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研究成果の概要（和文）：当科ではこれまで、癌間質の線維芽細胞でb2-integrin epitopeの一部とされるP4H9が発現
することを報告してきた。P4H9を認識する分子(PDM)は線維芽細胞の筋線維芽細胞への分化に関与することを明らかに
した。本研究では、大腸癌臨床検体におけるPDMの発現と臨床病理学的因子との関連について検討した。多変量解析に
て線維芽細胞のPDMの発現はリンパ節転移、血行性転移と関連を認めた。また、PDMを発現する線維芽細胞の存在する大
腸癌では術後生存期間が不良であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Our previous study using a mammary fat pad mouse model showed that P4H9,produced 
by the b2 integrin epitope, detected a molecule on fibroblasts in response to carcinoembryonic 
antigen-related cell adhesion molecule 1 (CEACAM1)expressing cancer cells. P4H9-detected molecule (PDM) 
expression appeared to be associated with myofibroblast differentiation. In this study, we investigated 
whether PDM is expressed on fibroblasts and cancer cells in clinical tissue samples, and whether the 
presence of PDM-expressing colorectal cancer cells is correlated with clinicopathological features of 
patients. Multivariate analysis showed that PDM-expressing spindle-shaped fibroblasts were an independent 
risk factor for lymph node metastasis, hematogenous metastasis, and poor survival. A Kaplan-Meier 
survival curve indicated that PDM-expressing spindle-shaped fibroblasts were associated with shorter 
survival time (P<0.0001).

研究分野：消化器外科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

大腸癌は、化学療法の進歩や分子標的薬の開

発により年齢調整死亡率はやや低下してい

る。しかし、大腸癌の罹患率や死亡者数は増

加の一途であり、更なる治療の改善・向上が

必要と考えられる。大腸癌では、肝転移や肺

転移などの遠隔転移がみられても、切除可能

であれば生存率の改善が期待できる。これま

で私は大腸癌の先進部において CEACAM1 の

isoform balance の変化が大腸癌の浸潤・転

移に関与することを報告してきた。CEACAM1

は CEA family, immunogloburin superfamily

に属する膜貫通型の糖蛋白である。CEACAM1

は細胞内ドメインの長さの違いにより

CEACAM1-longとCEACAM1-shortに分類される。

これまで大腸癌ではCEACAM1の発現が低下す

ることが報告されてきたが、CEACAM1 は早期

大腸癌では発現が低下、進行大腸癌でも癌表

層部では発現が低下するが、浸潤先進部にお

いて発現が再度増強することを報告した。さ

らに、浸潤先進部におけるCEACAM1のisoform

が CEACAM1-long有意になるとリンパ節転移、

血行性転移が増加し、生存率も不良となるこ

とを報告した。近年の化学療法の進歩、手術

の進歩により多発転移が認められても、化学

療法と手術の組み合わせにより治療前に切

除不能と判断された症例が切除可能となる

Conversion therapy が可能となり、長期生存

が可能な症例もみられるようになった。今後、

更に強力な浸潤・転移を抑制することにより、

生存率も改善できると考えられた。 

 癌間質Carcinoma-associated fibroblasts 

(CAF)は乳癌などで癌の増殖に関与し、血管

新生や転移などのプロセスにも関与するこ

とが報告されている。しかし、ＣＡＦと癌と

の相互作用のメカニズムについては未だ不

明な点が多く、非腫瘍組織における

fibroblast との発生や働きの違いについて

も不明である。これまで、当科では接着分子

である CEACAM1 に着目し、CEACAM1 の isoform 

balance が変化することにより、癌の形態が

変化すること（Yokoyama et al. Oncogene, 

2007)や、癌浸潤先進部における形態変化、

脱分化と癌の浸潤、転移に関する報告を行っ

てきた (Oku et al. Clin Cancer Res, 2008)。 

 しかし、癌浸潤先進部における形態変化と

癌間質の相互関係や浸潤、転移に関するメカ

ニズムについては明らかではない。これらの

メカニズムが明らかに解明できれば、新規の

治療ターゲットとなると考えた。 

 

２．研究の目的 

 癌における腫瘍上皮細胞は、いろいろな種

類 の 間 質 細 胞 と と も に 癌 の

microenvironment を形成している。癌組織に

おいて、a-smooth muscle actin を発現する

筋線維芽細胞が存在することが知られてい

る (Sappino et al.Int J Cancer. 1988)。

筋線維芽細胞は"活性型線維芽細胞"として

も知られ、癌組織のみでなく炎症や創傷治癒

でも認められる (Mueller et al.Nat Rev 

Cancer res. 2004)。 Orimo らは、乳癌にお

いて癌の増殖を促進し、血管新生をうながし、

筋線維芽細胞の特徴を示すものをＣＡＦと

定義した（Orimo et al. Cell, 2005)。ケモ

カイン stromal-derived factor-1 (SDF-1)

