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第 1章 緒言 

 大腸癌は部位別がん罹患数、死亡数ともに上位に位置しており、国内で患者

数は毎年増加している。その中で切除不能な進行大腸癌、再発大腸癌も一定の

割合を占めており、これらの治療抵抗性の高い進行・再発大腸癌に対してより

有効な治療法の開発が課題となっている。大腸癌治療においては、術後補助化

学療法の最適化、再発症例に対する手術、化学療法、放射線療法などの集学的

治療の適切な選択が予後の改善に重要な役割を果たしている(1, 2)。大腸癌の診

療では壁深達度、リンパ節転移、遠隔転移からなる Stage 分類が予後の層別化

に用いられているが、近年の抗癌剤の急速な多様化に代表される大腸癌の集学

的治療の進歩に伴い、治療方針の選択に資する情報としては Stage分類のみで

は不十分であることが認識されつつある(3-5)。今後、大腸癌の予後をさらに向

上させるために、個々の腫瘍の悪性度指標や治療効果予測のためのバイオマー

カーの開発に加え、新たな治療標的因子の同定が喫緊の課題となっている。 

癌組織は癌細胞と癌間質で構成される。大腸癌領域では簇出に代表される腫

瘍先進部の癌細胞の脱分化所見が癌の悪性度をよく反映することが知られてい

る(4)。さらに、近年では癌細胞の周囲を取り巻く癌間質の多様性と、これが腫

瘍の浸潤・転移に影響を及ぼす機序が注目されている(6, 7)。癌間質を形成する

骨髄由来の免疫細胞、線維芽細胞、血管内皮細胞や、さらにこれらの間質細胞

の間に介在する細胞外基質（Extracellular matrix: ECM）が活性化した状態で癌

細胞周囲に存在することで、個々の癌に特異的な微小環境を形成していると考

えられている(6)。その中でも癌細胞が浸潤する際に線維芽細胞を主体とした間

質細胞が増生し、膠原線維が領域性をもって蓄積する状態が線維性癌間質反応

（desmoplastic reaction: DR）である(8)。本邦における大腸癌取扱い規約では、

線維成分の多寡を基準に髄様型、中間型、硬性型の 3つに分類する評価方法が
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用いられてきたが(9)、ほとんどの大腸癌は中間型に分類されるため、この評価

の臨床的意義は乏しい状況にある。一方、Ueno らは、大腸癌の間質を量的では

なく質的に評価する方法として、腫瘍の発育先進部に特異的に出現する myxoid

な間質や keloid-like collagen の存在を指標として DR 形態を immature、

intermediate、mature の 3群に分ける「DR 分類」を提唱している。Stage II, III

大腸癌における DR 分類別の 5年無再発生存率（relapse-free survival: RFS）は

immature群で 49～51%、intermediate群で 72～78%、mature群で 85～87%と、

DR 分類が大腸癌の予後予測因子として極めて有用であり(10, 11)、多施設研究

での検討においても予後の層別化が同様に可能であったことが示されている

(4)。また、DR 分類は主組織型、壁深達度、リンパ節転移、脈管侵襲といった

従来の臨床病理学的因子を凌ぐ、独立した予後予測因子であることが示唆され

ており(11)、日本臨床腫瘍研究グループによって現在進行中の『「再発リスク因

子」を有する Stage II 大腸癌に対する術後補助化学療法の有用性に関するラン

ダム化第 III相比較試験（JCOG1805）』では、再発リスクの高い患者を抽出す

るための選択基準の 一つとして DR 分類が使用されている(12)。DR 分類は

Hematoxylin-eosin (HE) 染色標本のみで評価可能であるため簡便性に優れてお

り、実臨床における新たな治療指標となることが期待される。しかしながら、

DR の多様性の背景となる分子生物学的機構は明確になっておらず、さらに癌

の悪性度に関連する機序についても明らかではない。 

DR の形成には、ECM の産生と分解が強く関与しており、癌関連線維芽細胞

（cancer-associated fibroblasts: CAFs）がその中心的な役割を担っていると考えら

れている(7, 13)。腫瘍微小環境で形成されている複雑な細胞間相互作用におい

て、CAFs が細胞外マトリックス分子、成長因子、蛋白質分解酵素、および免

疫調節性サイトカインなどを生成することにより、腫瘍微小環境の調節に重要
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な役割を果たしていることが理解されつつあり(14, 15)、CAFs が癌治療におけ

る標的細胞の一つとなることが期待されている(16-18)。 

さらに、CAFs にはがん幹細胞（Cancer stem-like cell）の幹細胞性をサポート

するニッチ細胞としての役割が示唆されている。がん幹細胞は、①高い造腫瘍

能、②自己複製能、③多分化能を有するがん細胞亜分画と定義され、がん幹細

胞がその形質を変化させながら浸潤、転移能や治療抵抗性を高めていると報告

されている(19, 20)。これに関連する重要なメカニズムとして、上皮間葉転換

（epithelial-mesenchymal transition: EMT）が挙げられる。EMTは、正常発生に

おいて観察される現象で、外胚葉から一部が離脱して未分化性を獲得した後に

中胚葉を構成する過程に重要な役割を担う。腫瘍では、EMTの分子機構下に腫

瘍細胞が上皮細胞としての特性を失い、間葉系の形質を獲得することで浸潤性

を獲得して血管やリンパ管に侵入する。また、脈管に侵入した腫瘍細胞は逆の

過程である間葉上皮転換（mesenchymal-epithelial transition: MET）を通じて、今

度は脈管から転移臓器組織に侵入する。これらの過程を通じてがん幹細胞の特

性を保持している細胞が転移巣を形成すると考えられている(21, 22)。正常組織

では組織幹細胞は様々な支持細胞群からなる微小環境の中で維持されており、

この微小環境は「幹細胞ニッチ」と称される。通常、組織幹細胞はニッチの中

で静止期にとどまっており、ニッチからのシグナルにより自己複製あるいは分

化を開始する。同様に、がん幹細胞もニッチからのシグナルにより自己再生や

増殖分化の制御を受けていると考えられ、がん幹細胞とがん幹細胞ニッチの双

方が癌の再発、転移、薬剤耐性において主要な役割を果たしている(17, 20) 

（図 1）。 

上述した DR 分類が癌間質の形態学的特徴によって大腸癌の予後を層別化で

きることから、DR は CAFs を含むがん幹細胞ニッチの多様性を病理組織学的
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に反映した事象であり、がん幹細胞性に関与するという仮説が立てられる。そ

こで、本研究は、DR 分類別に分離培養した CAFs が大腸癌のがん幹細胞性に

与える影響について明らかにし、さらにその分子生物学的機序を解明すること

を目的とした。 
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第 2章 DR 分類別の CAFs が大腸癌細胞のがん幹細胞性に及ぼす影響 

 

第 1節 背景と目的 

 腫瘍を構成する細胞はすべてが均一ではなく、一部の細胞が正常組織の幹細

胞同様に自己複製能と多分化能の二つの特徴を有するというがん幹細胞仮説は 

1960年代に Bruce らによって初めて提唱され(23)、2006年米国癌学会にて、が

ん幹細胞は「腫瘍内に存在し、自己複製能と腫瘍組織を構成するさまざまな系

統のがん細胞を生み出す能力を併せ持つ細胞」と定義された(6, 24)。1997年、

急性骨髄性白血病の白血病幹細胞が同定されて以来(25)、乳癌(26)、大腸癌

(27)、膵癌(28)、神経膠腫(29)等の多種多様ながん種においてがん幹細胞の存在

が指摘されてきた。がん幹細胞は CD44、CD133 などの代表的な細胞表面マー

カーに加えて Nanog、SOX2、Oct4 などの転写因子の発現によって特徴付けら

れる(30-35)。複数の研究において、CD44、CD133、Nanog、SOX2、Oct4 など

の細胞表面マーカー・転写因子の組み合わせと、in vitroにおけるスフェロイド

の形成によってがん幹細胞の特徴付けが行われている(33, 36-39)。 

がん幹細胞が未分化性を維持しつつ、自己複製能と多分化能という 2大形質

を呈する上で、腫瘍随伴マクロファージや CAFs 等の間質細胞、各種サイトカ

イン、細胞外マトリックスなどによって構成される腫瘍微小環境の関与は必須

であり、これらはニッチと称される(40)。正常造血幹細胞は、骨髄に存在する

骨芽細胞によって構成されるニッチからのシグナルによって幹細胞性を維持し

ていることが知られており(41)、同様に、がん幹細胞にも同様のニッチが存在

すると考えられ(42)、癌が少数の遺残細胞から再発する現象や原発巣と異なる

組織・臓器で少数の細胞から転移巣を形成するメカニズムにはこのがん幹細胞

とニッチの関係が重要な役割を果たすと考えられている(43, 44) （図 1）。近
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年、CAFs には癌の腫瘍形成や増殖・浸潤に抑制的に作用する CAFs と促進的に

作用する CAFs が報告されており、その二面性が注目されている(45-47)。DR

分類が大腸癌の予後と強い関連を示す背景として、CAFs がニッチを介してが

ん幹細胞に及ぼす作用が DR 分類別に異なるのではないかと仮説をたて、これ

を証明するため、大腸癌切除検体より DR 分類別に分離培養した CAFs を用い

て大腸癌のがん幹細胞性への影響について検討を行った。 

 

第 2節 対象と方法 

1) 対象症例 

2017年 3月から 2022年 3月の間、防衛医科大学校病院にて原発巣切除を施

行した深達度 pT3以深の pStage II, IIIの大腸腺癌 56例（右側結腸癌 12例、左

側結腸癌 21例、直腸癌 23例）を対象とし、術直後の切除検体から細胞培養用

検体と新鮮凍結標本用検体をそれぞれ採取した。対象症例は男性 32 人、女性 

24 人であり、平均年齢は 61.1歳であった。なお、術前化学療法を施行した症

例は本研究から除外した。術前に検体採取候補となる全ての患者に対し、防衛

医科大学校倫理委員会から承認を得た文書を用いて同意取得を行った。なお、

本研究の研究計画はヘルシンキ宣言に従って作成し、本校の倫理委員会の承認

を受けた（承認番号 2736・4022）。 

 

2) DR 分類の評価 

 全症例において、通常の病理診断用に作製された HE標本を用いて、既報の

DR 分類の評価法に従い(48)、immature、intermediate、mature の 3 群に分類し

た。すなわち、均一な両染性あるいは好塩基性の細胞外基質が増量した myxoid

な間質が対物 40倍視野全体を占めるものを immature、基準を満たす myxoid な
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間質が存在しない場合には、好酸性のヒアリン化した幅の広い断片状の膠原線

維（keloid-like collagen）が存在するものを intermediate、myxoid な間質および

keloid-like collagen がいずれも存在しないものを mature（一般的に、多層に層化

された細かい線維を認めることが多い）と判定した(10, 12)（図 2）。 

 

3) レーザーマイクロダイセクション（laser-microdissection: LMD）を用いて採

取した大腸癌組織検体における RNA発現の網羅的解析 

 DR 分類別に各 4例、計 12例について、手術検体の摘出直後に採取した癌部

漿膜下層を含む一割面分の標本を、Tissue-Tek OCT Compound TM (Sakura, Tokyo, 

Japan) を用いて包埋し、液体窒素で急速凍結した後、-80℃下に保存した。保

存した標本から 10 μm厚の連続凍結切片を作製し、エタノール加 5%酢酸で 3

分間固定を行った。RNase free 水で洗浄した後、hematoxylin で 30秒間染色

し、切片を風乾した。LMD6000TM（Leica Microsystems, Wetzlar, Germany）を用

いて DR 分類別に腫瘍先進部の腫瘍領域および癌間質領域、正常粘膜下組織を

選択的に採取した（図 3A）。採取したサンプルを RNAeasy mini kit™ (Qiagen, 

Tokyo, Japan) を使用して、total RNAを抽出した。Agilent 2100 Bioanalyzer を用

いて RNA 6000 Pico LabChip™ (Agilent Technologies, Tokyo, Japan) で RNAの精

度評価および定量を行った。 抽出した total RNAは、nCounter® PanCancer 

Progression および Immune Profiling パネル（NanoString Technologies, Seattle, WA, 

USA）(49)を使用して、各サンプルについて 1402種の遺伝子発現を網羅的に評

価した。NanoString nSolver™ 解析ソフトウェアに基づきがん幹細胞性に関連

する 45の遺伝子の正常組織との相対値からがん幹細胞関連スコアを算出した

（図 3B, 4, 表 1）。使用したパネルは既報の論文においても、一般的に使用され

ているものである(50) (51)。 
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4) 細胞培養（大腸癌細胞および線維芽細胞） 

 大腸癌株化細胞 HCT-116、HT-29、および SW480 は、それぞれ American 

Type Culture Collection (ATCC) および Riken BRC cell bank (Riken, Tsukuba, Japan)

から購入した。摘出直後の大腸癌手術検体から癌部および非癌部について約 2-

3 mm 角の漿膜下層組織をそれぞれ採取し、CAFs および非癌部線維芽細胞

（non-cancer-associated fibroblasts: NFs）を培養した（図 5A）。なお、非癌部漿

膜下層組織は切除検体の口側断端（腫瘍から 10cm 以上離れた部位）から採取

した。また、腫瘍の heterogeneity を考慮し、癌部に関しては 1症例あたり 3カ

所の漿膜下組織を採取した。採取した組織を 10%ウシ胎児血清（fetal bovine 

serum: FBS）(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) および抗生剤（100 

IU/ml ペニシリン、100 μg/ml ストレプトマイシン）を含む Dulbecco’s Modified 

Eagle’s medium (DMEMTM) (Wako, Osaka, Japan) 培地上で 37℃、5%CO2の条件

下で培養した。3回以上継代することで、純度の高い CAFs と NFsを抽出し、

それぞれ 3-7継代したものを実験に使用した。DR 分類が immatureである症例

から培養した CAFs を CAFsimmatureとし、同様に CAFsintermediate、CAFsmatureとに区

分して以降の検討に使用した。 

 

