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緒緒  言言  

 
外科手術療法あるいは周術期療法の進歩により癌患者の予後は大きく改善してきたが、進行癌の治療成績は満足する

ものとはなっていない。それは、癌の再発や転移が現代の最新医療をもってしても十分に制御できていないからである。

この状況を破るためには癌転移の分子機序を明らかにしその原因に対する対処法を解明する以外に方法はない。癌の予

後因子に関しての報告は多数あるが十分に検証されたといえる予後因子は明らかでない。例えば、我々はこれまでにリ

ンパ節転移や遠隔転移に関連があると報告されている遺伝子（c-myc、Ascl2、PRL3、CD44、lnRNA-MALAT1、H19、
HOTAIR等）について同じ結腸癌組織を用いて組織mRNAの定量的PCRで精密にその発現を調べ臨床病理学的因子

との相関を解析し過去の報告の検証を行った。これらの遺伝子はいずれも癌で過剰発現していたが、驚いたことに癌悪

性度との関連を示す遺伝子は一つもなかった［1，2］。その後、それまでの研究［3］から再び注目した間質マーカー

secreted protein acidic and rich in cysteine（SPARC ）の発現解析を行い初めてリンパ節転移や遠隔転移との関連を

確認できた（図1）。 
 

 
 

図1．結腸癌におけるSPARC mRNA発現と転移の関連 
Microdissection による SPARC 発現は癌間質特異的に確認され（左図）、結腸癌 bulk 組織における発現は  

高度リンパ節転移（N2、N3）（左中図）、遠隔転移（M1）（右中図）、転移臓器（右図）で有意に高値であった

（t検定）。cS/E ratio (cancer stroma／epithelium expression ratio). 
  
近年の TCGA をはじめとした public database の充実により、客観的な包括的発現解析データの利用が可能となっ

ている。そこで、本研究においては結腸癌のマイクロダイセクションによるマイクロアレイデータベースとバルク組織

を用いたマイクロアレイデータと予後の結果を交えて、癌関連線維芽細胞（Cancer-Associated Fibroblast：CAF）に

おけるSPARC発現の臨床的意義および機能的意義を統合的に論じた。 
本研究において、CAF細胞YS1のSPARCノックダウンにより癌転移能の低下（gel contraction抑制、癌浸潤能の

低下、癌生着能の低下）が確認できた。これらを説明する分子的機序を明らかにするために YS1 の SPARC ノックダ

ウンにより発現が低下する遺伝子を、イクロアレイを用いて包括的に検索した。その結果、SPARC 下流の標的遺伝子
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として collagen family、補体 C1 family、IFN-stimulated gene（ISG）、HLA class I familly、あるいは多数の分泌因

子の発現低下が確認できた。このうち、collagen familyと補体C1 familyは癌間質特異性が高く、特に collagen family
は強い予後因子であった。一方、癌間質特異性が低い癌細胞とのクロストークに関連する遺伝子候補として CSF1 が

SPARC 下流遺伝子候補として同定された。遺伝子ノックダウンの実験により、SPARC 誘導癌細胞浸潤能が      
CSF1-CSF1R axisにより制御されていることが明らかとなった。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．YYSS11細細胞胞ののSSPPAARRCCノノッッククダダウウンンとと結結果果のの検検証証（（rreeaall  ttiimmee  PPCCRR））  

YS1のSPARCノックダウンを3種類のsiRNA-SPARC #1、#2、#3を用いて行った。3種類のノックダウンの配列

のうち、off-targetの有無をWnt2の反応性を基に判断した。siRNA-SPARC #3はoff targetが確認され、以降の実験

は siRNA-SPARC #1（siSPARC-1）、siRNA-SPARC #2（si-SPARC2）を用いて行った。Affymetrix expression 
microarrayを用いて発現解析を行い、siSPARC-1で発現が2倍以上低下した遺伝子を選択した（2,086プローベ）。さ

らに、si-SPARC2 においても 2 倍以上低下を示した 679 プローベ（567 遺伝子）を選択し、さらに癌間質において

SPARC発現と強い相関を示した遺伝子（R＝0.9 or beyond）のうち、発現量の順に上位30個をピックした（図2）。
遺伝子発現低下は一部の遺伝子について real time PCRで検証できた（COL8A1、COL1A1、HLA-F ）。また、30個

