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研究成果の概要（和文）：胃癌腹膜転移側の宿主細胞である腹膜中皮細胞(HPMC)において、TGF-β1や胃癌細胞との共
培養によるEMT(上皮間葉転換）誘導を証明した。またマウス皮下腫瘍モデルを用い、胃癌細胞とHPMCの共投与は腫瘍増
殖能や間質線維化の増生に促進的に作用する事を示した。さらにBRM製剤であるPSKは非免疫学的機序である抗TGFβ作
用によって、これらのEMT誘導に伴う癌間質の線維化を抑制する事を証明した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we evaluated  the mechanism of EMT of Human PeritonealMesothelial C
ell(HPMC) in  in peritoneal environment of gastric cancer. We also investigated the inhibitory effect of P
SK on the TGF/Smad signalling pathway and TGFb induced EMT in human HPMCs and gastric cancer cells. In vit
ro, TGFb increased the expression of E cadherin and decreased the expression of  mesenchymal markers in HP
MCs and which was suppressed by PSK. PSK suppressed TGFb induced phosphorylation of Smad2 in HPMCs in west
ern blot analysis.In mouse subctaneous xenograft models, PSK inhibited the tumor fibrosis induced by co-in
oculation of gastric cancer cells and HPMCs. PSK might have the potential to reduce TGFb induced activatio
n of HPMCs in the peritoneal microenvironment of gastric cancer.
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１．研究開始当初の背景 

近年、悪性腫瘍の浸潤、転移、線維化に

Epithelial-mesenchymal trastion(EMT)

が重要な役割をはたしている事が明らかに

なった。これまで細胞運動や浸潤性におけ

る癌細胞側の EMT に関する報告は多いが、

転移側のホスト細胞の EMT 誘導に関する

報告はまれである。このホスト細胞のEMT

誘導も転移形成における重要な要素であり、

さらには癌間質の線維化にも深く関与する

事が推察される。このため腹膜転移のホス

ト細胞である腹膜中皮細胞 (HPMC：

human peritoneal methothelial cells)と胃

癌細胞との相互作用に着目する事で、腹膜

転移の形成、進展にいたるメカニズム解明

の新たな知見が得られると考え、本研究を

立案した。 

 

２．研究の目的 

腹膜転移のホスト細胞である腹膜中皮細胞

(HPMC：human peritoneal methothelial 

cells)に着目し、胃癌細胞との相互作用にお

ける EMT 誘導と、転移、線維化の進展と

の関連性を検討する事を目的として本研究

を立案した。さらに代表的な Biological 

Response Modifier(BRM)製剤のひとつで

ある PSK の抗 TGF-β (Transforming 

growth factor-β)作用に着目し、EMT およ

び線維化の抑制効果を検証した。 

 

３．研究の方法 

(1)  術中に採取した大網から HPMCを分離培

養した。 HPMC に TGF-β1 を添加し、位相差

顕微鏡にて形態学的評価を行った。 

(2) TGF-β1添加による HPMCの上皮系・間葉

系マーカー(E-cadherinα, SMA)の発現と PSK

による EMT markerの発現抑制の有無を蛍光 2

重免疫染色で評価した。 

(3) 同様に TGF-β1 添加による HPMC の上皮

系・間葉系マーカー(E-cadherin, αSMA、

vimentin)の発現と PSKによる EMT markerの

発現抑制の有無を western blot 法で評価し

た。 

(4) TGF-β1 誘導の EMT シグナル伝達経路の

解析として、TGF-β1 刺激下と PSK 添加によ

る HPMCのP-Smad2の発現変化を western blot 

法にて解析した。 

(5) 最後に、ヒト胃癌細胞株 OCUM-2MD3また

は OCUM-2MD3 ＋ HPMCのマウス皮下播種モデ

ルの作成し、PSK 含有固形飼料投与における

腫瘍増殖、線維化、EMT markerの発現変化を

in vivoにおいて検討した。 

 

