めた(B)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 VEGF165,VEGF165b の発現解析 
 
⑤VEGF165b 発現と臨床病理学的因子との関
係 
 脈 管 侵 襲 を 認 め な い 症 例 で 有 意 に
VEGF165b の発現量の上昇を認めた（p=0.03）

(A)。リンパ管侵襲と VEGF165b の発現量は
特に相関を認めなかった(B)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 VEGF165b 発現と脈管侵襲、リンパ管侵襲の関連 
 
⑥間質組織でVEGF-Aを発現する細胞の同定 
 間質組織でVEGF-Aを発現する細胞を同定
するために、VEGF-A と各種細胞マーカー（α
SMA、CD68、CD34、CD11b、CD31 など）の
2 重免疫染色を行った。その結果、間質での
VEGF-A を産生する細胞は、マクロファージ
と線維芽細胞が主体であることが判明した。 
⑦大腸癌細胞と間質細胞の相互関係（in vitro）
での解析 
 大腸癌細胞株と間質細胞の相互関係を調
べるためにマクロファージのサロゲートと
して THP-1、繊維芽細胞のそれとして F9 細
胞を用いた。大腸癌細胞、THP-1、F9 の単独
培養、大腸癌細胞と間質細胞の共培養を行い、
それぞれの細胞を採取、RNA を抽出し、間質
細胞の VEGF-A の発現解析を行ったところ、
THP-1 および F9 の両方で VEGF-A の発現を
認めたが、THP-1 のほうが共培養による発現
誘導効果が高く、さらに強発現していること
が確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 大腸癌細胞株の単独培養、大腸癌細胞株と THP-1
の共培養における大腸癌細胞株浸潤能の解析 



 

 

 大腸癌細胞株と THP-1 の共培養で、癌細胞
の性質の変化を検討するために、Invasion 
assay を行った。その結果、使用した 6 種類の
大腸癌細胞株おいて浸潤能更新を認め（図 5）、
さらに共培養した THP-1 細胞の MMP-2 の発
現誘導が示された（図 6）。したがって、この
実験系は、大腸癌細胞の進展促進に関わるモ
デルの可能性が高いものと判断された。した
がって、新たな実験系の考案が必要と考えら
れた。 
 
 
 
 
 
図 6 大腸癌細胞株と THP-1 の共培養における THP-1 の

MMP-2 発現解析 
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