5) Sphere formation assay によるがん幹細胞性の評価 

非接着性の 96 well 超低接着プレート (Corning, Corning, NY, USA) を使用し

て、大腸癌株化細胞 HCT116、HT29、および SW480 を下記に示す完全無血清

培地でインキュベートした。1細胞/well、10 細胞/well、102細胞/well、および 

103細胞/well の大腸癌株化細胞を各濃度 24 well ずつに播種し、インキュベー

ション開始から 1週間後に Sphereを形成している well 数の総計を評価した。
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なお、Sphereの形成は直径 100µm 以上のコロニーが存在することと定義し

た。DR 分類別の線維芽細胞が大腸癌株化細胞のがん幹細胞性に及ぼす影響を

評価するため、DR 分類別の 103個の各 CAFs または NFs と 1、10、102、およ

び 103個の大腸癌株化細胞をそれぞれ共培養し、上記と同様に Sphereを形成す

る well 数を評価した。培養中に各濃度（大腸癌株化細胞の濃度勾配：10倍）

において Sphereを形成した well 数からがん幹細胞の割合を定量化して算出さ

れる Cancer stemness frequency を、ELDA Web system [ELDA: Extreme Limiting 

Dilution Analysis for stem cell research (http://bioinf.wehi.edu.au/software/elda)]によ

って解析した(52)。 

 

無血清培地の組成： 

DMEM/F12 (Thermo Fisher Scientific) 

20 ng/mL basic fibroblast growth factor (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) 

20 ng/mL epidermal growth factor (R&D Systems) 

Penicillin-Streptomycin 1% (Thermo Fisher Scientific) 

N2 supplement 1% (Thermo Fisher Scientific) 

Sodium pyruvate 1% (Thermo Fisher Scientific) 

 

6) 培養細胞におけるがん幹細胞性関連遺伝子の発現解析 

がん幹細胞性関連遺伝子（CD44、CD133、Nanog、SOX2、Oct3/4）の発現を

評価するために、DR 分類別の各 CAFs または NFs と大腸癌株化細胞（HCT-

116、HT-29、SW480）をそれぞれ 1 : 1 の比率（各 5.0×104個）で 7日間共培養

した。また、Control として大腸癌株化細胞を単独で培養した。培養細胞に

ISOGEN IITM (Nippon Gene, Tokyo, Japan) を加えてホモジナイズし、製品プロト
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コルに従って total RNA の抽出を行った。単鎖 cDNAの合成は、抽出した total 

RNAを鋳型として Prime Script RT-reagent KitTM (Takara Bio, Otsu, Japan) を用い

て行った。 

 作製した cDNAを鋳型として Thermal Cycler Dice Real-Time System TP800TM 

(Takara Bio) および SYBR Premix Ex Taq IITM (Takara Bio)を用いて CD44、

CD133、Nanog、SOX2、および Oct3/4 の mRNA発現を半定量的に解析した。

リアルタイム PCR に用いたプライマー (Perfect Real Time Support SystemTM, 

Takara Bio) と PCR プロトコルは下記の通りである。 

 

CD44 増幅産物サイズ 85 bp 

Forward primer: 5’-TGTGCTTAACAGGCAATGCTTC-3’ 

Reverse primer: 5’-CTGTCTAAGCCCAGCCCTGA-3’ 

 

CD133 増幅産物サイズ 184 bp  

Forward primer: 5’-AGTGGCATCGTGCAAACCTG-3’ 

Reverse primer: 5’-CTCCGAATCCATTCGACGATA-3’ 

 

Nanog 増幅産物サイズ 72 bp 

Forward primer: 5’-CTGAGATGCCTCACACGGAGA-3’ 

Reverse primer: 5’-CAGGGCTGTCCTGAATAAGCAGA-3’ 

 

SOX2 増幅産物サイズ 82 bp 

Forward primer: 5’-GTGAGCGCCCTGCAGTACAA-3’  

Reverse primer: 5’-GCGAGTAGGACATGCTGTAGGTG-3’ 
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Oct3/4 (POU5F1) 増幅産物サイズ 73 bp 

Forward primer: 5’-GCTGGATGTCAGGGCTCTTTG-3’  

Reverse primer: 5’-TTCAAGAGATTTATCGAGCACCTTC-3’ 

 

GAPDH  増幅産物サイズ 138 bp 

Forward primer: 5’-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3’ 

Reverse primer: 5’-TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3’  

 

PCR プロトコル： 

（初期変性）   95℃、30秒 

（アニーリング・伸長） 95℃、 5秒 → 60℃、30秒（40サイクル） 

 

 全ての反応は二重反復試験で行い、平均値をもって結果とした。PCR の反応

終了後に融解曲線分析にて増幅産物の特異性を確認した。mRNAの相対的発現

量は内因性標準遺伝子である glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

（GAPDH）により発現を補正し、Multiplate RQTM (Takara Bio) ソフトウェアを

用いて⊿⊿Ct 法で評価した。 

 

7) イムノブロット法によるがん幹細胞性関連蛋白質の発現解析 

がん幹細胞性関連蛋白質（Nanog、SOX2、Oct4）の発現を評価するために、

DR 分類別の各 CAFsまたは NFs と大腸癌株化細胞（HCT-116、HT-29、

SW480）をそれぞれ 1 : 1 の比率（各 5.0×104個）で 7日間共培養した。また、

Control として大腸癌株化細胞を単独で培養した。 
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培養したサンプルにそれぞれ 2×sodium dodecyl sulfate (SDS) -sample buffer お

よび還元剤を加え、Bioruptor® (BM Equipment, Tokyo, Japan) で破砕し、12,000 

rpmで 10分間遠心した後、100℃で 5分間インキュベートした。各試料 80μl 中

の蛋白質を SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) (12.5%アクリルアミド

ゲル) により分離し polyvinylidene difluoride (PVDF) 膜 (GE Healthcare, Tokyo, 

Japan) に転写した。PVDF 膜に Block-AceTM (DS Pharma Biomedical, Osaka, 

Japan) を添加し、2時間室温で撹拌した後にマウス抗 Nanog抗体 (5 μg/mL, 

#1E6C4; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA)、ラビット抗 SOX2 抗体 

(5 μg/mL, ab97959; Abcam, Cambridge, UK)、ラビット抗 Oct4 抗体 (5 μg/mL, 

#2840S; Cell Signaling Technology) およびマウス抗 GAPDH抗体 (1 μg/mL, 

ab125247; Abcam) とそれぞれ 4℃で一晩インキュベートした。一次抗体との反

応後に 0.1%の Tween®-20を含む PBS (PBS-T) で 10分間、計 3回洗浄し、

horseradish peroxidase (HRP) 抗体 (DAKO, Grostrup, Denmark) と室温で 2時間反

応させた。標的とした免疫反応性バンドの検出については、PBS-T にてメンブ

ランを 10分間、計 5 回洗浄し、ECL 試薬 (Thermo Fisher Scientific) を加えて 5

分間反応させた後、Image Quant LAS 4000 システム TM (GE Healthcare Japan) に

より評価し、抗 GAPDH 抗体のバンドを Control として定量化した。蛋白質の

発現は、Image J (https://imagej.nih.gov/ij/) を用いて解析した。 

 

8) ALDEFLUOR assay による Aldehyde dehydrogenase (ALDH) 1活性細胞の評価 

ALDH1は各種組織幹細胞に広く発現しており、がん幹細胞でも高度に活性

化していることが報告されている(53)。大腸癌株化細胞単独または DR 分類別

の各 CAFs と共培養したものについて、ALDEFLUOR assay kit (Stem Cell 

Technologies, Durham, NC, USA) を用いて ALDH1活性を定量化した。評価対象
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の細胞を、ALDH1基質である BODIPY🄬-amino acetaldehyde (BAAA) 1.5 mM を

加えたバッファーで 37℃, 60分インキュベートし反応させることで、

BODIPY🄬-amino acetate (BAA) が産生され蛍光発色する ALDH1高活性の細胞

をフローサイトメトリーによって分離した。なお、ALDH1に特異的な阻害剤

である diethylaminobenzaldehyde (DEAB) を用いて Negative Control とした。フ

ローサイトメーターとして FACS Aria II TM (BD Bioscience, New Bedford, MA, 

USA) を使用し、Negative Control に対する fluorescein isothiocyanate (FITC) 陽性

細胞の割合を ALDH1 高活性細胞の割合とした。 

 

9) マウスを用いた腫瘍異種移植による tumor formation assay 

動物実験における全ての手順は、防衛医科大学校における実験動物の管理と

使用に関するガイドラインに従って実施した。（組換え DNA実験従事者承認番

号：522、動物実験倫理審査承認番号：18005） 

in vivo における腫瘍形成能を評価するために、ルシフェラーゼと Venus 融合

蛋白質 (ffLuc-cp156) を恒常的に発現する大腸癌株化細胞（HCT-116ffLuc-cp156お

よび HT-29ffLuc-cp156）を次の要領で作製した。 

 HCT-116および HT-29と lentivirus上清 (ffLuc-cp156) を 48時間共培養して

核酸導入を行ったのち継代を繰り返し、ffLuc-cp156陽性細胞（HCT-116ffLuc-cp156

または HT-29ffLuc-cp156）を、Cell Sorter SH800STM (SONY, Tokyo, Japan) を用いて

分離した。得られた細胞の 95％以上が緑色蛍光蛋白質 (GFP, green fluorescent 

protein) 陽性であることを確認した(54)。 

作製した HCT-116ffLuc-cp156 または HT-29ffLuc-cp156 細胞（それぞれ 1 × 102個、

1 × 103個、および 1 × 104個ずつ）と DR 分類別に培養した CAFsmatureまたは

CAFsimmature（1 × 104個）を 50 µl の PBS に懸濁し、BALB/cSlc-nu/nu マウス（オ
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ス, 5〜6週齢, SLC, Shizuoka, Japan）の背部皮下に懸濁した細胞を注入移植し

た。In Vivo Imaging System (IVIS)-100 (Xenogen Corporation, Alameda, CA, USA)

を用いた生物発光イメージングにて、移植細胞の生着を毎週監視し、平均光子

数 (Total Flux) の測定を行った(55)。大腸癌株化細胞のみの移植を Control とし

た。各移植細胞をそれぞれマウス 3匹の背部左右に１ヶ所ずつ、計 6 ヶ所に移

植した。最終的な腫瘍の生着の有無を移植後 14日目に判断し、移植の 28日後

に 5%イソフルランの吸入にて対象マウスを犠死させた。Sphere formation assay

と同様に Cancer stemness frequency を、ELDA Web system によって解析した。 

 

10) 統計学的解析 

 独立した連続変数における 2群間の比較には、Student’s t 検定または Mann-

Whitney U検定を使用した。3群以上の比較には、Kruskal-Wallis 検定を使用し

た。Kruskal-Wallis 検定にて有意差が示された場合には Steel-Dwass 検定を用い

て多重比較を行った。2群間の関連は、カイ二乗検定で検討し、母集団が少な

く期待値が 5未満となる場合には Fisherの直接確率法を使用した。p 値 < 0.05

を有意とし、各統計計算は JMP® Pro 14ソフトウェア (SAS Institute, Cary, NC, 

USA) を用いて行った。 

 

第 3節 結果 

1) DR 分類別の RNA発現の網羅的な評価におけるがん幹細胞関連スコアおよび

EMT関連遺伝子との関連 

LMDを用いて採取した mRNA発現の網羅的解析による腫瘍領域のがん幹細

胞関連スコアの中央値は、mature群で–1.6（範囲：–2.9～–0.8）、intermediate群

で–0.5（–3.6～0.6）、immature群で 1.6（0.6～6.9）であり、immature群で mature
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群や intermediate群よりも有意に高かった（vs mature群 p < 0.01、vs 

intermediate群 p < 0.05）（図 3B）。また、癌間質領域における同スコアの中央

値は、mature群で–1.6（–4.5～3.2）、intermediate群で–0.3（–1.9～0.3）、immature

群で 1.7（1.0～2.7）であり、intermediate群より immature群で有意に高かった

が（p < 0.05）、癌間質領域においては、mature群と immature群に有意差は認め

なかった。がん幹細胞性に関与すると報告されている EMT関連遺伝子の発現

を検討したところ、TWIST1、TWIST2、および CDH2 を含む 20以上の EMT関

連遺伝子が immature群で高発現している遺伝子として検出された（図 4）。さ

らに、がん幹細胞性に関連する代表的な遺伝子である SOX2 は、腫瘍領域、癌

間質領域ともに mature群に比較して immature群で高発現していた。 

 

2) DR 分類別の CAFs 培養細胞による大腸癌株化細胞のがん幹細胞性への影響

（in vitroにおける検討） 

 原発巣の DR 分類別の CAFs 培養に成功した 45例（mature、intermediate、

immature それぞれ 15 症例）の CAFs を実験に使用した。CAFs の性質を確認す

るため、定性 PCR により、線維芽細胞マーカーの-smooth muscle actin 

(αSMA)、fibroblast-specific protein-1 (FSP-1)、fibroblast activation protein (FAP) が

陽性であることを確認するとともに、単球マーカーの Cluster of differentiation 14 

(CD14)、血管内皮マーカーの CD31、リンパ球マーカーの CD45、造血系前駆細

胞マーカーの CD34、腸管上皮マーカーの cytokeratin 20 (CK20) が陰性である

ことを確認した（図 5B）。 

in vitroの検討（以下のア～エの検討）では、大腸癌株化細胞のみでの培養環

境下でのサンプルの評価値を基準として（Control 群）、NFs および CAFs 共培

養環境下でのサンプルの評価値を相対値で算出し、各 CAFs との共培養群の解
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析値について NFs との共培養群を対照群として比較検討を行った。 

 

