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緒緒  言言  

 
癌浸潤先進部の微小環境では腫瘍表層とは異なる分子変化が起こり、これが個々の癌の生物学的態度を決定している。

我々は癌浸潤先進部に特異的に出現する線維性間質反応（desmoplastic reaction：DR）に着目し、この組織学的分類

を提唱してきた［1～3］。DR 分類は、対物 40 倍視野に相当する myxoid 間質が存在する immature 型、keloid-like 
collagenが存在する intermediate型、いずれも存在しないmature型に分類される［4］。大腸癌症例の予後はmature
症例で最も良好で、immature で不良となり、DR 分類の予後分別能は既存の予後因子を凌駕することが前方視的研究

でも示され［5］、日本臨床腫瘍研究グループ（JCOG）の無作為ランダム化比較試験（JCOG1805）はDR分類をStage 
Ⅱ大腸癌の予後不良因子として症例選択基準に採用している［4］。このように、DR分類は大腸癌の治療指針になるこ

とが期待されているが、判定再現性に関わる問題の解決は形態学的指標に共通する喫緊の課題である。本研究では、ま

ず人工知能（AI：Artificial Intelligence）を活用したDR評価法を確立し、判定精度を高めることを第一の目的とした。 
近年、癌間質は癌細胞の生存や増殖を育む微小環境として認識され、癌の悪性進展に重要であるとの概念が定着して

いる。癌間質の中心的な構成細胞である癌関連線維芽細胞（CAF）は様々な種類の前駆細胞から起源し、腫瘍増殖を促

進するサイトカイン、ケモカインを産生・分泌し、癌の進展に関与している。癌間質での細胞外基質（ECM）の再編成

に重要な役割を果たすADAM（a disintegrin and metalloproteinase）分子は癌細胞の接着・運動・増殖にも関与して

いる［6］。CAF を主体としたECM 再編成時の分子制御機構の差がDR の形態学的多様性に反映されている可能性が

考えられることから、本研究では、ADAM分子を主軸に、DRの形態的特徴の背後にある分子生物学的因子を解明する

ことを第二の目的とした。 
 

方方  法法  

 
11．．AAII技技術術をを用用いいたたDDRR分分類類のの診診断断とと意意義義  

StageⅡ、Ⅲ大腸癌症例528例を対象とし、75％（396例）を training cohort、25％（132例）を test cohortとし

た［7］。最深部を含むHE染色標本を選択しデジタルスライドを作製した。無作為に41例のmyxoid stromaを含む症

例を選出し、HALO® softwarを用いてDenseNet neural networkにmyxoid stromaを学習させ、myxoid stromaを

同定するdeep learning classifierを作製した。この精度をDice Coefficientを用いて評価した。 
腫瘍先進部より外側方向に500 mm、1,000 mmの幅の領域を自動選択させ（以下、各々をMargin 1、Margin 2と

表現）、この領域のmyxoid stromaを classifierにて同定し、総myxoid面積、平均myxoid面積、最大myxoid面積の

3項目を算出した。予後解析については、まず予後データを基にした閾値をtraining setにて決定し、この意義をtraining 
setにて検証した。 
22．．DDRR分分類類のの分分子子生生物物学学的的背背景景  
 原発巣切除を施行したpT3以深の大腸癌症例61例を対象とした。手術検体から癌部および非癌部の漿膜下層組織を

それぞれ採取し、CAF と非癌部線維芽細胞（NFs）を培養した。3 回以上継代し、純度の高いCAF あるいは NFs を
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抽出し、それぞれ3～7継代したものを実験に使用した［6］。RNA、蛋白発現の評価にはリアルタイム定量的RT-PCR、
イムノブロット法を用いた。 
 手術標本の摘出直後に切り出された組織を用い、レーザーマイクロダイセクションを用いてDR分類別に腫瘍先進部

を選択的に採取しDR分類ごとに評価した。摘出直後の手術標本から採取した癌組織よりオルガノイドを培養した［6］。
CAF の培養上清を用いた大腸癌株化細胞の細胞増殖アッセイについては、CAF の培養上清と共培養したそれぞれの 

