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略語一覧 

 

EMT: epithelial-mesenchymal transition 

EpCAM: epithelial cell adhesion molecule 

HIF: hypoxia-inducible factor 

HRE: hypoxia-response element 

MET: mesenchymal-epithelial transition 

MFI: mean fluorescence intensity 

PCI: peritoneal cancer index 

VEGF: vascular endothelial growth factor 
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要旨 

 

 本研究では、低酸素下における上皮間葉転換と CD133 の発現との関連に着

目し研究を行った。第一章では大腸癌細胞株を用いた解析を行い、低酸素下では

CD133 (-) 細胞と比較して CD133 (+) 細胞で上皮間葉転換マーカータンパク質の発

現がより誘導され、細胞遊走能も増加する一方、CD133 (-) 細胞では CD133 (+) 細

胞と比較して細胞接着能がより増加することが明らかとなった。これらの結果から、

CD133 (+) 細胞では肝転移を、CD133 (-) 細胞では腹膜播種を起こしやすいのでは

ないかと仮説を立て、この仮説を検証すべく第二章では大腸癌の臨床検体を用いた

解析を行った。その結果、肝転移巣では原発巣より CD133 の発現率が高く、腹膜播

種巣では原発巣より CD133 の発現率が低いことが明らかとなった。 
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序文 

 

 大腸癌の罹患者数は年々増加しており、全世界で新規罹患者数が年間 180

万人、死亡者数は年間 86 万人にのぼるとされている [1]。大腸癌により死亡に至る原

因の大半は転移によるものであり、大腸癌が転移を形成するメカニズムの解明は臨床

的に非常に重要と考えられる [2, 3]。癌の転移経路には一般的に、血行性転移、リン

パ行性転移、および播種性転移がある [4]。日本において遠隔転移を有する大腸癌

は大腸癌全体の約 17% を占め、そのうち肝転移が 55.8%、肺転移が 12.2%、腹膜播

種が 22.9%と報告されており、肝臓や肺は血行性転移の頻度が高い臓器とされる [5, 

6]。 

 癌細胞が転移能を獲得する契機の一つとして低酸素状態への暴露が挙げら

れる [7-9]。多くの固形癌は腫瘍が増殖する際に、血流不足による酸素供給量の低下

によって、しばしば低酸素状態に陥ることが知られている。癌細胞は、自らが生き延び

るために新たな血管網を形成し、また自らが生存に不利な環境から逃れるために細胞

遊走能を獲得するが、これが血行性転移へとつながっていくと考えられている [10, 

11]。低酸素条件下において、これらの機能を獲得するために誘導される重要な分子

の一つが Hypoxia-inducible factor (HIF) -1α である [7, 12, 13]。HIF-1α は、正常酸素

下では細胞質に局在し、ユビキチン化により速やかに分解される。しかし、低酸素下で

は HIF-1β と二量体を形成して核内に移行し、様々な遺伝子の転写因子として作用す
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るタンパク質である。HIF-1α が発現に寄与するタンパク質には Vascular endothelial 

growth factor (VEGF) やグルコーストランスポーター1 といった分子が知られている。

このような分子の発現を誘導することにより、低酸素環境下に置かれた癌細胞は血管

新生の促進や細胞増殖、細胞の生存や細胞遊走能を獲得し、この働きによって癌細

胞の浸潤や転移に重要な役割を果たすことが広く知られている [8, 14]。 

 また 、 癌 細 胞 が 転 移 能 を 獲 得 す る 契 機 に 上 皮 間 葉 転 換  (epithelial-

mesenchymal transition: EMT) の誘導が挙げられる [15-17]。EMT は、上皮細胞がそ

の細胞極性や周囲細胞との細胞間接着を失い、細胞遊走能および浸潤能を得ること

で間葉系細胞へと変化することである [18, 19]。この EMT は、正常な生理学的プロセ

スであり、胚発生、器官形成や組織成長、組織修復などにおいても重要なプロセスで

ある [18, 20]。一方、癌細胞の場合は EMT によって細胞間接着を喪失し細胞遊走能

および浸潤能を獲得することにより、血行性転移などの遠隔転移が引き起こされること

が報告されている [3, 21, 22]。EMT は、様々な因子によって誘導されるが、低酸素下

で HIF-1α が蓄積することによって、癌細胞の EMT が誘導されることが近年明らかとな

り、注目されている [7, 23, 24]。我々はこれまで、大腸癌細胞において低酸素環境が

EMT を誘導しうることに着目し報告してきた [25]。この報告では、低酸素状態で培養

した大腸癌細胞で、上皮細胞マーカーである細胞接着分子 E-カドヘリンの発現が減

少し、間葉細胞マーカーである細胞骨格タンパク質ビメンチンの発現が増加すること
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を見出した。しかし、低酸素環境が大腸癌細胞に EMT 様の変化をもたらす機序につ

いては不明な点も多かった。 

 一方、我々は CD133 という細胞表面マーカーにも着目し解析を行ってきた。

CD133 は 5 回膜貫通型糖タンパク質であり、コレステロールが豊富な細胞膜上のマイ

クロドメインである脂質ラフトに存在する [26]。CD133 は PI3K/AKT や p38MAPK など

のシグナル経路を介して、細胞増殖の促進やアポトーシスの抑制など、様々な機能を

有しているが、その機能については不明な点も多い [27]。近年、この CD133 が様々

な固形癌において、癌幹細胞の指標となるマーカーの一つと考えられ注目されている 

[28, 29]。大腸癌においても、CD133 (+) 細胞群に癌幹細胞を認めたが CD133 (-) 細

胞群には認めなかったという報告が 2007 年に発表され、現在では CD133 は大腸癌

における代表的な癌幹細胞マーカーとされている [30, 31]。ここでいう癌幹細胞とは、

自己複製能を有し、様々な細胞に分化する分化能をもつ幹細胞としての性質を持っ

た癌細胞であり、造腫瘍能を示す細胞を指す [32]。我々もこれまで、大腸癌細胞株

において CD133 (+) 細胞の方が CD133 (-) 細胞よりも細胞増殖能が高いことを報告

してきた [33]。また、CD133 (-) 細胞で抗癌剤に対する抵抗性がより高いことも報告し

てきた [33]。さらに、肝転移を有する大腸癌患者の CD133 の発現と予後との関連を

評価し、CD133 陰性群で予後が悪いことも報告してきた [34]。これらの結果から、

CD133 は単なる癌幹細胞マーカーとしてだけでなく、細胞増殖や転移形成において
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も重要な役割をもつのではないかと考えられ、そこから癌細胞の転移形成の際に重要