ア) Sphere formation assay によるがん幹細胞性の評価 

 Control 群と比較して、CAFs との共培養により形成される Sphereは大きい傾

向を示した（図 6A）。NFs との共培養群と比較して CAFsintermediate、CAFsimmature

との共培養群では Sphereを形成した well 数が有意に増加しており、ELDA の解

析による Cancer stemness frequency の平均値（±SD）は、NFs、CAFsmature、

CAFsintermediate、CAFsimmature共培養群において、HCT116 ではそれぞれ 2.9±1.2、

2.3±1.0、5.5±3.9、10.2±8.1、HT29ではそれぞれ 2.6±2.0、3.1±1.9、5.4±

4.7、6.2±4.2、SW480 ではそれぞれ 1.9±0.7、2.2±2.1、4.0±2.4、8.5±4.6で

あり、いずれも CAFsintermediate、CAFsimmatureとの共培養群で有意に高頻度であっ

た（各 15例、全て p < 0.01）（図 6B）。一方、CAFsmatureの共培養群では NFs の

共培養群と有意な差を認めなかった。 

 

イ) リアルタイム PCRによるがん幹細胞性関連遺伝子発現の評価 

DR 分類別の CAFs または NFs と大腸癌株化細胞（HCT116）の共培養下にお

ける培養細胞群のがん幹細胞性関連遺伝子（CD44、CD133、Nanog、SOX2、

Oct3/4）の mRNA発現を評価した。大腸癌株化細胞のみの培養環境下でのサン

プルの評価値を基準とすると、各がん幹細胞性関連遺伝子の発現はいずれの遺

伝子も CAFsimmature、CAFsintermediate、CAFsmatureとの共培養群の順でより高度な発

現を示し、特に、CAFsimmatureとの共培養で、CD44は 8.8±3.4倍、CD133 は 7.6

±5.7倍、Nanogは 7.7±3.0倍、SOX2 は 3.0±1.7倍、Oct3/4 は 10.5±4.2倍

（いずれも平均値±SD）であり、NFs との共培養群と比較してすべての遺伝子
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が有意に高発現していた（全て p < 0.01）（図 7）。CAFsmatureとの共培養では、

NFs との共培養群と比較して遺伝子の発現が低下する傾向を認めたが、有意差

は認めなかった。また、他の大腸癌株化細胞（HT-29、SW480）を使用しても

同様の傾向を認めた。HT-29の検討においては、CAFsintermediateとの共培養にお

いても NFs との共培養群と比較して CD133を除くすべての遺伝子の発現が有

意に高発現していた。 

 

ウ) イムノブロット法によるがん幹細胞性関連蛋白質の発現の評価 

 DR 分類別の各 CAFs または NFs と大腸癌株化細胞（HCT116）の共培養にお

けるがん幹細胞性に関与する Nanog、SOX2、Oct4 の蛋白質の発現を、大腸癌

株化細胞のみの培養環境下でのサンプルの評価値を基準として評価した。NFs

との共培養群で Nanog は 3.6±1.5 倍、SOX2 は 7.5±1.4倍、Oct4 2.2±1.6倍

（いずれも平均値±SD）であった。CAFsintermediateとの共培養群で Nanog は 6.1

±4.6倍、SOX2 は 18.8±4.2倍、Oct4 7.0±3.8 倍であり、CAFsimmatureとの共培

養群では Nanogは 11.9±7.8倍、SOX2 は 35.2±8.9倍、Oct4 は 8.5±6.2倍であ

った。NFs との共培養群と比較した場合、CAFsintermediateと CAFsimmatureとの共培

養群において、これらのがん幹細胞性関連蛋白質が有意に高発現していた（全

て p < 0.01）（図 8）。一方、CAFsmatureとの共培養群では Nanog は 2.1±0.5倍、

SOX2 は 3.6±0.5倍、Oct4 は 1.3±0.5倍であり、いずれも NFs との共培養群に

比較してがん幹細胞性に関連する蛋白質の発現が有意に低かった。 

以上の結果については、他の大腸癌株化細胞（HT-29、SW480）を使用して

も同様の傾向を認めた。 
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エ) ALDEFLUOR assay による高 ALDH1活性細胞集団の評価 

 各共培養のサンプルの解析に先立って、大腸癌株化細胞、NFs、DR 分類別の

各 CAFs のみの細胞分布を確認し、大腸癌株化細胞の細胞分布に沿ってゲーテ

ィングしてから、各共培養サンプルの ALDH1 活性を評価した（図 9A）。大腸

癌株化細胞 HCT116の検討における ALDH1 活性の高い細胞群比率（平均値±

SD）は、NFs、CAFsmature、CAFsintermediate、CAFsimmature共培養群でそれぞれ 8.4±

1.7%、7.6±3.0%、12.5±1.8%、18.1±3.4%であり、NFs との共培養群と比較し

て CAFsintermediate、CAFsimmatureとの共培養群では ALDH1活性の高い細胞群比率

が有意に高かったが（CAFsintermediate共培養群: p < 0.05、CAFsimmature共培養群: p 

< 0.01）（図 9B）、CAFsmatureとの共培養群では有意差を認めなかった。また、

HT29、SW480 を用いた検討でも、同様に CAFsintermediate、CAFsimmatureとの共培

養群では ALDH1活性の高い細胞群比率が有意に高かった。 

 

3) DR 分類別の CAFs 培養細胞による大腸癌株化細胞のがん幹細胞性への影響

（in vivo における検討） 

DR 分類別に培養した CAFsmatureまたは CAFsimmatureと蛍光発色させた大腸癌株

化細胞 HCT-116ffLuc-cp156との共培養細胞のマウス皮下異種移植モデルにおける

検討では、移植より 14日後に IVIS Imaging System により測定された発光強度

（total flux: 平均値）は、移植細胞数 102、103、104の順に CAFsmature共培養群

でそれぞれ 1.0×105、2.0×105、2.1×107であるのに対して、CAFsimmature共培養

群ではそれぞれ 1.9×106、6.0×106、5.4×108であり、CAFsimmature共培養群で有

意に発光強度（生着率）が高かった（図 10A）。ELDAにより算出される

Cancer stemness frequency も HCT116単独移植群（Control 群）で 0.017、

CAFsmature共培養群で 0.18、CAFsimmature共培養群で 1.8であり、CAFsimmature共培
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養群で有意に高度であった（図 10B）。また、HT-29ffLuc-cp156を用いた共培養細

胞のマウス皮下異種移植モデルにおいても、同様に CAFsimmature共培養群で有意

に Cancer stemness frequency が高度であった。 

 

第 4節 考察 

癌間質を形成する CAFs は膠原線維等の細胞外マトリックスを産生する主た

る細胞であり、癌細胞や腫瘍随伴マクロファージを含めた間質細胞とシグナル

伝達を行って、腫瘍動態を制御している。しかし、CAFs の生物学的機能には

多様性があることが分かってきており、CAFs の特性が異なればその分子生物

学的機能・特性も異なると考えられている(7, 56, 57)。近年では、腫瘍の増殖、

遊走、浸潤を促進する CAFs だけではなく、それらの機能に対して抑制的に作

用する CAFs も報告されている(14)。DR 分類は腫瘍浸潤先進部の癌間質を形態

学的に評価する分類法であるが、その評価基準である myxoid な間質や keloid-

like collagen の形成に CAFs が中心的な役割を担っていると考えられるため、

DR 分類が異なる CAFs ではそれぞれ異なる機能を有していることが推測され

る。本検討により、DR 分類別に培養された各 CAFs が機能的に異なる集団で

あることが示された。 

CAFs が腫瘍の形成、浸潤、遊走等に促進的に機能することは多数報告され

ており、肺癌や乳癌において CAFs が癌のがん幹細胞性の誘導に与える影響に

も注目が集まっている(19, 58)。一方、前述の通り腫瘍の浸潤や増殖に抑制的に

作用する CAFs の存在も報告されていることから(45-47)、がん幹細胞性に及ぼ

す影響にも多様性があると考えられる。本研究では、DR が immatureである大

腸癌患者が予後不良である理由として、immature症例の腫瘍微小環境において

は、腫瘍細胞に有利ながん幹細胞性変化があると仮説を立てた。そして、DR
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分類別に分離培養した CAFsimmatureが CAFsmatureに比較して大腸癌株化細胞のが

ん幹細胞性を著しく促進させることを複数の検討で明らかにした。これらの結

果は、CAFsimmatureが大腸癌細胞の浸潤、転移能や治療抵抗性に関与しているこ

とを示唆している。 

DR 分類の指標となる keloid-like collagen と myxoid な間質は、腫瘍の浸潤先

進部に特異的に観察される形態学的特徴であり、腫瘍の浸潤・増殖の過程にお

ける一過性の間質細胞の表現型と考えられる。すなわち、腫瘍進展に抑制的な

CAFs が matureな間質を形成し、促進的な CAFs が intermediateや immatureな

間質を形成すると考えられる。本検討では、CAFsimmatureが大腸癌株化細胞のが

ん幹細胞性を促進することが再現性をもって示された。一方、CAFsmatureについ

ては、がん幹細胞性関連蛋白質の評価から、NFs に比較してむしろがん幹細胞

性を抑制している可能性が示唆された。しかしながら、がん幹細胞性関連蛋白

質以外を評価項目とした検討では、がん幹細胞性の促進作用は認めないもの

の、抑制的な作用も確認できておらず、マウスを用いた腫瘍異種移植による

tumor formation assay の検討を含めて、CAFsmatureががん幹細胞性を抑制するか

否かについては今後の研究課題であると考える。 

 本研究にはいくつかの限界が存在する。第 1に、今回の検討に使用した

CAFs は DR 分類別に大腸癌手術検体から採取しているが、腫瘍先進部の DR に

は多様性があるため、厳密に DR 分類の判定に一致した癌間質部の CAFs を採

取・培養できていたかの確証はない。第 2に、本研究における大腸癌株化細胞

の異種移植モデルは、増殖や浸潤といった通常の大腸癌の生物学的な発育過程

を反映しているものではない。ヒト由来の CAFs をマウス生体内へ異種移植し

た場合、マウスの生体内で CAFs が長期間生存することは難しいことが知られ

ており、今回の異種移植モデルの結果は、DR 分類別に培養された CAFs が大
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腸癌株化細胞の増殖や生物学的特性永続的に作用するとは考えにくい。それで

も、CAFs がマウス生体内における大腸癌株化細胞の生着に一定の役割を果た

し、マウス内での腫瘍の増殖に影響を与えたことは確実と考えられた。第 3

に、本検討のほぼすべての実験系では CAFs と大腸癌株化細胞を共培養したま

ま検討に用いているため、がん幹細胞性の関連遺伝子や蛋白質がいずれの細胞

に由来するのかが確定できていない。このため、大腸癌株化細胞のがん幹細胞

性に対して CAFs が及ぼす影響を正確に捉えられていない可能性がある。これ

を解決すべく、大腸癌株化細胞と CAFs を共培養した後にマグネットソーティ

ング等で特定の細胞を分離・抽出を試みたが、細胞へのダメージが大きく死細

胞が増加したため、サンプルを適切に解析できなかった。このため、フローサ

イトメーターを用いた ALDEFLUOR assay により腫瘍細胞分画に特異的な評価

を追加することで、がん幹細胞性の変化が実際に大腸癌株化細胞で生じている

ことを確認した。 

 

第 5節 小括 

 CAFs と共培養した大腸癌株化細胞のがん幹細胞性は、CAFs を採取した大腸

癌の DR 分類によって異なった変化を示していた。CAFsimmatureは CAFsmatureと

比較して大腸癌株化細胞のがん幹細胞性を有意に亢進させ、DR が immatureで

ある症例の腫瘍悪性度に関与している可能性が示された。 
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第 3章 DR 分類別の CAFs が大腸癌細胞のがん幹細胞性に影響を及ぼす機序 

 

第 1節 背景と目的 

第 2章において、DR 分類別に CAFs を分離培養し大腸癌株化細胞と共培養

を行った場合、CAFsmatureに比較して CAFsimmatureとの共培養において大腸癌株

化細胞のがん幹細胞性が有意に亢進することを見出した。一方、CAFs が大腸

癌のがん幹細胞性に影響を及ぼし、その影響が DR 分類別に異なることに関す

る機序については明らかではない。がん幹細胞のニッチと考えられている間葉

系細胞は、トランスフォーミング成長因子 β（Transforming Growth Factor-β: 

TGF-β）、上皮成長因子（Epidermal Growth Factor: EGF）等の細胞増殖因子や、

腫瘍壊死因子 α（Tumor Necrosis Factor α）、インターロイキン（IL-1β、IL-6、

IL-8）等の炎症性サイトカインを分泌することにより、がん幹細胞の増殖や分

化に必要なシグナル経路を活性化もしくは制御していると考えられている(16, 

40, 59)。 

その中でも、CAFs は様々な液性因子の分泌により癌細胞の浸潤や転移を促

している(60-63)。また、癌細胞の浸潤において重要な現象である EMT は、が

ん幹細胞性と密接な関係にあるとされている(64, 65)。当講座では、過去に

ECM の構成要素である Periostin (POSTN)の発現量が DR 分類と密接な関係性を

持つこと見出している(66)。POSTNは歯・骨の形成に関与する蛋白質として同

定され、別名は骨芽細胞特異因子 2 (Osteoblast-specific Factor-2)として知られて

おり(67)、細胞外マトリックス蛋白質とマトリセルラー蛋白質としての特徴を

合わせ持っており、アレルギー疾患を中心とした慢性炎症性疾患や、組織の線

維化を伴う疾患に関与しているとして研究が進められてきた(68)。さらに、悪

性腫瘍との関連について着目されており、癌間質中の CAFs から産生されて間
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質の線維化に関与するだけでなく、様々な腫瘍において癌細胞の増殖、遊走、

浸潤等にかかわっているとの報告がなされており(69-71)、近年がん幹細胞性へ

の関与も示唆されている(72, 73)。また、POSTN は TGF-β シグナルを介して

CAFs から分泌が誘導されるとの報告もあることから(74-76)、CAFsimmatureが大

腸癌株化細胞のがん幹細胞性を亢進させる機序に関与している可能性が高いと

推測した。本検討では、POSTNおよび POSTN の発現やがん幹細胞性に関与す

るとされる TGF-β シグナルに着目し、DR 分類別の各 CAFs における POSTN

の発現、POSTNと TGF-β シグナルとの相互作用を評価することで、DR 分類と

がん幹細胞性が関連する分子生物学的背景の一端を解明することを目的とし

た。 

 

