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研究成果の概要（和文）：我々は微小環境下において、がん細胞が分泌する TGF-βが腹膜中皮細

胞 (HPMC)におよぼす影響を検討した。TGF-βによって活性化した HPMC (a-HPMC)は間葉系細胞

様に形質転換し (EMT)、浸潤能や増殖能を獲得することを明らかにした。TGF-βによって誘導さ

れる EMT様変化は増殖抑制を来さない低濃度 paclitaxelによって阻害可能であり、そのメカニ

ズムとして Smad2のリン酸化を抑制することを明らかにした。さらに、マウス背部に MKN45と

a-HPMCを共に培養したものを移植したところ、腫瘍の線維化をも誘導することを証明した。 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated whether TGF-β derived from cancer cells in the 

peritoneal microenvironment activates human peritoneal mesothelial cells (HPMCs), 

leading to the progression and fibrosis of gastric cancer. We found that activated HPMCs 

(a-HPMCs) became more invasive and up-regulated proliferation of human gastric 

cancer-derived MKN45 cells following direct cell-cell contact. These EMT-like changes 

of HPMC were suppressed under 5nM of paclitaxel pretreatment by inhibiting Smad2 

phosphorylation. To measure the effects of co-culture in vivo, we developed a mouse 

xenograft model. The largest tumors were observed in mice given MKN45 cells that had been 

co-cultured with a-HPMCs. Additionaly, these tumors contained HPMC-derived fibrous 

tissue.  
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１．研究開始当初の背景 
近年、進行胃癌においても治療成績は向上

