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研究成果の概要（和文）：免疫不全マウス(Nude GFP RJ マウス)を用いたヒト大腸癌移植・転移モデルで、抗
prokineticin-1 (PROK1)抗体の投与によって、血行性（肝臓）転移の抑制が可能であることが認められた。また
DNA arrayにて網羅的に解析を行い、重要なシグナル伝達系が明らかとなり、抗腫瘍効果の新しいメカニズムが
判明した。
以上より、今後更なる研究により創薬の開発が考えられ、ひいては新規治療法への発展の基盤を固めることがで
きた。

研究成果の概要（英文）：The prokineticin family of angiogenic factors has the potential of becoming 
target molecules. Among them, prokineticin-1 (PROK1) is involved in the promotion of angiogenesis, 
tumor growth, and liver metastases in colorectal cancer. We manufactured our own anti-PROK1 antibody
 and verified its effect in inhibiting liver metastases and prolonging survival. The method involved
 creating liver metastasis model mice using human colorectal cancer cell lines. These mice were 
divided into anti-PROK1 antibody administration and control groups. Mice were treated 
intraperitoneally with antibodies or phosphate-buffered saline (control) every 3 days. The number of
 liver metastatic lesions and survival time of each group were compared. The number of metastatic 
lesions decreased and survival time was significantly prolonged in the antibody-treated group.  
 PROK1 antibody administration suppress  liver metastasis suppression and prolonging the survival 
time of mice.

研究分野： 消化器外科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
大腸癌は肝転移、血行性転移をきたしやすく、その克服が生存率の向上の最大の鍵と考えられている。近年では
標的分子の一つとして血管新生増殖因子が注目され、実際に血管新生増殖因子：VEGF(venous endothelial 
growth factor)因子に対する抗体Bevacizumabが化学療法との併用によって、切除不能大腸癌の生存率向上に貢
献している。しかし大腸癌の撲滅という点については、さらなる治療法の開発が待ち望まれている。
PROK1遺伝子は、大腸癌細胞株を用いた実験系により、癌組織周囲の間質組織における血管新生の増殖から血行
性転移への関わり認められ、新規治療への可能性が考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 
 
大腸癌は、日本を始め欧米を中心に発生頻度の高い悪性腫瘍である。早期の大腸癌の予後は比

較的良好であるが、切除不能となった進行大腸癌の予後は、治癒には至らず現在もまだ満足のい
くものではない。日本の厚生労働省の統計によると、大腸癌による死亡者数は増え続けており、
2016 年には 5 万人を超えている。 
大腸癌には、リンパ節転移、腹膜転移、血行性転移などのさまざまな転移形式があるが、大多

数の症例では、肝転移やその他の血行性転移のために生命を落としている現実がある。 
近年その対策として分子標的治療薬が臨床応用され、そのなかで血管新生増殖因子を標的と

する薬剤は重要と考えられ、大腸癌細胞の増殖、進展の抑制に関与している。私どもはこれまで
焦点を当て研究してきた Prokineticin family も血管新生増殖因子の 1 つで、大きく
Prokineticin-1(PROK-1）と Prokineticin-2(PROK-2）の 2 種類のタンパク質で構成されている
ことを発見した。 特に PROK-1 は、副腎、卵巣、精巣の正常な内分泌組織で発現し、低酸素状
態にて血管内皮細胞の増殖を促進することで見出され、既知の VEGF ファミリーとは異なる構
成であることが判明しており、新規治療へのターゲットとなることが期待される。 
 
２． 研究の目的 

 
これまで、私どもの研究室では、in vitro および in vivo の実験系を通じて、腫瘍の成長、血

管新生、および大腸癌への浸潤における PROK-1 の関与を報告してきた。本研究では、抗 PROK-
1 抗体を大腸癌細胞株肝臓転移マウスモデルに用いて、大腸癌肝臓転移に対する新規治療法への
足掛かりを見出す。 
 