第 2節 対象と方法 

1) 対象症例 

第 2章と同じ pT3 以深の大腸癌症例 56例を対象とした。 

 

2) POSTNの免疫染色 

 腫瘍先進部を含む代表割面のホルマリン固定パラフィン包埋標本を 4 μm 厚

に薄切し、以下の通り免疫染色を行った。キシレンによる脱パラフィンおよび

濃度勾配をつけたエタノールを用いて親水処理した後に、オートクレーブにて

121℃、15分間の抗原賦活を行った。5%過酸化水素水に 10分間浸透して内因

性ペルオキシダーゼの阻害を行ったのち、スキムミルクにて非特異的反応を抑

制した。一次抗体反応として 100倍希釈したラビット抗 POSTN 抗体 

(ab14041, Abcam) を用いて 4℃で一晩インキュベートした。二次抗体は

EnvisionTM + system anti-goat (DAKO) を使用して室温で 2時間反応させた。次
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いで 0.1%diaminobenzidine (DAB) 溶液で 10 分間の発色を施し、最後に

hematoxylin で 2分間の核染色を加えた。 

 

3) POSTNの蛍光二重免疫染色 

薄切したホルマリン固定パラフィン包埋切片を 100倍希釈ラビット抗 POSTN 

モノクローナル抗体 (ab14041, Abcam) に加え、100倍希釈マウス抗 CD68 モノ

クローナル抗体 (clone PG-M1, M0876; DAKO)、100倍希釈マウス抗 FSP-1モノ

クローナル抗体 (ab218511; Abcam)、もしくは 100倍希釈マウス抗SMA モノ

クローナル抗体 (clone 1A4; Dako) を用いて蛍光二重免疫染色を行った。 

一次抗体反応までの手順は上述の免疫染色と同様の手順で行い、二次抗体と

して Alexa Fluor 488標識抗ラビット IgG抗体 (ab150077, Abcam)、Alexa Fluor 

594標識抗マウス IgG 抗体 (ab150116, Abcam) を使用し、1時間常温で反応さ

せた後、DAPI溶液 (VECTASHIELD Mounting Medium with DAPI; Vector 

Laboratories, Paris, France) を用いて核染色を行った。免疫蛍光顕微鏡 Leica SP8

共焦点顕微鏡 (Leica Microsystems) を用いて評価した。 

 

4) 細胞培養（大腸癌細胞および線維芽細胞） 

 第 2章第 2節 4) に記載した培養細胞を使用した。 

 

5) リアルタイム定量 PCR による遺伝子発現解析 

 第 2章で作製した cDNAを鋳型として Thermal Cycler Dice Real-Time System 

TP800TM (Takara Bio) および SYBR Premix Ex Taq IITM (Takara Bio) を用いて

CD44、CD133、Nanog、SOX2、Oct3/4、POSTN および TGF-β1の各 mRNA発

現を半定量的に評価した。リアルタイム PCR に用いた POSTNおよび TGF-β1
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のプライマー (Perfect Real Time Support SystemTM, Takara Bio) は下記の通りであ

る。なお、CD44、CD133、Nanog、SOX2、Oct3/4、GAPDHのプライマー、

PCR プロトコル、解析方法は第 2章第 2節 6) と同様である。 

 

POSTN 増幅産物サイズ 146 bp 

Forward primer: 5’-CGAGATCATCAAGCCAGCAGAG-3’ 

Reverse primer: 5’-TGGTTGGCACAAATAATGTCCAG-3’ 

 

TGF-β1 増幅産物サイズ 130 bp 

Forward primer: 5’-AGCGACTCGCCAGAGTGGTTA-3’ 

Reverse primer: 5’-GCAGTGTGTTATCCCTGCTGTCA-3’ 

 

6) イムノブロット法による各種蛋白質の発現解析 

大腸癌株化細胞、CAFs、NFs、培養上清、および共培養を施行したサンプル

におけるがん幹細胞関連蛋白質発現および TGF-β シグナルに関わる Smad2/3 の

活性を評価するため、第 2章第 2節 7) と同様の手法で評価した。大腸癌株化

細胞における Smad2/3 のリン酸化は、ラビット抗 Smad2抗体 (5 μg/mL, 

#D43B4; Cell Signaling Technology)、ラビット抗 Phospho-Smad2抗体 (5 μg/mL, 

Ser465/467, #138D4; Cell Signaling Technology)、ラビット抗 Smad3抗体 (5 

μg/mL, #C67H9; Cell Signaling Technology) 、ラビット抗 Phosho-Smad3 抗体 (5 

μg/mL, Ser423/425、#C25A9; Cell Signaling Technology) を用いて評価した。 

TGF-β シグナルの阻害に関する検討では、TGF-βR1阻害薬である SB431542

（Merck, Darmstadt, Germany）を終濃度 0.5 μM および 1 μM となるように培地

に添加し、SB431542の存在下または非存在下で大腸癌株化細胞と CAFsimmature
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を 24時間共培養したサンプルを使用した。 

 

7) LMDを用いて採取した大腸癌組織検体の癌間質における RNA発現の網羅的

解析 

第 2章第 2節 3) において採取した癌間質組織の RNA発現（正常組織との相

対値）を nCounter® PanCancer Progression および Immune Profiling パネルによ

って網羅的に解析し、その結果から Nanostring nSolver™ 解析ソフトウェアに

て TGF-β シグナルに関連する 49の遺伝子群（表 2）の発現に基づき TGF-β シ

グナルスコアを算出した。 

 

8) Enzyme-linked immuno-sorbent assay (ELISA) 法による TGF-β1の測定 

無血清培地における大腸癌株化細胞と DR 分類別の各 CAFs との共培養上清

およびそれぞれの単独培養上清を細胞培養開始から 48時間後に回収し、培養

上清中の TGF-β1蛋白質の濃度を ELISA 法にて測定した。TGF-β1の濃度測定

には TGF-β1 ELISAキット (DB100B; R&D Systems) を用いて、発色強度を

iMark microplate reader (Bio-Rad) で測定した。 

 

9) POSTNの発現抑制が in vitro実験系でのがん幹細胞性亢進状態に与える影響

の評価 

 POSTN small interfering RNA (siRNA) として 3種類の lentivirus vector（いずれ

もMerck）ならびに非標的 siRNA vector (mock)（QIAGEN, Venlo, Netherlands）

を準備した。予備実験として各 lentivirus vector による POSTNの発現抑制効果

についてイムノブロット法を用いて検討し、抑制効果があることを確認できた

2種類の siRNA（si1 および si2）を以降の検討に使用した（図 11）。2 種類の
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siRNAのコード配列は以下の通りである。 

siPOSTN1: 5'-GAUCCAUGGAGAGCCAAUU-3'  

siPOSTN2: 5'-GACAACAAAUGGUUAAUU-3'  

si mock: 5'-AATTCTCCGAACGTGTCACGT-3'  

 

上記で用意した 2種の siRNA vector （si1および si2）または siRNA vector 

(mock) をそれぞれ CAFsimmatureにトランスフェクションし、CAFsimmature 

siPOSTN1、CAFsimmature siPOSTN2および CAFsimmature mockを作製した。また、

CAFsmatureについても同様に各 vectorによる siRNA導入を行った。これらを使

用し、第 2章第 2節 5)～8)と同様の手法で Sphere formation assay、がん幹細胞

性関連遺伝子と蛋白質の発現解析、および ALDEFLUOR assay を行って POSTN

のノックダウンにより CAFs が大腸癌のがん幹細胞性に及ぼす影響に変化が生

じるか否かを評価した。 

 

10) POSTN の発現抑制が in vivo実験系でのがん幹細胞性亢進状態に与える影響

の評価 

siRNA vector (si1、si2) または siRNA vector (mock) でトランスフェクション

した CAFsmatureまたは CAFsimmature (1 × 104個) と HCT-116ffLuc-cp156または HT-

29ffLuc-cp156を第 2章第 2節 9)と同様の要領でマウスの背部皮下に注入移植し

た。また、腫瘍細胞の注射後 3日ごとに、siPOSTN1および siPOSTN2 with 

AteloGene Systemic use (Koken, Tokyo, Japan) または si mock with AteloGene 

(Koken) を腫瘍近傍に注射した。第 2章第 2節 9) と同様の手順で移植後 14日

目に IVIS-100によって生着率（発光強度）を判定した。移植の 28日後に 5%イ

ソフルランの吸入にて対象マウスを犠死させ、Cancer stemness frequency を、
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ELDA Web system によって解析した。 

 

11) 統計学的手法 

 第 2章第 2節 10) に記載した方法で評価した。 

 

第 3節 結果 

1) DR 分類別の POSTN の発現 

ア) DR 分類別の蛍光二重免疫染色による POSTN の発現と局在の検討 

 DR 分類別の手術検体のパラフィン薄切切片に対し、CAFs のマーカーである

αSMAおよび POSTN の蛍光二重免疫染色を施行したところ、図 12に示すよう

に、いずれの DR 分類の標本においても POSTN は腫瘍細胞に殆ど発現してい

なかった。一方、DR が intermediateおよび immatureの間質では POSTN が広範

囲に発現していた（図 12, 13A）。また、POSTN 陽性細胞は CAFs のマーカーで

ある αSMAや FSP-1 とも共染色を示したが、腫瘍関連マクロファージのマーカ

ーである CD68陽性細胞には POSTN の発現を認めなかった（図 13B）。POSTN

は間質細胞の中でも CAFs の局在に一致して発現していることが示された。 

 

イ) DR 分類別の CAFs および大腸癌株化細胞における POSTNの発現 

DR 分類別に分離培養した各 CAFs から mRNAを抽出し、定量的 PCR により

POSTN mRNAの発現を評価したところ、POSTN の発現は CAFsmatureで 27.1±

24.7 (GAPDHとの発現比：平均値±SD)、CAFsintermediateで 30.6±26.6、

CAFsimmatureで 194.8±109.6であり、CAFsmatureおよび CAFsintermediateに比較し

て、CAFsimmatureで有意に高かった（いずれも p < 0.05）（図 14A）。本研究に使

用したいずれの大腸癌株化細胞においても POSTN 蛋白質の発現はほぼ認めな

かった（図 14B）。一方、DR 分類別の各 CAFs の培養細胞およびその培養上清
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の評価では、CAFsimmature＞CAFsintermediate＞CAFsmatureの順で POSTN蛋白質が有

意に高発現していた（図 14C）。  

 

2) DR 分類と TGF-β シグナルの関連 

ア) DR 分類別の RNA発現の網羅的な評価における TGF-β シグナル関連遺伝子

の発現 

 LMDにより採取された癌間質組織の mRNA発現の網羅的解析による TGF-β

シグナル関連遺伝子の発現に関して、TGF-β シグナルスコアの中央値は mature

群で–2.1（範囲：–7.4～–0.1）、intermediate 群で 0.8（–1.0～3.8）、immature群で

1.7（1.4～2.3）であり、mature群に比較して immature群で有意にスコアが高か

った（図 15A）。 

  

イ) CAFs および培養上清における TGF-β1の発現 

 定量的 PCR にて、DR 分類別に分離培養した各 CAFs における TGF-β1の発

現を評価したところ、TGF-β1 mRNAの発現は CAFsmatureで 0.53±0.06（GAPDH

との発現比：平均値±SD）、CAFsintermediateで 1.21±0.24、CAFsimmatureで 1.25±

0.16であり、CAFsmatureと比較して CAFsintermediateおよび CAFsimmatureで有意に高

度であった（図 15B）。一方、DR 分類の各 CAFs の培養上清中の TGF-β1蛋白

質の濃度について ELISA で分析したところ、各 CAFs の単独培養上清では有意

な差を認めなかった（図 15C）。また、大腸癌株化細胞 HCT116および HT29 の

単独培養上清でも DR 分類別の各 CAFs の単独培養上清でも TGF-β1 の濃度は

有意な差を認めなかった。しかしながら、上記の大腸癌株化細胞と DR 分類別

の各 CAFs を共培養した培養上清では CAFsmatureとの共培養と比較して、

CAFsintermediate、CAFsimmatureとの共培養で有意に TGF-β1の濃度が上昇した。 
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ウ) TGF-β シグナルの阻害が CAFsimmatureの共培養系におけるがん幹細胞性に与

える変化 

大腸癌株化細胞と CAFsimmatureの共培養におけるがん幹細胞性の亢進状態に対

し、TGF-β シグナルの阻害が及ぼす影響を調べるため、TGF-β 受容体キナーゼ

阻害剤 SB431542 を上記の共培養に添加し、イムノブロット法で TGF-β シグナ

ルにおける Smad2/3 のリン酸化抑制の有無を確認するとともに、がん幹細胞関

連蛋白質の発現の変化を検討した。大腸癌株化細胞 HCT116 と CAFsimmatureとの

共培養において、SB431542 0.5 μM および 1 μM の添加いずれにおいても、

TGF-β シグナルにおける Smad2/3 のリン酸化が有意に抑制されていることを確

認した（図 16）。大腸癌株化細胞 HT29についても同様の結果であった。ま

た、がん幹細胞性関連蛋白質の発現は HCT116 と CAFsimmatureとの共培養群では

Nanogは 0.59±0.14（平均値±SD）、SOX2 は 0.22±0.16、Oct4 は 0.69±0.14で

あったが、TGF-β シグナルの阻害（SB431542 1 μM の添加）により Nanog は

0.26±0.04、SOX2 は 0.13±0.05、Oct4 は 0.21±0.04となり、いずれも発現レベ

ルが有意に低下した（図 17）。HT29の検討でも同様の結果が示された。 

 