のうち4個の遺伝子が IFN-stimulated gene（ISG）（EPSTI1、IFI44、IFIH1、MX2）であり、また分泌因子（Secretion 
factor、図2のサークルSマーク）は癌とのクロストークに関わる可能性があると考えた。 

 

 
 

図2．YS1のSPARCノックダウンと遺伝子発現低下 
YS1 細胞における siSPARC-1、siSPARC-2 により Ctrl に比較して発現が 2 倍  

以上低下した遺伝子を発現順に列挙（上位30位）。 
 
22．．YYSS11ののSSPPAARRCCノノッッククダダウウンンとと表表現現型型のの変変化化  
次にYS1のSPARCノックダウンを行い表現型の変化を調べた。線維芽細胞の癌転移活性を反映するgel contraction 

assay を行いゲル収縮が有意に抑制された。癌細胞への影響を見るために癌細胞との共培養による癌浸潤能と nude 
mouseの移植率を算定した。両者ともSPARCノックダウンにより抑制された。大腸癌細胞株SW480、DLD1を用い

た浸潤実験の結果を図3に示す。 
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図3．SPARCノックダウンと強制発現による大腸癌浸潤能の変化 
YS1細胞のSPARCノックダウン上清は、Ctrl上清よりSW480の癌浸潤を低下させ（左図）、

一方で YS1 細胞の SPARC 強制発現の上清は moc 上清より SW480 の癌浸潤を増強した    
（左中図）。DLD1も同様であった（右中図、右図）。統計処理は t検定で行った。 

 
33．．大大腸腸癌癌CCAAFF  mmaarrkkeerr候候補補遺遺伝伝子子のの同同定定  
癌間質プロファイルの public database（GSE35602）解析を行い、癌間質における SPARC と下流遺伝子の関係を

検証した（図2にはR＝0.9 or beyondの遺伝子をピック）。さらに、包括的遺伝子探索を行いSPARCと関連するCAF 
marker 候補をマイクロアレイ遺伝子から抽出し発現の多い 115 個に絞った。115 個の CAF marker 候補遺伝子は、 

すでに良く知られているCAF markers（FAP、VIM、ACTA2、PDGFRB）に加えて collagen family、補体C1 family 
（C1S/C1R）等のSPARC下流遺伝子候補（図4）が共通していた。 

 
図4．SPARCノックダウンによる collagen familyの発現変化 

YS1細胞のSPARCノックダウンにより発現が低下したコラーゲン（altered）（図4左）を示す。 
 
44．．大大腸腸癌癌CCAAFF  mmaarrkkeerr  候候補補遺遺伝伝子子のの予予後後解解析析 

CAF marker 候補遺伝子のうち、発現が高い 76 個について結腸癌の public database を用いて予後解析を行った 
（GSE17538）。AUCで順位付けを行うと上位に collagen familyが enrichされた。面白いことにほとんどの候補遺伝

子が予後不良因子であり、有意な差を示した遺伝子が 76 個中 63 個に上った。Top10 の遺伝子を順に列挙すると

PRKCDBP、COL8A1、THBS2、COL5A2、INHBA、SPARC、COL5A1、COL6A3、COL11A1、COL12A1 であ

った（図5）。 

 
図5．大腸癌CAF markersと悪性予後（GSE17538） 

CAF markersの中で強い予後因子となったPRKCDBP、COL8A1、COL3A1、SPARCの結腸癌における予後曲線。 
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55．．SSPPAARRCC  誘誘導導癌癌浸浸潤潤ははCCSSFF11//CCSSFF11RR  aaxxiissをを介介すするる  
SPARC下流で発現が誘導され、癌間質でSPARCとの高い相関を示したCSF1に注目した（図6）。注目した理由と

しては、SPARC下流の分泌因子のうち cS／E ratioが低かったためである（図6、右パネル）。癌とのクロストークに

関連する遺伝子は癌特異性である必要がないと考えた。 
 

   
 

図6．SPARCによるCSF1の誘導とCSF1の cS/E比の特有性 
YS1 細胞における SPARC ノックダウンにより CSF1 発現は低下し（左図）、SPARC 強制発現に 

より CSF1 発現は増加した（左中図）。癌間質における CSF1 発現は SPARC 発現と強く相関し  

（右中図）、S／E比は特有に低かった（右図）。 
 

YS1細胞のCSF1、CSF1RのノックダウンによるSPARC誘導癌浸潤能変化（SW480）を調べた（図7）。 
 

 
 

