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研究成果の概要（和文）：ヒト癌性腹水や腹膜透析（PD）排液の中皮やマクロファージの表面分子発現をフローサイト
メトリー法で解析した。癌性腹膜炎では、中皮のポドプラニンやCD44の発現増強傾向があり、マクロファージのポドプ
ラニン, CD44, CD14の発現が有意に上昇した。PD排液では、中皮のCD44発現が一部の長期透析症例で増強した。また、
マクロファージのCD44発現はPD期間に相関した。ポドプラニンやCD44は細胞膜に共発現し、細胞内骨格の構造変化を誘
導して、炎症細胞の遊走や癌細胞の浸潤などに関与している。今回の結果は、種々の体腔病変でマクロファージや中皮
の細胞応答に関わる表面分子の発現が増強することが示された。

研究成果の概要（英文）：The phenotypic alterations of mesothelial cells and macrophages in cancer ascites 
and peritoneal dialysis fluid (PDF) were investigated by flowcytometry. In cancer ascites, the 
expressions of podoplanin and CD44 in mesothelial cells tended to be increased but not significant, 
whereas the expressions of podoplanin, CD44 and CD14 were increased significantly. In PDF, the expression 
of CD44 in mesothelial cells was increased in some of long-term PD patients. The CD44 expression in 
macrophages was positively correlated with PD duration. CD44 is a hyaluronic acid receptor and works with 
podoplanin. They interact with ERMs and Rho GTPases affecting intracellular actin rearrangement. These 
interactions are associated with cell motility and migration in various processes of development, 
inflammation and cancer. These results indicated that the expression of surface molecules associated with 
cellular responses increased in mesothelial cells and macrophages in various peritoneal disorders.

研究分野： 病理学
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１．研究開始当初の背景 
体腔の種々の病的状態において、反応性の

中皮細胞がしばしば観察される。このような
反応性中皮細胞は、形態学的に核や胞体の腫
大や核クロマチンの増加を示し、細胞増殖や
種々の生理的物質（サイトカイン、細胞外基
質など）の産生能が亢進していることが知ら
れている。このような病的現象時の中皮細胞
の形質転換は、炎症や腫瘍浸潤の現象におい
て何らかの防御的役割を果たしていると考
えられているが、その詳細は解明されていな
い。一方、癌の播種過程では、中皮細胞と癌
細胞が何らかの相互作用を果たしている可
能性が想定されているが、その詳細について
もまだ未解明の問題である。 

 
２．研究の目的 
本研究では、体腔の恒常性維持や病的現象

における中皮細胞の多面的な反応様式に焦
点をあて、中皮細胞の生体防御的反応様式
（組織修復・再生能力・抗腫瘍作用・抗炎症
作用など）を明らかにし、体腔の病的現象の
診断や治療に役立つ知見に迫ることを目的
とする。 

 
３．研究の方法 
(1) 癌性腹水中の中皮細胞の免疫組織学的
検討 
 担癌患者の腹水や腹腔洗浄液の腹水細胞
塗抹標本に各種免疫染色を実施し、癌陰性検
体（Class I or II）と癌陽性検体（Class V）
における反応性中皮細胞の形態と免疫組織
学的特性を検討した。 
(2) 培養中皮細胞の癌細胞に対する反応様
式の検討 
 癌細胞株（HCT116）とラット腹膜より分離
した培養中皮細胞をトランスウェル（上：
HCT116、下：ラット中皮）で培養し、Day0, 1, 
3, 7 で RMC の細胞形態変化を観察し、RNA・
蛋白を採取。培養中皮細胞の発現分子を RT—
PCR法およびWesternブロット法で検討した。
また、Day2の培養中皮細胞から抽出したmRNA
を GeneChip で解析した （バイオマトリック
ス研究所）。 
(3) マウス癌性腹膜炎モデルの免疫組織学
的検討 
 Balb/c nu-/nu- に ヒ ト 大 腸 癌 細 胞 株
（HCT116）を 1個体あたり 3-10x106個を腹腔
内移植し、マウス癌性腹膜炎モデルを作成し
（参考文献①−③）、腹膜癌播種巣を免疫組織
学的に検討した。また腹水のサイトスピン標
本を作成し、免疫組織学的に検討した。 
(4) ヒト癌性腹水のフローサイトメトリー
による検討 
 卵巣癌患者１３例の術中腹水や穿刺腹水
（細胞診判定は陽性 8例、疑い２例、陰性３
例）を 10-50ml の細胞成分を溶血後に有核細
胞数を測定し、FACS で podoplanin (pod)や
CD14 が陽性の分画 (%) を同定し、細胞表面
上の pod, CD14, CD44, EMA, E-cadherin, 

