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総　　　説

大腸癌転移における腫瘍宿主相互関係

奈良県立医科大学附属がんセンター　腫瘍病理学教室
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抄　録：痛とその周囲の宿主組織との微小環境における相互作用は癌の発生・進展さらには転

移に大きな影響を与える因子であり，その解明は，癌の機構解明に重要であるのみならず，診

断・治療への応用が期待される．

癌細胞が産生・分泌する多種多様の因子が腫瘍に接する正常組織に影響を与えるが，その点で

は，痛周囲の正常組織は痛の総合的な性質を測る一つの試験紙ということができる．

マウスを用いた同所性移植大腸癌モデルは移植痛組織に対する宿主組織の純粋な反応性変化

を評価するのに適した系であり，同実験系とヒト大腸癌組織に対して検討を行い，痛一宿主相

互作用を通じた転移促進機序の解明を行った．

われわれは，ヌードマウス盲腸にヒト大腸癌細胞株を移植し痛周囲粘膜の変化を検討した．

痛移植後癌周囲粘膜には過形成性形態変化が発生しproliferatingcellnuclearantigen

（PCNA）陽性核の増加を伴っている．この変化に伴い，過形成性粘膜からのvascular

endothelialgrowthfactor（VEGF），basicfibroblastgrowthfactor（bFGF）といった血管新

生因子の発現が克進し，癌と粘膜との境界部に多数の新生血管が形成される．また，epigenetic

な変化に起因するmutLhomologl（MLHl），06－methylguanine－DNAmethyltransferase

（MGMT），p16INK4AといったDNA修復遺伝子・細胞周期抑制因子の発現低下が認められる．

これらの変化の一因として，癌細胞から産生されるinterleukin（IL）－15が重視される．このよ

うな，動物モデルにより明らかとなった知見は，ヒト大腸癌手術材料でも確認され，癌周囲粘

膜の過形成性変化は血管新生を通じて癌の進展・転移を促進するのみならず，転移能を反映す

るマーカーでもあることが示された．

この結果をもとに，ヒト大腸癌術前内視鏡的生検材料を用いて痛周囲粘膜上皮におけるKi－

671abelingindexを指標として切除後の転移の有無をprospectiveに予測検討した．この結果，

転移陽性症例では癌周囲粘膜の過形成性変化Ki－671abelingindexは有意に非転移例よりも高

く，80％の症例で転移の有無を正診し得た．

このように，痛周囲粘膜は痛の進展に重要であり，生検により転移マーカーとしても有用と

考えられた．
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略　語：PCNA，prOliferating cellnuclear antigen；VEGF，VaSCular endothelialgrowth