な現象である EMT についても、重要な役割を担う可能性が考えられた (図 1)。 

 そこで、第一章では大腸癌細胞株を CD133 (-) と CD133 (+) 細胞に分離し、

それぞれの低酸素下における EMT の変化を検討することで、CD133 が癌細胞の転

移形成にどのように関与するのかを明らかにすることとした。次いで第二章では、そこ

で得られた結果をもとに CD133 の転移への役割について仮説を立て、その仮説が臨

床サンプルにおいても当てはまるか否かを、手術検体を用いて検証した。 
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図 1： 低酸素環境下における上皮間葉転換 (EMT) の誘導 
EMT を誘導するシグナル伝達経路の一つが Hypoxia-inducible factor (HIF) 経路で

ある。固形癌の中心部では低酸素環境を誘引として癌細胞の EMT が惹起され、癌細

胞の浸潤・転移を促進する。 
  

血管

酸素圧

低酸素下
腫瘍細胞

HIF-1α

CD133の関与？

遠隔転移
EMT
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第 1章 

大腸癌細胞における低酸素下での転移能と 

CD133発現の関連性の検討 

 

1-1 背景と目的 

 他の固形癌と同様、大腸癌においても腫瘍の増大とともに血液供給の不足が

生じ、微小な低酸素環境状態が生じる [35]。この時に誘導される HIF-1α によって癌

細胞の浸潤や転移が誘導されるが、これまでの報告から HIF-1α は大腸癌細胞におけ

る CD133 の発現率を増加させることが報告されており、HIF-1αが CD133 を誘導する

ことが示されている [36, 37]。反対に、Hashimoto らは膵臓癌細胞株において低酸素

による HIF-1α の発現によって、CD133 の発現が促進される可能性があることを報告し

ている [38]。しかし、CD133 が HIF-1α の発現にどのように作用するのか、そのメカニ

ズムはまだ不明な点が多い。 

 また CD133 が EMT に及ぼす作用については、これまでいくつかの癌細胞株

において、CD133 を過剰発現させた細胞では EMT 関連タンパク質の発現が増加し、

逆に CD133 の発現をノックダウンした細胞では EMT 関連タンパク質の発現が減少す

ることが報告されている [39-41]。これらの報告では、一般的な EMT 関連タンパク質と

して、細胞表面タンパク質である E-カドへリンや N-カドヘリン、細胞内タンパク質であ

るビメンチンなどのタンパク質発現量の変化が評価されている (表 1) [42-44]。癌細胞
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における EMT の誘導 に伴い、上皮系カドヘリンである E-カドヘリンの発現は減少し、

間葉系カドヘリンである N-カドヘリンの発現が増加するカドヘリンスイッチ現象が起き、

細胞骨格タンパク質であるビメンチンは増加することが知られている [45, 46]。しかし、

これまで大腸癌細胞において CD133 の発現と EMT の誘導との関連や、CD133 の発

現と転移能との関連を検討した報告は少なく、また他の癌種も含めて同一の癌細胞株

を CD133 (-) と CD133 (+) 細胞に分離し、それぞれの EMT 能を比較した報告はみ

られない。そこで本章では、大腸癌細胞株を CD133 (-) と CD133 (+) 細胞に分離し、

それぞれの低酸素下における HIF-1αや EMT 関連タンパク質の発現量変化を比較

することで、CD133 の発現と HIF-1αおよび EMT の誘導との関連性を明らかにするこ

とを目的とした。 
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表 1： 主な EMT マーカー 
上皮細胞マーカー 間葉細胞マーカー 

E-カドヘリン N-カドヘリン 
EpCAM ビメンチン 
ラミニン 1 核内の β-カテニン 

デスモプラキン フィブロネクチン 
ZO-1 Twist 

オクルディン Snail 
 Slug 
 ZEB1 
 SOX1 

EpCAM, epithelial cell adhesion molecule               文献 [44] より引用 
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1-2 方法 

(1) 細胞株と試薬 

 ヒト大腸癌細胞である LoVo 細胞は Japanese Cancer Research Resource Bank

より購入した。LoVo 細胞は結腸癌の左鎖骨上リンパ節転移巣由来の細胞株であり、

TP53 野生型、KRAS (G13D;A14V) 変異型の細胞株である [47]。このような遺伝学

的背景を有する LoVo 細胞は、高い転移能を有する細胞株として知られている [48]。

また、大腸癌細胞における CD133 の発現率は一般的に低いが、LoVo 細胞において

は大腸癌細胞の中でも比較的 CD133 の発現が高いことがわかっている [33, 37]。こ

れらの性質から、本実験に用いる大腸癌細胞株として LoVo 細胞を採用した。培養細

胞は 10% 胎児ウシ血清添加 RPMI-1640 培養液 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, 

USA) に 1% 抗菌剤/抗真菌剤 (100 U/ml penicillin G, 100 μg/ml streptomycin sulfate, 

250 ng/ml amphotericin B； Gibco BRL, Grand Island, NY, USA) を加えた培地にて

37 ℃で培養し、実験を行った。 

 低酸素環境の作製にはマルチガスインキュベーター (BIOLABO Multigas 

Incubator; JUJI FIELD, Japan) を用いた。正常酸素環境は二酸化炭素ガスのみを用

いて 20% 酸素、5% 二酸化炭素、75% 窒素濃度となるように調節するのに対し、低

酸素環境は二酸化炭素ガスと窒素ガスを用いて、1% 酸素、5% 二酸化炭素、94% 

窒素濃度となるように調節した。 

 RPMI-1640培養液は Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) より、胎児ウシ血
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清と抗菌剤/抗真菌剤は Gibco BRL (Grand Island, NY, USA) より購入した。CD133 (-) 

と CD133 (+) 細胞に分離するための試薬として、マウスモノクローナル抗体である

Biotin 標識抗 CD133 抗体および抗 Biotin MicroBeads (130-091-895) は Miltenyi 

Biotec (Auburn, CA, USA) より購入した。フローサイトメトリーに用いる試薬として、PE

標識 HIF-1α抗体 (IC1935P) は R&D systems (Minneapolis, MN, USA) より購入し、

PE 標識 CD324 (E-カドヘリン) 抗体 (562870)、PE 標識 CD325 (N-カドヘリン) 抗体 

(561554)、PE 標識ビメンチン抗体 (562337)、PE 標識 CD29 (β1 インテグリン) 抗体 

(561795)は BD Pharmingen (San Diego, CA, USA) より購入した。蛍光免疫染色に用

いる試薬として、マウスモノクローナル抗体である抗 β-カテニン抗体 (610154) は BD 

Pharmingen より購入し、Alexa Fluor 488標識抗マウス IgG抗体 (1907294) は Thermo 

Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) より購入した。 

 

(2) 磁気による細胞分離 

 LoVo 細胞を CD133 (-) と CD133 (+) 細胞に分離する方法として、磁気細胞

分離法を用いた (図 2)。まず、LoVo 細胞に Biotin 標識抗 CD133 抗体を反応させ、

次いで抗 Biotin MicroBeads を反応させることで CD133 (+) 細胞を磁気標識した。磁

気分離は MidiMACS Starting Kit (Miltenyi Biotec) を用いて、細胞を強磁場に設置し

たカラムに通すことで行った。これにより磁気標識された CD133 (+) 細胞はカラムに留
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まり、磁気標識されていない CD133 (-) 細胞がカラムを通過することで、分離した

