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研究成果の概要（和文）：クローン病の大腸癌発生率は一般と比べて高いことはよく知られている。一方、クローン病
の治療薬として抗TNF-a抗体が近年頻用されているが、抗TNF-a抗体が癌の発生や進展に関与している可能性が指摘され
ているが、まだ結論が得られていない。本研究では抗TNF-a抗体が大腸癌細胞株の増殖能に対して及ぼす影響を検討す
ることを目的とした。
各種大腸癌細胞株にTNF-aのみを投与したとき、次いでTNF-aと抗TNF-a抗体両方を投与した時の癌細胞株の増殖能をCCK
-8 assayを用いて検討したところ、各細胞株はTNF-aでは増殖能が抑制され、抗TNF-a抗体では増殖が促進されることが
判明した。

研究成果の概要（英文）：[Background and Aim] The risk of incidence of colorectal cancer in Crohn's 
disease is high. On the other hand, TNF-a inhibitors are frequently used for the treatment of Crohn's 
disease. There may be a risks for cancer emergence by using anti TNF-a drugs, but it is still 
controversial. The aim of the present study was to investigate the effect of anti TNF-a antibody for 
growth of colorectal cancer.
[Materials and Method] We used colon cancer cell lines (COLO205, DLD1, HCT8, HCT116, HT29) and stimulate 
those cells with TNF-a, anti TNF-a antibody. Proliferation was determined by using CCK-8 assay.
[Results and Conclusions] TNF-a reduced growth of colon cancer cells, while blockage of TNF-a by anti 
TNF-a antibody reduced progression of colon cancer cells. Thus, TNF-a plays a profound role in malignancy 
of colorectal cancer, and inhibition of TNF-a represents a promising therapeutic option.

研究分野：下部消化管
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１．研究開始当初の背景 
 原因不明の慢性炎症腸疾患であるクロー
ン病は難病の特定疾患に指定されており、根
治治療法はいまだない。抗 TNF-抗体製剤や
副腎皮質ステロイド剤、5-ASA製剤などの抗
炎症薬をはじめとする薬物治療で寛解状態
をなるべく維持し、悪化時には手術療法を行
って治療していく。10～20 代の若年発症が
多いことがこの疾患の特徴であり、生涯にわ
たり治療を続けていく必要がある。手術をし
ても再発し、手術は経過中に複数回施行され
ることが多く、腸管切除を繰り返すことによ
る短腸症候群を発症する患者も少なくない。
現在のクローン病の治療は抗 TNF-抗体を
はじめとする複数の治療薬を使い分け、組み
合わせて使用していくことによりいかにこ
の寛解状態を維持して手術回数を減らして
QOL を高めていくかということにかかって
いる。 
 クローン病患者における大腸癌の発生は、
一般に比べて高率である。慢性炎症が発癌に
関与することはよく知られており、それには
種々の炎症性サイトカインが作用すると言
われているが、炎症性発癌のメカニズムはい
まだ不明な点も多い。 
 抗 TNF-抗体は、2002 年にクローン病で
インフリキシマブが適応になって以降、炎症
性腸疾患においてその適応は拡大しており、
現在ではその高い有効性から、特にクローン
病治療において不可欠な薬剤となっている。
わが国における炎症性腸疾患の患者数は
年々増加しており、最近潰瘍性大腸炎やベー
チェット病にも抗 TNF-α抗体の適応が広げ
られたことから、今後抗 TNF-抗体を使用す
る患者の数はますます増えていくと考えら
れる。 
こうした中、抗 TNF-抗体が癌の発生や進
展に関与する可能性が以前から指摘されて
いる。当科では、クローン病に対しインフリ
キシマブが投与された後、大腸癌と診断され
た症例を 5例経験しているが、5例ともすで
にリンパ節転移や遠隔転移を伴っており、3
例は 2年以内に死亡している。インフリキシ
マブを投与されていない患者に発生した大
腸癌に比べ、進行した状態で診断される、予
後が不良である傾向がみられた。 
 抗 TNF-抗体と種々の癌発生に関しては
これまで多くの研究がなされているが、抗
TNF-抗体が発癌のリスクであるとするも
のと、逆に発癌を抑えるとするものとがみら
れ、結論は出ていない。TNF-は細胞内シグ
ナル分子NF-κBなどを介して発癌に促進的
に作用することが知られており、抗 TNF-
抗体が結果的に大腸癌発生（炎症性発癌）を
予防しうるとする科学的根拠ともなってい
る。抗 TNF-抗体により癌の発生が抑制され

たとする基礎的研究は種々の癌でみられる。
ただ、当科で経験した、インフリキシマブ投
与後に大腸癌と診断された症例は、いずれも
インフリキシマブ投与開始から大腸癌の診
断までの期間が長くなく、インフリキシマブ
投与開始時にはすでに癌が存在していた可
能性が高い。すなわち、インフリキシマブが、
すでに発生している大腸癌の増殖や浸潤・転
移にどう関与するかどうかが重要である。 
 
２．研究の目的 
 クローン病にはいまだ根治治療法はなく、
患者の多くは手術を繰り返しながら生涯治
療を続けていくことを必要としている。抗
TNF-抗体は近年クローン病をはじめとし
た炎症性腸疾患の治療に広く用いられてお
り、高い有効性がある一方で大腸癌の発生や
進展に関与する可能性が以前から指摘され
ている。しかしこれまでは大腸癌への関与を
明らかにした研究報告はなく、逆に発癌を抑
えるという報告もみられ、結論が得られてい
ない。本研究の目的は、抗 TNF-抗体の大腸
癌に対する作用を解明することである。 
 