factor；bFGF，basic fibroblast growth factor；MLHl，mutL homologl；MGMT，06－

methylguanine－DNA methyltransferase；IL，interleukin；IFN，interferon；EGF・

epidermalgrowth factor；TGF，tranSfoming growth factor；CDK，CyClin－dependent

kinase；EGFR，EGFreceptor

緒　　　　　首

席周囲粘膜の過形成性変化は大腸癌では90％以上の

症例に種々の程度に見られ1・2），増殖能の克進3・4），分化

度の低下5，6），産生粘液の変化7・8）等の特徴を伴っている

9）．また，膵癌，乳癌においても高頻度に癌周囲粘膜上

皮に過形成性変化が認められるが10・11），いずれにおいて

もこのような過形成性変化を痛に対する反応性変化と見

るか，前席状態と考えるかで議論されてきた9，12‾17）．最

近では，腸内病原性大腸菌の産生するintiminが大腸粘

膜過形成に関与するとの報告も認められる18）．

しかし，痛周囲過形成性組織の痛の進展に対する役割

はこれまで解明されることはなかった．われわれは，大

腸癌の周囲に形成される過形成性粘膜に着目し，痛とそ

の周囲粘膜との相互作用を検討した19）．

マウス同所移植大腸癌モデルによる検討

1）マウス同所移植大腸癌モデル

検討には，まず，マウス同所移植大腸癌モデルを用い

た20・21）．上皮細胞ばかりでなく問質細胞にも臓器特異性

があり，転移の形成にあってはこの上皮細胞と問質細胞

のマッチングが重要である22）．このモデルでは，上皮細

胞と問質細胞の臓器特異性をマッチさせるため大腸癌細

胞をマウス盲腸壁内に注入するシステムを用いている20－

21）．われわれは，この方法に従って，ヌードマウス盲腸

壁にヒト大腸癌細胞株KM12SM（高転移株）とその親株

KM12C（低転移株）23，24）を1Ⅹ106個注入し同所性に大腸癌

を形成させた．この系において形成される粘膜過形成は

前痛病変ではなく，腫瘍の移植に伴う反応性変化である

ことが明らかであることから，痛と宿主との相互作用を

純粋に検討することが可能である．

2）痛周囲粘膜の変化

高転移株KM12SMをヌードマウス盲腸壁に注入する

と，4日後には細胞の約60％は壊死するが，1過後には

壊死巣に線維芽細胞の増殖と周囲組織からの毛細血管の

侵入が生じる．3週以降には痛膿を覆う粘膜上皮に過形

成性変化が観察される（Fig．1）．すなわち，形態的に陰

商の延長を伴う粘膜の肥厚と粘膜上皮細胞における

PCNA陽性細胞の増加が認められる．これに伴い過形

成性となった粘膜上皮からは，血管新生促進因子である

VEGF，bFGFの産生が先進しており，逆に，血管新生

抑制因子であるinterferon（IFN）－βの産生低下が認めら

れる．血管新生に対し諸因子のバランスが新生促進に傾

く結果，粘膜と癌腫との間には多数の新生血管や血管腔

の拡張が認められる（Fig：2）．このような増殖性変化や

血管新生は高転移株KM12SMに比較し低転移株KM12C

では程度が弱い．さらに，この系で癌細胞注入後5週で

の肝転移を検討すると，高転移株KM12SMでは平均42

病変／マウスに比較し低転移株KM12Cでは平均2病変

／マウスと有意差が見られ，癌周囲粘膜の増殖性変化や

血管新生が腫瘍の転移能に相関することが考えられる19）．

なお，上記のようなヌードマウスにヒト癌細胞を移植す

る異種移植系ではなく，マウス大腸癌細胞株CT26を同

系のマウス盲腸に同所性移植する高転移性の大腸癌モデ

ルでも痛周囲粘膜の著明な過形成と血管新生が認められ

ている19）．また，このような上皮過形成に関連する血管

新生については，最近，UV－Bによるkeratinocyteの障

甜12cmodel
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Fig．1．Morphologicalalteration of the mucosa adja－

centtocoloncancerinnudemousemodel．Hy－

perplasticchangewasobservedinthemucosa

adjacent to the high　metastatic tumor of
KM12SM human colon cancer cells，（H＆E

staining）
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Fig・2・ChronologicalalterationofPCNAlabelingindexofthemucosaadjacenttocoloncancerandmicr。VeSSel

densityinthetumOr－muCOSaboundary・InthehighmetastaticKM12SMmodel，higherPCNAlabelingin－
dexofthemucosaadjacenttocoloncancerandmoredensemicrovesselsinthetumorinuCOSaboundary
WerefoundthanthoseinthelowmetastaticKM12cmodel．

害により上皮の過形成と真皮内の血管増殖がもたらされ

ることが報告されている25）．

3）痛周囲粘膜に影響を与える因子

このような変化をもたらす因子の一つとして，以前か

らepidermal growth factor（EGF）やtransfoming

growthfactor（TGF）－αが知られており，KM12SMでも

発現が認められているが，われわれは新たにⅠし15に着

日した．IL－15は，特にnaturalkillercellの増殖・生存

に関与するサイトカインとして発見され26・27），腸管粘膜

免疫にも重要な役割を担っている28）．これまではむしろ

Ⅰし15の宿主免疫を介した抗腫瘍効果が注目されて来た．

IL－15は血液系細胞に作用するのみならず，炎症性腸疾

患においてTGfLα，TGF－β，IL－1，IL－2，IL－4等と伴

に腸上皮細胞の生存因子・増殖因子として作用し，粘膜

再生に重要な役割を担うと考えられているカ・卸）

このIL－15を介した腫瘍一宿主相互作用を検討するに

あたって，われわれは，まず，大腸癌における腫瘍細胞

へのIL－15の作用を検討した．IL－15は高頻度に大腸癌培

養細胞株，ヒト大腸癌組織に発現しており，autOCrine的

に，癌細胞の浸潤能・生存能を完進させ転移を促進する

ことが明らかとなった．また，IL－15のヒト大腸癌にお

ける発現は転移と相関が認められた31）．

次に，先のマウス大腸粘膜過形成モデルにおいて，
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Fig．3．IL－15expressioninKM12SMandKM12Chumancoloncancercelllines・ExpresslOnOfIL－15mRNAand

proteinweredetectedinRT－PCRusingKM12SMcellextracts（left）andKM12SMtumorinthenude
m。uSeCeCum（right），reSpeCtively．Incontrast，IL－15expressionwasnotdetectedinKM12ccells・

