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研究成果の概要（和文）：これまでのわれわれの検討から胃癌癌性腹膜炎発症進展における

CXCR4/CXCL12 axis の関与が明らかとなった。そこで本研究では、癌性腹水中に存在する癌細

胞増殖因子、とくに EGFR ligand axis に着目した。本研究結果から、癌性腹水中には EGFR リ

ガンド中で amphiregulin、HB-EGF が多量に存在し、CXCR4 発現胃癌細胞（EGFR 高発現）に対し

て強力な細胞増殖作用を有すること、すなわち EGFR/EGFR ligand axis(amphiregulin, HB-EGF)

が、胃癌性腹膜炎形成に重要な役割を果たし、CXCR4/CXCL12 axis との相互促進作用を介して、

本病態の発症進展に深く関与することを初めて明らかにした（Clin Cancer Res 2011 in press）。 

 

研究成果の概要（英文）：In this study, we showed that the EGFR ligands, amphiregulin and 

HB-EGF, are abundant in malignant ascites. Amphiregulin strongly enhanced the 

proliferation of CXCR4-expressing human gastric cancer NUGC4 cells, whereas HB-EGF 

markedly induced migration of fibroblasts. Moreover, HB-EGF and CXCL12 together enhanced 

TNF�-converting enzyme (TACE)-dependent amphiregulin shedding from functional 

CXCR4-expressing NUGC4 cells. Cetuximab, an anti-EGFR monoclonal antibody, effectively 
reduced tumor growth and ascites formation, and therefore dramatically prolonged survival 

in nude mice inoculated with NUGC4 cells. Our findings provide a novel insight into 

treatments that target tumor cells and their microenvironments during the development 

of peritoneal carcinomatosis from gastric cancer (Clin Cancer Res 2011 in press). 
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１．研究開始当初の背景 
 胃癌腹膜播種は、再発症例の半数以上を占
める最も予後不良な難治性の病態である
(Duarte I, et al. Human Pathol 

1981;12:237-42)。日本人のがん死亡の中で
胃癌はいまだ上位を占め、本病態成立機序も
明らかにされていない。早期診断が非常に困
難なため病態が完成して初めて治療が開始
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されるのが実状である。現在、新たな試みと
して腹腔内薬物投与などが試みられている
が、治療効果において限界がある。本病態成
立に本質的に関わる因子の同定とその制御
に基づく新規治療法の開発は、急務の重要課
題である。腹膜播種指向性胃癌細胞が特異的
に発現する分子種の中で、いかなる分子が責
任分子として作用し、宿主側の微小環境との
相互作用の上で本病態を形成するのかは全
く不明である。 
 我々は、ケモカインが、炎症時のみならず
癌の病態形成（遊走・浸潤・増殖）にも深く
関与することを報告してきた (Yasumoto K, 
et al. J Biol Chem 1992; 267:22506-511, 
Yasumoto K, et al. Cancer Res 1995; 
55:921-7)。近年、乳癌の臓器選択的な転移
にケモカインが深く関与することが実験的
に初めて報告された(Muller A, et al. 
Nature 2001; 410:50-6)。我々は、平成 16
年から科学研究助成金・基盤（C）「ヒト胃癌
腹膜播種形成におけるケモカインとそのレ
セプター発現の臨床的意義」において
CXCR4/CXCL12 パスウェイが本病態成立に重
要な役割を果たすことを臨床的にも動物モ
デルを用いた治療実験においても明らかに
した (Yasumoto K, et al. Cancer Res 2006; 
66;2181-7)。 
 本報告の中で、①腹膜播種指向性ヒト胃癌
細胞はもともと生物活性を有する CXCR4レセ
プターを高発現しており、転移臓器である腹
膜に豊富に発現するリガンド CXCL12 に (肝
臓やリンパ節にはほとんど発現がない) 選
択的に遊走を起こしその場で強力に増殖が
誘導されること ②臨床検体を用いた検討
においても胃癌原発巣における CXCR4発現と
腹膜播種形成に有意な相関があること ③
CXCR4 高発現ヒト胃癌細胞を腹腔内移植する
マウス xenograft腹膜播種モデルを用いた治
療実験で、CXCR4 阻害剤 AMD3100 による腹膜
播種発症の有意な抑制を立証した。これら知
見は、胃癌が腹膜に転移する臓器選択性を説
明する分子を初めて明らかにしたことでも
意義が大きい。 
 がん性腹水中には癌細胞の増殖を促し本
病態を進展悪化させる増殖因子が豊富に存
在する（Mills GB, et al. Cancer Res 1988; 
48;1066-71）。EGFファミリーは、強力なが
ん細胞増殖因子として知られている。実際、
腫瘍組織におけるEGFレセプターの過剰発現
と予後不良は有意に相関することが胃癌，卵
巣癌、肺癌などで報告されている(Armando GD, 
et al. Modern Pathology 2004; 17;579-87, 
Scambia G, et al. J Clin Oncol 1992; 
10:529-35)。最近我々もCXCL12以外の増殖因
子に着目し検討を行った。興味深いことに、
がん性腹水中には、EGFファミリーの中で中
心的存在である EGF は検出されず、なかで

