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はじめに 

 

 癌悪液質とは、骨格筋と蓄積脂肪の減少を伴う体重減少や代謝異常など

を特徴とし、癌末期においては大半の患者が陥る独特の消耗状態である。癌悪

液質は、癌患者の生活の質（Ouality of Life＝QOL）を低下させ、化学療法など

の癌治療において障害となるばかりでなく、癌患者の生命予後を悪化させるこ

とが報告されている(1, 2)。すなわち、癌悪液質を治療する手段が確立されれば、

癌患者の QOL を改善できるばかりではなく、生存期間の延長も期待できる。進

行した消化器癌に対する治療が癌患者の生存期間の延長とQOLの改善が主な目

標となっている現状を考慮すると、癌悪液質の治療も癌治療と同等の意義があ

ると考えられる。 

 癌患者でしばしば認められる食欲低下は摂取エネルギー量を減少させ、

体重の減少を誘発する一因となる。しかし、動物を用いた検討では、癌悪液質

で認められる蓄積脂肪と骨格筋重量の減少や体重減少は、単なるエネルギー摂

取の不足では説明できないことが明らかにされている。さらに、飢餓状態では

脂肪組織の減少が主であるが、癌悪液質では蓄積脂肪の減少のみではなく骨格

筋の減少も認められるなど、癌悪液質における代謝の変化は飢餓状態とは大き

く異なっている(3, 4)（表 1）。その後、癌悪液質は、単なる摂取エネルギー量の

減少ではなく、癌の存在によるエネルギー消費の増大が原因であると考えられ

るようになってきた。しかしながら、動物実験での悪液質の検討では、動物に

強制的に栄養補給をしても癌悪液質を改善できないことなどから、悪液質を誘

発する因子の存在が指摘されるようになった。これらの因子として、様々なサ

イトカインやホルモンが提唱され(5, 6)、これらの作用を消去することによる悪

液質の治療の可能性について検討されてきた。しかし、今日に至るまで、癌悪
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液質の治療法は確立されていない。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 一部の研究グループは癌が存在することによって産生される独特な因

子が悪液質の主な原因であると提唱している(7, 8)。しかし、癌悪液質と類似の

消耗状態は、感染症、肺気腫症、心不全の患者などの非担癌患者においても観

察される。また、担癌状態の初期に悪液質が発症していなくても、癌の進行や

転移に伴い末期にはほとんどの癌患者が悪液質を発症することや、発生した癌

の種類に関わらず癌悪液質の病態が誘発されることが指摘されている(1, 9)。こ

れらのことは、癌が産生する特殊な悪液質誘発因子によってのみ悪液質が誘発

されるのではなく、宿主細胞もしくは宿主と腫瘍間の反応が悪液質の病態に大

きく関与していることを示唆するものである。実際に、悪液質を誘発する因子

である様々なサイトカインやホルモンは、宿主の正常細胞から産生される

表 1. 飢餓と悪液質の違い 

文献（4）より一部改変 
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(10-13)。研究指導協力教員である早田は、マウス大腸癌コロン 26 腫瘍を用いた

悪液質動物モデルで、悪液質誘発にはインターロイキン（IL）6 が重要な役割を

演じており、その産生には宿主の免疫細胞が関与していることを報告してきた

(14-17)。 

 通常、腫瘍細胞は複数の細胞集団からなっている。腫瘍細胞を動物に移

植すると、宿主の反応によって選択されたある種の細胞集団からのみ構成され

る腫瘍細胞が増殖する。例えば、悪液質誘発腫瘍としてしばしば用いられるマ

ウス大腸癌コロン 26 腫瘍を、動物の異なった部位に移植すると、増殖する腫瘍

の組織像は移植部位によって異なることが指摘されている(18)。このような移植

される部位による腫瘍の組織像の違いは、免疫機能に欠損のあるヌードマウス

への腫瘍移植モデルでも観察される(19, 20)。そこで、この研究では、マウス大

腸癌コロン 26 腫瘍から限界希釈法により 1 個の細胞から樹立されたクローン腫

瘍を用いる。このことによって腫瘍移植部位の違いによって生じる腫瘍細胞の

差異を排除することができ、癌悪液質における宿主の因子をより明確にできる

と考えられる。クローン 5 腫瘍はコロン 26 腫瘍から樹立された単一クローン腫

瘍であるが、マウスの皮下に移植しても悪液質を誘発しない(21)。この研究は、

クローン 5 腫瘍をマウスの様々な臓器や組織に移植して、悪液質誘発の状態を

検討し、悪液質における宿主側の因子の重要性を明らかにするとともに、癌悪

液質の治療のターゲットとなり得る因子を同定することを目的とした。 
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方法 

 

腫瘍細胞 

 

 マウス大腸癌コロン 26 腫瘍は発癌化学物質（N-Nitroso-N-Methylurethan）

を投与した BALB/c マウスから得られた大腸腺癌である。そのコロン 26 腫瘍か

ら限界希釈法によって 1 個の癌細胞から樹立されたクローン 5 腫瘍とクローン

20 腫瘍を実験に用いた(21)。コロン 26 腫瘍はマウスに移植すると悪液質を誘発

することで知られているが、クローン 5 腫瘍をマウスの皮下に移植しても悪液

質は誘発されない(15, 21)。一方、クローン20腫瘍をマウスの皮下に移植すると、

悪液質を強力に誘発する。 

 腫瘍細胞は、非動化した 10% fetal bovine serum（FBS）（Gibco, Grand Island, 

NY, USA）および 0.01% Penicillin/Streptomycin を含む RPMI1640 培養液で培養し

た。細胞密度が 510
5
cell/mlになるように調節した細胞浮遊液をT75フラスコ（75 

cm
2
, Iwaki Glass, Tokyo, Japan）に入れて、sub-confluence になるまで培養し（37℃、

5%CO2）、移植可能な細胞数になるまで 3-4 回継代培養を行った。Hanks' balanced 

salt solution（Gibco）で 510
6
cell/ml の細胞浮遊液を作成し、0.2ml（110

6
cell の

腫瘍細胞を含む）を、マウスに移植した。 

 細胞培養液中のサイトカイン濃度を測定するため、110
6個の細胞を含

む細胞培養液を 500g で 5 分間遠心し、培養上清を-80℃で保存した。細胞内サ

イトカイン濃度を測定する目的で、培養した細胞を PBS に再懸濁し、細胞数を

調節した後に 500g（室温、5 分）で遠心して上清を取り除き、200μl の Procarta 

lysis buffer （Panomics, Inc., Fremont, CA, USA, from Veritas, Tokyo, Japan）を加え、

氷上で 5 分間インキュベートした。19,100g（4℃、10 分）で遠心した後、上清
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はサイトカイン濃度測定まで-80℃で保存した。 