Fig．4．EffectsofILr15treatmentonproteinproductionbyaratintestinalepithelialcellline，IEC6・IL－15（10

ng／ml）treatmentprovidedalterationsofproteinproductionofcellcycle－，angiogenesis，，andapoptosis－

relatedfactorsinIEC6cells．
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Fig．5．Ki671abelingindexandexpressionofEGFre－

ceptor（EGFR）inhumancoloncancerandthe

adjacent mucosa．HigherKi671abelingindex
andEGFRexpressionweredetectedinDukes’

C colon cancer cases than thosein Dukes，B

IL－15の供給源となる癌細胞KM12SM及びKM12Cでの

IL－15発現を検討すると，高転移株KM12SMでは明瞭

な発現が見られるが，KM12Cでは発現レベルは低く両者

に差異が認められた（Fig．3）．さらに，IL－15によりラッ

ト腸上皮細胞株IEC6を処理すると，細胞周期調節因子

であるp21Wafl発現低下とcyclinE発現完進による増

殖促進作用，血管新生因子であるbFGF・VEGFの発現

克進による血管増生促進作用，さらに，アポトーシス促

進因子であるBax・Bak発現低下，及び，抗アポトーシ

ス作用を有するAKTリン酸化レベルの克進によるアポ

トーシス抑制作用が認められた（Fig．4）32）．事実，IL－15

により無血清培養や抗癌剤処理によるIEC6に対するア

ポトーシス誘導は抑制される．このように，痛周囲粘膜

（5）

の過形成や血管新生に癌細胞が産生するIL－15が関与す

ることが明らかとなった32）．また，ヒト大腸痛における

IL－15の発現は，痛周囲粘膜過形成と相関しており，特

に，転移症例において強く認められ，Ⅰし15が癌細胞へ

の直接作用と痛周囲粘膜過形成の誘導の両面から大腸癌

の転移を促進している可能性が示された32）．

さらに，KM12SMを用いた粘膜過形成モデルでは，痛

周囲過形成性粘膜でのDNA修復因子であるMGMT，

MLHlやcyclin－dependentkinase（CDK）inhibitorで

あるp16INK4Aの発現低下が認められる．この原因と

して，これらの遺伝子のepigeneticな変化を検討したと

ころ，prOmOter領域のCpGislandにメチル化が生じて

いることが明らかになった32）．この痛周囲粘膜に見られ

るメチル化誘導への痛一宿主関係の関与を解明するため，

IL－15による35日間の長期処理をラット腸上皮細胞

IEC6に対して行ったところ，MGMT，MLHl，及び，

p16INK4Aの発現の低下が認められた32）．このように，

癌から産生されるサイトカインや増殖因子により，痛周

囲粘膜にepigeneticな変化が惹起されている可能性が示

された．CDKinhibitorで細胞周期抑制作用を持つ

p16INK4Aの発現低下は細胞増殖をもたらすと考えられ，

粘膜過形成の一因となっている可能性が考えられる．ま

た，DNA修復国子であるMGMT，MLHl発現低下は，痛

周囲粘膜に認められる遺伝子変異を2次的にもたらして

いる可能性がある．これは，癌周囲粘膜における遺伝子

変異が必ずしも痛における変異と同一でないことの原因

である可能性もあり，今後の検討が必要である．

2．ヒト大腸癌切除症例を用いた検討

では，このような癌一宿主相互関係はヒト大腸癌にも

認められるのであろうか．そこで，柴膜下層（外膜下層）

浸潤を示すヒト大腸癌切除症例74例を検討した．癌細

胞の増殖活性をKi－671abelingindexにより検討すると，

リンパ節転移陽性例（Dukes’C）34例と，リンパ節転移

陰性例（Dukes，B）40例との間に有意差は認められない

が，痛周囲粘膜の形態学的過形成はDukes，C32例

（94％），Dukes，B16例（40％）と転移例で有意に高頻度で

あり，癌周囲粘膜のKi－671abelingindexによる増殖活

性はDukes’C平均19％に対しDukes，B平均9％と転移

例で有意に高値であった（Fig．5）．次に，痛周囲粘膜で

の血管増殖因子VEGF，bFGF，ILL8の産生及び腫瘍一

腫瘍周囲粘膜間の血管密度を免疫組織化学により検討す

ると，各血管増殖因子の発現，血管密度ともDukes，C

症例では腫瘍部と同等のレベルにまで上昇していたが，

mkes’B症例ではこれらの因子の増加は著明ではなく