４．研究成果 

(1)術中に採取した大網から分離培養した

HPMC に TGFβ1 10ng/ml を添加した結果、類

円型の細胞から、紡錘型細胞に形態変化し、

細胞間接着も低下した。PSKの単独投与では、

HPMC の細胞形態に変化は認めなかったが、

TGFβ1 との共投与において、TGFβ1 刺激に

よる形態変化を抑制した[Fig.1]。 

       

 

(2) TGF-β1添加による HPMCの上皮系・間葉

系マーカー(E-cadherin,αSMA)の発現と PSK

による EMT markerの発現抑制の有無を蛍光 2

重免疫染色で評価した結果、control に比較

して、TGFβ1 刺激により E-cadherin の発現

減弱とαSMA の発現増強を認め、PSK の添加

によりこの変化は抑制された[Fig.2] 

Fig.1 Morphological changes of HPMCs 



 

 

 

 

(3) 同様に western blot法においても、TGF

β1 刺激により上皮系マーカー(E-cadherin)

の発現減弱、間葉系マーカー(vimentin, α

SMA)の増強を認めた[Fig.3]。 

 

 

 

 

(4) TGFβ 1 刺激により、 HPMC における

P-Smad2の発現が亢進し、PSKにより、Smad2

のリン酸化が抑制される事を western blot

法にて確認した[Fig.4]。 

 

 

 

 

(5)マウス皮下移植モデルとして、①

OCUM-2MD3 単独投与 ②OCUM-2MD3 単独投与

+PSK ③ OCUM-2MD3+HPMC 共 投 与  ④

OCUM-2MD3+HPCM共投与+PSKの４群を作製し、

皮下腫瘍容積を経時的に測定した。移植１４

日目において胃癌細胞株と HPMC の共投与群

の皮下腫瘍サイズは胃癌細胞株単独投与群

に比較し有意に増加したが、PSK 投与による

縮小効果は明らかではなかった[Fig.5A]。し

かしながら、腫瘍間質中の線維化を Azan 染

色で評価すると、HPMCの共投与により、線維

間質の増生を認めたが、PSK 投与によってこ

の腫瘍間質の線維化は抑制されていた

(p<0.01)[Fig.5B,C]。また OCUM-2MD3+HPMC

の共投与群の皮下腫瘍は、OCUM-2MD3 単独投

与群に比較し、上皮系マーカー(E-cadherin)

の発現減弱、間葉系マーカー(Vimentin, α

SMA)の発現増強を認め、PSK による EMT 抑制

効果を in vivoにおいても証明した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2  The expression of EMT markers in HPMC 

       (immunofluorescence assay) 

Fig.3  The expression of EMT markers in HPMC 

       (western blot analysis) 

Fig.4  Effect of PSK on Smad2 phosphorylation in 

HPMCs 



 

(6)まとめ 

胃癌腹膜転移側の宿主細胞である腹膜中皮

細胞においても、TGF-βによる Smad 経路を

介した EMT誘導を証明した。さらに BRM製剤

である PSK は非免疫学的機序によりこの EMT

誘導を抑制した。また、マウス皮下腫瘍モデ

ルを用いた in vivoにおいても、胃癌細胞と

HPMCの共投与によって、細胞間相互作用によ

る腫瘍間質の線維化と EMT marker の発現亢

進を証明し、PSKによる抑制効果を確認した。 

腹腔内に遊離した胃癌細胞は、腹膜微小環境

において腹膜中皮細胞との相互作用によっ

て EMTを誘導し、転移形成や間質線維化を促

進すると考えられる。PSKは抗 TGF-β作用に

より、腫瘍間質における EMTを抑制する事で、

胃癌腹膜転移に対する新たな標的治療薬と

なる可能性が示された。 
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Fig.5A The transition of the volume of 

subcutaneous tumor 

Fig.5C  Quantitative analysis of the area of 

fibrotic tissue in AZAN staining 

Fig.5B The expression of collagen and EMT 

markers in subcutaneous tumor 


