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研究成果の概要（和文）：ヒト大腸癌細胞においてPROK1因子とVEGF因子の2因子のいずれか単独の抗体療法よりも、両
因子の抗体を同時に投与する方が血管新生能や腫瘍形成能を効果的に抑制することが高いことが見出された。PROK1因
子とVEGF因子の両血管新生増殖因子を同時に治療のターゲットにすることの有用性が示され、大腸癌の新規治療法とし
て期待されることを見い出した。PROK1蛋白質とVEGF蛋白質の両血管新生増殖因子を発現している大腸癌では1因子の発
現の時よりも予後不良であり、Cox比例ハザードモデルの多変量解析結果からもPROK1蛋白質とVEGF蛋白質が共に発現し
ている場合に独立した予後因子となることも認められた。

研究成果の概要（英文）：When the culture fluid of colorectal cancer cell lines with high levels of 
VEGF/PROK1 expression was injected subcutaneously into mice. When both anti-PROK1 and anti-VEGF 
antibodies were present in the culture fluid, the length and size of the blood vessels were reduced 
compared with those seen in the fluid-only, anti-PROK1, and anti-VEGF controls. Also, tumor masses were 
produced in mice by subcutaneously embedding colorectal cancer cells with high levels VEGF/PROK1 
expression. Simultaneous targeting of both angiogenic growth factors(VEGF/PROK1) may prove more useful in 
colorectal cancer. Also VEGF and PROK1 expression in 620 primary human colorectal cancer lesions was 
confirmed via immunohistochemical staining.
The prognosis was poorer in colorectal cancers that expressed both PROK1 and VEGF relative to the cases 
that expressed only 1 protein, and the expression of both proteins was found to be an independent 
prognostic factor.
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１． 研究開始当初の背景 
 

欧米諸国、日本など世界的に大腸癌は悪性
腫瘍の中で発生頻度が高い疾患である。初期
の状態であれば予後は良好であるが、切除不
能進行大腸癌症例では近年の抗がん剤や分
子標的治療薬の進歩によって予後の延長は
認められているものの、未だに満足できる状
態ではない。大腸癌の転移形式としてはリン
パ節転移、腹膜転移、血行性転移があるが、
その中で大多数の症例は肝転移などの血行
性転移によって生命の危機が生じてくる。す
なわち予後向上には、血行性転移への対策が
最も重要と考えられる。 
血行性に対する機序としては、原発巣から

の離脱、基底膜の融解、間質内の移動、脈管
内への侵入、最終的に標的臓器での癌細胞の
接着、侵入、増殖が考えられている。また近
年では様々な癌の転移に関する分子生物学
的な検討が行なわれ、多数の因子の関与が確
認されている。特に大腸癌においては多数の
分子標的治療薬が使用されており、血管新生
増殖因子であるVEGFに関連する分子を標的
とした抗 VEGF 抗体や抗 VEGF receptor 抗
体、細胞内シグナル伝達機構に関わる EGF
のレセプターに対する抗 EGFR 抗体、さらに
受容体型チロシンキナーゼを標的としたマ
ルチキナーゼ阻害剤などが NCCN の大腸癌
治療ガイドラインに列記されている(Ref.1)。 
今回検討した Prokineticin 1(PROK1)因子は

私どもの検討において、低 PROK1 発現型大
腸癌細胞株において PROK1 遺伝子を導入す
ると周囲組織の血管新生や腫瘍増殖能、さら
に血行性転移が高率に生じることや胃癌や
小腸癌の stageの高い症例におけるPROK1蛋
白質の発現の増強が認められている。さらに
他施設からも前立腺癌、neuroblastoma、膵癌
などの悪性度との関連性も報告されている。 
これまでに複数の血管新生増殖因子に対

する効果についてはほとんど検討されてい
ないことから今回大腸癌において血行性転
移に重要であると考えられる血管新生増殖
因子である VEGF と PROK1 の相互作用につ
いて検討を行うこととした。 

 
２． 研究の目的 

 
PROK1 因子は Ferrara により副腎、卵巣、

精巣などの内分泌系の組織における血管内
皮増殖因子として報告(Ref.2)され、その後大
腸癌手術切除症例の原発巣において PROK1 
mRNA 発現の陽性症例が陰性症例と比較して
有意に予後が不良であること、また大腸癌細
胞株において PROK1 遺伝子が血管新生なら
びに肝転移に関与することが認められた
(Ref.3)。また最近では大腸癌細胞株に対して
抗 PROK1 抗体が血管新生を抑制すること、
さらに PROK1 因子に対するレセプターを持
っており、オートクライン機構から細胞浸潤
能を亢進させることも認められている。その

他 Pancreatic duct cancer 、Prostate cancer や
neuroblastoma など多数の悪性腫瘍において
進行度や転移との関連性の報告(Ref.4)があり、
悪性腫瘍において PROK1 因子の意義は高い
と考えられている。 
これまで大腸癌において血行性転移に重

要な因子である血管新生因子の単独の検討
はあるが、2 種類同時の検討結果無いことか
ら、今回大腸癌の血行性転移に単独的に関連
性の高い VEGF 因子と PROK1 因子を同時に
検討を行うこととした。 
 