してきているが、再発形式でもっとも頻度の

高い腹膜播種に対する治療法が確立してい

ないのが現状である。最近頻用されている５

FU の代謝拮抗剤が含まれる S-1 や従来の制

癌剤とは異なる p53非依存性アポトーシスを

誘導するタキサン系制癌剤の全身投与が腹

膜播種の余命延長に貢献しているものの、そ

の 50％生存率は約 1年であり 2年生存率はほ

ぼゼロに等しい。よって、抗癌剤による治療

とともに腹膜播種の確立や増生に関わる分

子機構を解明し、それらを標的とした新たな

治療法の開発が急務である。 
また、腹膜播種の重要な病態として腫瘍内の

癌細胞は周囲に線維芽細胞やコラーゲンフ

ァイバーを誘導し、胆管や腸管および尿管の

壁肥厚と内腔狭窄による閉塞性黄疸や腸閉

塞、水腎症により死に至らしめる。近年、肝

線維化に中心的に働く伊藤細胞が炎症細胞

などから分泌される TGF-βにより活性化さ

れ細胞外マトリックス成分を増生する一方、

伊藤細胞はアンギオテンシンⅡ1型（AT－1）

受容体を発現しており、アンギオテンシンⅡ

が TGF-βを介してコラーゲン産生を促進す

ることが明らかとなった。現在、動物実験に

おいて AT1 受容体拮抗薬が肝の線維化を抑

制する可能性が示唆されており、癌の増殖・

血管新生もアンギオテンシンⅡが関与して

いる事が明らかとなった。われわれも腫瘍

（播種巣）内で産生されるアンギオテンシン

ⅡがアンギオテンシンⅠ型受容体を介して

増殖・進展に関与していることを証明し、高

血圧治療薬の 1 種である ARB（アンギオテン

シンⅠ型受容体ブロッカー）による腹膜播種

治療の可能性について報告したが（Int J 

Oncol 2009）、未だ線維化にいたるメカニズ

ムが十分解明されていない。すなわち、癌細

胞から放出される TGF-によって腹膜中皮

に細胞間隙を生じさせ基底膜に接着し浸潤

することが知られているが、腹膜中皮細胞自

体が播種巣の増生・線維化にどのように関与

しているかは明らかでない。 
 
２．研究の目的 
 近年、癌細胞と間質細胞との相互作用によ

って細胞の形態や性質が変化することが知

られており、癌細胞が浸潤する際には間葉系

細 胞 様 に 変 化 し た り

（epithelial-mesenchymal transition:EMT）

再び間葉系から上皮系に変化したり(MET)す

る。また、線維化に関わる線維芽細胞も骨髄

由来の fibrocyte が局所で間葉系変化をき

たすと考えられている。 
 今回、腹膜を構成する中皮細胞が癌の接着

に関わるだけでなく、自らが間葉系細胞に形

質転換し、癌の増殖や浸潤に影響を与え、線

維化にも関与するという仮説を証明するこ

とを本研究の目的とする。 
すなわち、ヒト大網から分離培養した腹膜

中皮細胞をもちいて腹膜播種成立に重要な

サイトカインである TGF-βによって中皮細胞

が間葉系細胞に形質転換することを間葉系

マーカーの発現や運動・浸潤能を獲得するこ

とで証明する。一般的に、低濃度の化学療法

剤や低線量の放射線照射により癌細胞に EMT

が誘導されるが、paclitaxel は冠動脈薬剤

溶出ステントに利用され再狭窄（線維化）を

妨 げ る 働き が ある こと か ら、 低 濃度

paclitaxel が中皮細胞の TGF-β による EMT

を抑制する特殊な薬剤である可能性があり、

このことを実験的に証明する。 
また、熱傷患者の皮膚のケロイド形成（線

維化）には骨髄由来の fibrocyte が分泌する

サイトカインやケモカインが関与すること



が知られており、腹膜播種患者の fibrocyte 

においても正常者の fibrocyte と異なる性

格を有している可能性がある。そこで、腹膜

播種患者の血液から fibrocyte を分離培養

し、その培養上清を中皮細胞に添加すること

で線維芽細胞様に形態変化することを証明

する。 
動物実験においては、癌細胞単独移植と比

較し、中皮細胞との混合移植によって腫瘍増

殖能が亢進し、かつ腫瘍内間質組織が宿主由

来だけでなく、中皮細胞由来の成分が主体で

あることを免疫組織学的に証明する。また、

fibrocyte か ら 分 化 誘 導 し た 細 胞 

(fibroblast)と癌細胞の混合移植により、腫

瘍増殖能が亢進し、腫瘍内線維化も誘導され

ることを証明する。 
 
３．研究の方法 

 腹膜播種を有しない腹腔内洗浄細胞診

陰性である胃癌切除標本（主に早期胃癌）か

ら得られた正常大網から分離した腹膜中皮

細胞を培養し、正常腹膜モデルを作成する。

この培養系に TGF-βを添加し濃度依存性に中

皮細胞が形態的に敷石状から紡錘状に変化

することを証明する。次いで、TGF-β添加後

の中皮細胞における形質転換を間葉系細胞

マーカーである vimentin, N-カドヘリン、

SMA などの発現の有無によって検討する

（RT-PCR、ウエスタンブロット、細胞免疫

染色）。また、機能的にも間葉系細胞様変化

をしていることを invasion アッセイをもち

いて証明する。 

TGF-βによって活性化した中皮細胞と胃癌

細胞株ΜΚΝ45 を分離チャンバーにて共培養

（細胞上清のみ共有）した場合と、両者を同

一チャンバー内で接触培養した場合の、

ΜΚΝ45の増殖能の違いについて検討する。混

合培養された両細胞群を抗体ビーズ法で再

度分離し、それぞれからウェスタンブロット

法でΕΜΤ関連タンパクの発現を確認する。さ

らに3次元ゲル内でΜΚΝ45単独や正常中皮細

胞＋ΜΚΝ45、TGF-βによる活性化中皮細胞＋

ΜΚΝ45との混合細胞群におけるコロニー形

成能を検討する。 

ついで、増殖抑制のかからない低濃度の

paclitaxelで HPMCを前処置した後 TGF-βを
投与した場合にΕΜΤマーカーが減弱するこ

と、および TGF-β & Smad 経路のどの部位に

paclitaxelが関与しているかを検討する。 
動物事件では a-HPMC と MKN45 を共培養し

たものをマウス背部に移植し HPMC+MKN45、

MKN45 単独移植群と腫瘍径や線維化の程度を

比較する。また、MKN45 と MKN45 と共培養し

た fibrocyte をマウス背部に移植し、MKN45

単独移植群と腫瘍径や線維化の程度を比較

する。 
 
４．研究成果 

 正常腹膜中皮細胞に TGF-βを添加すると、

敷石状から紡錘上に形態変化し、間葉系マー

カーである vimentinやαSMA の発現が増加す

ることを確認し、活性化した腹膜中皮細胞 
(a-HPMC)の増殖能や浸潤能は非活性 HPMC よ

りも増強していることを証明した。癌細胞と

の相互作用として、共培養系で検討すると、

a-HPMCによりMKN45も増殖能が増強しており、

３次元ゲル内でのコロニー形成を確認した。 
低濃度の paclitaxel は TGF-βによる HPMC の

EMT様変化を抑制し、そのメカニズムとして、

低濃度 paclitaxel が Smad2/3 のリン酸化を

抑制するためであることが明らかとなった。 
 マウスモデルにおいては、共培養した

MKN45と a-HPMCを背部に移植した群は MKN45

単独で移植した群（移植細胞数は同数）より

も有意に腫瘍径は大きく、腫瘍内に a-HPMC

由来と考えられる筋線維芽細胞様の間質細

胞とコラーゲン線維の増生を証明した。さら

に、骨髄由来の fibrocyte と癌細胞の共存に



よって fibrocyte が fibroblast へ分化し、

腫瘍の増殖や線維化を亢進することを証明

した。 

 従来、腹膜中皮細胞は癌細胞の接着により

形態変化することで中皮細胞下の基底膜が

露出し、癌細胞が浸潤しやすくなると考えら

れていたが、今回の研究によって腹膜中皮細

胞は癌細胞との共同作業として自らも形質

転換し浸潤増殖し、繊維化を伴う腫瘍（腹膜

播種）形成に関与することが明らかとなった。

さらにそこに骨髄由来のfibrocyteが遊走し、

主要の増大や線維化に拍車がかかるものと

考えられた。 
 今後は、われわれの開発した線維化腫瘍モ

デルをもちいて低濃度 paclitaxel 以外に線

維化を抑制する薬剤の探索をおこないたい。 
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