CD133 (-) 細胞を回収し、その後、磁気を解除し CD133 (+) 細胞を回収した。 
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図 2： 磁気細胞分離法による CD133 (-) と CD133 (+) 細胞の分離 
磁気標識された CD133 (+) 細胞は強磁場に設置されたカラムに留まり、CD133 (-) 細

胞はカラムを通過する。磁場からカラムを取り外すことで、CD133 (+) 細胞の回収が可

能となる。 
  

MidiMACS Starting Kit

磁気標識された
CD133 (+) 細胞

CD133 (+) 細胞CD133 (-) 細胞

-
+
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(3) EMT 関連タンパク質発現量の評価 ― フローサイトメトリー 

 HIF-1α および EMT 関連タンパク質の発現はフローサイトメトリーを用いて解

析を行った。細胞内タンパク質である HIF-1α およびビメンチンの発現量の評価につい

ては、我々の既報に準じて解析を行った [49]。具体的には CD133 (-) と CD133 (+) 

に分離した細胞を 4% パラホルムアルデヒド (BD Pharmingen) にて固定した後、

0.1% Tween液 (BD Pharmingen) で膜透過処理を行った。細胞を PBS で洗浄後、PE

標識 HIF-1α抗体または PE標識マウス Vimentin 抗体を加えて 30分間、4 ℃の冷暗

所にて反応させた。また、細胞表面タンパク質である E-カドへリン、N-カドへリン、β1 

インテグリンの発現量の評価については、分離した細胞にそれぞれ PE 標識マウス

CD324 (E-カドヘリン) 抗体、PE標識マウス CD325 (N-カドヘリン) 抗体、そして PE標

識 CD29 (β1 インテグリン) 抗体を反応させた。解析は BD FACS Calibur flow 

cytometer (BD Pharmingen) を用いて行い、1 × 104個の細胞における各タンパク質の

蛍光強度を算出し mean fluorescence intensity (MFI) として表記した。 

 

(4) β-カテニンの核内移行の評価 ― 蛍光免疫染色 

 癌細胞においては核内移行した β-カテニンが HIF-1α と結合することで、HIF-

1α 標的遺伝子の転写を活性化し、EMT が誘導されると報告されている [50]。この β-

カテニンの核内移行については、蛍光免疫染色を用いて評価した。24-well 培養プレ
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ートの底にカバーガラスを置き、各細胞を正常酸素または低酸素環境下で 24 時間培

養した。その後カバーガラスを取り出し、細胞を 4% パラホルムアルデヒドで固定後、

1% Triton X-100 (Sigma Aldrich) で 10分間の膜透過処理を行った。3% ウシ血清ア

ルブミン (Miltenyi Biotec) 溶液で非特異的反応のブロッキングを行った後、500倍希

釈のマウス抗 β-カテニン抗体を反応させ、4℃で 12時間培養した。PBS で洗浄後、最

後に 500倍希釈の Alexa Fluor 488標識抗マウス IgG抗体を室温で 1時間反応させ

た 。核の染色に は DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) (Vector Laboratories, 

Burlingame, CA, USA) を使用 し た 。染色後の 細 胞 は 、 BZ-8100 蛍光顕微鏡 

(Keyence, Osaka, Japan) を用いて 400倍で観察し撮影した。 

 

(5) 細胞遊走能の評価 ― Boyden Chamber Assay 

 CD133 (-) と CD133 (+) 細胞の細胞遊走能については、我々の既報に準じ

て Boyden Chamber Assay を用いて評価した (図 3) [25, 51]。具体的には、直径 8μm 

の孔を有するポリカーボネートのフィルター (Ieda Trading, Tokyo, Japan) を Collagen 

type I  (Nitta Gelatin, Osaka, Japan) でコーティングした後、96-well マイクロプレート

チャンバー (Ieda Trading) にセットした。細胞は 0.1% ウシ血清アルブミン添加

RPMI-1640 培養液にて懸濁し、上側チャンバーの各穴にそれぞれ、5 × 105 

cells/200μl ずつ分注した。濃度勾配に対する細胞遊走能を評価するため、下側チャ
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ンバーには 5% 胎児ウシ血清添加 RPMI-1640 培養液を加えた。細胞は分注する前

に正常酸素下または低酸素環境下で 24 時間培養し、チャンバー分注後にもそれぞ

れ同じ環境下でさらに 12時間培養して遊走能を評価した。培養後フィルターを取り出

し、上側に残る細胞を除去し 99％ メタノール (Junsei Chemical, Tokyo, Japan) で固

定後、ディフ・クイック染色液 (Sysmex, Kobe, Japan) で染色した。吸光度リーダーを

用いて 595nm 波長におけるフィルターの吸光度を測定し、この数値を Migration 

index として遊走能を評価した。 
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図 3： Boyden Chamber Assay による細胞遊走能の評価 
細胞懸濁液を上側チャンバーに添加し培養することで、遊走細胞がポリカーボネート

フィルター膜を通過し、底面に接着する。上側チャンバーに残った非遊走細胞を除去

した後、遊走細胞を染色・定量する。 
  

96-wellマイクロプレートチャンバー

ポリカーボネートフィルター

12時間培養

0.1%ウシ血清アルブミン培養液

5%胎児ウシ血清培養液

細胞

フィルター
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(6) 統計学的解析 

 統計学的有意差の検定において、2群間比較には Student t 検定を行い、多

群間比較には two-way ANOVA後に post-hoc test を行うことで有意差のある群間を検

出した。すべての解析は JMP Pro 14.0 software (SAS Institute, Cary, NC, USA) を用

いて行い、p値が 0.05未満の場合を統計学的有意とした。 
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図 4： 実験方法の概略 
EMT, epithelial-mesenchymal transition 

 

 

  

EMT関連タンパク質 ; フローサイトメトリー

β-カテニン核内移行 ; 蛍光免疫染色

細胞遊走能 ; Boyden Chamber Assay

正常酸素

低酸素

細胞分離

CD133 (-)

CD133 (+)

LoVo

LoVo

方法

細胞分離

CD133 (-)

CD133 (+)