 

 

実験動物 

 

 動物実験計画は自治医大倫理委員会の承認を得た上で、動物実験取扱い 

の基本原則を遵守して実験を行った。7 週齢の CD2F1（BALB/c×DBA/2 F1）マ

ウス（オス）を日本チャールズリバー社（Atsugi, Kanagawa, Japan）から購入し

た。CD2F1 マウスは免疫機能や内分泌機能に異常はなく、BALB/c や DBA/2 マ

ウスから樹立された癌の移植が可能なマウスである。4匹ずつを 1ゲージに入れ、

HEPAフィルターユニット（AQUA-CLEAN 空調システム；Japan CLEA Inc., Tokyo, 

Japan）を通した空気で 23℃の室温に保たれ、12 時間毎に明暗を調節した飼育器

で飼育した（さいたま医療センター循環器病臨床医学研究所新小動物舎：環境

制御飼育装置エバック；Japan CLEA Inc.）。餌（Nippon Bio-Supply, Tokyo, Japan）

と水は自由に摂取できるようにした。マウスは搬入後 1 週間ほど環境に慣れさ

せ、8 週齢になった時点で以下の 6 つのクループに無作為に分けた。1）クロー

ン 5 の右鼠径部皮下移植マウス群（C5 Cut）、2）クローン 5 の左腓腹筋内移植マ

ウス群（C5 Mus）、3）クローン 5 の腹腔内移植マウス群（C5 Per）、4）クロー

ン 5 の胸腔内移植マウス群（C5 Tho）、5）腫瘍を移植しないマウス群（NTB）、

6）クローン 20 の右鼡径部皮下移植マウス群（C20 Cut）。体重、および食餌摂取

量と飲水量は毎日 16 時頃に測定した。 
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血液、移植腫瘍、および臓器の採取と血液生化学的検査 

 

 腫瘍移植 14 日後に、PBS で希釈したペントバルビタール（60μg/g BW）

をマウスの腹腔内に投与して、十分な麻酔を得られた後に右房より全血を採取

した。採血後、移植腫瘍、右腓腹筋、および精巣上体脂肪を摘出して、直ちに

重量を測定した。移植腫瘍内のサイトカイン濃度の測定目的で、プロテアーゼ

インヒビターを含む 300μl の Procarta lysis buffer （Panomics）を 10mg の腫瘍に

加えてホモジナイズし、19,100g（4℃、10 分）で遠心後、上清を回収し-80℃で

保存した。また組織学的および免疫組織学的検討のため、腫瘍の一部は摘出後

直ちに-80℃で保存した。 

 血球計算と白血球分画は、EDTA 処理した全血を用いて、臨床検査機関

（Japan Pet Life Co., Ltd., Tokyo, Japan）の自動測定器で測定した。血漿はヘパリ

ン処理によって採取し、血清は MiniCollect （Sekisui Chemical Co., Ltd., Tokyo, 

Japan）を用いて採取した。検体を 5,000g（20℃、10 分）で遠心し、血漿もし

くは血清を回収した。得られた血漿や血清中の各種ホルモン濃度は、臨床検査

機関（SRL, Inc., Tokyo, Japan）の自動測定器で測定した。血清の一部は、サイト

カイン濃度測定まで-80℃で保存した。 

 血清アミロイド蛋白 A（SAA）濃度は、過去の報告を参考にして(22, 23)、

Enzyme-linked immuno-sorbent assay （ELISA）法で測定した。PBS で希釈したモ

ノクローナル抗体を 96well のマイクロプレートに 37℃で一晩コーティングし、

1%BSA を含む PBS を加えて、37℃で 2 時間ブロッキングした。0.05%Tween-20

を含む BSA-PBS（1:100）でマウス血清を希釈し、マイクロプレートに加えて、

37℃で 2 時間反応させた。プレートを洗浄後、0.05%Tween-20 を含む 1%BSA-PBS

で希釈した HRP 標識二次抗体を加え、37℃で 1 時間インキュベートした。マイ
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クロプレートを洗浄後、ortho-phenyldiamineを加えて、490nmで吸光度測定した。 

 

 

サイトカイン測定 

 

 培養細胞ライセート、細胞培養液、移植腫瘍ライセート、および血清中

のサイトカイン濃度の測定は、Procarta Cytokine Assay kit (Panomics)を用いて行

った。マニュアルに従って、抗体付きビーズと biotin 標識した検出抗体および

Streptavidin-phycoerythrin で検体をインキュベートし、Luminex 100 instrument 

（Bio-Rad, Hercules, CA, USA）で測定した。測定したサイトカインは、interleukin 

(IL)-1β, IL-6, IL-10, tumor necrosis factor (TNF)- α, interferon (IFN)- γ, leukemia 

inhibitory factor (LIF), granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), 

monocyte chemotactic protein (MCP)-1, macrophage inflammatory protein (MIP)‑1α

および vascular endothelial growth factor A (VEGF-A)である。検量線を用いてサイ

トカイン濃度を決定した。移植腫瘍内のサイトカイン濃度は、Lowry 法（DC™ プ

ロテインアッセイ；Bio-Rad）で測定した総蛋白量で補正した。 

 

 

組織学的および免疫組織学的検討 

 

 10%ホルマリンで固定した腫瘍組織をエタノールで脱水し、キシレンに

置き換えた後、パラフィン固定した。3μm 厚の連続切片標本を作成し、キシレ

ンでパラフィン除去し、段階的な脱水をエタノールで行った。 

 連続切片のうちの一つは H&E 染色を行い、病理医に組織学的評価を行
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ってもらった。H&E 染色の手順は、Mayer's hematoxylin 染色（3 分）、蒸留水洗