大腸癌株化細胞の増殖能を、Bromodeoxyuridine（BrdU）による Cell Proliferation ELISA 法を用いて測定した。   

細胞増殖に対するADAM9発現抑制の影響を評価するために、short hairpin RNAによりADAM9のノックダウンを

行ったCAFの培養上清と大腸癌株化細胞を共培養した。腫瘍異種移植による腫瘍増殖能および転移能の評価に関して、

大腸癌株化細胞（HCT-116 または HT-29）および DR 分類別に採取した CAF を、BALB/cSlc-nu/nu マウスの背部  

皮下、盲腸漿膜下層に注入し腫瘍増殖能と転移を評価した。 
 

結結  果果  

 
11．．AAII技技術術をを用用いいたたDDRR分分類類のの診診断断とと意意義義  
1）Classifierの精度評価 
作製した classifierの精度を classifierの作製に用いなかった40症例において検証した結果、Dice scoreは0.87であ

った［7］。手動でのアノテーション部と classifierにより自動判定されたmyxoid領域の比較例を図1に示す。  

  
図1．Myxoid stromaのAI自動判定の例 

A、D）Myxoid stromaが存在するHE標本。 
B、E）手動で同定したMyxoid stroma（緑）。 
C、F）AI自動判定により同定されたMyxoid stroma（赤）。 
スケールバー：1 mm。 

  
2）Myxoid stromaの自動判定  

Classifierにより同定されたmyxoid stroma領域を528例の training setにおいて解析した（図2）。Margin 1を評

価した場合の最大myxoid stromaの面積、Margin 2を評価した場合の総myxoid stroma領域は良好な予後因子であ

った。多変量解析の結果、Margin 2を評価した場合の総myxoid stroma領域が最も強い予後因子であり（p＜0.001）、
次いでN stageであった（p＝0.021）。 
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 Training setにおいて有意な因子であったMargin 1を評価した場合の最大myxoid stromaの面積、Margin 2を評

価した場合の総myxoid stroma領域、手動のDR分類を test setにおいて検証したところ、Cox regression単変量解

析ではいずれの因子も有意な因子であったが（それぞれ p＜0.001、p＝0.036、p＝0.033）、AI 自動判定の予後分別能

は手動分類を凌ぐことが示された。  

  
図2．AI自動判定と手動判定によるMyxoid stroma分類と予後 

a） Margin 1の最大myxoid stroma面積（training set）。 
b） Margin 1の最大myxoid stroma面積（test set）。 
c） Margin 2の総myxoid stroma領域面積（training set）。 
d） Margin 2の総myxoid stroma領域面積（test set）。 
e） 手動判定によるimmature stroma（対物40倍視野領域以上のmyxoid stroma）

（training set）。 
f） 手動判定によるimmature stroma（対物40倍視野領域以上のmyxoid stroma）

（test set）。 
  

3



 

22．．DDRR分分類類のの分分子子生生物物学学的的背背景景  
1）DR分類別のCAFが腫瘍増殖に及ぼす影響の評価 
 大腸癌株化細胞とDR 分類別に採取したCAF の培養上清とを共培養したところ、immature DR 症例から採取され

たCAF培養上清はmature DR症例から採取したCAF培養上清と比較して、共培養した大腸癌株化細胞の細胞増殖を

有意に促進した（図3A）。 
 

 
図3．CAFの培養上清を用いた大腸癌株化細胞増殖アッセイ 

A） DR 分類別のCAF 培養上清と共培養した大腸癌株化細胞の増殖度。immature DR症例由来のCAF の

培養上清は癌細胞の増殖を有意に促進させた。BrdU の取り込み法による細胞増殖アッセイキットで解

析。  

B） ADAM9 をノックダウンした CAF の培養上清による大腸癌株化細胞の増殖能の変化。ADAM9 を

shRNA でノックダウンした CAF の培養上清と共培養した大腸癌株化細胞は増殖が有意に抑制された。

BrdUの取り込み法による細胞増殖アッセイキットで解析。 

*P＜0.05、**P＜0.01、***P＜0.0001（Student’s t test）。 
 

 DR 分類別に採取した CAF を 2 種類の大腸癌株化細胞にそれぞれ混合したものを BALB/cSlc-nu/nu マウスに皮下

注射し、平均腫瘍体積を経時的に測定したところ、いずれの大腸癌株化細胞においても immature DR症例由来のCAF
と混合した群で増殖が促進された。同様に、DR 分類別に採取したCAF を蛍光標識した 2 種類の大腸癌株化細胞へそ