３．研究の方法 
 
(1)ヒト大腸癌細胞株における PROK-1 発現の検討 
ヒト結腸直腸癌細胞株（HCT116、HT29、DLD-1）を、10％ウシ胎児血清を含む RPMI 培地を
使用して、37℃、5％の CO2 下で 3 日間培養後、各細胞を OCT-compound で包埋した。次にミ
クロトームで 4μm の切片を作成、一次抗体に抗 PROK-1 抗体を使用し、PROK-1 蛋白質の発
現を検討した。 
 
(2)ヒト大腸癌細胞による肝転移マウスモデルと抗 PROK1 抗体による転移抑制の検討 
ヒト大腸癌細胞（1×10⁶）を雄 SHO マウスの脾臓被膜下に移植して、肝転移マウスモデルを作
製した。抗体投与群と対照群(無抗体投与)は、大腸癌株毎に準備を行った（n = 5）。抗体投与群
では、脾臓被膜下の腫瘍細胞注射の前日および注射後 3 日ごとに抗 PROK1 抗体（500μg）を腹
腔内投与した。検討内容としては、肝臓の転移領域の数と各グループの生存期間を比較した。マ
ウスが水または食物に手を伸ばすことができなくなったときに死亡と見なし、その状態に達し
てから 4 時間以内に安楽死させた。カプランマイヤー法を使用して生存曲線を作成し、ログラ
ンク検定を使用して p<0.05 にて有意差を有りと決定した。 
 
(3)肝転移細胞と脾臓細胞における遺伝子変化の検討 
ISOSPIN Cell＆Tissue RNA（Nippon Gene、Yoyama、Japan）を使用して、マウスの肝臓転
移細胞と脾臓増殖細胞の Total RNA を抽出し、遺伝子の網羅的解析として Clariom SArray と
ヒト GeneChip（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)を用いて解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) ヒト大腸癌細胞株において PROK-1 蛋白質の発現

の検討 
HCT116、HT29、および DLD-1 細胞株の全ての大
腸癌細胞株において細胞質が抗 PROK-1 抗体で染
色が認められた（Figure 1）。 
 
 
 
 
 
 



(2) 大腸癌細胞株肝転移モデルにおける抗PROK-
1 抗体による転移の抑制について 
各大腸癌細胞株の脾臓被膜下への移植から 2
週間後、全てのマウスで肝転移が形成されて
いることが認められた（Figure 2）。肝臓を切
除し、転移数を確認した。転移数の平均値は、
HCT116（対照群：75; 抗体群：23）; HT29（対
照群：93; 抗体群：40）;および DLD-1（対照
群：100 ;抗体群：10）(Figure 2C)であり、抗
体投与群の方が対照群よりも有意に肝転移数
が少ないことが認められた。 

 
 
 
 
 
 
(3) 大腸癌細胞株肝転移モデルにおける抗 PROK-1

抗体による生存期間の延長について 
各グループの生存曲線を示すと共に生存期間の
中央値を比較した：HCT116（対照グループ：33
日;抗体グループ：26 日; p = 0.00885）; HT29
（対照群：28 日;抗体群：46 日; p = 0.0279）;お
よび DLD-1（対照群：28 日;抗体群：13 日; p = 
0.00249）であり、抗体投与群では非投与群と比
較して生存期間が有意に延長された（Figure 
3）。 
 
 
 
 
 

(4) 肝転移細胞と脾臓細胞における遺伝子変化の検討(Microarray) 
Figure 4 は肝転移細胞と脾臓細胞における heat map の結果である。遺伝的変化が抑制され
たことを示した（Figure 4）。具体的には 24,351 個の分析された遺伝子の 72.1％で変化認め
られた。また脾臓細胞と比較して肝転移細胞で大きく変化した遺伝子（抗体投与により発現
が 2 倍以上増加または減少した遺伝子）の機能を DAVID 機能アノテーションで解析したと
ころ、還元、アポトーシス過程ならびに細胞分裂に関する遺伝子が有意に変化した（Figure 
5A）。また腫瘍抑制遺伝子であるトランスフォーミング増殖因子-β（TGF-β）の発現が増
加した（Figure 5B）。 
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