の発現は癌と間質fibroblastのinteraction

に関与し、筋線維芽細胞の分化を誘導する報

告している。大腸癌において、癌間質線維芽

細胞のa-smooth muscle actinの発現が強く、

筋線維芽細胞の発現が強くなると、リンパ節

転移や血行性転移と関連し、生存率に関して

予後不良となることが報告されている

(Tsujino et al. Clin Cancer Res, 2007)。 

 しかし、筋線維芽細胞の発生の由来につい

て は 、 確 立 し た 見 解 は な く 、

Cancer-associated myofibroblast は血液循

環中の骨髄由来細胞であるという報告もさ

れている（Chauhan et al. J Clin Pathol, 

2003)。骨髄由来ＣＡＦについては、enhanced 



green fluorescent protein (EGFP)移植モデ

ルにより腫瘍間質に type I collagen mRNA

と a-smooth muscle acin ,a-SMA)を発現する

細胞と、血管周囲細胞に発現する CD31 を発

現する腫瘍血管細胞の２群がみられること

が報告されている。本研究では、大腸癌培養

細胞を用いた medium を使用し、fibroblast

の myofibroblastへの分化、誘導能を検討し、

マウス xenograft model に implant し、腫瘍

の増殖能や血管新生能についての比較検討

を行う。さらに、大腸癌臨床検体から抽出し

たＣＡＦと同患者の非腫瘍部大腸から抽出

した線維芽細胞を用いて臨床検体における

腫瘍の悪性度の変化について検討を行った。 

 

３．研究の方法 

①大腸癌組織、正常組織における癌間質線維

芽細胞の活性度の評価 

 病理組織学的に腺癌の確定診断を得られ

た大腸癌の手術症例を対象とする。選択基準

は術前に本試験の目的および内容を説明し,

同意を得た患者とする。患者の同意について

は担当医師により試験の実施に際し,試験の

内容を患者とその家族に十分に説明し,試験

について患者本人の自由意志による同意を

取得する。同意は必ず文書によって取得する。

病理学的に腺癌と診断を受けた進行大腸癌

で和歌山県立医科大学で根治切除を施行し

た症例 150例を対象とする。 

 大腸癌術後病理検査後のパラフィンブロ

ックを使用し、薄切標本を作成する。H.E.

染色により進行大腸癌浸潤先進部における

癌間質の形態、線維芽細胞の成熟度と臨床病

理学的因子に関して検討を行う（Ueno H et 

al. Gut, 2004)。免疫組織化学染色を施行し、

癌間質線維芽細胞の-smooth muscle actin, 

vimentinなどの発現強度について検討する。

さらにその発現強度と臨床病理学的因子に

ついて検討を行う。正常組織での間質につい

ても同様に免疫組織化学染色を施行し、同一

患者における癌浸潤先進部と正常組織での

間質での-smooth muscle actinや vimentin

の発現強度の変化についての検討を行う。 

②大腸癌組織、正常組織から線維芽細胞の抽

出 

 大腸癌手術時、腫瘍摘出直後に腫瘍部位か

ら組織を採取する。また、対照として腫瘍か

ら５ｃｍ以上離れた正常組織を採取する。採

取した組織は collagenase type I (1mg/ml; 