浄、eosin 染色（2 分）、段階的なエタノール脱水、キシレン置換を行い封入した。 

 免疫染色に用いる切片を 10 mM クエン酸ナトリウム溶液内で 30分間加

熱（95℃）し抗原を賦活化させた。内因性ペルオキシターゼ活性を除去するた

め、1%過酸化水素を含むメタノールに切片を 15 分間置いた。洗浄後、10%ラビ

ット血清と 1%BSA を含む PBS で 2 時間ブロッキング（室温）した。一次抗体

反応は、rat monoclonal anti-neutrophil antibody （1:100; NIMP-R14; Abcam, 

Cambridge, MA, USA）、および rat monoclonal anti-F4/80 antibody （1:100; BM8; 

Abcam）と 4℃で一晩インキュベートして行った。洗浄後、rabbit anti-rat 

biotinylated secondary antibodies （1:200; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA）

で二次抗体反応を行い、ABC horseradish peroxidase reagent （Vectastain Elite ABC 

kit; Vector Laboratories）と室温で 30 分間反応させ、発色は Peroxidase Substrate kit 

（ImmPACT DAB; Vector Laboratories）を用いた（室温、7 分間）。最後に、Mayer's 

hematoxylin で対比染色を行った。免疫染色の定量的評価は、Image J software を

用いたカラーサンプリング法(24)を参考にして行い、1 検体につき 40 倍で 6 視野

を解析した。 

 

 

Spermidine/spermine N-1 acetyl transferase （SSAT）の測定 

 

 マウス肝臓内の spermidine/spermine N-1 acetyl transferase （SSAT）はリ

アルタイム PCR で測定した。Illustra RNAspin Mini RNA Isolation kit （GE 

Healthcare Biosciences, Little Chalfont, UK）を用いて、ホモジナイズしたマウス肝

臓より total RNA を抽出した。Bioanalyzer 2100 （Agilent Technologies, Santa Clara, 
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CA, USA）を用いて、RNA の品質確認を行った（RNA Integrity Number：RIN＞7）。

High Capacity RNA-to-cDNA kit （Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA）を用い

て、total RNA より一本鎖 cDNA を合成した。 

 SYBR Premix Ex Taq （Takara Bio, Inc., Otsu, Japan）と cDNA template お

よび各々のプライマーを加えて全量 50μlにした後、ABI PRISM 7900 HT sequence 

detection system （Applied Biosystems）で PCR 反応を行った。反応は、95℃で 10

秒の初期変性の後、95℃で 5 秒と 60℃で 34 秒を 40 サイクル施行し、Dissociation 

Stage は 95℃で 15 秒の後、60℃で 1 分、95℃で 15 秒とした。すべての反応は

duplicate して行った。解析は Sequence Detection System (SDS2.1) software を用い

た。また glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase （GAPDH）を内因性コントロ

ールとした。各プライマーは下記のように設定した。 

 

SSAT primers （Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）： 

  (forward) 5'-ATCTAAGCCAGGTTGCAATGA-3' 

  (reverse) 5'-GCACTCCTCACTCCTCTGTTG-3' 

GAPDH primers （Invitrogen）： 

  (forward) 5'-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3' 

  (reverse) 5'-TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG-3' 

 

 

アセチル CoA カルボキシラーゼ（ACC）の測定 

 

 アセチル CoA カルボキシラーゼ（ACC）量はウェスタンブロット法で

測定した。500μl の lysis buffer （RIPA buffer; Cell Signaling Technology, Beverly, MA, 
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USA: 20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM Na2EDTA, 1 mM ethylene 

glycol tetraacetic acid, 1% nonyl phenoxypolyethoxylethanol-40, 1% sodium 

deoxycholate, 2.5 mM sodium pyrophosphate, 1 mM β-glycerophosphate, 1 mM 

Na3VO4, 1μg/ml leupeptin）および 1mM の phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)と

ともに 30mg のマウス肝臓をホモジナイズし、氷上で 10 秒間の sonication を 3

回繰り返した。14,000g（室温、10 分）で遠心して不溶性物質を除去した後、

Bradford 法 （Bio-Rad Protein Assay kit; Bio-Rad）にて総蛋白量を測定した。同量

の蛋白を含有するサンプルを SDS-PAGE で泳動して、polyvinylidene difluoride 

membrane (PVDF) （GE Healthcare Bio-Sciences）に転写した。PVDF は

0.1%Tween-20 を含んだ 5%スキムミルク＋Tris-buffered saline（TBS-T）に浸し、

室温で 3 時間ブロッキングして、TBS-T で 2 回洗浄した。ACC の一次抗体反応

は、5%BSA＋TBS-T 内に anti-acetyl CoA carboxylase antibody（1：200；Cell 

Signaling Technology）を加えて、4℃で一晩インキュベートして行った。β-actin

の一次抗体反応は、5%スキムミルク＋TBS-T 内に anti-mouse β-actin antibody

（1：3000；Cell Signaling Technology）を加えて、4℃で一晩インキュベートして

行った。3 回の洗浄後、5%スキムミルク＋TBS-T に 1：3,000 の濃度に調節した

HRP 標識二次抗体とともに、室温で 1 時間インキュベートした。3 回洗浄後に

enhanced chemiluminescence （ECL Prime; GE Healthcare）で目的蛋白のバンドを

検出し、デンシトメトリ―を用いて Image J software で定量化した。 

 

 

マロニル CoA の測定 

 

 マロニル CoA の測定は、マロニル CoA：アセチル CoA サイクリング法
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で行った(25, 26)。マウス肝臓の重量を測定し、その4倍量の0.3 M H2SO4を加え、