24〜48時間
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1-3 結果 

(1) 低酸素下における CD133 (-) と CD133 (+) 細胞の EMT 能の活性変化 

 まず、正常酸素下または低酸素下で 48時間培養した LoVo 細胞を磁気細胞

分離法によって CD133 (-) と CD133 (+) 細胞に分離した。分離した細胞数をカウント

し CD133 発現率を測定したところ、正常酸素下での CD133 発現率は 6.8%、低酸素

下での CD133 発現率は 9.3%と、やや低酸素下で CD133 発現率が増加していた。ま

た、分離直後の CD133 発現量を評価し純度を測定したところ、94.1%の純度で CD133 

(+) 細胞の分離が可能であり、86.3%の純度で CD133 (-) 細胞の分離が可能であっ

た (図 5)。CD133 (+) 細胞と CD133 (-) 細胞に分離後に正常酸素で培養すると、

CD133 (+) 細胞が CD133 (-) 細胞に分化してしまい CD133 (+) 細胞の純度が下が

ってしまう [33]。したがって、分離していない LoVo 細胞をあらかじめ正常酸素や低酸

素で培養した後に、細胞を分離する方法を採用した。 

 これらの細胞を用いて、HIF-1α および EMT 関連タンパク質の発現量をフロ

ーサイトメトリーを用いて評価した (図 6)。低酸素下で HIF-1α 発現量の増加を認めた

が、CD133 (+) 細胞でより有意な増加がみられた。また、EMT 関連タンパク質である

E-カドへリンの発現量は低酸素下で減少したが、正常酸素下、低酸素下ともに CD133 

(+) 細胞で有意に少なかった。N-カドへリン、ビメンチンの発現量は低酸素下で増加

し、正常酸素下、低酸素下ともに CD133 (+) 細胞で有意に多かった。これらの変化は

EMT に特徴的な変化であり、低酸素環境にすることで CD133 (+) 細胞が CD133 (-) 
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細胞よりも EMT を誘導することが明らかとなった。 

 一方、β1 インテグリンの発現量も低酸素下で増加したが、正常酸素下、低酸

素下ともに CD133 (-) 細胞で有意に多かった。この結果から、細胞外マトリックスや細

胞間接着の際に重要なレセプターである β1 インテグリンの発現量が多い CD133 (-) 

細胞は、接着能が高い可能性が考えられた。 
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図 5： 細胞分離後の CD133 (-) 細胞と CD133 (+) 細胞の純度 
LoVo 細胞を磁気細胞分離法によって CD133 (-) 細胞と CD133 (+) 細胞に分離した。

分離直後の細胞の CD133 発現量をフローサイトメトリーを用いて評価した。 

 

  

13.7％ 94.1％

CD133 (−) CD133 (+)

Figure 1
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図 6： CD133 (-)、CD133 (+) 細胞における HIF-1α および EMT 関連タンパク質発現

量の変化 
LoVo 細胞を正常酸素下または低酸素下で 48時間培養後、CD133 (-) 細胞と CD133 
(+) 細胞に分離し HIF-1α (A)、E-カドへリン (B)、N-カドへリン (C)、ビメンチン (D)、
および β1 インテグリン (E) の発現量をフローサイトメトリーを用いて評価した。HIF-1α
および各タンパク質発現量を平均値 ± 標準偏差で示す。 
(**; p < 0.01) 
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(2) 低酸素下における CD133 (-) と CD133 (+) 細胞の β-カテニン核内移行 

 正常酸素下または低酸素下で 24 時間培養した LoVo 細胞を磁気細胞分離

法によって CD133 (-) と CD133 (+) 細胞に分離し、それぞれの β-カテニンの核内移

行を蛍光免疫染色を用いて評価した (図 7)。β-カテニンの核内移行は低酸素下の

CD133 (+) 細胞で観察することができた。この結果から、CD133 (+) 細胞が低酸素下

で EMT を誘導する一因として、β-カテニンの核内移行が寄与している可能性が考え

られた。 
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図 7： CD133 (-)、CD133 (+) 細胞における β-カテニンの核内移行 
LoVo 細胞を正常酸素下または低酸素下で 24時間培養後、CD133 (-) 細胞と CD133 
(+) 細胞に分離し β-カテニンの局在を蛍光顕微鏡で評価した。低酸素下の CD133 
(+) 細胞で、β-カテニンの核内移行がみられた (白三角)。 
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(3) 低酸素下における CD133 (-) と CD133 (+) 細胞の遊走能の変化 

 正常酸素下または低酸素下で 24 時間培養した LoVo 細胞を磁気細胞分離

法によって CD133 (-) と CD133 (+) 細胞に分離し、それぞれの細胞の正常酸素下ま

たは低酸素下での遊走能を Boyden Chamber Assay を用いて評価した (図 8)。CD133 

(-) 細胞の遊走能は正常酸素下と低酸素下で有意差は認めなかった。一方、CD133 

(+) 細胞では正常酸素下で CD133 (-) 細胞と同等の遊走能であったが、低酸素下で

は統計学的有意に遊走能が増加した。 
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図 8： CD133 (-)、CD133 (+) 細胞における遊走能の変化 
LoVo 細胞を正常酸素下または低酸素下で 24時間培養後、CD133 (-) 細胞と CD133 
(+) 細胞に分離しさらに 12時間培養して遊走能を評価した。 
(*; p < 0.05, **; p < 0.01, ns;有意差なし) 
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(4) 再酸素化での時間経過による E-カドヘリンの発現量の推移 

 低酸素下で減少した E-カドヘリン発現量の、再酸素化後の時間経過による推

移をフローサイトメトリーにより評価した (図9)。分離したCD133 (-) 細胞およびCD133 

(+) 細胞を低酸素下で 24時間培養した後、正常酸素下にて再酸素化を行った。低酸

素下によって正常酸素時の 82%に減少した CD133 (-) 細胞の E-カドヘリン発現量は、

再酸素化によって徐々に増加し 24 時間後には正常酸素時の発現量に回復した。

CD133 (+) 細胞においては、低酸素下によって正常酸素時の 42%にまで E-カドヘリ

ン発現量は減少したが、再酸素化 24 時間後には同じく正常酸素時の発現量に回復

した。 

 これらの結果から、CD133 (+) 細胞は低酸素下での E-カドヘリン発現の減少

量が多いが、再酸素化の際には速やかに E-カドヘリンの発現量が回復し、接着能も

回復する可能性が考えられた。 
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図 9： CD133 (-)、CD133 (+) 細胞における、再酸素化後の E-カドヘリン発現量の推

移 
分離した CD133 (-) 細胞および CD133 (+) 細胞を低酸素下で 24時間培養後、正常

酸素にて再酸素化し経過した時間ごとの E-カドヘリン発現量をフローサイトメトリーを

用いて評価した。通常酸素下での E-カドヘリン発現量を 1 とし、各群での発現量の相

対値を平均値 ± 標準偏差で示す。 
(*; p < 0.05, **; p < 0.01) 
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1-4 考察 