も  HB-EGF が 、 50~2000 pg/ml( 平 均 190 
pg/ml)と高濃度に存在することが判明した。
CXCR4高発現胃癌細胞は、in vitroにおいて 
HB-EGFの刺激により濃度依存的に10pg/mlか
ら増殖を示し、さらにCXCL12とのコンビネー
ションによる刺激で、相乗的な高い増殖促進
が観察された（未発表データ）。さらにヒト
胃癌細胞株の中でHB-EGF mRNAを発現し、か
つHB-EGF蛋白を産生する細胞株は、全例マウ
スi.p.移植後一定期間後にがん性腹水を伴
う腹膜播種を形成した。腹膜播種形成と癌細
胞からのHB-EGF蛋白産生能（sheddingによる
活性化機構の有無も関与）との間には非常に
高い関連性があることが判明した。HB-EGFの
産生誘導活性化機序ならびにCXCR4/CXCL12
パスウェイとの相互作用を解明することは、
腹膜播種形成をコントロールする重要な鍵
となる標的を明らかにし、新たながん標的治
療法の開発を可能にする。 
 
２．研究の目的 
 胃癌診療の中で、その予後を最も左右する
癌性腹膜炎（腹膜播種）には、いまなお効果
的な治療法がない。我々は、ケモカインレセ
プターCXCR4とその唯一のリガンドCXCL12の
相互作用(CXCR4/CXCL12 パスウェイ)が、本
病態の発症進展に重要な役割を果すことを
見出した。本研究では、腹膜播種指向性胃癌
細胞に選択的に高発現する CXCR4レセプター
ならびに強力な増殖促進作用を誘導するリ
ガンド CXCL12 の産生誘導機序を分子生物学
的に解明する。次に、CXCL12 とともにがん性
腹水中に豊富に存在し、強力な胃癌細胞増殖
能 を 有 す る 増 殖 因 子 Heparin binding 
EGF-like growth factor (HB-EGF)の産生誘
導活性化機序の解明ならびに CXCL12 との相
乗的で非常に強力ながん細胞増殖作用に着
目し、その分子メカニズムの解明から新たな
分 子 標 的 薬 の 開 発 を 行 う 。 さ ら に 、
CXCR4/CXCL12とHB-EGF/EGFRを標的とした胃
癌標的治療法の確立のために、新規に開発さ
れ高い阻害活性をもつ特異的 CXCR4 阻害剤、
HB-EGF の競合的拮抗阻害剤；CRM197（中和活
性を有するジフテリア毒素のミュータント
で大阪大学目加田教授より供与）ならびに
EGFR に対するヒト型モノクローナル抗体；
Panitunumab によるがん抑制効果について、
臨床病態をよく反映するマウス xenograft腹
膜播種モデル（下記参照）を用いて検証する。 
 
３．研究の方法 
 我々は、これまでに腹膜播種の発症と進展
に CXCR4/CXCL12 パスウェイが深く関与する
ことを明らかにした(Yasumoto K, et al. 
Cancer Res 2006)。しかしながら、CXCR4 レ
セプターや唯一のリガンド CXCL12 の発現調
節機序はいまだ十分に明らかにされていな



 

 