3) CAFs における POSTN の発現抑制ががん幹細胞性亢進状態に与える影響 

－in vitroの検討－ 

ア) Sphere formation assay でのがん幹細胞性の変化 

 大腸癌株化細胞（HCT-116および HT-29）と CAFs mock、CAFs siPOSTN1ま

たは siPOSTN2とを共培養した際の Cancer stemness frequency の変化について、

大腸癌細胞株単独培養を Control として評価した。ELDAの解析による Cancer 

stemness frequency（平均値±SD）は CAFsimmature mock、CAFsimmature siPOSTN1、

および CAFsimmature siPOSTN2 との共培養群において、HCT116 を用いた検討で
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はそれぞれ 9.2±4.4、3.4±1.7、2.9±1.9、HT29 ではそれぞれ 8.2±2.7、4.3±

1.9、3.7±2.1であり、いずれの大腸癌株化細胞においても CAFsimmature mock群

と比較して、CAFsimmature siPOSTN 群では Cancer stemness frequency が有意に低

下した（図 18）。一方、CAFsmature siPOSTN群では CAFsmature mock群に比べて

Cancer stemness frequency に有意な差は認めなかった。 

 

イ) DR 分類別の各 CAFs におけるがん幹細胞性関連遺伝子発現の変化 

大腸癌株化細胞（HCT-116および HT-29）と CAFs mock、CAFs siPOSTN1ま

たは siPOSTN2とを共培養した際のがん幹細胞性関連遺伝子（CD44、CD133、

Nanog、SOX2、Oct3/4）の発現の変化について大腸癌株化細胞のみの培養環境

下でのサンプルの評価値を基準として定量的 PCR で評価した。HCT116 におけ

る検討では、各がん幹細胞性関連遺伝子の発現は、CAFsimmature mock との共培

養において、CD44は 4.9±1.0倍、CD133は 4.0±0.8倍、Nanogは 3.8±0.3

倍、SOX2 は 1.4±0.1 倍、Oct3/4 は 5.9±1.0倍（平均値±SD）であり、

CAFsimmature siPOSTN1との共培養において CD44 は 1.2±0.1倍、CD133 は 1.0±

0.3倍、Nanog は 1.4±0.1倍、SOX2 は 0.9±0.2倍、Oct3/4 は 1.3±0.7 倍、

CAFsimmature siPOSTN2との共培養において CD44 は 0.7±0.4倍、CD133 は 0.9±

0.1倍、Nanog は 1.5±0.9倍、SOX2 は 0.8±0.3倍、Oct3/4 は 1.4±1.1 倍であ

り、CAFsimmature mock群に比較して CAFsimmature siPOSTN群で SOX2 を除くがん

幹細胞性関連遺伝子の発現は有意に低下した（図 19）。また、HT29における検

討では CAFsimmature mock 群に比較して、CAFsimmature siPOSTN群でいずれのがん

幹細胞性関連遺伝子の発現も有意に低下した。一方、CAFsmature siPOSTN 群で

は CAFsmature mock群と比較して、一部を除くがん幹細胞性関連遺伝子の発現に

有意な差を認めなかった。 
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ウ) イムノブロット法におけるがん幹細胞性関連蛋白質発現よび Smad2/3 リン

酸化の変化 

大腸癌株化細胞（HCT-116および HT-29）と CAFs mock、CAFs siPOSTN1ま

たは siPOSTN2とを共培養した際のがん幹細胞性関連蛋白質（Nanog、SOX2、

Oct4）の発現について評価した。いずれの大腸癌株化細胞の検討においても

CAFsimmature mock群と比較して、CAFsimmature siPOSTN群でがん幹細胞性関連蛋

白質が有意に低下した（図 20）。一方、CAFsmature siPOSTN群では mock 群と比

較してがん幹細胞性関連蛋白質の発現が概ね低下したが、一部を除いて有意な

差を認めなかった。また、TGF-β シグナルにおける Smad2/3 のリン酸化を評価

したところ、いずれの大腸癌株化細胞においても、CAFsimmature mock 群に比較

して CAFsimmature siPOSTN 群で Smad2/3 のリン酸化が有意に低下していた。一

方、CAFsmature mock群と CAFsmature siPOSTN群の比較では、一部を除き、両群

に有意差を認めなかった。 

 

エ) ELISAによる培養上清の TGF-β1蛋白質の濃度の比較 

NFs、DR 分類別に培養した各 CAFs を用いて、CAFsmatureおよび CAFsimmature

における POSTNの発現抑制が、培養上清中 TGF-β1 蛋白質の濃度に与える変化

を ELISA法で検討した。Control は各大腸癌株化細胞のみの培養上清で検討を

行った。TGF-β1蛋白質の濃度の平均値（±SD）は、CAFsimmature mock、 

CAFsimmature siPOSTN1および CAFsimmature siPOSTN2 との共培養群において、

HCT116 の検討ではそれぞれ 1944±341 pg/ml、491±165 pg/ml、358±118 

pg/ml、HT29の検討ではそれぞれ 1439±227 pg/ml、350±110 pg/ml、220±78 

pg/ml であった。いずれの大腸癌株化細胞においても、CAFsimmature mock 共培養
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群において TGF-β1は高濃度であったが、CAFsimmature siPOSTN共培養群では

TGF-β1の濃度が有意に低下した（図 21）。一方、CAFsmature mock共培養群と比

較して CAFsmature siPOSTN 共培養群で TGF-β1 の濃度は低下している傾向を認

めたものの、両群に有意差を認めなかった。 

 

オ) ALDEFLUOR assay における高 ALDH1活性細胞集団の変化 

大腸癌株化細胞（HCT-116および HT-29）と CAFs mock、CAFs siPOSTN1お

よび CAFs siPOSTN2とを共培養した際の ALDH1活性の高い細胞群の比率につ

いて検討した。高 ALDH1活性の細胞群の比率（平均値±SD）は、HCT116 に

よる検討では CAFsimmature mock、CAFsimmature siPOSTN1、CAFsimmature siPOSTN2

共培養群でそれぞれ 11.4±2.7%、3.6±0.2%、4.0±0.7%、HT29による検討では

8.5±2.6%、3.1±0.4%、3.4±0.8%であり、いずれの大腸癌株化細胞において

も、CAFsimmature mock共培養群に比較して、CAFsimmature siPOSTN共培養群では

高 ALDH1活性を示す細胞群の比率が有意に減少した（図 22）。一方で、

CAFsmature mock群に比較して CAFsmature siPOSTN群でも高 ALDH1 活性を示す

細胞群が減少する傾向を認めたが、一部を除き両群に有意差を認めなかった。 

 

5) CAFs における POSTN の発現抑制ががん幹細胞性亢進状態に与える影響 

－in vivo の検討－ 

IVIS Imaging System により測定された発光強度（total flux: 平均値）は、

HCT-116ffLuc-cp156の移植細胞数 102、103、104の順に CAFsimmature mock 共培養群

でそれぞれ 1.4×107、5.3×108、1.4×109であるのに対して、CAFsimmature 

siPOSTN (siPOSTN1 または siPOSTN2) 共培養群ではそれぞれ 7.9×104、8.8×

105、1.9×107であり、CAFsimmatureと混合した HCT-116ffLuc-cp156の生着細胞量
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は、CAFs に対する POSTN の発現抑制によって有意に低下した（図 23A）。こ

の結果を用いて ELDA から算出された Cancer stemness frequency は、

CAFsimmature mock共培養群で 1.77、CAFsimmature siPOSTN 共培養群で 0.05 であ

り、CAFsimmatureでは mock群に比較して siPOSTN 群で Cancer stemness frequency

が有意に低下していることを確認した（図 23B）。 

さらに、HT-29ffLuc-cp156細胞を用いた検討においても、発光強度は移植細胞数 

102、103、104の順に CAFsimmature mock共培養群でそれぞれ 3.4×106、2.5×

107、1.5×109であるのに対して、CAFsimmature siPOSTN共培養群ではそれぞれ

1.3×105、4.6×106、1.9×107であり、CAFsimmatureと混合した HT-29ffLuc-cp156の生

着細胞量は CAFs における POSTNの発現抑制によって有意に低下しており、

HCT-116ffLuc-cp156の検討と同様の結果が得られた。Cancer stemness frequency にお

いても、HCT-116ffLuc-cp156における検討と同様に有意に低下していることを確認

した（図 23B）。 

一方、いずれの細胞群においても CAFsmatureでは mock群と siPOSTN 群との

間に発光強度（生着率）および Cancer stemness frequency に関して有意な差を

認めなかった。 

 

第 4節 考察 

 本検討から、CAFsmatureに比較して CAFsimmatureでは POSTNおよび TGF-β1が

有意に高発現しており、さらにこれらの因子が大腸癌のがん幹細胞性に影響を

及ぼしていることが強く示唆された。 

当講座における過去の検討にて、DR が matureな間質に比較して DR が

immatureな間質では POSTNが高発現していることを報告しているが(66)、本研

究においても DR 分類別に分離培養した各 CAFs において POSTNの発現強度が
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異なることを確認した。POSTN は、マウスの骨芽細胞に発現している接着蛋

白質として同定され(77, 78)、正常な生体組織ではほぼ検出されないが、炎症や

悪性腫瘍の組織に高度に誘導されることが判明している(79-81)。POSTN は

ECM 中の多機能な蛋白質として、腫瘍微小環境の形成に寄与しており、乳癌で

は CAFs 由来の POSTN が腫瘍の転移を促進させることが報告されている(82, 

83)。また、肺癌においても POSTNががん幹細胞ニッチの形成に関与している

とされており(58)、がん幹細胞性を変化させる因子として POSTNが注目されて

いる(84, 85)。 

POSTNの発現には TGF-β シグナル（特に TGF-β1）が関与しており、POSTN

および TGF-β1の相互作用によりがん幹細胞性を亢進させることが、近年、大

腸癌以外の癌種で報告されている(74, 75)。TGF-β 受容体複合体のリガンドであ

る TGF-β1は TGF-β シグナルを活性化することにより腫瘍形成および転移を促

進する等、多くの生物学的プロセスで重要な役割を果たしている(86, 87)。膵臓

癌間質における骨髄由来の間葉系幹細胞から分化した正常な線維芽細胞は、

TGF-β シグナルに応答して CAFs に移行することが報告されており(88)、腫瘍

微小環境における TGF-β シグナルの活性化は CAFs の増殖にも影響を与えてい

る。本検討においても、癌間質の TGF-β シグナルの活性は DR 分類により大き

く異なり、DR が immatureである癌間質で TGF-β シグナルの活性が有意に高度

であるとともに、TGF-β1 mRNAは CAFsimmatureで有意に高いことが確認され

た。 

また、TGF-β1の分泌には大腸癌細胞と CAFs との直接的な相互作用が必要で

あることが示され、大腸癌株化細胞と CAFsimmatureとの共培養の検討では、がん

幹細胞性の亢進に Smad2/3 のリン酸化が関連しており、CAFsimmatureのがん幹細

胞性の亢進に TGF-β シグナルが関与していると考えられた。これに加えて、
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CAFs における POSTN の発現抑制ががん幹細胞性に及ぼす影響を評価するため

に行った今回の in vitro および in vivo の検討により、CAFsimmatureによる癌細胞

のがん幹細胞性の亢進は、POSTN のノックダウンにより有意に抑制され、同時

に TGF-β1/Smad2/Smad3のシグナルも抑制されることが明らかとなった。 

以上より、癌細胞と CAFs との直接的な相互作用により腫瘍および CAFs か

らの TGF-β1の分泌が増強され、TGF-β シグナル（TGF-β1）を介したがん幹細

胞性の亢進に POSTN が重要な役割を果たしていると考えられた。 

なお、今回は POSTN や TGF-β1 などの CAFs から産生される一部の因子

に着目したが、間質細胞から分泌されるその他の様々な成長因子、ケモカイ

ン、サイトカイン等も癌細胞の浸潤、遊走、転移の促進において複合的に作用

しており、CAFsimmatureによるがん幹細胞性の亢進においても POSTN や TGF-β1

以外の液性因子が複雑に関与している可能性が否定できない。がん幹細胞性亢

進過程における TGF-β1/POSTNカスケードの占める役割の大きさを特定できて

おらず、今後の検討課題として挙げられる。さらに、癌細胞と CAFs との直接

的な相互作用により腫瘍および CAFs からの TGF-β1の分泌が上昇することが

分かっているが、TGF-β1の分泌が亢進している細胞の同定、およびその機序

の解明には至っておらず、今後更なる検討が必要である。 

 

第 5節 小括 

 CAFsmatureと比較して CAFsimmatureでは POSTN が高発現しており、これが

CAFs による大腸癌細胞のがん幹細胞性の促進に関与していることが示唆され

た。CAFs から分泌された POSTNは TGF-β1 および Smad2/3 のシグナル伝達を

介して大腸癌のがん幹細胞性を促進しており、大腸癌細胞と CAFsimmature の直

接的な相互作用により TGF-β1の分泌が促進されることで、さらにがん幹細胞
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性を亢進させていると考えられた。 
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第 4章 DR 分類別の CAFs における POSTN と IL-6/STAT3シグナルの関与 

 

第 1節 背景と目的 

第 3章において、CAFsimmatureに POSTNが高度に発現しており、これが TGF-

β1と Smad2/3 のシグナル伝達を介してがん幹細胞性を促進させていることが判

明した。過去の当講座における検討でも、DR 分類が intermediate または

immatureである癌間質には POSTN が高度に発現することを確認しているが

(66)、その要因として DR を構成している主たる細胞である CAFs の特性が大き

いと考えられるものの、それ以外にも腫瘍微小環境におけるその他のインター

ロイキンをはじめとする炎症性サイトカイン等、様々な因子が関連している可

能性がある。POSTN の発現は TGF-β により増加するとの報告があるが(77)、

Interleukin-4 (IL-4) や Interleukin-13 (IL-13) (89)、bone morphogenic protein-2 

(BMP2) (90)などの因子によっても誘導されることが分かっている。さらに、大

腸癌領域においても、CAFs における IL-6/STAT3 シグナルの活性化を介して、

POSTNの分泌が促進されるとの報告もあり(73)、CAFs からの POSTN の分泌に

は腫瘍微小環境におけるインターロイキンとも重要な関係性を持っていること

が推測される。 

本検討では、腫瘍微小環境におけるインターロイキンの発現と DR 分類別の

各 CAFs から分泌される POSTNとの関連について評価した。 

 