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Fig．6．Expressionsofangiogenicfactorsandmicrovesseldensityinhumancoloncancerandtheadjacentmu－
cosa．ExpressionsofVEGF，bFGF，andIL－8，andmicrovesseldensityweresignificantlyhigherinDukes’

CcoloncancercasesthanthoseinDukes’Bcases．

対照粘膜との間に有意差は見られなかった（Fig．6）．こ

のように，痛周囲粘膜の増殖性変化及び血管新生はマウ

ス大腸癌モデルと同様に痛の持つ転移能をよく反映する

ことが確認された．また，Ihkes’B，Cいずれの症例に

おいても，痛周囲粘膜における血管新生因子の発現及び

血管密度は腫瘍内部のそれとほぼ相関しており，ヒト大

腸癌においても痛周囲粘膜が痛の性質を反映した変化を

示すことが明らかとなった19）．

3．痛周囲粘膜過形成性変化の術前転移能マーカーへの

応用

これまでの結果から，大腸癌周囲粘膜の性状は痛の転

移能を反映することが明らかとなったが，大腸癌周囲粘

膜の持つもう一つの臨床的意義は，痛周囲粘膜が内視鏡

的に採取可能であり，これを利用して転移能を術前に予

測することが可能な点である．これまでの多くの報告で

は，痛悪性度は痛の浸潤先進部における各種マーカーと

相関するものの痛表層部では必ずしも先進部と同様の結

果を得られない傾向が見られた．切除してはじめて解析

可能な痛先進部に対し，内視鏡的に採取可能な癌周囲粘

膜はより臨床現場に応用可能であると予想された．これ

を小規模なprospectivestudyにより検討した33）．まず，

先の74例の大腸癌症例の検討から，各種マーカーとリ

ンパ節転移の有無との相関を多変量解析にて検討すると，

検討した痛における各種因子の発現に比較し痛周囲粘膜

におけるKト671abelingindexがリンパ節転移の有無

（Dukes，BvsDukes，C）に対する最も鋭敏なマーカーで

あるという結果が得られた．次に転移の有無を判定する

cutoff値を決定したが，先の74例の痛周囲粘膜におけ

るKi－671abelingindexから，CutOff値により分割される
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Fig．7．Ki671abelingindexinthemucosaadjacentto

COloncancerinendoscoplCalbiopsyspecimens．

Ki671abelingindexinthemucosaadjacentto

colon cancer（left side of the arrows）was

higherinDukes’ccasethanthatinDukes’B

CaSe．
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Dukes，B，C症例における偽陽性，偽陰性の頻度が最も

低くなるように借を設定したところ，15％となった．こ

の結果をもとに大腸癌生検標本の痛周囲粘膜における

Kiー671abelingindexから転移の有無を術前判定し，切

除標本によりその真偽を確認するという検討を行った

（Fig．7）．術前転移判定を行い得た31例では，Dukes’A－

B症例16例中13例で，Dukes，C－D症例15例中12例

で転移の有無を正しく予知し得た（正診率81％）（表1）．

この結果から，痛周囲粘膜におけるKi－671abelingin－

dexを指標とする転移能診断は臨床応用可能であると考

えられた33）．

お　わ　り　に

今回の内容を図4にまとめた．痛は種々の因子を介し

て宿主に対し自己に都合のよい変化をもたらし，自己の

存続・進展のため利用していると考えられる．われわれ

の検討では，IL－15を中心とする痛一宿主相互関係を通

じて，その一端を明らかにすることができたが，この他

にも，RAGE／amphoterin系の関与も注目される34・35）

このような検討の結果，術前転移能診断の可能性が示

唆された．また，痛周囲粘膜が“hyperplasia－derived

angiogenesis，，とも呼び得る血管新生を通じて痛の進展・

転移を促進していると考えられる．今後は，さらに痛と

宿主の微小環境を焦点とした転移促進機構の解明ととも

に，痛周囲粘膜あるいは痛一粘膜相互作用を標的とした

治療の開発も視野に入れた研究を行いたい．
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