３．研究の方法 
(1)大腸癌細胞株を用いた研究 
 当科で保有している種々の大腸癌細胞株
を抗 TNF-α抗体（アダリムマブ TMを予定して
いる。以下同様）により刺激した群と刺激し
ない群とにわける。両群をそれぞれ 24～72
時間培養し、培養後の細胞数（増殖能）、浸
潤能を測定する。増殖能は WST-8-based 
colorimetric assay を用いて、浸潤能は
matrigel invasion chamber を用いて行い、
それぞれ両群で比較する。 
(2)炎症性発癌の動物モデルを用いた研究 
 発癌物質である Azoxymethane(AOM)の単回
腹腔内投与 (10mg/kg) お よびその後の
Dextran sulfate sodium(DSS)(0,75%)の経口
投与による大腸の炎症性発癌モデル
(DSS/AOM colitic cancer model）を作成す
る。 
 作成した AOM / DSS マウスを抗 TNF-α抗体
投与群と非投与群にわける。投与群にはアダ
リムマブを 2週間隔で皮下投与する。投与後
1 カ月後にマウスから大腸癌組織を採取し、
抗 TNF-α抗体投与群と非投与群で癌の進展
に差が生じるかどうかを調べる。 
(3)大腸癌細胞を移植した動物を用いた研究 
 (1)で変化のみられた大腸癌細胞株をマウ
スの皮下に移植する。移植した細胞株が腫瘍
増殖する指摘条件を検討する。抗 TNF-α抗体
投与群と非投与群にわけ、腫瘍増殖がはっき
り見られるようになった時期(おおむね 100
日前後と推測される。検討後に決定する)に
移植した癌の進展に差が生じるかどうかを
調べる。 
 
 
 



４．研究成果 
 当初の研究計画に沿って、癌細胞株を用い
た in vitro の実験およびマウスを用いた in 
vivo の実験を行った。 
(1)in vitro の系 
 TNF-a が発現していることが知られている
大腸癌細胞株 6 種(COLO205, DLD1, HCT8, 
HCT116, HT29)と、TNF-a の発現量が比較的多
いことが知られている膵癌細胞株 1 種
(BxPC3)をもちいて坑 TNF-a 抗体、TNF-a にそ
れぞれ暴露した時の細胞増殖能を検討した。
①DLD1, HT29 
 2 種の大腸癌細胞株 DLD1 と HT29 について
CCK-8 assay を用いて細胞増殖能をそれぞれ
検討した。DLD1、HT29 とも TNF-a 単独だと細

胞増殖が抑制され、TNF-a に抗 TNF-a 抗体を
加えて投与すると細胞増殖が促進されてい
たという結果が得られた(図 1)。 
(図 1)DLD1, HT29 に対する CCK-8 assay 

 
②BxPC3、HCT8 
 次に、膵癌細胞株 BxPC3 および大腸癌細胞
株 HCT8 についておこなった CCK-8 assay の
結果を図 2・3に示す。 
 まず、BxPC3 に TNF-a のみを各濃度
(2.5g/ml, 5g/ml, 10g/ml)で暴露した場
合について 24 時間後、48時間後、72時間後
にそれぞれ cell viability を測定して増殖
能を検討した。次いで、TNF-a(10g/ml)に加
えて各濃度(2.5g/ml, 5g/ml, 10g/ml)の
坑 TNF-a 抗体に暴露してそれぞれ cell 
viability を測定して増殖能を検討した(図
2)。 
 次に、HCT8 についても同様にして実験を行
い、TNF-a 単独の場合、TNF-a に抗 TNF-a 抗
体を加えて細胞株に暴露した場合の細胞増
殖能を測定した(図 3)。 
 いずれの細胞株もTNF-a単独では濃度依存
的に細胞増殖が抑制され、TNF-a に抗 TNF-a
抗体を加えて暴露すると細胞増殖が促進さ
れていた。 
 
 
 
 
 
 
 

(図 2)BxPC3 に TNF-a 単独(上段)、TNF-a＋抗
TNF-a 抗体(下段)を投与した時の CCK-8 
assay 
 

 
(図 3)HCT8 に TNF-a 単独(上段)、TNF-a＋抗
TNF-a 抗体(下段)を投与した時の CCK-8 
assay 
 
 以上の結果から、今回の実験で検討した癌
細胞株(DLD1、HT29、BxPC3、HCT8)に対して
はTNF-aには細胞増殖を抑制する効果があり、
抗 TNF-a 抗体には TNF-a の働きを抑制するこ
とによって癌細胞株の成長が促進される方
向に働く作用があるのではないかと推察さ
れた。 



 
(2)in vivo の系 
 in vivo の実験系としては①炎症性発癌動
物モデルとして AOM / DSS マウスを作製し、
抗TNF-a抗体を投与して生体内で実際の癌抑
制効果を検討する実験と、②マウスの皮下に
大腸癌細胞を移植し、そのうえでマウスに抗
TNF-a 抗体を投与して癌細胞の増殖を計測す
る実験を施行する予定であった。 
 まず AOM / DSS マウスの作成として 5匹の
マウスに AOM(10mg/kg)の腹腔内投与をおこ
なった。現在初回投与を行ったところである。
その後にそのマウスに0.75％DSSを服用させ、
炎症性発癌モデルのマウスを作製する予定
であったが、AOM / DSS マウス作製には 100
日間を必要とするため、この研究期間中に
AOM / DSS マウスを作製するまでには至らな
かった。 
 
 この 2年間の研究期間では in vivo の実験
までは残念ながら終了することができなか
った。しかし、in vitro の系であっても大腸
癌細胞株に対する TNF-a、抗 TNF-a 抗体の働
きを検討した報告はこれまでにされておら
ず、充分に意義のある結果が得られたと考え
ている。本研究期間は終了したものの、現在
も研究は継続中である。 
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