第 2節 対象と方法 

1）対象症例 

第 2章、第 3章で対象とした pT3以深の大腸癌症例 56例を対象とした。 
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2）LMDを用いて採取した大腸癌組織検体の癌間質における RNA発現の網羅

的解析 

第 2章第 2節 3) において採取した癌間質組織の RNA発現を nCounter® 

PanCancer Progression および Immune Profiling パネルによって網羅的に解析

し、その結果からインターロイキン関連遺伝子の発現を Nanostring nSolver™ 

解析ソフトウェアを使用して網羅的な発現解析を行い、インターロイキンに関

連する 38の遺伝子（表 3）の正常組織との相対値から、インターロイキン関連

スコアを算出した。 

 

3) 細胞培養（大腸癌細胞および線維芽細胞） 

 第 2章第 2節 4) に記載した培養細胞を使用した。 

 

4) リアルタイム定量的 PCR による遺伝子発現解析 

 第 2章で作製した cDNAを鋳型として Thermal Cycler Dice Real-Time System 

TP800TM (Takara Bio) および SYBR Premix Ex Taq IITM (Takara Bio) を用いて各

種 IL-4、IL-13、IL-6、IL-6R の mRNA発現を半定量的に解析した。リアルタイ

ム RT-PCR に用いたプライマー (Perfect Real Time Support SystemTM, Takara Bio) 

は下記の通りである。なお、GAPDHのプライマー、PCR プロトコル、解析方

法は第 2章第 2節 6) と同様である。DR 分類別の癌間質における IL-4、IL-

13、IL-6の mRNA発現は GAPDH を Control とした相対値として、CAFs にお

ける IL-6R mRNAの発現は同一症例の NFs での発現の相対値として評価した。 

 

IL-4 増幅産物サイズ 127 bp 

Forward primer: 5’-CTCGCCTACAAAGCCCAGAG-3’  
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Reverse primer: 5’-GTGTCCTTCTCATGGTGGCT-3’  

 

IL-13 増幅産物サイズ 147 bp  

Forward primer: 5’-CAGAGGATGCTGAGCGGATT-3’  

Reverse primer: 5’-AAACTGGGCCACCTCGATTT-3’  

 

IL-6 増幅産物サイズ 101 bp  

Forward primer: 5’-TGCCAGCCTGCTGACGAAG-3’  

Reverse primer: 5’-AACAATCTGAGGTGCCCATGCTAC-3’ 

 

IL-6R 増幅産物サイズ 91 bp  

Forward primer: 5’-TGTTGACGAGGCCTTTGGTAA-3’  

Reverse primer: 5’-CCGTGTGAACTCAGAGCCTGATA-3’  

 

5) CAFs の培養上清中における各インターロイキンおよび POSTN濃度の測定 

DR 分類別の各 CAFs（各群 3例）の無血清培地における培養上清を、細胞培

養開始から 48時間後に回収した。Quantibody® Human Cytokine Array 4000 Kit. 

(Ray Biotech, Peachtree Corners, GA, USA)にて ELISA 法によるサイトカイン濃度

の網羅的な評価を行い、培養上清中の各インターロイキンの濃度を測定した。

また、網羅的解析以外の IL-6および POSTN の濃度の評価に関しては IL-6 

ELISAキット (D6050: R&D Systems) および POSTN ELISAキット (EHPOSTN: 

Invitrogen) を使用し、iMark microplate reader (Bio-Rad) を用いて発色強度を測

定した。 
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6) POSTN刺激が CAFs の IL-6分泌および IL-6R 発現に及ぼす影響の評価 

POSTNを添加した刺激が CAFs の培養上清中の IL-6濃度や CAFs の IL-6R 発

現へ及ぼす影響を評価するために、DR 分類別の各 CAFs（各群 5例）を無血清

培地で培養し、終濃度 1 μM となるように IgG（Control）または recombinant 

human POSTN (rhPOSTN) (3548-F2; R&D Systems) を培地に添加し、24 時間培養

した後、培養上清を回収するとともに、培養細胞をホモジネートして各サンプ

ルを作製した。なお、rhPOSTNの添加による CAFs の IL-6R mRNAの変化に関

する検討は、GAPDH との相対値として評価した。 

 

7) IL-6刺激が CAFs の STAT3活性および POSTNの分泌に及ぼす影響の評価 

 IL-6を添加した刺激が CAFs に与える影響を評価するために、CAFsmatureおよ

び CAFsimmature（各群 5例）の培養において、終濃度が 1 μM となるように rhIL-

6 (206-IL; R&D Systems) または IgG（Control）をそれぞれ培地に添加し、rhIL-

6の存在下または非存在下で 24時間培養した後、培養上清を回収した。回収し

た培養上清中の POSTN 蛋白質を ELISA法で評価した。 

 

8) IL-6の阻害による CAFs のがん幹細胞性に及ぼす影響の変化に関する評価 

 IL-6 の阻害によって CAFs のがん幹細胞性への影響に変化が生じるかを評価

するために、CAFsmature および CAFsimmature（各群 5 例）と IL-6 中和抗体 (Anti 

NeutraKine® IL-6 neutralization antibody) (69001-1-Ig; Proteintech Group, Rosemont, 

IL, USA) を用いて検討した。IL-6 中和抗体または IgG（Control）をそれぞれ終

濃度が 1 μM となるように大腸癌株化細胞と CAFs の共培養の培地に添加し、IL-

6中和抗体の存在下または非存在下で、大腸癌株化細胞と CAFs を 7日間共培養

した。培養液の交換、および中和抗体の追加投与を培養開始から 3 日目に行っ
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た。7日間の共培養後、培養細胞をホモジネートして、サンプルを作製した。各

サンプルついてがん幹細胞性（Nanog、SOX2、Oct4 の発現）の変化をイムノブ

ロット法で評価した。 

 

ウ）統計学的手法 

第 2章第 2節 10) に記載した方法で評価した。  

 

第 3節 結果 

1) DR 分類別の網羅的 RNA発現評価におけるインターロイキン関連 mRNAの

発現 

LMDを用いて採取された癌間質領域の mRNA発現の網羅的解析におけるイ

ンターロイキン関連スコアの中央値は、mature群で–3.0（範囲：–5.0～–2.1）、

intermediate群で–0.3（–6.2～4.0）、immature群で 4.0（3.5～4.5）であり、

immature群でスコアが有意に高かった（p < 0.05）（図 24A）。また、インターロ

イキン関連 mRNAのヒートマップでは多くのインターロイキンが immature症

例を全て含むクラスターで高発現していることが示され、その中には IL-4、IL-

13、IL-6といった POSTN の分泌に関与しているインターロイキンも含まれて

いた（図 24B）。正常間質部に比較して癌間質部での IL-4 mRNA 発現は mature

群で平均 12.4倍、intermediate群で 20.2倍、immature群で 43.2倍であり、

mature群や intermediate 群と比較して immature群で有意に高発現していた（図

25A）。同様に IL-13 mRNA の発現も mature 群で平均 13.1倍、intermediate群で

28.3倍に対し immature群で 56.5倍であり、immature群で有意に高度であった

（図 25B）。一方、IL-6 mRNAに関しては mature群で平均 23.4倍、intermediate

群で 62.2倍、immature群で 36.9倍であり、他に比較して intermediate群で有意
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に高度であった（図 25C）。 

 

2) DR 分類別に培養した各 CAFs の培養上清中のインターロイキン濃度 

DR 分類別の各 CAFsにおける培養上清中の IL-4濃度は mature 群で平均 1063 

± 118 pg/ml、intermediate群で 1562 ± 91 pg/ml、immature群で 1415 ± 26 pg/ml で

あり、各群に有意な差は認めなかった（図 26A）。同様に、IL-13 濃度も mature

群で 平均 1141 ± 115 pg/ml、intermediate群で 1520 ± 62 pg/ml、immature群で

1571 ± 116 pg/ml であり、各群間に有意差を認めなかった（図 26B）。一方、IL-

6濃度は mature群で 296 ± 183 pg/ml、intermediate群で 869 ± 718 pg/ml、

immature群で 1654 ± 1058 pg/ml であり、すべての群間に有意な差を認めた（全

て p < 0.05）（図 26C）。 

 

3) DR 分類別の各 CAFs における IL-6R の発現 

DR 分類別の CAFs（各群 8例）における IL-6R mRNAの発現（同一症例の

NFs との発現比）は、mature群の平均 1.1倍、intermediate群の 1.1 倍に比較し

て immature群で 1.7 倍と、 immature群で有意に高発現していた（vs mature群 

p < 0.05；vs intermediate 群 p < 0.05）（図 27A）。また、培養上清中の sIL-6R 濃

度も mature群で 750 ± 183 pg/ml、intermediate群で 674 ± 135 pg/ml であり、両

者に比較して immature群では 1341 ± 287 pg/ml と有意に高値であった（vs 

mature群 p < 0.01；vs intermediate 群 p < 0.01）（図 27B）。 

 

4) DR 分類別の各 CAFs における rhPOSTN添加による IL-6分泌の変化 

DR 分類別の各 CAFsの培養上清中の IL-6 濃度は CAFsmatureでは IgGを添加し

た Control 群 204 ± 131 pg/ml に対して rhPOSTN 添加群では 493 ± 170 pg/ml、
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intermediate群では Control 群 496 ± 171 pg/mlに対して rhPOSTN添加群で 910 ± 

667 pg/ml であり、いずれも rhPOSTNの添加で IL-6濃度が上昇する傾向を示し

たが、有意な差は認めなかった。一方 immature群では、Control 群 836 ± 144 

pg/ml に対して rhPOSTN 添加群では 1895 ± 143 pg/ml であり、rhPOSTN 添加に

より培養上清中の IL-6濃度が有意に上昇した（p < 0.01）（図 28A）。 

 

5) DR 分類別の各 CAFs における rhPOSTN添加による IL-6R 発現の変化 

DR 分類別の CAFs での IL-6R mRNA発現は、intermediate群では IgG を添加

した Control 群 261 ± 115 に対して rhPOSTN添加群で 514 ± 221、immature群で

は Control 群 279 ± 168 に対して rhPOSTN添加群で 579 ± 200 であり、いずれも

POSTN刺激により IL-6R mRNA発現が有意に上昇した（intermediate群 p < 

0.01；immature群 p < 0.01）（図 28B）。一方、mature群では IL-6R mRNA の発

現は Control 群と rhPOSTN 添加群の間に有意な変化を認めなかった。 

 

6) CAFsmatureおよび CAFsimmatureにおける rhIL-6添加による STAT3活性および

POSTN分泌の変化 

IL-6刺激によって CAFsimmatureでは IgGを添加した Control 群に比較して

STAT3のリン酸化が有意に亢進した（p < 0.01）（図 29）。一方、CAFsmatureでは

rhIL-6の添加により STAT3のリン酸化がやや促進されたが、有意差は認めなか

った。また、IL-6刺激によって CAFsimmatureは Control 群に比較して培養上清中

の POSTNの濃度が上昇したのに対して、CAFsmatureでは Control群と IL-6刺激

群の間に有意な変化を認めなかった（図 30）。 

 

7) 大腸癌株化細胞と DR 分類別の各 CAFsとの共培養における IL-6阻害による
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がん幹細胞性の変化 

図 31に示すように、HCT116を用いた検討では、CAFsimmatureとの共培養に対

する IL-6中和抗体の添加により Nanogの発現が有意に抑制されたが（p = 

0.0069）、SOX2 および Oct4 については発現が抑制される傾向を示したもの

の、有意差は認めなかった。HT29を用いた検討では、CAFsimmatureとの共培養

では Nanog、SOX2、Oct4 のいずれのがん幹細胞性関連蛋白質も IL-6 中和抗体

を添加することにより発現が有意に抑制された（Nanog p < 0.0001；SOX2 p = 

0.0003；Oct4 p < 0.0001）。一方、CAFsmatureとの共培養では、HT29を用いた検

討において、IL-6中和抗体の添加により Nanog、SOX2 の発現が抑制されたが 

（Nanog p = 0.017；SOX2 p = 0.037）、Oct4 では有意な変化を認めなかった。 

 

第 4節 考察 

 本検討から、CAFs からのインターロイキンの放出量には DR 分類別に差が

あり、特に immatureである癌間質では POSTN と IL-6が相互的に positive 

feedback を来している可能性が示された。 

第 3章の検討において DR が immatureである癌間質では POSTNの発現量が

高度であることが判明したが、その癌間質には IL-4、IL-13、IL-6 をはじめと

して複数のインターロイキンが高発現していることが分かった。喘息や慢性

副鼻腔炎のようなアレルギー疾患の分野では IL-4、IL-13によって POSTN の

発現が誘導されることが報告されており(91)、同様に大腸癌でも CAFs から放

出された IL-4、IL-13 により、CAFs での POSTN の分泌が誘導されていると考

えられる。IL-4、IL-13は他のサイトカインと同様に細胞表面に存在する受容

体を介してシグナルを伝達している(92)。IL-4の受容体には、IL-4Rαと Type 

II IL-4R が存在し、Type II IL-4R は IL-13の受容体でもあることから IL-13Rα1
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とも称されている。これらの受容体に IL-4、IL-13が結合することにより、主