３． 研究の方法 

 
(1) 細胞株の培養 
大腸癌細胞株：HCT116, DLD-1, LoVo を

RPMI1640(10% heat-inactivated fetal bovine 
serum)を培養液として 37C、5%CO2 下で培養
を行った。 
 
(2) マウスの皮下における血管新生の検討
(抗 PROK1 Ab, 抗 VEGF Ab による抑制) 

高 PROK1/VEGF 蛋白発現型大腸癌細胞株
(3 種)の培養液に抗 PROK1 Ab や抗 VEGF Ab
を加え、Dorsal air sac method にて血管新生に
ついて検討した。 

 
(3) マウスの皮下腫瘍における抗 PROK1 
Ab, 抗 VEGF Ab による抑制 
高 PROK1/VEGF 蛋白発現型大腸癌細胞株

に抗 PROK1 抗体や抗 VEGF 抗体を加え、マ
ウスの皮下に移植して血管新生ならびに腫
瘤形成能について比較検討を行った。 

 
(4) ヒ ト 大 腸 癌 症 例 に お け る
PROK1/VEGF 蛋白質発現の検討 

当科で切除術を施行したヒト大腸癌症例 620
例を対象として、抗 PROK1 Ab を用いた免疫組
織化学染色法にて発現と予後について検討を
行った。さらにと抗 VEGF Ab にて同様に染色を
行い関連性について検討を行った。 
 
４． 研究成果 

 
(1)大腸癌細胞株における PROK1 蛋白質、
VEGF 蛋白質発現の発現 
大腸癌細胞株(DLD-1,HCT116,LoVo)におい

て VEGF 蛋白質と PROK1 蛋白質の発現が認
められた(Fig1)。 



(2) 大腸癌細胞株を培養した後の培養液に抗
PROK1 抗体、抗 VEGF 抗体の 2 種類を加え
た場合の血管新生の検討 
高 VEGF/PROK1 発現型大腸癌細胞株を培

養後の培養液によるマウス皮下の血管新生
は抗 PROK1 抗体または抗 VEGF 抗体を単独
で加えた場合よりも両方を同時に加えた場
合に血管の伸長、太さが抑制された(Fig2)。 

 

 
(3) 大腸癌細胞株に抗 PROK1抗体、抗VEGF
抗体を 2種類加えた場合の腫瘤形成抑制の検
討 

マウスの皮下に高 VEGF/PROK1 発現型大
腸癌細胞株を移植した腫瘤において、抗
PROK1 抗体または抗 VEGF 抗体を単独で加
えた場合よりも両方を同時に加えた場合に
腫瘍の形成ならびに腫瘍周囲の血管新生が
抑制された(Fig3)。 

 
 
(4) ヒト大腸癌組織における VEGF 蛋白質の
発現と PROK1 蛋白質の発現の関連性の検討 
ヒト大腸癌症例原発巣におけるVEGF蛋白

発現は 620 例中 329 例(53.1%)、PROK1 蛋白
発現は 620 例中 223 例(36.0%)に認められ、
PROK1 蛋白質と両方の発現が認められた症
例は 620 例中 116 例 (18.7%) であった
(Fig4)(Table1)。 

 
 
 
 

 

 

 
 
(5) ヒト大腸癌組織における PROK1 蛋白質と
VEGF 蛋白質の発現と臨床病理学的因子との
検討 
深達度が高度の場合、脈管侵襲陽性、リン

パ節転移陽性、肝転移を認める症例、血行性
転移を認める症例、ならびに Stage の高い症
例において、VEGF 蛋白質と PROK1 蛋白質
が陰性であった症例や VEGF 蛋白質または
PROK1 蛋白質の一方が陽性であった症例よ
りも VEGF 蛋白質と PROK1 蛋白質共に発現
している症例が有意に多く認められた。 

 
 
(6) stage 別の大腸癌患者における PROK1 蛋
白質と VEGF 蛋白質の発現と血行性転移再発
率の関係 
再発や予後については VEGF 蛋白質と

PROK1 蛋白質の発現が陰性であった症例よ
りも VEGF 蛋白質または PROK1 蛋白質の一
方が陽性であった症例が再発ならびに予後
も不良であり、さらに両方共に発現が認めら
れた症例が最も再発ならびに予後が不良で
あった(Fig5)。 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
(7)大腸癌患者における予後因子の検討 

Cox 比例ハザードモデルを用いた単変量解
析を行ったところ、VEGF/PROK1 蛋白質発現、
脈管侵襲、リンパ節転移、肝転移の因子が有
意差を示した。また多変量解析を行ったとこ
ろ、脈管侵襲、リンパ節転移、VEGF/PROK1
蛋 白 質発現 が 有意差 を 示した 。 ま た
VEGF/PROK1 蛋白質発現における hazard 
ratio は 2.317 であった。VEGF 蛋白質と
PROK1 蛋白質の発現は独立した予後因子で
あった(Table2)。 

 
まとめ： PROK1 蛋白質と VEGF 蛋白質の両
血管新生増殖因子を発現している大腸癌で
はいずれかの 1 因子の発現の時よりも予後不
良であり独立した予後因子となることが認
められた。また PROK1 因子と VEGF 因子の
両血管新生増殖因子を同時に治療のターゲ
ットとすることは有効であることが期待さ
れる。 
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