氷上で 10 分間ホモジナイズした。10,000g（4℃、10 分）で遠心して得た上清

に 1 M Tris 5% v/v を加えて、NaOH で pH6.5 に調節した。 

 サンプル内のアセチル CoA を除去するため、サンプルと反応液（100 mM 

oxaloacetic acid、蒸留水、およびサイクリングバッファ （100 mM MgSO4-7H2O

と 10 mM 2-mercaptoethanol を含む 500 mM Tris-HCl (pH 7.2)））を混合し、2μl の

citrate synthase を加えて合計 1000μl に調整してインキュベートした（30℃、10

分）。さらに 2μl の citrate synthase を加えインキュベートした（30℃、20 分）。そ

の後、サイクリング反応を惹起させるため、50 mM malonate、10 mM ATP、およ

び 1.0 U malonate decarboxylase を加えてインキュベートした（30℃、20 分）。続

いて、1.0 U acetate kinase を加え、インキュベートした後（30℃、20 分）、2.5 M 

neutralized hydroxylamine を加えて、さらにインキュベートした（30℃、20 分）。 

次いで、25 mM trichloroacetic acid と 1 M HCl 中に溶解した 10 mM ferric chloride

を加えて発色させ、spectrophotometer （Ultraspect 3100 Pro, Amersham Biosciences, 

Buckinghamshire, UK）を用いて 540nm の吸光度で測定した。酵素を加えていな

いサンプルの吸光度も測定し、Acetohydroxamate formed 量の正味の吸光度を算

出した。検量線は純マロニル CoA （Sigma, St. Louis, MO, USA）を用いて作成し

た。 

 

 

統計学的解析 

 

 すべての統計学的解析は SPSS version 11.0 for Windows （SPSS, Inc., 

Chicago, IL, USA）を用いて行った。2 群間の差は Mann-Whitney の U 検定で検定
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し、相関は Pearson の相関分析で検定した。悪液質の誘発に重要な因子を抽出す

る目的で、体重、精巣上体脂肪重量、および腓腹筋重量を目的変数、サイトカ

イン濃度、ケモカイン濃度、およびホルモン濃度を説明変数として重回帰分析

（ステップワイズ法（変数増減法））を行った。P 値＜0.05 をもって統計学的有

意差ありとした。データは平均値 ± SD （標準偏差）で示した。 

 

 

結果 

 

マウスの体重および餌摂取量と飲水量の変化 

 

 腫瘍移植から 14 日目までの各群のマウスの体重変化と一日当たりの餌

摂取量および飲水量を図 1 に示す。非担癌マウス（NTB）の体重は増加した。

悪液質誘発腫瘍であるクローン 20 を皮下移植したマウス（C20 Cut）は、腫瘍移

植後 9 日目頃より体重が減少し始め、14 日目には移植前体重の 76.1%まで減少

した。また、餌摂取量および飲水量も著明に減少した。クローン 5 皮下移植マ

ウス（C5 Cut）の体重は腫瘍を移植しても減少せず、餌摂取量および飲水量もわ

ずかに低下する程度で、悪液質は誘発されなかった。しかし、クローン 5 筋肉

内移植マウス群（C5 Mus）、クローン 5 腹腔内移植マウス群（C5 Per）およびク

ローン 5 胸腔内移植マウス群（C5 Tho）では、群間で程度の違いはあるものの、

体重と餌摂取量および飲水量はいずれの群でも減少した。クローン 5 移植群で

は C5 Mus 群の体重減少が最も著明で、移植前の 87.8%に減少し、次いで C5 Tho

群が移植前の 88%、C5 Per が移植前の 96.7%に減少していた。餌摂取量および飲

水量は、NTB 群と比較して、C5 Cut 群はほとんど低下を認めなかったが、C20 Cut
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群、C5 Mus 群、C5 Per 群、および C5 Tho 群では 9 日目頃より減少し始め、C5 Tho

群で最も著明に減少した（図 1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

腫瘍移植後 14 日目における脂肪重量と筋肉重量 

 

 腫瘍移植後 14 日目におけるマウスの蓄積脂肪（精巣上体脂肪）重量お

よび筋肉（腓腹筋）重量を図 2 に示す。C20 Cut 群の脂肪重量と筋肉重量は、NTB

群の 12%および 58.3%まで著明に減少したが、C5 Cut 群の脂肪重量（100%）と

図 1. 腫瘍移植後のマウス体重と餌摂取量および飲水量の変化 

マウスの体重と餌摂取量および飲水量は各群の匹数（n）の平均値である。腫

瘍移植前日の体重を 100％とした。 

C5 Cut, クローン 5 皮下移植マウス；C5 Mus, クローン 5 筋肉内移植マウス；

C5 Per, クローン 5 腹腔内移植マウス；C5 Tho, クローン 5 胸腔内移植マウス；

NTB, 非担癌マウス；C20 Cut, クローン 20 皮下移植マウス 
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筋肉重量（95.1%）は減少しなかった。一方、C5 Mus 群、C5 Per 群、および C5 

Tho群における脂肪重量と筋肉重量は、NTB群の 28.7%と 55.4%、64.1%と 71.9%、

65.4%と 75.3%までそれぞれ著明に減少していた。クローン 5 移植群での検討で

は、脂肪重量および筋肉重量ともに、C5 Mus 群、C5 Tho 群、C5 Per 群の順で有

意に減少しており、体重減少の順と一致していた。脂肪重量および筋肉重量が

最も減少していたのは C20 Cut 群であったが、C5 Mus 群の脂肪重量も C20 Cut

群と同程度まで減少していた（図 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. 精巣上体脂肪重量と腓腹筋重量 （n=10） 

それぞれの群の平均値と標準偏差を示す。 

＊P<0.05 vs NTB, ＃P<0.05 vs C5 Cut 
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総餌摂取量 

 

 14 日間の観察期間における総餌摂取量を図 3 に示す。C20 Cut の総餌摂

取量は、NTB よりも有意に減少していた。クローン 5 移植群では、C5 Cut 群の

総餌摂取量は減少していなかったが、C5 Mus 群、C5 Per 群、および C5 Tho 群

では減少していた。最も総餌摂取量が減少していたのは C5 Tho 群で、次いで

C5 Mus 群、C5 Per 群の順であり、体重減少や脂肪重量および筋肉重量の減少の

程度とは必ずしも一致しなかった（図 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3. 腫瘍移植後 14 日間の総餌摂取量 