に JAK/STAT経路を介してシグナル伝達が行われることが知られている(93, 

94)。気管支喘息などの疾患では Th2細胞等から分泌された IL-4、IL-13が間

質に存在する種々の細胞に対して情報伝達することで、線維芽細胞による線

維化、血管内皮細胞の接着分子の発現、B 細胞の Ig E産生などに作用してい

る(93, 95)。本検討では DR が immatureである癌間質では IL-4、IL-13 が高度に

発現していたが、CAFs から分泌される IL-4、IL-13には DR 分類別に有意な

差は存在しなかった。このため、DR が immatureな癌間質では上記の気管支喘

息と同様に Th2細胞等の免疫細胞から IL-4 や IL-13が分泌されていると推察

された。今回の検討では、免疫細胞と CAFs との相互作用については評価でき

ておらず、今後は免疫細胞と CAFs とのクロストークについても検討を重ねて

いく必要がある。 

本検討では、CAFs における POSTNと IL-6/STAT3 シグナルの関連に着目し

た。DR が intermediate や immatureである間質では IL-6の mRNA 発現が高度で

あり、CAFsimmatureでは IL-6R が高発現していた。このため、IL-6/STAT3 シグナ

ルの活性が POSTNの分泌促進に働くという仮説を立てた。腫瘍の局所に形成

される炎症性微小環境では、CAFs から分泌された POSTNが腫瘍の細胞表面

に存在する Integrin αVβ3 や Integrin αVβ5などのレセプターを介して YAP-TAZ

シグナル伝達路を活性化し、癌細胞からの IL-6分泌が促進される。さらに、

CAFs に存在する IL-6R を介して JAK2-STAT3 シグナル伝達経路を活性化さ

せ、CAFs からの POSTN の分泌がさらに促進されるという positive feedback 機

構の存在が考えられている(73)。本検討の結果から CAFsimmatureでは、CAFsmature

と比較して IL-6R の発現が高度であり、POSTN 刺激による CAFs での IL-6R の

発現増強についても DR 分類別に差があることが示された。さらに、
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CAFsimmatureからの IL-6の分泌についても、他の CAFs に比較して POSTN の刺

激による差異が存在した。これらの新たな知見については過去に報告されてお

らず、今後さらに検討を重ねることで DR 分類型と POSTNの発現量が関連す

る機序を明らかにする必要がある。CAFs から分泌される IL-6が JAK/STAT シ

グナル伝達経路を介して p53の誘導を抑制することにより癌細胞の増殖や化学

療法の治療抵抗性に影響しているという報告は散見されるものの(96-101)、IL-

6/STAT3シグナルの経路と POSTNの関連について検討した報告は僅かである

(73, 97)。今回の検討において、CAFsimmatureにおいて POSTNと IL-6/STAT3 シ

グナルの間に positive feedback 機構が存在しているという仮説は確からしいも

のとなった。さらに、IL-6中和抗体によりこれらのシグナルを阻害することに

より、大腸癌細胞と CAFs とのクロストークによるがん幹細胞性の亢進を抑制

できる可能性も見出せた。一方、本検討はイムノブロット法のみによる解析結

果であり、今後 2章に示した Sphere formation assay、がん幹細胞性関連遺伝子

の発現解析、および ALDEFLUOR assayによって再現性の検証を実施する必要

がある。 

 

第 5節 小括 

 CAFsimmatureでは IL-6分泌が高度であるとともに IL-6R が高発現しており、同

CAFs における POSTN と IL-6/STAT3 シグナルの相互 positive feedback 機構の存

在が示唆された。IL-6/STAT3 シグナルを標的とした POSTNの抑制により、大

腸癌細胞のがん幹細胞性を制御できる可能性が示された。 
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第 5章 全体の考察 

 癌間質の形態的特徴に基づく大腸癌の DR 分類は有望な新規予後因子として

注目されている(4, 11)。本研究では、DR 分類が腫瘍の悪性度と密接に関連する

機序の一端を明らかにするために、腫瘍微小環境における大腸癌細胞と間質の

主要構成因子である CAFs の相互作用に着目して解析を行った。他癌種では

CAFs ががん幹細胞ニッチとして腫瘍のがん幹細胞性を亢進させる作用を有す

ることが報告されているが(13, 102)、本研究では DR 分類別に大腸癌 CAFs を分

離培養して検討に用いることで、CAFs ががん幹細胞性に及ぼす影響は一律で

はないことを明らかにした。すなわち、CAFsimmatureが大腸癌のがん幹細胞性を

有意に亢進させることが確認され、CAFsmatureはがん幹細胞性に対してむしろ抑

制的に作用している可能性が示唆された。 

DR 分類型によって ECM を構成する POSTN の発現量が異なることは既に当

講座から報告しているが(66)、本研究では癌間質から培養した CAFs において

も POSTNの発現および分泌能が DR 分類別に異なっており、CAFsmatureに比較

して CAFsimmatureで POSTN の発現が高度であることを確認した。さらに、他癌

種では POSTNの発現および分泌は癌間質中の TGF-β1 と相互作用を有するとさ

れているが(74, 75)、本研究にて大腸癌においても POSTNによって TGF-β1の

分泌や Smad2/Smad3のリン酸化に変化を来すことが確認され、POSTN は TGF-

β シグナルを介して大腸癌のがん幹細胞性に影響を及ぼしていると結論した

（図 32）(75)。さらに、腫瘍微小環境におけるインターロイキンと CAFs の関

連において、IL-6/STAT3 シグナルを介した POSTN の分泌促進が報告されてい

る(73)。本研究では DR 分類型別に CAFs のインターロイキン分泌を評価し、

CAFsimmatureでは IL-6Rが高度に発現していると共に IL-6の分泌能も高いことが

確認され、これらは POSTNによって誘導されていることが示唆された。
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CAFsimmatureでは POSTN と IL-6/STAT3シグナルに positive feedback 機構が存在

しており、これによって POSTN の分泌が強く促進されることが、CAFsimmature

が大腸癌のがん幹細胞性を亢進させる重要な機序であると考えられた。さらに

本研究を通じ、特に CAFsimmatureにおいて POSTN や IL-6の制御によりがん幹細

胞性を抑制するスキームが成立することが示唆され、将来的に CAFs を標的と

した新規治療のバイオマーカーとして DR 分類を利用できる可能性があると考

えた。本研究の成果が、極めて予後不良である immatureな癌間質を有する大腸

癌症例に対する新たな治療法の開発基盤になることを期待したい。 
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第 6章 結論 

DR 分類別の CAFs が大腸癌細胞のがん幹細胞性に与える影響に関して以下

のことを明らかにした。 

1）DR 分類別に腫瘍部、癌間質部を評価することにより、DR が matureな腫瘍

と比較して immatureな腫瘍ではがん幹細胞性に関与する遺伝子群が有意に

高発現していた。さらに、DR 分類別に培養した CAFs と大腸癌のがん幹細

胞性との関連を評価したところ、CAFsmatureに比較して CAFsimmatureが大腸癌

細胞のがん幹細胞性を有意に亢進させることを確認し、CAFs ががん幹細胞

に及ぼす影響が DR 分類によって異なることが明らかとなった。 

2）DR が immatureな癌間質では POSTNが有意に高発現しており、CAFs を用

いた検討においても CAFsmatureに比較して CAFsimmatureで POSTNが高度に産

生されており、分泌量も多いことが確認された。また、POSTNの発現は、

大腸癌と CAFs の相互作用によって誘導され、特に CAFsimmatureで亢進して

いた。CAFsimmatureでは POSTNの高度な分泌により TGF-β1 および Smad2/3

の動態に及ぼす影響が大きくなっており、TGF-β シグナルを介した機序に

より大腸癌のがん幹細胞性を亢進している可能性が示された。 

3） DR が immatureな腫瘍では matureな腫瘍に比較して、種々のインターロイ

キンが高度に発現していた。特に CAFsimmatureでは IL-6R が高発現してお

り、IL-6の分泌も高度であることを確認した。CAFsimmatureの細胞内では

POSTNと IL-6/STAT3 シグナルに positive feedback 機構が存在し、これによ

って POSTNの分泌が強く促進され、結果的に CAFsimmatureは大腸癌のがん

幹細胞性を亢進させると考えられた。 
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略語一覧（アルファベット順） 

ALDH       aldehyde dehydrogenase 

CAFs  cancer-associated fibroblasts 

DR  desmoplastic reaction 

ECM  extracellular matrix 

EGF  epidermal growth factor 

EMT     epithelial mesenchymal transition 

ELDA       Extreme Limiting Dilution Analysis for stem cell research 

FAP           fibroblast activation protein 

FITC          fluorescein isothiocyanate 

FSP-1         fibroblast-specific protein-1 

GAPDH  glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GFP  green fluorescent protein 

HE  hematoxylin-eosin 

HRP  horseradish peroxidase 

LMD  laser-microdissection 

NFs  non-cancer-associated fibroblasts 

PAGE  polyacrylamide gel electrophoresis 

PVDF  polyvinylidene difluoride 

SDS  sodium dodecyl sulfate 

siRNA        small interfering RNA 

SMA      smooth muscle actin 

TGF-β  transforming growth factor-β 
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図 1 癌関連線維芽細胞（cancer-associated fibroblasts: CAFs）の特性 

A. 癌の間質（腫瘍微小環境）を構成する線維芽細胞は CAFs と呼ばれており、

keloid-like collagen や myxoid な間質などの DR と poorly differentiated clusters 

(PDCs) といった EMT に関連していると考えられている。 

B. CAFs は癌細胞の増殖や抗癌剤治療への抵抗性を誘導し、さらに抗腫瘍免疫

を抑制して癌の悪性度を促進することが知られている。さらに近年では、がん

幹細胞のニッチとして重要な役割を果たすことが報告されている。 

腫瘍浸潤先進部における微小環境 
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図 2 DR 分類の診断アルゴリズム 

HE染色標本にて、固有筋層外における腫瘍先進部の線維性癌間質を弱〜中

拡大の視野で観察して myxoid な間質や keloid-like collagen の有無を評価し、上

記の手順で immature, intermediate, mature に分類する。 

 この分類は、個々の大腸癌の線維性癌間質反応の特徴を、量ではなく、質を基

準に評価するものである。 
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*p < 0.05, ** p < 0.01 

図 3 レーザーマイクロダイセクションを用いて採取した大腸癌組織検体にお

ける RNA発現の網羅的解析 

レーザーマイクロダイセクションによる標本採取の例（A）と DR 分類別の

がん幹細胞関連遺伝子スコアの評価（各 4例）（B）  
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図 4 レーザーマイクロダイセクションを用いた網羅的 RNA 発現解析における

各 DR 分類とがん幹細胞関連遺伝子、EMT関連遺伝子に関するヒートマップ 

DR 分類別に各 4例について検討を行い、がん幹細胞性に関与すると報告され

ている EMT 関連遺伝子のうち、TWIST1、TWIST2、CDH2 を含む EMT 関連遺

伝子が immature 群で強く発現している。さらに、がん幹細胞性に関連する代表

的な遺伝子である SOX2 も、腫瘍領域、癌間質領域ともに mature 群に比較して

immature群で高度に発現している。  
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図 5 CAFs および NFs の培養 

A. CAF および NFs の採取方法 

癌部漿膜下層ならびに非癌部漿膜下層から組織を採取し培養した。 

B. CAFs における細胞マーカー発現の確認 

培養した CAFs について、線維芽細胞マーカーが陽性であることと、血球マー

カーや腸管上皮マーカーが陰性であることが確認される。 

 

 

 

Lane 1: αSMA      110 bp,  CAFsマーカー 
Lane 2: FSP1       186 bp,  CAFsマーカー 
Lane 3: FAP        186 bp,  CAFsマーカー 
Lane 4: CD14        99 bp,  単球マーカー 
Lane 5: CD31        95 bp,  血管内皮マーカー 
Lane 6: CD45       121 bp,  リンパ球マーカー 
Lane 7: CD34        95 bp,  造血系前駆細胞マーカー 
Lane 8: CK20       137 bp,  腸管上皮マーカー 
Lane 9: GAPDH     138 bp 

固有筋層 

癌部漿膜下層 非癌部漿膜下層 
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** p < 0.01 

図 6 DR 分類別の CAFs を用いた共培養における Sphere formation assay 

A. 典型的な Sphere形成像 (bar: 100μm) 

B. Sphere formation assay により算出される Cancer stemness frequency の評価（各

15例）。各大腸癌株化細胞は CAFsintermediate, CAFsimmatureとの共培養により NFs

との共培養に比較して Cancer stemness frequency は有意に増加している。 
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* p < 0.05, ** p < 0.01 

 

図 7 DR 分類別の CAFs または NFs と大腸癌株化細胞の共培養下における培養

細胞群のがん幹細胞性関連遺伝子の発現 

DR 分類別の CAFs または NFs（各 15例）で評価を行ったところ、NFs に比

較して CAFsimmatureは各大腸癌株化細胞と共培養することで、共培養細胞中のが

ん幹細胞関連遺伝子（CD44, CD133, Nanog, SOX2, Oct3/4）の発現がいずれも有

意に増加している。 
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* p < 0.05, ** p < 0.01 

図 8 DR 分類別の CAFs または NFs と大腸癌株化細胞の共培養下における培養

細胞群のがん幹細胞関連蛋白質の発現 

NFs に比較して CAFsintermediate, CAFsimmature との各大腸癌株化細胞の共培養群

（各 15例）では、がん幹細胞関連蛋白質がいずれも有意な高発現を示す。一方

で、CAFsmatureとの共培養群では、がん幹細胞関連蛋白質（一部の蛋白質を除く）

が有意な低発現を示す。 
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* p < 0.05, ** p < 0.01 

 

図 9 DR 分類別の CAFs または NFs と大腸癌株化細胞の共培養下における培養

細胞群の ALDH1活性 

A. 大腸癌株化細胞として Gating された細胞のうち、ALDH1highの細胞は緑色、

ALDH1lowの細胞は赤色として検出される。 

B. NFs に比較して CAFsintermediate, CAFsimmatureとの各大腸癌株化細胞の共培養群で

は、がん幹細胞の亜分画とされる ALDH1活性が高い細胞分画が有意に多い（各

15例）。 
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* p < 0.05, ** p < 0.01 

図 10 DR 分類別の CAFs と蛍光発色させた大腸癌株化細胞のマウス皮下混合

移植による In vivo tumor formation assay 

A. DR 分類別の CAFs と混合移植した際の IVIS による生着率の評価（各 6例） 

B. Cancer stemness frequency の評価。CAFsmatureに比較して CAFsimmatureと共培養

した移植細胞は Cancer stemness frequency が有意に高度である。 
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図 11 siRNA vector を用いた POSTNのノックダウンによる CAFs 細胞および