 癌の幹細胞としての機能獲得のためには低酸素環境が必要であり、HIF シグ

ナルの経路が癌幹細胞の増加に寄与していることが報告されている [52, 53]。大腸癌

幹細胞マーカーの一つである CD133 と HIF-1α の発現は相互に作用していると考えら

れており、Maeda らは膵臓癌細胞株を用いて、CD133 をノックダウンすることで HIF-1α

の発現が抑制されることを報告している [39]。また逆に神経膠腫細胞においては、低

酸素下で HIF-1α の発現が増加することによって、CD133 (+) 細胞の割合が増加す

ることが示されている [54]。これらのことから CD133 と HIF-1α の発現の間には、互い

に促進し合う密接な相互作用があると考えられてきた。本研究では単一の大腸癌細胞

株を CD133 (-) 細胞と CD133 (+) 細胞に分離し、それぞれの低酸素下における HIF-

1α や EMT 関連タンパク質の発現を直接比較し検討した (図 6)。今回の実験におい

ても、同一の大腸癌細胞株では CD133 (-) 細胞と比較して CD133 (+) 細胞において

低酸素下で HIF-1α の発現が高いことが示された。このことから大腸癌細胞株におい

ても CD133 と HIF-1α の間には正の相関関係があると考えられた。 

 今回の実験において (図7)、β-カテニンの核内移行は低酸素下のCD133 (+) 

大腸癌細胞で観察され、また CD133 (-) 細胞と比較して CD133 (+) 細胞では、低酸

素下で有意に EMT 関連タンパク質の発現が増加していた。低酸素下において HIF-

1α は、WNTシグナル経路の活性化を介して β-カテニンの核内移行を促進させると言

われている [46, 55]。また癌細胞においては核内移行した β-カテニンが HIF-1α と結
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合することで、VEGF やエリスロポエチンのような HIF-1α 標的遺伝子の転写を活性化

し、EMT を誘導すると言われている [50, 56]。これらの報告を踏まえると、今回の結果

から大腸癌細胞においては CD133 および HIF-1α の発現を介した β-カテニンの核内

移行を通じて、EMT 関連タンパクの発現亢進を誘導している可能性があると考えられ

た。 

 EMT の誘導によって癌細胞の浸潤能や遊走能が亢進されることが報告され

ている [16, 18, 22]。そこで我々は特に遊走能に注目し、大腸癌細胞を CD133 (-) 細

胞と CD133 (+) 細胞に分離して、それぞれの通常酸素および低酸素下における遊走

能を比較検討することとした (図 8)。通常酸素下では CD133 (-) と CD133 (+) 細胞に

遊走能の有意差は見られず、低酸素下でも CD133 (-) 細胞の遊走能の変化は見られ

なかったが、低酸素下の CD133 (+) 細胞のみ有意に遊走能の亢進を認めた。Ding ら

は CD133 の発現をノックダウンした膵臓癌細胞で遊走能が抑制されたことを報告して

おり、CD133 の発現が遊走能の促進に関与すると考えられている [57]。今回の結果

において CD133 (+) 大腸癌細胞では EMT 関連タンパク質の発現が亢進し、かつ遊

走能も亢進していたことから、大腸癌細胞株においても EMT の亢進が癌細胞の遊走

能促進に寄与していると考えられた。ただし、CD133 (-) 細胞は低酸素下において

EMT が誘導されていたにも関わらず遊走能は正常酸素時と変わらなかった。この理

由としては、低酸素下における β-カテニンの核内移行が CD133 (-) 細胞では観察さ
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れなかったことが可能性として考えられる。大腸癌細胞において β-カテニンの核内移

行によって癌細胞の遊走能が亢進されることが報告されており、β-カテニンの核内移

行とそれによる標的遺伝子の転写が、遊走能により寄与している可能性が考えられた 

[58, 59]。 

 以上の結果から、大腸癌細胞において CD133 (+) 細胞は低酸素下で HIF-

1α の発現を亢進し、また β-カテニンの核内移行を介して EMT 変化を誘導することで

細胞の遊走能を亢進するといった、一連のメカニズムが存在する可能性が示唆された 

(図 11)。 

 EMT および、この逆の現象である間葉上皮転換 (mesenchymal-epithelial 

transition: MET) も、癌の転移に非常に重要な役割を果たすと考えられている (図

10) [17, 22, 44]。EMT によって原発巣から転移巣への遠隔転移が誘導されるが、転移

先臓器で癌細胞が MET により上皮細胞に戻ることで E-カドヘリンを再発現し、細胞間

および周囲組織との接着を再確立し微小転移を形成すると考えられている [22, 60]。

したがって、低酸素下で EMT 能を獲得した癌細胞が通常酸素下の遠隔臓器でコロニ

ーを形成するためには、再酸素化された際に MET へと移行できるか否かも重要と考

えられている [61]。しかし、CD133 (-) と CD133 (+) 細胞の MET 能を比較した報告

はこれまでみられない。今回の実験において、CD133 (+) 大腸癌細胞は低酸素下で

減少した E-カドヘリンの発現が、再酸素化されることで 24 時間後には通常酸素時の
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発現レベルにまで回復した (図 9)。過去の報告では CD133 (+) 細胞から CD133 (-)

細胞が分化するが、その半減期は 30 日前後であること、また CD133 (-) 細胞から

CD133 (+) 細胞は分化されないことが確認されており、この結果から細胞分離 24 時

間後のそれぞれの細胞純度は分離直後とほぼ変化がないと考えられる [33]。以上の

ことから、CD133 (+) 大腸癌細胞は、低酸素下で高い EMT 能を有するだけでなく、再

酸素化された際に MET によって上皮細胞へと変化する能力も有していると考えられ、

転移先臓器での微小転移の形成をきたしやすいと考えられた。 

 一方、癌細胞と細胞外マトリックスとの接着を担う細胞接着分子として、インテ

グリンが知られている [62-64]。様々なシグナル経路によってインテグリンの機能は制

御されるが、そのうちの一つに低酸素下における HIF-1 経路の関与が知られている 

[65, 66]。これまで大腸癌細胞株や乳癌細胞株などで、低酸素下で様々なインテグリン

ファミリー分子の転写が誘導されることが報告されている [67-69]。また最近の報告で

は、大腸癌細胞株や肝臓癌細胞株においてインテグリンの発現が CD133 の発現を誘

導し、CD133 (+) 細胞の割合が増加することも報告されている [70, 71]。このように、

様々なインテグリンファミリー分子の発現が CD133 の発現に寄与していることが示され

ているが、逆に CD133 の発現がインテグリンの発現にどのように関与しているかは明ら

かになっていない。当科では以前、同じ大腸癌細胞株 LoVo を CD133 (-) 細胞と

CD133 (+) 細胞に分離した際、CD133 (-) 細胞でより β1 インテグリンの発現が多く、
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細胞接着能が高いことを報告している [33]。今回の実験においても、通常酸素下お