それぞれ群の平均値と標準偏差を示す。n は匹数を示す。 

＊P<0.05 vs NTB, ＃P<0.05 vs C5 Cut 
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クローン 20 腫瘍の移植部位の違いによる悪液質誘発の差異 

 

 皮下に移植すると高度の悪液質を誘発するクローン 20 腫瘍を用いて、

腫瘍を移植した部位の違いによって悪液質の誘発に差が生じるか否かを少数の

マウスで検討した。クローン 20 腫瘍を筋肉内、腹腔内、胸腔内に移植してみた

ところ、クローン 20 皮下移植マウスで観察された悪液質よりさらに重度な悪液

質状態に全てのマウスが陥り、早期に死亡する例もみられた（図 4）。クローン

20 腫瘍の腹腔内移植では体重減少がみられないが、大量の血性腹水を伴ってお

り、外見上は著明な悪液質状態を呈していた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4. クローン 20 腫瘍を様々な部位に移植した際のマウスの体重変化 

各群 3 匹ずつで検討した。腫瘍移植後 14 日までの観察期間の個々のマウスの

体重変化を示す。14 日以前に消失したグラフは、マウスが死亡したために計

測を中止したものである。 
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血液学的検査 

 

 NTB 群と比較し、末梢血液中の白血球数、好中球数、単球数、リンパ球

数、および血小板数は、悪液質発症の有無やその程度にかかわらず、腫瘍を移

植したマウスで上昇がみられた。悪液質が高度に認められた C20 Cut 群と悪液質

を呈さなかった C5 Cut 群との間には、末梢血検査結果に有意な差はみられなか

った。クローン 5 移植群では、白血球数の上昇は悪液質の程度と相関がみられ

た。すなわち、C5 Cut 群と比較して、悪液質が高度であった C5 Mus 群では著明

に増加し、次いで C5 Tho 群、C5 Per 群の順で上昇していた。C5 Mus 群の好中

球数の増加は、C5 Cut 群と比較して高度ではなかったが、C5 Per 群、C5 Tho 群

で上昇していた。単球は、C5 Mus 群では C5 Cut 群より低下していたが、その他

の移植群は C5 Cut 群と差を認めなかった。リンパ球は、C5 Cut 群と比較すると

C5 Mus 群において上昇が顕著で、次いで C5 Tho 群、C5 Per 群の順で上昇して

いた。急性期反応タンパクの SAAは、悪液質が高度であったC20 Cut群やC5 Mus

群で高度に上昇していたが、悪液質を呈さなかった C5 Cut 群でも上昇しており、

反対に悪液質状態に陥ったC5 Per群およびC5 Tho群では上昇が顕著ではなかっ

た（表 2）。 
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血清および血漿中ホルモン濃度 

 

 悪液質が最も高度であった C20 Cut 群では、血清コルチコステロン以外

のホルモン濃度は NTB 群と同程度か低値であった。血清コルチコステロンは、

腫瘍を移植したすべての群で上昇がみられたが、C5 Mus 群では C5 Cut 群より低

値となっており、必ずしも悪液質の程度との関連は明確ではなかった。また、

その他のホルモンにおいても、クローン 5 移植群で最も悪液質が高度であった

C5 Mus 群が C5 Cut 群より低値を示すことが多かった（表 3）。クローン 5 移植

群の検討では、NTB と比較して高値であったのは、コルチコステロン、アドレ

ナリン、およびノルアドレナリンであったが、アドレナリンとノルアドレナリ

ンに関しては、悪液質を来さなかった C5 Cut 群が最も高値であった。 

平均値±標準偏差を示す。 
a
 P<0.05 vs NTB,  

b
 P<0.05 vs C5 Cut 

SAA, 血清アミロイド蛋白 A 

表 2. 末梢血検査 
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培養細胞ライセート、培養上清、移植腫瘍ライセートおよびマウス血清中のサ

イトカイン濃度 

 

 クローン 5 腫瘍とクローン 20 腫瘍の細胞数を同一にして、培養細胞ラ

イセートと培養上清中のサイトカイン濃度を測定した。クローン 20 細胞ライセ

ートのサイトカインやケモカインの濃度は、クローン 5 細胞ライセートより高

値を示す傾向があったが、MCP-1濃度はクローン 5で高値であった（図 5A上段）。

一方、培養上清中のサイトカイン濃度は、クローン 20 とクローン 5 の培養上清

で差を認めなかった（図 5A 下段）。 

 

表 3. 血清および血漿ホルモン濃度 

6 匹のマウスから採取した血清もしくは血漿を混合した検体中のホルモン濃度を

測定した。 
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図 5A. サイトカイン濃度（培養細胞ライセート、培養上清）              

図中の棒グラフは平均値と標準偏差を示す。培養細胞 110
6
cell の細胞ライセ

ート（n=3）とその培養上清（n=2）を測定した。 

（×5）は測定値を 5 倍にした濃度を示している。 

＊P<0.05 vs Clone 20 

IL, interleukin; TNF, tumor necrosis factor; IFN, interferon; LIF, leukemia inhibitory 

factor; GM-CSF, granulocyte macrophage colony-stimulating factor; MCP, monocyte 

chemotactic protein; MIP, macrophage inflammatory protein; VEGF, vascular 

endothelial growth factor 
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 移植腫瘍ライセートとマウス血清中のサイトカイン濃度の上昇で目立

ったのは IL-6 であった。培養細胞ライセートや培養上清中の濃度と比較すると、

C20 Cut 群の移植腫瘍ライセートおよびマウス血清中の上昇が他のサイトカイ

ンと比較して著しかった（図 5B）。また C20 Cut 群のマウス血清中のサイトカイ

ン濃度は、C5 Cut 群と比較すると、IL-1β、IL-6、TNF-α、GM-CSF および MIP-1α

の上昇が目立っており、培養細胞ライセートや培養上清中の濃度の傾向とは必

ずしも一致しなかった（図 5B 下段）。クローン 5 移植群で検討すると、移植腫

瘍ライセートの IL-1β、IL-6、TNF-α および IFN-γ は、C5 Mus 群、C5 Per 群およ

び C5 Tho 群で高い傾向があった。一方、マウス血清中の IL-1β、IL-6、IFN-γ お

よび GM-CSF は、悪液質の程度が強かった C20 Cut 群と C5 Mus 群で上昇がみら

れたが、C5 Per 群や C5 Tho 群では C5 Cut 群と差を認めなかった（図 5B）。 
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図 5B. サイトカイン濃度（移植腫瘍内、およびマウス血清中）（n=6） 