い。さらに、がん性腹水は腹膜播種を悪化さ
せる増殖因子の宝庫と考えられている。腹水
中の CXCL12 以外の胃癌細胞増殖因子を明ら
かにし、とくに CXCL12 との相互作用におい
て腹膜播種増悪を促すメカニズムついて分
子生物学的な解明を試みる。CXCR4/CXCL12 パ
スウェイと HB-EGF との CXCR4 発現胃癌細胞
の相乗的増殖促進作用は、これまでに報告の
ない新たなメカニズムである。がん性腹水中
に豊富に存在することや生理的濃度での強
力な増殖誘導能は、本病態発症進展の鍵とな
る可能性が高い。本研究では、臨床病態をよ
く反映するマウス xenograft腹膜播種モデル
を用いて、両経路を標的とした新たながん標
的治療法の開発を目指した。 
 ①あらかじめ同意の得られた進行胃癌患
者の中で癌性腹水を発症した症例の腹水を
一部採取し、遠心後上清は-80℃で凍結保存
し測定に備えた。CXCL12 をはじめ basic FGF, 
VEGF, TGFβ, EGF ファミリー（EGF, HB-EGF, 
TGFα, Amphiregulin）, Lysophosphatidic 
acid(LPA；EGF ファミリーをはじめ増殖因子
の活性化から癌細胞の増殖に関与すること
が知られ、がん性腹水中に存在することが報
告された。)（Miyamoto S, et al. Cancer Res 
2004;64:5720-7）などの増殖因子の有無につ
いて ELISA 法を用いて測定を試みた。がん性
腹水中に存在が確認された増殖因子（EGFR 
ligands, amphiregulin, HB-EGF）によるヒ
ト胃癌細胞の増殖促進作用についてin vitro 
にて検討した（WST−８法）。EGF および TGFα
は測定感度以下であった。高濃度に存在した
これら２つの増殖因子と CXCL12 とのコンビ
ネーションによる相加・相乗細胞増殖効果に
ついても検討を行った。 
 ②癌性腹膜炎を発症したヒト胃癌原発巣
を用いて、本病態発症に深く関与する CXCR4
および EGFR の発現の有無を免疫組織学的に
検討した。発現の頻度と癌病態の進行・予後
との相関についても検討した。 
 ③腹水中に存在が確認された増殖因子
（EGFR ligands, amphiregulin, HB-EGF）に
ついて、その産生誘導機序を胃癌細胞株なら
びに癌性腹膜炎発症の微小環境を形成する
線維芽細胞・腹膜中皮細胞についても発現を
検討した。これら EGFR ligands amphiregulin, 
HB-EGF は、細胞膜に proto タイプとして存在
し、shedding され活性化することが知られて
いるがその機序についても検討を加えた。 
 ④腹膜播種（癌性腹膜炎）発症には、胃癌
細胞上に発現するケモカイン CXCR4が関与す
ることが先の我々の研究で明らかとなった
が、これら腹水中に存在が確認され胃癌細胞
に対する強力な増殖活性が明らかとなった
増殖因子 EGFR ligands (amphiregulin, 
HB-EGF)ならびに CXCL12(CXCR4の唯一のリガ
ンド)刺激による CXCR4 発現増強の有無を検

討した。 
 ⑤癌病態成立に癌の微小環境の関与の理
解は、欠かせない。線維芽細胞は、癌間質細
胞の主となる細胞群である。腹水中に存在が
確認されたこれら２つの増殖因子（EGFR 
ligands, amphiregulin, HB-EGF）による遊
走・増殖活性についても検討した。 
 ⑥上記の検討から、腹膜播種発症進展に
EGFR ligands, amphiregulin, HB-EGF が深く
関与することが推察されたため、マウス
xenograft 癌性腹膜炎発症モデルを用いて
EGFRモノクローナル抗体cetuximabにより癌
性腹膜炎の発症が抑制され、生存期間の延長
が得られるかについて検討した。 
 
４．研究成果 
 われわれは、癌性腹水中に存在する癌細胞
増殖因子（Mills GB, et al. Cancer Res 1988; 
48;1066-71）に着目し、EGFR/EGFR ligand 
axis が本病態形成に深く関与することを初
めて明らかにした。①癌性腹水中には EGFR
リガンド中で amphiregulin、HB-EGF が多量
に存在し、CXCR4 発現胃癌細胞（EGFR 高発現）
に対して強力な細胞増殖作用を有する。とく
に、amphiregulin が HB-EGF に比して強力で
あった。②癌性腹膜炎を発症したヒト胃癌原
発巣では、CXCR4 および EGFR が高頻度（76％）
に発現し、癌病態の進行・予後と EGFR 発現
が相関する。③amphiregulin は胃癌細胞から
自ら産生誘導される（shedding）が、HB-EGF
の自己産生誘導はない。Amphiregulin の産生
誘導は、これら HB-EGF ならびに CXCL12 の両
刺激により相乗的に促進する。本分泌機序に
は TACE(ADAM17) が 深 く 関 与 す る 。 ④
amphiregulin, HB-EGF はともに、CXCR4 発現
胃癌細胞上の CXCR4発現を増強する。⑤一方、
HB-EGF には、ヒト線維芽細胞（amphiregulin
を自己産生）の増殖・運動能を亢進する。⑥
EGFRのモノクローナル抗体(中和) cetuximab
は、マウス xenograft 癌性腹膜炎発症モデル
での本症の発症を有意に抑制し、大幅に予後
を改善した。以上の検討結果から、EGFR/EGFR 
ligand axis は胃癌性腹膜炎発症に重要な役
割を果たし、CXCR4/CXCL12 axis とも相互促
進作用して、本病態の発症進展に深く関与す
ることを初めて明らかにした（Clin Cancer 
Res 2011 in press）。 
 今後、高度な間質増生を伴うスキルス胃癌
が高頻度に癌性腹膜炎を発症するという重
要な臨床知見を踏まえ、癌の微小環境の新た
な 視 点 に 基 づ く 解 析 （ 癌 間 質 誘 導 性
Hepatocyte Growth Factor (HGF)を主な標的
として上記２つの機序との相互促進作用の
詳細な検討）から、真の胃癌標的治療法の確
立を目指したい。 
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