よび低酸素下どちらの条件においても、CD133 (-) 細胞は CD133 (+) 細胞よりも β1 

インテグリンの発現が高かった (図 6)。このことから、同一の大腸癌細胞株の接着能を

比較した場合、CD133 (+) 細胞よりも CD133 (-) 細胞のほうが β1 インテグリンの発現

が高く、より高い接着能を有していると考えられた。 

 本研究の限界として、まず第一にこの研究で使用した大腸癌細胞株は

CD133 の発現が比較的高い LoVo 細胞 1 種類のみであり、他の大腸癌細胞株でも同

様の結果が見られるかの検討が必要である。第二に、本研究は in vitro での検討のみ

であり、必ずしも in vivo でも同様の結果が得られるとは限らないことである。これにつ

いても、今後 in vivo での検討が必要である。第三に、EMT 関連タンパク質や転写因

子の発現をウエスタンブロッティングで評価できていない点である。しかしながら分離

操作によって得られる CD133 (+) 細胞は非常に少数であったため、ウエスタンブロッ

ティングでタンパク質の発現を評価することができなかった。最後に、CD133 が HIF-1α

の発現に関与しているかどうかの検証ができていない点である。今後は CD133 陽性

細胞で CD133 をノックダウンすることで、HIF-1α や EMT 関連タンパク質の発現が減

少することや、浸潤能が減弱することを示す必要があると考えられる。 

 以上のような限界は伴うものの、本研究から CD133 (+) 細胞は CD133 (-) 細

胞より EMT 能および MET 能、遊走能が高く、一方で CD133 (-) 細胞は CD133 (+) 
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細胞よりも接着能が高い可能性が示された。 
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図 10： 血行性転移のプロセスにおける上皮間葉転換 (EMT) および間葉上皮転換

(MET) の役割 
転移の初期段階には EMT が重要であり、間葉系細胞 (赤色) に変化することで癌細

胞の遊走・浸潤・血管内侵入が可能となる。遠隔臓器で上皮系細胞 (青色) に戻るこ

とは、遠隔転移の最後のステップであるコロニー形成に重要である。 
  

原発巣

血行性転移

転移巣

EMT

MET
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図 11： 本研究結果から推測される、低酸素下での大腸癌細胞における CD133 の役

割 
HRE, hypoxia-response element; EMT, epithelial-mesenchymal transition 
  

低酸素環境

CD133 (+) 大腸癌
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1-5 小括 

 低酸素下において、CD133 (+) 細胞は CD133 (-) 細胞より HIF-1α の発現が

高く、EMT 関連タンパク質の発現も高かった。さらに低酸素下での CD133 (+) 細胞の

み、遊走能の亢進を認めた。一方、細胞間接着分子である β1 インテグリンの発現は

CD133 (+) 細胞と比較して CD133 (-) 細胞で有意に高かった。 
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第 2章 

大腸癌組織検体における原発巣と転移巣での CD133の発現の比較 

 

2-1 背景と目的 

 第一章において、CD133 (+) 細胞は CD133 (-) 細胞より EMT 能および遊走

能が高く、一方で CD133 (-) 細胞は CD133 (+) 細胞よりも接着能が高い可能性を示

した。EMT は器官形成や組織成長などの正常過程においても重要なプロセスである

が、癌細胞の場合、EMT によって浸潤や遠隔転移に関連した能力を獲得し、これによ

り血行性転移が引き起こされると考えられている [3, 21, 22]。 

 一方、接着能が非常に重要な役割を果たす転移形式として、播種性転移が

挙げられる。播種性転移は臓器の表面に露出した癌細胞が原発巣からはがれ落ち、

近接する腹膜などに接着することで起こる転移形式である [72]。腹膜表面への付着

は、インテグリンや E-カドヘリンなどの細胞接着分子を介した癌細胞と細胞外マトリック

スとの相互作用が関与している [72-74]。腹膜播種に最も重要な役割を果たすインテ

グリンの一つが β1 インテグリンであり、胃癌や卵巣癌、膵癌において、高い腹膜播種

能を有する癌細胞で β1 インテグリンが過剰発現されていることが示されている [75-

77]。大腸癌においても、ex vivo での β1 インテグリンを阻害する実験で腹膜播種の発

生が抑えられることが報告されており、β1 インテグリンを高発現している CD133 (-) 細

胞は腹膜播種の形成に関与している可能性が考えられる [78]。 
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 そこで我々は EMT 能の高い CD133 (+) 細胞については血行性転移である

肝転移を起こしやすいが、β1 インテグリンや E-カドヘリンの発現が高く接着能の高い

CD133 (-) 細胞については腹膜播種を起こしやすいのではないかという仮説を立てた。

この仮説を検証すべく、実際の臨床検体を用いて原発巣と肝転移巣または播種巣の

CD133 発現率と臨床病理学的因子を比較検討した。 
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2-2 方法 

(1) 症例 

 肝転移症例については、1998 年 1月から 2010 年 12月までの期間に東京大

学医学部附属病院で根治切除を施行した大腸癌同時性肝転移症例を対象とした。腹

膜播種症例については、1997 年 1月から 2017 年 12月までの期間に東京大学医学

部附属病院で外科切除を施行した大腸癌同時性腹膜播種症例を対象とした。いずれ

の群においても、術前に化学療法あるいは放射線療法を施行した症例は対象から除

外した。何らかの化学療法あるいは放射線療法が介在している症例が大半であるため、

異時性転移症例は本検討から除外した。 

 

(2) 免疫染色 

 免疫染色は我々の既報に準じて解析を行った [34, 79]。具体的には、切除

検体をホルマリン固定したパラフィン包埋組織ブロックから、3 μm の厚さで未染色標本

を切り出した。まずエタノールを用いて脱パラフィン処理および脱水処理した後、10 

mM クエン酸バッファー (pH=6.0) 処理と 120℃のオートクレーブによる 5分間の加熱

処理にて抗原賦活化を行い、0.3%過酸化水素水含有メタノールを用いて内因性ペル

オキシダーゼのブロックを行った。次いで、5% ウシ血清アルブミン溶液を用いて非特

異的反応のブロッキングを行った後、100 倍に希釈したマウスモノクローナル抗体であ

る抗 CD133抗体 (130-090-422; Miltenyi Biotec) を反応させ、4℃にて 8時間インキ
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ュベートした。二次抗体反応はヒストファイン SAB-PO（M）キット (Nichirei, Tokyo, 

Japan) を用いて行った。発色は 50 mM tris-buffer に溶解した 2% DAB (3,30-

diaminobenzidine tetrahydrochloride) に 10 分間反応させて行い、核の染色にはマイ

ヤーヘマトキシリン (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) を用いた。 

 CD133 の発現は ImageJ software (National Institute of Health, Bethesda, MD, 

USA) を用いて評価した。まず、免疫染色を行った検体を 40 倍から 200 倍の低倍率

で観察し、CD133 が強く染色された部位を 10 視野選定した。次に 400 倍で選定した

各視野を観察し、計1000個の癌細胞について評価を行った。これまでの既報と同様、

原発の大腸癌組織において CD133 (+) 細胞が 5%以上認められた場合に CD133陽

性と定義した [34, 79]。判定は二人の評価者が臨床病理学的情報を伏せた状態で評

価した。 

 