図中の棒グラフは各群のサイトカイン濃度の平均値と標準偏差を示す。 

（×5）、（×10）、（×50）、および（×100）はそれぞれ測定値を 5 倍、10 倍、50

倍、および 100 倍にした濃度を示している。 

＃P<0.05 vs C5 Cut 

IL, interleukin; TNF, tumor necrosis factor; IFN, interferon; LIF, leukemia inhibitory 

factor; GM-CSF, granulocyte macrophage colony-stimulating factor; MCP, monocyte 

chemotactic protein; MIP, macrophage inflammatory protein; VEGF, vascular 

endothelial growth factor 
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サイトカイン濃度と悪液質の関係 

 

 Pearsonの相関分析にて、クローン 5腫瘍を移植した 4群（C5 Cut、C5 Mus、

C5 Per、C5 Tho）に NTB 群を含めた 5 群で、血清サイトカイン（各群 n=7）の

平均値と体重、精巣上体脂肪重量および腓腹筋重量の平均値との関係を評価し

た。その中で、血清 IL-10 濃度が体重、精巣上体脂肪重量および腓腹筋重量と有

意な負の相関を示した（図 6）。しかし、血清 IL-10 以外のサイトカイン濃度と

体重および脂肪や筋肉重量との相関は認められなかった。血清 IL-10 の測定値は

非常に低い値であったが、感度 1pg/ml 以上で測定可能なキットを使用し検量線

をはずれていなかったため有効測定値として扱った（株式会社ベリタス（Veritas, 

Tokyo, Japan）に確認した）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 血清および血漿中ホルモンを解析に加えないで、ステップワイズ重回帰

分析を行ったところ、有意な説明変数として抽出されたのは、体重を目的変数

図 6. 血清 IL-10 と体重、精巣上体脂肪重量および腓腹筋重量との相関図 

クローン 5 腫瘍を移植した 4 群（C5 Cut、C5 Mus、C5 Per、C5 Tho）と NTB

群のマウスの血清 IL-10 濃度の平均値と体重、精巣上体脂肪重量および腓腹筋

重量の平均値との相関を示す。各群 7 匹ずつの平均値を用いた。 
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にした場合には IL-10（R=-0.911, P=0.032）が、精巣上体脂肪重量を目的変数に

した場合には IL-10（R=-0.849, P=0.004）、MIP-1α（R=-0.403, P=0.006）、および

IFN-γ（R=0.159, P=0.027）が、腓腹筋重量を目的変数にした場合には IL-10

（R=-0.701, P=0.004）と MCP-1（R=-0.379, P=0.012）が抽出された（表 4）。解析

に血中ホルモンを加えた場合にもほぼ同様の結果であったが、腓腹筋重量では、

ドーパミン（R=-0.044, P=0.011）が追加抽出された（表 5）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 4. ステップワイズ重回帰分析（サイトカイン） 

表 5. ステップワイズ重回帰分析（ホルモンを加えた解析） 
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移植腫瘍の肉眼的、組織学的、および免疫組織学的検討 

 

 皮下や筋肉内に移植したクローン 5 腫瘍は 1cm 大の腫瘤を形成し、他臓

器への浸潤はみられなかった。腹腔内や胸腔内に移植したクローン 5 腫瘍は播

種状に広がり、いくつかの小結節を形成した。C5 Per 群と C5 Tho 群においては、

移植腫瘍が重要臓器（肺、心臓、主要血管、肝臓、腎臓、腸管など）へ浸潤し

早期に死亡するマウスがいたが、臓器への明らかな浸潤がみられた場合には、

検討の対象から除外した。クローン 5 移植群（C5 Cut、C5 Mus、C5 Per、C5 Tho）

の移植腫瘍の組織学的評価では、各群間における腫瘍細胞の形態学的な違いは

認められなかった（図 7）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7. 移植腫瘍の HE 染色 

各群に移植した腫瘍の肉眼的形態と 200 倍で観察した組織像を示す。組織像

はすべての視野を観察した。 
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 免疫染色では、C5 Cut 群の移植腫瘍内には好中球の浸潤はほとんどみら

れなかったが、C5 Mus 群、C5 Per 群、および C5 Tho 群の移植腫瘍内には多く

の好中球浸潤が観察された（図 8）。カラーサンプリング法(24)を参考にして、1

検体につき 40 倍で 6 視野を解析した結果、C5 Tho 群で最も浸潤が強く、次いで

C5 Per 群、C5 Mus 群の順であった（図 9）。一方、マクロファージの腫瘍内浸潤

の程度は、クローン 5 移植群間で違いを認めなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8. 免疫組織化学 

40 倍（40×）で観察した免疫染色像を示す。染色された細胞は好中球である。 
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図 9. 移植腫瘍への好中球浸潤を定量化したグラフ 

1 検体につき 40 倍の免染像を 6 視野観察した。グラフは各群の平均値と標準

偏差を示す。 

＃P<0.05 vs C5 Cut 
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SSAT-mRNA、アセチル CoA カルボキシラーゼ（ACC）量、およびマロニル CoA

量 

 

 GAPDH で補正した肝臓内の SSAT の mRNA 発現量は、悪液質を発症し

たマウスにおいて有意に上昇していたが、C5 Cut 群では上昇はみられなかった。

C20 Cut 群では NTB 群の 3 倍の発現量が認められ、C5 Mus 群、C5 Per 群、およ

び C5 Tho 群では NTB 群の約 2 倍の発現量であった。また、C5 Mus 群、C5 Per

群、および C5 Tho 群では、C5 Cut 群と比較しても有意に上昇していた（図 10）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 10. 肝臓内 SSAT の mRNA 発現（n=6） 