れぞれ混合したものをマウスの盲腸漿膜下層に注入したところ、mature DR症例と比較して immature DR症例から

採取したCAFを混合した群で高い増殖能を示し、mature DR群に比較して immature DR群では腹膜播種の形成が高

度であった（図4）。 

 
図4．マウス盲腸漿膜下層移植モデルにおけるDR分類別のCAFと混合した大腸癌株化細胞の増殖 

immature DR症例由来のCAFは大腸癌株化細胞の移植片を有意に増大させ、腹膜播種を高度に形成さ

せた。IVISTM 100 camera systemを用いた発光イメージングによる解析。HCT-116ffluc-cp１５６：P＜0.05
およびHT-29ffLuc-cp１５６：P＝0.076（Wilcoxon signed-rank test）。 

4



 

 
2）DR分類とCAFにおけるADAM9の発現の関連 
 RT-PCR 法を用いてヒト大腸癌のCAF におけるADAM のmRNA 発現を検討したところ、ADAM9、ADAM10、
ADAM12およびADAM17が50％以上のCAFにおいて発現していた。ADAM9の発現は、mature DR症例から採取

したCAFに比較して immature DR症例から採取したCAFにおいて高度であった。イムノブロット法にて、ADAM9
はmature DR症例から採取したCAFでは発現がごく僅かまたは認められず、immature DR症例から採取したCAF
では 50 kDa の活性型（ADAM9s）として発現していることを確認した。免疫組織化学染色にてADAM9 が癌間質に

発現していることを確認した。 
手術で摘出された大腸癌の新鮮凍結検体の検討にて、ADAM9 の mRNA は、mature DR 症例の癌間質と比較して

intermediate DR症例および immature DR症例の癌間質で有意に上昇していた。 
3）CAFのADAM9の発現が癌悪性度に及ぼす影響の評価 
 細胞増殖におけるADAM9 の直接的な関与の有無を検討するため、3 種類のCAF にADAM9 shRNA（sh1 および

sh2）を核酸導入した。ADAM9 の発現をノックダウンさせたCAFsh-1 およびCAFsh-2 の培養上清（各 n＝3）と共

培養した大腸癌株化細胞では、mock 群と比較して有意に BrdU の取り込みが低下し、細胞増殖が抑制された（sh1： 
P＜0.0001および sh2：P＜0.0001（HCT-116）、sh1：P＜0.0001および sh2：P＜0.0001（HT-29）、BrdUの取り込

み法による細胞増殖アッセイキットで解析）（図3B）。 
 次いで大腸癌患者の摘出標本から作製した 5 症例のオルガノイドを使用し実験を行った。イムノブロット法により、

immature DR 症例から採取した CAF の培養上清は、mature DR 症例から採取した CAF の培養上清に比較して、  

オルガノイドにおけるPCNAの発現を増加させた（図5）。また、CAFsh-1およびCAFsh-2の培養上清と共培養した

オルガノイドではmock群と比較してPCNAの発現が抑制された。 

 
 

図5．DR分類別のCAF培養上清を用いたオルガノイド増殖アッセイ 
immature DR 症例由来のCAF 培養上清はオルガノイドにおけるPCNA タンパク質

の発現を有意に増強させた。また、shRNAによりADAM9をノックダウンしたCAF
の培養上清ではPCNAタンパク質の発現が抑制された。 

 
考考  察察  

 
大腸癌の現在の治療指針の柱は病期であり、個々の癌の悪性度をその要素に取り入れる手段は乏しい。我々は、大腸

癌の浸潤先進部に特異的な癌の脱分化や間質の形態学的変化の研究に基づき、癌悪性度を的確に把握する DR 分類を 

提唱し、国内ではこれらを inclusion criteriaに用いて治療法を検証するランダム化比較試験も開始された［4］。一方、

DR分類を規定する分子生物学的特性は明らかでなかった。本研究は形態学的多様性を基軸に、癌悪性度と治療耐性に

関わる分子を同定する研究の一環として、以下の新しい知見を明らかとした。 
１１．．AAII技技術術をを用用いいたたMMyyxxooiidd  ssttrroommaaのの診診断断精精度度をを評評価価しし、、予予後後予予測測能能にに優優れれてていいるるここととをを明明ららかかににししたた  
本研究の結果から、deep learning に基づく immature stroma の自動判定は、従来法の判定と一致度が高いことが 

示されると共に、より精緻な予後予測を可能とすることが示唆された［7］。従来のDR分類における immature stroma
の判定は顕微鏡下にDR 分類を評価することを前提としており、対物40 倍基準は判定の再現性を高め、簡易性に優れ
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たものである。一方、myxoid間質は必ずしも定形ではなく、一般的に不整形である。今回の検討は、その不整形のmyxoid
間質の面積の評価が、予後判定の精度を高めることを示したものでもある。AI 技術により再現性の高い先進部病理診