Boehringer Mannheim)と hyaluronidase 

(125 units/ml;Sigma) を用いて 10% fetal 

calf serum(FCS)を追加した Dulbecco's 

Modified Eagle's Medium (DMEM)内で３

７℃で１８時間分離、培養する。分離した組

織を室温で５分間攪拌させたのちに、線維芽

細胞を多く含む上清を新しい試験管に移す。

２５０Ｇ５分間で遠心分離後沈殿物を 10% 

FCSを追加した DMEMで再度培養する。沈

降を繰り返した後に１５ｃｍペトリ皿上で

培養し、５回以上細胞の population doubling

を繰り返したものを使用する。 

③in vitro におけるＣＡＦと正常組織線維芽

細胞の違いに関する検討 

 HT29(ATCC HTB-38), LS174T(ATCC 

CL188), HCT116(ATCC CCL247)の３種類

の大腸癌培養細胞を使用する。各培養細胞と

ＣＡＦ ,正常線維芽細胞を 10% fetal calf 

serum (FCS) を 追 加 し た Dulbecco's 

Modified Eagle's Medium (DMEM) 内で培

養する。各培養細胞とＣＡＦと対照となる正

常組織線維芽細胞をそれぞれ 1:3の割合で混

ぜて培養を施行する。 

③マウス xenograft model を用いた in vivo

での検討 

１．マウス xenograft modelの作成 

 大腸癌培養細胞として HT29, LS174T, 

HCT116 の３種類の培養細胞を用いる。

Cancer-associated fibroblast (ＣＡＦ)として

大腸癌手術摘出標本から抽出した線維芽細

胞を用いる。手術摘出標本の腫瘍から５ｃｍ



以上離れた正常組織から、同様にして線維芽

細胞を抽出し、対照として用いる。 

 各培養細胞を 1x106 個と各線維芽細胞を

3x106個（１：３）を混ぜ、NOD/SCID マウス

に皮下注射し、マウス xenograft modelを作

成する。皮下注射から８週間後に腫瘍を採取

し、腫瘍径や重量を計測、転移の有無などに

ついて評価する。 

２．線維芽細胞による腫瘍増殖能、浸潤能に

関する検討 

 採取した腫瘍を１％ホルマリンで固定し

た後、パラフィン包埋ブロックを作成する。

パラフィン包埋ブロックから 2m で薄切し

プレパラートを作成する。H.E.染色により、

ＣＡＦと非腫瘍部線維芽細胞の違いによる

各大腸癌培養細胞の組織型、浸潤の程度、間

質の量の変化などについて検討を行う。 

３．線維芽細胞の活性度に関する検討 

 免疫組織化学染色を施行し、活性型線維芽

細胞（筋線維芽細胞）の指標となる-smooth 

muscle actin(-SMA) や vimentinなどを評

価する。正常組織から採取した線維芽細胞が

大腸癌培養細胞と混ぜて増殖することによ

る線維芽細胞の分化の程度について評価を

行い、ＣＡＦとの活性の違いについて検討を

行う。これまで、当教室では、癌浸潤先進部

における形態変化、脱分化がリンパ節転移と

関連することを報告してきた。ＣＡＦによる

間質の変化により癌浸潤先進部の形態変化

のメカニズムを解明することにより、癌の転

移に関するメカニズムがより明らかになる

ことが考えられる。 

４．ＣＡＦによる CEACAM1 isoform balance

の変化に関する検討 

 当科ではこれまで、CEACAM1 isoform 

balance が変化することにより、癌間質の線

維芽細胞の筋線維芽細胞への分化が誘導さ

れることを報告してきた。本研究では、ＣＡ

Ｆの働きにより癌細胞の CEACAM1 の

isoform balance が変化するかを検討する。

マウスから採取した腫瘍を CEACAM1-long

または CEACAM1-short 特異的な抗体を用

いて免疫組織化学染色を施行し、癌細胞の

CEACAM1 isoform balanceの変化について

検討を行う。 

 

４．研究成果 

癌 間 質 に お け る Carcinoma-associated 

fibroblast (CAF)が癌の増殖、血管新生、転

移などに関与するいう報告がされているが、

CAF と非腫瘍正常組織における線維芽細胞

との違いや、CAFの癌の増殖や転移に関する

分子生物学的なメカニズム、CAFの由来など

に関してはほとんど不明である。本研究にお

いて、大腸癌培養細胞と線維芽細胞を用いた

基礎的研究を行うことにより、CAFに関する

癌の増殖、転移に関するメカニズムを明らか

にすることにより、大腸癌の浸潤や転移を抑

制する新たな治療の開発を目的とした。 

当科ではこれまで b2-integrin epitope を認

識するP4H9を発現する線維芽細胞と癌細胞

の CEACAM1 発現の関連について報告をし

てきた。P4H9-detected molecule (PDM)の

発現が線維芽細胞の筋線維芽細胞への分化

に関与することを明らかとした。本研究では

大腸癌における PDMの発現と大腸癌患者の

臨床病理学的因子の関連について検討した。

2002年から2003年に和歌山県立医科大学第

２外科で手術を施行した大腸癌患者156名の

臨床検体を用いて免疫組織化学染色を施行

し、線維芽細胞の PDM発現率と、大腸癌の

転移率、生存率との関連について解析した。 

免疫組織化学染色にて、PDM 発現群(54 例)

と PDM 非発現群(102 例)に分類した。単変

量解析では線維芽細胞の PDM発現、分化度、

深達度、リンパ管浸潤、静脈浸潤がリンパ節

転移と有意な関連を認めた。多変量解析では

線維芽細胞の PDM発現のみがリンパ節転移

に関する因子であった(p=0.0066)。また、単

変量解析で PDM発現線維芽細胞、深達度、



リンパ管浸潤、静脈浸潤が血行性転移との関

連を認めた。多変量解析では線維芽細胞の

PDM 発現のみが血行性転移との関連を認め

た(p=0.0002)。また、線維芽細胞に PDM を

発現するものは生存率も不良であった

(P<0.0001)。以上より、PDM を発現する癌

間質線維芽細胞は大腸癌の転移や生存期間

に関与し、悪性度の指標となることが示され

た。 
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