GAPDH で補正した SSAT-mRNA を示す。グラフは各群の平均値と標準偏差を

示す。 

＊P<0.05 vs NTB, ＃P<0.05 vs C5 Cut 
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 肝臓内の ACC 量は β-actin で補正した。程度の差はあれ、腫瘍を移植し

たマウスで ACC 量は減少していた。しかし悪液質に陥ったマウスでは、より高

度に減少している傾向があった。悪液質を来した C20 Cut 群、C5 Mus 群、C5 Per

群、および C5 Tho 群の ACC 量は、NTB 群のそれぞれ 33%、31%、43%、およ

び 26%であった。悪液質に陥ったクローン 5 移植群（C5 Mus、C5 Per、C5 Tho）

の ACC 量は、C5 Cut 群より有意に低下していた（図 11）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 11. 肝臓内 ACC 量（n=7） 

グラフは各群の平均値と標準偏差を示す。ACC 量は β-actin で補正した。 

＃P<0.05 vs C5 Cut 
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 肝臓内マロニル CoA 量は腫瘍を移植したマウスで低下する傾向にあっ

たが、NTB 群と C5 Cut 群の間では差を認めなかった。しかし、悪液質状態に陥

ったマウスでは著明に低下していた。C5 Mus 群、C5 Per 群、および C5 Tho 群

におけるマロニル CoA 量は NTB 群の 30.5%、49.2%、および 43.5%であった。

悪液質に陥ったクローン 5 移植群（C5 Mus、C5 Per、C5 Tho）はいずれも C5 Cut

群より有意に低下していた（図 12）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 12. 肝臓内マロニル CoA 量（n=6） 

グラフは各群の平均値と標準偏差を示す。 

＊P<0.05 vs NTB, ＃P<0.05 vs C5 Cut 
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 肝臓内では、悪液質誘発因子であるサイトカインやホルモンによって活

性化された SSAT はその補酵素であるアセチル CoA を消費する。アセチル CoA

の減少と ACC の低下によってマロニル CoA の合成が低下し、マロニル CoA が

減少する。その結果として脂肪酸合成が抑制されるだけでなく、β 酸化に必要な

カルニチンパルミトイルトランスフェラーゼ 1（CPT-1）への抑制が解除されて

脂肪酸の β 酸化が亢進する（図 13）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

図 13. 肝臓内の脂肪酸代謝経路 

ACS, acyl-CoA synthetase; SSAT, spermidine/spermine N-1 acetyl transferase; ACC, 

acetyl-CoA carboxylase; CPT-1, carnitine palmitoyltransferase 1; acetyl-CoA, acetyl 

coenzyme A; malonyl-CoA, malonyl coenzyme A 
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 蓄積脂肪の減少は悪液質の重要な指標であるので、蓄積脂肪の減少と肝

臓内の SSAT-mRNA 発現量やマロニル CoA 量との関係を検討した。1 匹のマウ

スから得られた精巣上体脂肪重量、SSAT-mRNA 発現量およびマロニル CoA 量

のデータを用いて（各群 6 匹ずつ）、精巣上体脂肪重量と SSAT-mRNA 発現量と

の相関、および精巣上体脂肪重量とマロニル CoA 量との相関を分析した。クロ

ーン 5 移植群（C5 Cut、C5 Mus、C5 Per、C5 Tho）では、SSAT と脂肪重量との

間に相関は認められなかった（R=-0.315, P=0.133, n=24）。同様に NTB 群を加え

て解析したところ、やはり相関は明確ではなかった（R=-0.357, P=0.052, n=30）

（図 11A）。しかし、C20 Cut 群を解析に加えた場合は、SSAT と脂肪重量との間

に負の相関が認められた（R=-0.588, P<0.001, n=36）（図 11B）。一方、マロニル

CoA については、クローン 5 移植群で行った解析では、脂肪重量と強い正の相

関がみられた（R=0.789, P<0.001, n=24）（図 11C）。同様の相関は NTB 群を加え

ても認められた（R=0.415, P=0.022, n=30）。さらに、解析に C20 Cut 群を加えた

場合でも強い正の相関が認められた（R=0.509, P=0.002, n=36）（図 11D）。 
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図 11. 精巣上体脂肪重量と SSAT-mRNA 発現量、およびマロニル CoA 量との相関 

1 匹のマウスから得られた対比可能なデータで解析した。（A）クローン 5 腫瘍移植

マウスの脂肪重量と SSAT の相関（n=24）、（B）クローン 5 腫瘍移植マウスに NTB

群と C20 Cut 群を含めたマウスの脂肪重量と SSAT の相関（n=36）、（C）クローン 5

腫瘍移植マウスの脂肪重量とマロニル CoAの相関（n=24）、（D）クローン 5 腫瘍移

植マウスに NTB 群と C20 Cut 群を含めたマウスの脂肪重量とマロニル CoAの相関

（n=36）を示す。各群 6 匹ずつのマウスを用いた。 

C5 group, クローン 5 腫瘍移植マウス（C5Cut, C5Mus, C5Per, C5Tho）；NTB, 非担癌

マウス；C20 Cut, クローン 20 皮下移植マウス 
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考察 

 