(3) 統計学的解析 

 統計学的有意差の検定において、患者背景因子と CD133 の発現との関係性

は、χ² 検定あるいは Fisher の正確検定で評価した。原発巣と転移巣における CD133

発現率の違いは、対応のある Student t 検定を用いて評価した。二人の評価者間の

CD133 発現率の一致率は、相関係数を算出し評価した。すべての解析は JMP Pro 

14.0 software (SAS Institute) を用いて行い、p値が 0.05未満の場合を統計学的有意
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とした。 

 

(4) 倫理 

  本研究は東京大学医学部附属病院の倫理委員会の承認を受けて施行した

[審査番号 3252-(8)]。 
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2-3 結果 

(1) 切除検体に対する免疫染色 

 切除検体に対する免疫染色結果の代表例を図 12 に示す。CD133 の発現は

これまでの報告と同様に、癌組織の腺管内腔表面に認め正常組織には発現を認めな

かった [80, 81]。二人の評価者における CD133 発現率の一致率を評価するため相関

係数を算出したところ、大腸癌肝転移症例での原発巣に対する免疫染色では 0.722、

大腸癌腹膜播種症例に対しては 0.775 であり、いずれも良好な一致率を得た。 
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図 12： 切除検体における、CD133染色の代表例 
高倍率像 (400 倍) での画像にて免疫染色の評価を行った。CD133 の染色は図のよ

うに腺管内腔の細胞膜に認め、染色された癌細胞を陽性細胞 (①〜⑥) とカウントし

た。 

 

 

  

①

⑥ ④
③

⑤

②

100 μm



 

 48 

(2) 患者背景 

 大腸癌肝転移群は 84症例、大腸癌腹膜播種群は 58症例が該当した。両群

で重複する症例は 1 症例であった。各群における臨床病理学的特徴を表 2 に示す。

肝転移群と比較して、腹膜播種群は年齢が高く、女性や右側結腸で多く、分化度が

低く深達度の進行した症例で多かった。肝転移群のうち 5 例 (6%) は二期的に肝切

除を施行した症例であった。腹膜播種群ではすべての症例で一期的切除であった。 
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表 2： 患者背景 

    大腸癌肝転移群 大腸癌腹膜播種群 
p値 

    (N = 84) (N = 58) 
年齢 (歳)  

60 (33-81) 66 (40-88) 
0.02 

 中央値 (範囲)  

性別 男性 53 (63%) 26 (45%) 0.03 
 女性 31 (37%) 32 (55%)  

原発部位 右側 16 (19%) 31 (53%) <0.01 
 左側 68 (81%) 27 (47%)  

組織型 高分化型腺癌 34 (40%) 20 (34%) 0.01 
 中分化型腺癌 46 (55%) 26 (45%)  
 その他 4 (5%) 12 (21%)  

深達度 T1 0 (0%) 0 (0%) <0.01 
 T2 6 (7%) 0 (0%)  
 T3 48 (57%) 10 (17%)  
 T4 30 (36%) 30 (83%)  

リンパ節転移 なし 23 (27%) 13 (22%) 0.50 
  あり 61 (73%) 45 (78%)   
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(3) CD133 発現と臨床病理学的因子との関連 

 各群の大腸癌原発巣を CD133 陽性群と陰性群の二群に分け、どのような背

景因子が CD133 の発現に関連しているのかを検討した (表 3)。CD133 陽性群は大

腸癌肝転移群で 44 例 (52%)、大腸癌腹膜播種群で 33 例 (57%)であった。肝転移

群においては、深達度やリンパ節転移など癌の進行度を表す因子を含め、CD133 の

発現はいずれの因子とも関連しなかった。一方、腹膜播種群においては、高分化型

腺癌で CD133 陽性の割合が高く、低分化型腺癌や粘液癌など悪性度の高い組織型

で CD133陰性の割合が高かった (p = 0.04)。腹膜播種群においても、CD133 の発現

は癌の進行度を表す因子との関連は認めなかった。 
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表 3： CD133 の発現と臨床病理学的因子 

    大腸癌肝転移群   大腸癌腹膜播種群 
  CD133 (-) CD133 (+) 

p値 
 CD133 (-) CD133 (+) 

p値 
    N = 40 N = 44   N = 25 N = 33 
年齢 (歳)    0.45    0.26 
 中央値 (範囲) 59 (33-79) 61 (41-81)   68 (40-88) 64 (41-80)  

性別    0.73    0.67 
 男性  26 (65%) 27 (61%)   12 (48%) 14 (42%)  

 女性  14 (35%) 17 (39%)   13 (52%) 19 (58%)  

原発巣部位    0.37    0.85 
 右側   6 (15%) 10 (23%)   13 (52%) 18 (55%)  

 左側  34 (85%) 34 (77%)   12 (48%) 15 (45%)  

組織型    0.08    0.04 
 高分化型腺癌 14 (35%) 20 (45%)    6 (24%) 14 (42%)  

 中分化型腺癌 22 (55%) 24 (55%)   10 (40%) 16 (48%)  

 その他   4 (10%) 0 (0%)    9 (36%)  3 (12%)  

深達度    0.90    0.11 
 T2-3  26 (65%) 28 (64%)   2 (8%)  8 (24%)  

 T4  14 (35%) 16 (36%)   23 (92%) 25 (76%)  

リンパ節転移   0.64    0.31 
 なし  10 (25%) 13 (30%)    4 (16%)  9 (27%)  

 あり  30 (75%) 31 (70%)   21 (84%) 24 (73%)  

PCI        0.92 
 <10      17 (68%) 22 (67%)  

 ≥10            8 (32%) 11 (33%)   

PCI, peritoneal cancer index 
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(4) 大腸癌肝転移および大腸癌腹膜播種の原発巣・転移巣における CD133 の発現 

 大腸癌肝転移群および大腸癌腹膜播種群における、原発巣と転移巣それぞ

れの CD133 (+) 細胞率を図 13 に示す。大腸癌肝転移群については原発巣で中央

値 5.3% (範囲: 0.4-41.9)、肝転移巣で 8.2% (範囲: 0.6-51.0)であり、肝転移巣で有意

に CD133 の発現率が高かった (p <0.01)。一方、大腸癌腹膜播種群については原発

巣で中央値 6.2% (範囲: 0.8-30.7)、腹膜播種巣で 2.9% (範囲: 0.3-28.0)であり、腹膜

播種巣で有意に CD133 の発現率が低かった (p <0.01)。それぞれの原発巣の CD133

の発現率については有意差を認めなかった (p = 0.42)。 
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図 13： 原発巣および転移巣に対する CD133 発現率 
大腸癌肝転移における原発巣と肝転移巣 (A)、および大腸癌腹膜播種における原発

巣と腹膜播種巣 (B) での CD133 (+)細胞の割合。箱内の横線は CD133 発現率の中

央値、×印は平均値をそれぞれ示す 
(**; p < 0.01) 
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2-4 考察 