図7．YS1に対してSPARC誘導を行いCSF1-CSF1R axisノックダウンSWによる480癌細胞浸潤を評価 
YS1におけるSPARC強制発現をCSF1ノックダウンすると癌細胞SW480の浸潤能が低下した。また、SW480の

CSF1Rをノックダウンすることでさらに強く癌浸潤が抑制された。 
 

考考  察察  

 
本研究で SPARC の大腸癌転移に関わる分子機序の一部を解明できた。これまでに SPARC が癌では遺伝子プロモ

ーターのDNAメチル化で発現が低下し、一方癌間質で発現が亢進していることが知られていた。我々は本研究におい

て micorodissection を用いた発現プロファイルの特徴を客観的指標で表現することに成功した。すなはち、          
cS／E ratio＝10 or beyondは癌間質特異的発現遺伝子として重要な客観的指標となる。CAF markerの必要条件であ

った。また、間質マーカーとして知られるSPARCとの強い相関（R＝0.9 or beyond）は、もう一つのCAF markerの
必要条件でもあった。この両者を満たす遺伝子がFAP、VIM、ACTA2、PDGFRBというよく確立されたCAF marker
を全て含んでいたことは極めて重要な所見といえる。よって、我々はこの二つの条件を満たす遺伝子は本研究ではCAF 
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markerと呼ぶこととした。 
CAF markerの予後因子解析ではそのほとんどが悪性予後の indicatorであり、特に上位にコラーゲンファミリーが 

enrich された。上位の top10 にコラーゲンファミリーが 6 個上がってきたが、これらの調節をする SPARC がやはり

含まれていた（6位）。SPARCよりAUCが高かったコラーゲンファミリー遺伝子はCOL8A1およびCOL5A2だけで

あった。以上からSPARCはコラーゲン産生に重要な役割を果たしていることが明らかとなり、またそれは宿主の防御

反応としてよりも癌進展の協力者としての意義が高いことを暗示する結果となった。 
今回、SPARCにより起こる変化のうち最も目立ったものが ISGの誘導であった。近年の研究で、SPARCはマクロ

ファージにおいて TLR4-IRF3 を介して IFN を誘導する経路を活性化することが報告されている［4］。このようにし

て誘導された IFNは IRF7、STAT1の誘導により ISG発現上昇を起こすpositive feedback loop を形成する。IFNAR1
の活性変異（SA 変異）では IRF7、STAT1 誘導を伴うNK 細胞やCD8 陽性細胞の誘導が確認されている［5］。この

ことから、SPARC による免疫細胞誘導が IFN 経路の活性化を介して癌細胞ではなく癌間質細胞に対して起こってい

ることが理解できる。さらに、SPARCがHLA family（HLA-FだけでなくHLA-A、B、C、D、Eも）を誘導するこ

とから（data not shown）、CAFに引き寄せられた免疫細胞（特にNK細胞）がCAF表面において不活化されること

が想定される。以上から、免疫細胞浸潤を伴う線維化はもっとも高い悪性化の特徴といえる。 
一方、SPARCはCSF1を誘導することが明らかとなり癌とのクロストークに関わると考えられた。CSF1の発現は 

SPARC との強い相関を示したが（R＝0.94）、cS／E ratio は低かった。CSF1 はもともと癌間質の TAM（tumor-
associated macrophage）の活性化に重要な役割を果たすものだが、一定の条件下では癌の浸潤に関わる［6］。我々の

検討においても、SPARCにより亢進するYS1によるSW480細胞浸潤亢進は、YS1のCSF1ノックダウンもしくは、

SW480のCSF1Rのノックダウンにより著明に抑制されることが明らかとなった。このことは、CSF1-CSF1R axisが
癌間質のTAMだけではなく大腸癌の浸潤能にも直接影響を及ぼす可能性を示唆するものといえる。 
今回の助成金を用いて COL8A1 および C1S ノックダウンの実験も追加している。COL8A1 ノックダウンにより 

ISGは逆に誘導されることからCOL8A1はSPARCの下流でnegative feedbackの役割が確認できた。一方で、COL8A1
ノックダウンにより IL6ST／STAT3 経路やPTN などの癌転移促進因子の抑制が確認された。一方、C1S ノックダウ

ンによりCOL5A2、COL5A1、COL6A3の低下に加え、PTGS2やケモカイン（CXCL5、CXCL10 ）などの発現低下

が確認された。癌転移のCAF治療標的同定にはさらなる詳細な分子機序の解明が望まれる。 
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