 悪液質の発症には様々な因子が関与していることが報告されている(4-8, 

27-34)。そして、抗体などによって悪液質誘発物質の生物活性を抑制することに

より悪液質の改善が得られることが動物実験で示されてきた(35-40)。しかし、

これらの実験では、多くの場合には何らかの免疫学的もしくは内分泌機能の異

常を有する動物を用いているか(36, 40)、サイトカインなどのある種の悪液質誘

発物質を産生する特殊な腫瘍を移植するなど特殊な状況下での検討であった

(36-39)。その中で、コロン 26 腫瘍は BALB/c マウスより化学発癌で得られた腫

瘍であり、免疫機能や内分泌機能に異常のない同系統のマウスに移植できるた

めに、悪液質病態の解明に多く用いられてきた(36-38, 41)。さいたま医療センタ

ー外科のグループでは、これまでコロン 26 腫瘍を限界希釈法で 1 個の細胞から

樹立したクローン 20 腫瘍を用いて検討し、IL-6 が悪液質に重要な役割を担って

いることや、悪液質の誘発には IL-6 以外の物質の関与も強く示唆されることな

ど報告した(14, 15)。さらに、腫瘍－宿主間の反応も悪液質の病態に影響を及ぼ

すことなどを示してきたが(16, 17)、今回の検討では腫瘍－宿主間の反応が悪液

質の病態に大きく関わっていることを示す結果となった。 

 癌悪液質はある特殊な癌でのみ発症するわけではなく、あらゆる癌で観

察されることや、癌患者では早期には悪液質を呈さない患者でも、転移などの

癌の進行に伴って悪液質が誘発され、末期には大半の癌患者が悪液質状態に陥

ることなどを考慮すると(1, 9)、腫瘍－宿主間によって産生された物質が悪液質

の誘発に関与していることを強く示唆している。今回の検討では、皮下に移植

しても悪液質を誘発しないクローン 5 腫瘍を筋肉内、腹腔内、および胸腔内に

移植した場合に典型的な悪液質の状態に陥ることを示すことができ、腫瘍－宿
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主間の反応が悪液質の病態に重要な役割を担っていることがわかった。このこ

とは、移植腫瘍ライセートとマウス血清中のサイトカインやケモカイン濃度が、

腫瘍の移植部位の違いによって異なっていることからも裏付けられている。 

 これまで動物を用いた検討で、IL-1β、IL-6、および TNF-α は悪液質誘発

との関係が指摘されてきた(14, 15, 30, 37, 42)。しかし、今回の検討では、血清中

のこれらのサイトカイン濃度とマウスの体重減少および蓄積脂肪重量や筋肉重

量の減少との間には明確な関係が認められなかった。一方、癌患者では、血清

IL-10 と癌悪液質の誘発に密接な関係のあることがしばしば報告されているが

(43-45)、今回の動物モデルでも悪液質と血清 IL-10 には密接な関係があった。ま

た、悪液質を来したクローン 5 移植群（C5 Mus、C5 Per、C5 Tho）での検討で

は、悪液質の誘発と白血球数の相関を認めた。免疫組織学的検討においても、

C5 Cut 群の移植腫瘍内には好中球の浸潤はわずかであったが、悪液質に陥った

クローン 5 移植群（C5 Mus、C5 Per、C5 Tho）の移植腫瘍内には多くの好中球

の浸潤を認めた。最近の臨床報告では、血中の好中球数や腫瘍への好中球浸潤

が、悪液質の発症と関連していることが指摘されている(46-51)。これらのこと

から、この悪液質動物モデルは、ヒトの悪液質の病態を検討する上で適切な動

物モデルであると考えられる。 

 悪液質の病態において蓄積脂肪の減少は重要な指標となる。その蓄積脂

肪の減少の機序には β 酸化の亢進が指摘されている。β 酸化と密接な関係のある

マロニル CoA 量は、アセチル CoA や、ACC 活性、マロニル CoA デカルボキシ

ラーゼ活性、および SSAT などによって影響を受ける(25, 52)（図 13）。マロニル

CoA は脂肪酸合成の基質となるが(53)、β 酸化のステップであるミトコンドリア

内への脂肪酸誘導をコントロールするカルニチンパルミトイルトランスフェラ

ーゼ 1（CPT-1）を抑制する(54)。従って、マロニル CoA の減少は、肝臓内にお
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ける脂肪酸合成を減少させ、β 酸化を亢進させることとなる(55)。一方、蓄積脂

肪では、悪液質誘発因子であるサイトカインやホルモンが脂肪酸の取り込みや

合成を阻害し(56-58)、蓄積脂肪の分解を促進する(59, 60)。脂肪細胞から放出さ

れた脂肪酸は、肝臓内での β 酸化に利用されることとなる。ところが、マウス

の SSAT を過剰発現させると、蓄積脂肪の著明な減少を生じる悪液質類似の状態

を誘発することが示されている(52)。このことを考慮すると、肝臓における β 酸

化の亢進が蓄積脂肪の放出にも大きな役割を担っていることが推測される。数

種類のサイトカインやホルモンなどやストレスは SSAT を活性化させることが

知られている(61-66)。C20 Cut群では移植腫瘍ライセートやマウス血清中の IL-1β、

IL-6、および TNF-α の上昇が比較的高かったが、C20 Cut 群を SSAT と蓄積脂肪

重量との相関の検討に加えた場合には、両者の相関が認められるようになった。

皮下に移植しても強力な悪液質を誘発するクローン 20 腫瘍は、SSAT を活性化

させる作用の強いことが示唆され、悪液質の病態に SSAT の活性化が重要な役割

を担っていることを示す結果であった。しかしながら、クローン 5 移植群の検

討では、SSAT の mRNA のレベルと蓄積脂肪重量との間には相関が認められな

かった。一方、マロニル CoA 量と蓄積脂肪の減少との間には密接な相関が認め

られた。この両者の関係は C20 Cut 群を加えても同様に認められ、悪液質の誘発

においてマロニル CoA 量は、蓄積脂肪重量の減少と密接に関係するものである

ことがわかった。このことより、悪液質における蓄積脂肪の減少の機序におい

ては、SSAT の活性化を介する以外にもマロニル CoA 量を減少させるその他の

因子も関与していることを示唆するものであり、今後は今回の検討結果を加味

して悪液質の機序の解明と治療法の開発を行っていく必要があると思われた。 
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結論 

 

 この研究によって、癌悪液質の誘発には腫瘍の存在に反応した臓器や組

織における宿主側の因子が重要な役割を担うことが示された。今回の検討では、

悪液質の指標や治療のターゲットとなる単一もしくは少数の因子を見出せず、

悪液質の病態の複雑さが改めて明らかになった。悪液質の重要な徴候である蓄

積脂肪の減少に関しては、SSAT の活性化が注目されているが、この検討では肝

臓内マロニル CoA との関係がより密接であり、今後新たな悪液質の指標や治療

のターゲットとして検討対象にするべきであると考えられた。 
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