断を可能とすることができれば、本分類の臨床導入が加速されることが期待される。実臨床で作製されるHE染色標本

を用いた診断方法は費用対効果に優れていることから、医療財政の観点からも利益が大きい。 
本研究の limitation として、比較的小数例での検証にとどまっていることが挙げられ、今後多施設研究が望まれる。

また、現在のところ keloid-like collagen の自動判定法が確立し得ていない。この判定方法が確立した場合には予後良

好症例の抽出が可能となり、術後補助化学療法が不必要な症例の選別に寄与することが期待されよう。 
22．．DDRR分分類類のの背背景景ににCCAAFFのの多多様様性性がが存存在在すするるここととをを明明ららかかととしし、、CCAAFFにに発発現現さされれるるAADDAAMM99のの意意義義をを同同定定ししたた  
 CAF は癌微小環境を構築する主たる細胞であり、癌細胞やその他の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。しかしながら、CAFの生物学的機能は不均一で、CAFの種類が異なればその機能も異なると考えられ

ており、近年では腫瘍進展を促進するCAFのみならず、抑制的に作用するCAFの報告も散見される。DR分類は腫瘍

の発育先進部を評価する分類法であり、その分類要素である myxoid stroma や keloid-like collagen の形成には CAF
が中心的な役割を担っていると考えられることから、先進部における CAF が heterogenous な集団であることが示唆

される［8］。本研究において immature 由来のCAF において旺盛な腫瘍増殖や腹膜播種が観察されたが、immature
型の DR 反応を示す腫瘍を有する症例において転移が多く、予後が不良である臨床的転機を再現しているものであり、

DR分類の臨床的意義の中心にCAFの多様性があることを示唆する結果である。 
myxoid stroma とkeloid-like collagenは浸潤先進部に特異的に観察される。また先進部全体に観察されるとは限ら

ず、先進部の一部の領域に限定して認められることが多い。腫瘍の中央部はmature DRで構成される。このためmyxoid 
stromaとkeloid-like collagenは、腫瘍の発育過程における一過性の表現型と考えられ、宿主の防御を回避して腫瘍の

浸潤傾向が強い部分でこれらの表現型が形成され、腫瘍と宿主による攻撃と防御のせめぎ合いが終結することで

mature DRへと変化していくという過程が推察される。すなわち、腫瘍増殖に抑制的なCAFがmature DRを形成し、

促進的なCAFがmyxoid stromaと keloid-like collagenを形成するという仮説が考えられる。 
本検討で、DR 分類別の CAF における ADAM の網羅的解析より、ADAM9 の発現に有意差を認め、さらにこれが

癌細胞の増殖能に影響を及ぼしている可能性が示唆された。ADAM は膜貫通型タンパク質であり、細胞表面に存在す

るタンパク質の分解を媒介し、細胞間および細胞－ECM 間の相互作用を調節している。ADAM の生物学的機能は多

様であり、細胞接着、融合、遊走、膜タンパク質のシェディング、ECM 分解などに関与している［6］。その中でも、

主要な作用は膜タンパク質の細胞外ドメインを切断・遊離するシェディングにあると考えられており、TNF-αのみな

らず TGF-αや EGF、HB-EGF などの膜型増殖因子を遊離させ、インテグリンとの結合を介した細胞内シグナルの  

調節を行うことで細胞の増殖や分化に関与している。 
 今回、DR分類別にCAFを培養しADAMの発現を検討したところ、より immatureなDR由来のCAFでADAM9
の発現が増強していたことから、ADAM9がmyxoid stromaやkeloid-like collageといった特異的な形態を示すDRの

形成に関与している可能性が窺われた。また、ADAM9が癌細胞の増殖に関与し、ADAM9をノックダウンすることで

CAF 混合時の大腸癌株化細胞やオルガノイドの増殖が抑制されたことから、ADAM9 が大腸癌患者における治療標的

となる可能性が示唆された。近年、ADAM9を標的とした抗体薬物複合体が開発され、非小細胞肺癌、胃癌および大腸

癌モデルのマウスにおいて抗腫瘍効果を示すことが報告されている。今後、ヒトに対する ADAM9 を標的とした治療

薬の開発により、大腸癌領域においては immature DRを有する予後不良な症例群への治療効果が期待される。 
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