ICAM-1 などの発現率や発現強度を測定した。
沈渣の一部でセルブロックを作成し、免疫染
色で発現分子を検出した。 
(5) 腹膜透析排液中の細胞のフローサイト
メトリーによる検討 
 腹膜透析患者（導入期３例、維持期１３例）
の排液1000-2000mlを遠心分離し細胞成分を
集め、溶血後に有核細胞数を測定し、FACS で
細 胞 表 面 上 の pod, CD14, CD44, EMA, 
E-cadherin, ICAM-1などの発現率や発現強度
を測定した。沈渣の一部でサイトスピン塗抹
標本を作成し、免疫染色で発現分子を検出し
た。 
 
４．研究成果 
(1) 癌性腹水中の中皮細胞の免疫組織学的
検討 
 中 皮 細 胞 の マ ー カ ー は Cytokeratin 
AE1/AE3, HBME-1 の発現が強く、Podoplanin
の発現は、シート状の分化した細胞や単離状
態の一部の細胞で陽性であった。 Vimentin
は一部のシート状中皮細胞で陽性であった。
これらは中皮の分化マーカーと考えられ、幼
弱な反応性中皮では発現がむしろ微弱して
いた。また、癌細胞との共存で発現が誘導さ
れることはなかった。一方、悪性細胞の指標
となるIMP-3(Insulin like-growth factor II 
messenger RNA binding protein-3)の発現は
癌細胞で時に陽性となるが、反応性中皮では
癌細胞との共存の有無に関わらず、発現は見
られなかった。 
 
 
 
 
  
 

 
 
(2) 培養中皮細胞の癌細胞に対する反応様
式 
中皮は癌細胞との共培養でやや肥大傾向を
示したが、形態的には顕著な差は認められな
かった。癌細胞との共培養２日目の中皮細胞
に誘導される mRNA の網羅的解析では、癌細
胞(-)の中皮細胞に比べて、発現が２倍以上
に 増 加 し た 分 子 は 、 CCL7 (monocyte 
chemotactic protein 3: MCP3): X2.59 と
Inhibin β-A: X2.79 であった。この結果に
基づき、MCP−３と Inhibin β-A の発現を検
討したところ MCP-3 の mRNA 発現は day0 より
検出され、day3 でわずかに増加傾向を示した。
Inhibin β-A の蛋白発現も増加した。 

 

 
 



(3) マウス癌性腹膜炎モデルの免疫組織学
的検討 
 ヒト大腸癌細胞株（HCT116）の腹腔内移
植を受けたマウスは移植後 2w より腹部膨満
が出現し腹腔内で腫瘍の発育が認められた。
癌は腹腔内に限局し局所浸潤のみで、遠隔臓
器転移はない。血性腹水の塗抹標本では、癌
細胞や反応性中皮細胞が観察された。免疫染
色では、反応性中皮細胞に MCP３や Inhba が
陽性であった。 
 
 
 
 
 
 

  
 
腹膜癌播種組織の免疫染色では、中皮には
MCP-3 や InhibinβA を発現していたが、癌部
と非癌部の差は不明瞭であった。また、癌巣
の周辺部の中皮で podoplanin や CD44 の発現
が亢進していた。これらの結果は、癌細胞と
中皮の間にヒアルロン酸(HA)－CD44－Pod を
介する相互反応が存在している可能性を示
唆している。 
 
 
 
 
 
 

 
 
(4) ヒト癌性腹水のフローサイトメトリー
による検討 
 癌性腹膜炎では、癌細胞との反応により、
マクロファージの podoplanin, CD44, CD14
の発現が有意に上昇する。中皮の CD44 の発
現が上昇する症例もあるが、有意の傾向は見
出せなかった。また、中皮では E-cadherin, 
EMA の発現を、マクロファージでは ICAM-1 の
発現を認めたが、一定の傾向を見出せなかっ
た。セルブロックの免疫染色では、中皮で
podoplanin と CD44 の発現を認めた。一部は
EMA も陽性の可能性がある。マクロファージ
では、CD44 が強く発現し、podoplanin も微
弱に発現している。 癌細胞では、EMA や 
E-cadherin が強く発現し、一部で podplanin
も発現していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(5) 腹膜透析排液中の細胞のフローサイト
メトリーによる検討 
 腹膜透析排液中の中皮細胞は、長期透析
症例でCD44発現が亢進している症例があり、
除水不全との関連性が示唆された。マクロフ
ァージの CD44 発現も亢進しており、透析期
間に従って増加していた。中皮やマクロファ
ージのポドプラニン発現に有意な変化は見
られなかった。また、中皮では E-cadherin, 
EMA の発現を、マクロファージでは ICAM-1 の
発現を認めたが、一定の傾向を見出せなかっ
た。サイトスピン塗抹標本の免疫染色で、中
皮やマクロファージで CD44 の発現亢進が認
められた。 
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