 第一章の結果から、CD133 (+) 細胞は肝転移を起こしやすく CD133 (-) 細胞

は腹膜播種を起こしやすいのではないかという仮説を立て、実際の臨床検体を用いて

この仮説を検証した。表 2 において大腸癌肝転移群は大腸癌腹膜播種群と比較して、

年齢が若く、男性で左側結腸に多かったが、これは大腸癌が肝転移を起こす危険因

子とされている既報と一致する結果であった [82-84]。これまでに、CD133 (+) 細胞の

発現率が 5% 以上の場合に陽性と定義して原発巣と肝転移巣における CD133 の発

現を調べたところ、原発巣よりも肝転移巣の方が CD133 陽性の割合がわずかに高い

ことを示したが、具体的な CD133 (+) 細胞の発現率は評価できていなかった [34]。そ

こで今回、新たにコホートを調べ直し、原発巣と肝転移巣における CD133 (+) 細胞の

発現率を比較した。その結果、肝転移巣における CD133 発現率は、原発巣よりも有意

に高かった (p <0.01)。これまでの報告では、ヒト肺癌細胞を用いたマウス肝転移モデ

ルにおいて、CD133 (+) 細胞を注入したマウスの方が、CD133 (-) 肺癌細胞を注入し

たマウスと比較して肝転移をきたしやすいことが示されている [85]。また臨床検体を用

いた解析においても、大腸癌原発巣と同時性肝転移巣それぞれの CD133 の mRNA

発現量は、原発巣よりも肝転移巣で有意に高いことが示されている [86]。以上の既報

も踏まえて、本研究結果から大腸癌において CD133 (+) 細胞が肝転移に寄与してい

るものと考えられた。 

 しかしながら肝転移巣での癌細胞すべてが CD133 (+) 細胞であったわけで
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はない。これについては、本研究で示したように CD133 (+) 細胞が転移先臓器で

MET を起こすこと、あるいは我々が以前報告したように肝転移を形成した後に CD133 

(+) 細胞が CD133 (-) 細胞へと分化することによって、CD133 (-) 細胞が増えることが

可能性として考えられた [33]。これを裏付けるデータとして、Huang らは大腸癌肝転

移巣における CD133 (+) 細胞の発現が、腫瘍の増大とともに減少することを示してい

る [87]。 

 一方、腹膜播種についても CD133 (+) 細胞の発現率 5%をカットオフとして、

CD133 陽性と陰性の二群に分けたところ、肝転移巣とは逆に腹膜播種巣では原発巣

より CD133 陽性の割合が低いことがこれまでに示されていたが、こちらも具体的な

CD133 (+) 細胞の発現率は評価できていなかった [79]。そこで今回、腹膜播種につ

いても新たにコホートを調べ直し原発巣と腹膜播種巣における CD133 (+) 細胞の発

現率を比較した結果、腹膜播種巣での CD133 発現率は、原発巣よりも有意に低かっ

た (p <0.01)。CD133 (+) 細胞と腹膜播種との関連については、卵巣癌細胞において

CD133 (+) 細胞が腹膜中皮細胞に付着しやすく、卵巣癌患者の臨床検体を用いた

解析でも CD133 (+) 細胞が腹膜播種をきたしやすいことが示されている [88]。一方

で大腸癌に関しては、腹膜播種を有する大腸癌の CD133 発現は、肝転移を有する大

腸癌と比較して低いといった報告もあり [89]、腹膜播種における CD133 の役割に関

しては明らかでないことも多い。本研究の結果からも、大腸癌においては CD133 (-) 
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細胞が腹膜播種形成に寄与しているものと考えられた。 

 本研究の限界については、まず第一にこれらの検討が後方視的検討であり、

対象とした症例は単一施設に限られていることである。第二に、大腸癌肝転移群と腹

膜播種群で組織型や深達度などの患者背景が異なる点である。第三に、症例数がや

や少ないため、本結果の正確性に関してはさらに症例数を増やした検証が望ましい

点である。 

 以上のような限界は伴うものの、本研究から CD133 (+) 細胞は肝転移をきた

しやすく、CD133 (-) 細胞は腹膜播種をきたしやすい可能性が示された (図 14)。 
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図 14： 本研究結果から推測される、大腸癌細胞の転移における CD133 の役割 
EMT, epithelial-mesenchymal transition 
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2-5 小括 

 大腸癌肝転移症例において、肝転移巣の CD133 (+) 細胞の発現率は原発

巣よりも高かった。一方で大腸癌腹膜播種症例においては、腹膜播種巣の CD133 (+) 

細胞の発現率は原発巣よりも低かった。CD133 (+) 細胞は肝転移に、CD133 (-) 細

胞は腹膜播種形成に寄与している可能性が考えられた。 
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結論 

 

 本研究では、低酸素環境下における上皮間葉転換 (EMT) と CD133 の発現

との関連と、遠隔転移形成における CD133 の関与の検証を目的として、基礎研究と後

方視的観察研究を行い、以下の結果を得た。 

 

1. 低酸素下では CD133 (-) 細胞と比較して、CD133 (+) 細胞で EMT 関連タンパク

質の発現が多く、遊走能も高かった。一方で CD133 (-) 細胞は CD133 (+) 細胞

と比較して、細胞接着タンパク質である β1 インテグリンの発現が多かった。 

2. 遠隔転移を有する大腸癌において、肝転移巣は原発巣よりも CD133 発現率が高

く、腹膜播種巣は原発巣よりも発現率が低かった。 

 

 以上より、CD133 (+) 細胞は低酸素下において CD133 (-) 細胞よりも上皮間

葉転換がより誘導され遊走能も増加するため、肝転移などの血行性転移を起こしやす

いこと、一方で CD133 (-) 細胞は CD133 (+) 細胞と比較して接着能が増加するため

に腹膜播種を起こしやすい可能性があると考えられた。 

 今後、CD133 が HIF-1αを誘導するシグナルや遊走能を亢進させるシグナル

を解明し、関与する遺伝子やタンパク質を発見することができれば、将来的には大腸

癌肝転移に対する新しい予防法や治療法が開発される可能性がある。また、低酸素
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環境下で選択的に CD133 の活性阻害をもつようなプロドラッグや、癌細胞特異的に酸

素を運搬するような薬剤があれば、低酸素環境下での CD133 の血行性転移促進を阻

害する、新たな肝転移予防法となるかもしれない。一方で、CD133 がなぜ細胞接着因

子である β1 インテグリンの発現が低いのか、そのシグナルや関連タンパク質などを解

明することによって、将来的にはこちらは腹膜播種の新たな予防や治療法になるかも

しれない。本研究結果は、そのような将来的展望を実現するための導入として位置づ

けられる。本研究が発端となり、CD133 の転移に関わるメカニズムがさらに解明され、

大腸癌遠隔転移の予防や治療がさらに発展されることを期待する。 
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