その培養上清における POSTN蛋白質の発現抑制状況 

POSTNを siRNAでノックダウンした CAFs の細胞およびその培養上清にお

いて、POSTNの発現と分泌がそれぞれ抑制されていることを確認した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GAPDH 

75kDa 

CAFs  
immature 

mock 

CAFs  
mature 

siPOSTN1 

100kDa 

37kDa 

POSTN 

CAFs  
mature 
mock 

CAFs  
mature 

siPOSTN2 

CAFs  
immature 
siPOSTN1 

CAFs  
immature 
siPOSTN2 

CAFs Cell Lysate 

CAFs  
immature 

mock 

75kDa 

CAFs  
mature 

siPOSTN1 

100kDa 

CAFs  
mature 
mock 

CAFs  
mature 

siPOSTN2 

CAFs  
immature 
siPOSTN1 

CAFs  
immature 
siPOSTN2 

CAFs Cell Supernatant 

POSTN 



- 74 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 12 蛍光二重免疫染色による DR 分類別の POSTNの発現評価 

DR 分類別の手術検体のパラフィン薄切切片に対し、CAFs のマーカーである

αSMAおよび POSTN の蛍光二重免疫染色を施行した。いずれの DR 分類の標本

においても POSTNは腫瘍細胞に殆ど発現していない。一方、DR が intermediate

および immature の間質では POSTN が広範囲に発現している。mature の間質で

POSTNは殆ど発現がみられない。 
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図 13 DR immatureの間質における POSTN発現の局在 

A. 免疫化学染色による評価  

POSTNは癌間質にびまん性に発現している。 

B. 蛍光二重免疫染色による評価  

POSTN (緑)は CAFs のマーカーであるSMA (赤)や FSP-1 (赤)と共染色され

(黄)、マクロファージのマーカーである CD68 (赤)とは共染色されない。 

NI: nonimmune control image, SMA: alpha-smooth muscle actin,  

FSP-1: fibroblast-specific protein-1 
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* p < 0.05, ** p < 0.01 

図 14 DR 分類別の CAFs および大腸癌株化細胞における POSTNの発現 

A. POSTN mRNAは CAFsmatureや CAFsintermediateに比較して CAFsimmatureで発現が

より高度である（各 5例）。 

B. 大腸癌株化細胞には POSTN 蛋白質の発現はほぼ認めなかった。 

C. CAFsimmature＞CAFsintermediate＞CAFsmatureの順で培養細胞および培養上清中の

POSTN蛋白質が高値を示す（各 5例）。 
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N.S.: not significant, * p < 0.05, ** p < 0.01 

図 15 各 DR 分類における TGF-β signaling pathway の評価 

A. 癌間質組織の mRNA発現の網羅的解析における TGF-β signaling pathway 関

連遺伝子スコアの評価（各 4例）。mature群と比較して immature群で TGF-β シ

グナルスコアは有意に高値である。 

B. DR 分類別の各 CAFs における TGF-β1 mRNA発現（各 8例）。CAFsmatureに比

較して CAFsintermediate、CAFsimmatureで TGF-β1が有意に高発現を示す。 

C. DR 分類別の各 CAFs と大腸癌株化細胞との共培養上清中の TGF-β1 蛋白質の

濃度（各 5例）。各 CAFs または株化細胞単独の培養上清では、濃度差を認めな

いが、共培養の培養上清では CAFsmatureに比較して CAFsintermediateおよび

CAFsimmatureの共培養群で TGF-β1の濃度が有意に高値である。 
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* p < 0.05, ** p < 0.01 

 

図 16 大腸癌株化細胞と CAFsimmatureの共培養における細胞内 Smad2/3 リン酸

化の検討 

大腸癌株化細胞と CAFsimmatureとの共培養に TGF-β 阻害薬（SB431542）を添

加することで、TGF-β シグナルにおける Smad2/3 リン酸化は有意に抑制される

（各 5例）。 
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* p < 0.05, ** p < 0.01 

 

図 17 TGF-β シグナルの阻害が大腸癌株化細胞と CAFsimmatureとの共培養にお

けるがん幹細胞性に与える変化 

大腸癌株化細胞と CAFsimmatureとの共培養に TGF-β 阻害薬（SB431542）を添

加することで、がん幹細胞関連蛋白質（Nanog, SOX2, Oct4）の高発現状態が抑

制される（各 5例）。 
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N.S.: not significant, * p < 0.05 

 

図 18 POSTNの発現を抑制した CAFs と大腸癌株化細胞との共培養における

Cancer stemness frequency の変化 

Cancer stemness frequency は、CAFsimmatureの共培養では、CAFsimmature mock群

と比較して CAFsimmature siPOSTN群では Cancer stemness frequency の有意な低下

を認める（各 8例）。 
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* p < 0.05, ** p < 0.01 

 

図 19 POSTNの発現を抑制した CAFs と大腸癌株化細胞との共培養における

がん幹細胞関連遺伝子発現の変化 

がん幹細胞関連遺伝子（CD44, CD133, Nanog, SOX2, Oct3/4）の発現（各 10

例）は、CAFsimmatureの共培養において mock群に比較して siPOSTN群で有意な

遺伝子発現の低下を認める。一方、CAFsmatureの共培養では一部を除き、有意な

変化を認めない。 
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* p < 0.05, ** p < 0.01 

 

図 20 POSTNの発現を抑制した CAFs と大腸癌株化細胞との共培養における

がん幹細胞関連蛋白質（Nanog, SOX2, Oct4）の発現および Smad2/3リン酸化の

変化 

がん幹細胞関連蛋白質の発現（各 5例）は、CAFsimmatureの共培養では mock

群と比較して siPOSTN 群で有意に減少している。また、細胞内 Smad2/3 リン酸

化も siPOSTN群で有意に抑制される。一方、CAFs matureの共培養において

は、一部を除き、有意な変化を認めなかった。 
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N.S.: not significant, ** p < 0.01 

 

図 21 POSTNの発現を抑制した CAFs と大腸癌株化細胞との共培養における

培養上清中の TGF-β1 蛋白質の濃度  

培養上清中 TGF-β1 蛋白質の濃度を ELISA で解析したところ（各 5 例）、

CAFsimmatureの共培養では mock群に比較して siPOSTN群で上清中の TGF-β1濃

度が有意な低下を来す。一方、CAFsmatureの共培養においては有意な変化を認め

なかった。 

  

0

500

1000

1500

2000

2500

**

N.S. N.S.

**

**

**

T
G

F
-β

1
 c

o
n

ce
n

tr
a

ti
o

n
 (

p
g

/m
l)

 

CAFs
mature

 CAFs
immature

 CAFs
mature

 CAFs
immature

 

HCT116 HT29 



- 84 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

* p < 0.05, ** p < 0.01 

 

図 22  POSTNの発現を抑制した CAFs と大腸癌株化細胞との共培養による

ALDH 1 活性細胞分画の変化  

ALDEFLUOR assay を用いて mock群と siPOSTN 群の ALDH 1 活性細胞分画

の比較を行った（各 5例）。CAFsimmatureの共培養では mock群に比較して

siPOSTN群で ALDH 1 活性が高い細胞分画が有意に減少している。 
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N.S.: not significant, * p < 0.05, ** p < 0.01 

図 23 POSTNの発現を抑制した DR 分類別の CAFs と蛍光発色させた大腸癌株

化細胞のマウス皮下混合移植による In vivo tumor formation assay 

A. IVIS による生着率（各 6例）の評価。 

B. Cancer stemness frequency の評価。 
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図 24 レーザーマイクロダイセクションを用いて採取した大腸癌間質組織にお

けるインターロイキンに関連する RNA発現の網羅的解析 

A. DR 分類別の癌間質におけるインターロイキン関連スコアの評価（各 4例） 

B. インターロイキンに関連する 38の遺伝子によるヒートマップ。 
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* p < 0.05, ** p < 0.01 

 

図 25 DR 分類別の癌間質における各インターロイキン mRNAの発現 

 A. IL-4、B. IL-13、C. IL-6の発現量を示す。 

DR 分類別にレーザーマイクロダイセクションで採取した癌間質（各 4例）

における正常間質との相対値を検討した。IL-4、IL-13の mRNAの発現は

immatureな間質で高発現している。一方、IL-6の mRNA発現は intermediate な

間質で高発現している。 
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N.S.: not significant, * p < 0.05, ** p < 0.01 

 

図 26 DR 分類別の各 CAFs の培養上清中における各インターロイキンの濃度 

 DR 分類別に培養した各 CAFs の上清中（各 5例）の IL-4および IL-13の濃

度には有意な差を認めない。一方、IL-6濃度は mature群＜intermediate 群＜

immature群の順で有意に高値を示す。 
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* p < 0.05, ** p < 0.01 

図 27 DR 分類別の CAFs における IL-6R mRNAの発現および培養上清中の

sIL-6R の濃度 

A. DR 分類別の各 CAFs（各 5例）の検討において、IL-6R mRNAは CAFsimmature

で高発現している。 

B. DR 分類別に培養した各 CAFs の培養上清（各 5例）において sIL-6R の濃度

は mature, intermediate 群に比べて immature群で有意に高値を示す。 
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図 28 DR 分類別の各 CAFs における POSTN 刺激が IL-6分泌および IL-6R 発

現に及ぼす影響 

A. rhPOSTN添加により immature群の CAFs の培養上清中の IL-6 濃度は有意に

上昇する（各 5例）。 

B. rhPOSTN刺激によって intermediate群および immature群の CAFs で IL-6R 

mRNAの発現が有意に上昇する（各 5例）。 
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N.S.: not significant, * p < 0.05, ** p < 0.01 

 

 

図 29 IL-6刺激が CAFsmatureおよび CAFsimmatureの STAT3活性に及ぼす影響 

rhIL-6添加により CAFsimmatureでは IgGを添加した Control に比較して STAT3

のリン酸化が有意に亢進している（各 5例）。一方で、CAFsmatureでは rhIL-6添

加による STAT3シグナルの有意な変化は認められない（各 5例）。 
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N.S.: not significant, * p < 0.05 

 

図 30  CAFsmatureおよび CAFsimmatureに対する IL-6刺激による POSTN の分泌の

変化 

 ELISA法による解析において、rhIL-6添加による上清中の POSTN の分泌量

を比較検討した。CAFsimmatureでは Control 群に比較して rhIL-6添加群で POSTN

の分泌が有意に亢進している（各 5例）。一方で、CAFsmatureでは rhIL-6添加に

よる有意な変化は認めない（各 5例）。  
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* p < 0.05, ** p < 0.01 

図 31 大腸癌株化細胞と DR 分類別の各 CAFs との共培養における IL-6阻害が

がん幹細胞性に及ぼす影響 

 HCT116を用いた検討では、CAFsimmatureとの共培養では IL-6中和抗体の添加

により Nanogの発現が有意に抑制された（各 5例）。また、HT29を用いた検討

では、CAFsimmatureとの共培養群において IL-6 中和抗体の添加によって評価した

すべてのがん幹細胞性関連蛋白質が有意に抑制された。一方、CAFsmatureとの共

培養では、HT29を用いた場合のみ、IL-6中和抗体の添加により Nanog、SOX2

の発現が抑制された（各 5例）。 
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図 32 本研究結果からの仮説  

CAFsimmatureから分泌された POSTN は大腸癌細胞に結合し、癌細胞の増殖・

遊走を促進すると共にがん幹細胞性を亢進させる。 

また、CAFsimmatureと大腸癌細胞の相互作用により TGF-β1の分泌が増加し、

癌細胞内の Smad2/3 のリン酸化を促進して TGF-β シグナルが活性化すること

で、がん幹細胞性が亢進していると考えられる。さらに、産生促進された IL-6

が CAFs 上の IL-6R に結合して、STAT3の活性化を介してさらなる POSTN の

産生を促進する positive feedback loop が DR immature群の間質を有する大腸癌

に存在し、これががん幹細胞性をさらに亢進させていると考えられる。 

mature 

immature 
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表 1 NanoString nSolver™ 解析ソフトウェアにおいてがん幹細胞性関連スコア

の算出に使用した遺伝子群 

 

 

ALB FGFR2 PRKCZ 

ANPEP FGFR4 SFRP2 

BMP4 GATA4 SLC2A1 

BMP7 ID2 SNAI1 

BMPR1A INHBA SNAI2 

BMPR1B IRF6 SOX17 

BMPR2 ISL1 SOX2 

CAV1 ITGA7 SOX9 

CD34.1 ITGB2.1 SPARC 

CD36.1 KDR SRF 

CDH1.1 KRT19 TDGF1 

CDH2 MCAM.1 TEK 

CEACAM5 MET TWIST1 

CTNNB1 MYC TWIST2 

EPHB4 NODAL VIM 
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表 2 NanoString nSolver™ 解析ソフトウェアにおいて TGF-β シグナルスコアの

算出に使用した遺伝子群 

 

 

ACVR1C BMPR1A FST INHBE RBL1 RPS6KB2 SP1 

ACVR1 BMPR1B GDF5 LEFTY1 RBL2 SMAD1 TFDP1 

ACVRL1 BMPR2 GDF6 MYC RBX1 SMAD4 TGFBR2 

AMH COMP ID1 NODAL RHOA SMAD5 THBS2 

BMP4 CREBBP.1 ID2 PITX2 ROCK1 SMAD9 THBS4 

BMP5 CUL1 ID4 PPP2CB ROCK2 SMURF1 ZFYVE16 

BMP7 DCN INHBA PPP2R1A RPS6KB1 SMURF2 ZFYVE9 
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表 3 NanoString nSolver™ 解析ソフトウェアにおいてインターロイキン関連ス

コアの算出に使用した遺伝子群 

 

IFNA17 IL1A 

IFNA1 IL1B 

IFNA2 IL1RN 

IFNA7 IL21 

IFNA8 IL23A 

IFNG IL24 

IFNL1 IL25 

IL10 IL26 

IL11 IL27 

IL12A IL32 

IL12B IL34 

IL13 IL4 

IL15 IL5 

IL16 IL6 

IL17A IL7 

IL17B IL8 

IL17F TGFB1 

IL18 TGFB2 

IL19 TNF 

 


