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研究成果の概要（和文）：テネイシン-C(TNC)は、癌進展において重要な役割を担っていると考えられる、癌間
質に高発現している。本研究は、筋線維芽細胞、癌関連線維芽細胞を含めた線維芽細胞、腫瘍関連マクロファー
ジ(などからなる乳癌間質の形成に、TNCがどのように関わっているのかを明らかにすることが目的である。TNC
は、マクロファージに対しては遊走促進、サイトカイン発現の増強ならびにM1レパートリーへの誘導を行ってお
り、線維芽細胞に対しては筋線維芽細胞形質への移行、収縮能の増強ならびにTNC産生の誘導を行っていること
が明らかになった。これらにより、TNCは乳癌間質形成に重要な貢献を果たしていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Tenascin-C (TNC) is highly expressed in cancer stoma which may be 
responsible for cancer progression. The aim of this study is to clarify TNC roles in formation of 
the breast cancer stroma composed of fibroblasts, including myofibroblasts and cancer-associated 
fibroblasts, and macrophages. In macrophages, TNC promotes the migration, cytokine expression, and 
induction to M1 repertory. TNC also enhances myofibroblast trans-differentiation, gel contraction 
activity, and TNC production in fibroblasts. Thus, TNC may significantly contribute to the stromal 
formation of the breast cancer.

研究分野： 人体病理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
1986 年に Dvorak によって 'Tumors: 

wounds that do not heal. 'と題する総説が
NEJM に発表され、癌間質と創傷治癒過程の
肉芽組織との類似性と、腫瘍進展における間
質形成の重要性が示された（文献 1）。この概
念は発表からおよそ 30 年が経つが、今でも
腫瘍研究の重要な方向性のひとつである。こ
の間に間質の腫瘍進展への作用として、「防
御的」から「促進的」な側面が強調されるよ
うになってきた。 
我々は細胞外マトリックス（ECM） 糖タ

ン パ ク の ひ と つ 、 テ ネ イ シ ン ‐ Ｃ
（Tenascin-C, TNC）が高発現する乳癌では
患者の予後が悪いことを報告した（文献 2）。
続いて、癌組織に発現する TNC は、癌細胞
に対して上皮-間葉移行の誘導、細胞遊走・細
胞増殖の促進、Matrix metalloproteinases
（MMPs）産生の誘導などの効果を示すこと
を明らかとし、TNC が癌細胞の浸潤・転移な
ど癌細胞側の進展を促進していることを世
界に先駆けて証明してきた。他方、心筋病変、
血管病変、関節病変、肝線維症、肺線維症な
ど組織リモデリングが活発な組織で高発現
し、さまざまな細胞に働きかけ、組織リモデ
リングを促進していることを明らかとして
きた。 
乳癌の間質で発現する TNC は、他の病変

でみられる組織リモデリングと同様に、癌間
質の組織リモデリングを促進し、癌細胞に働
く以外に癌間質形成を介して、癌進展を促進
していると考えられる。 

 
２．研究の目的 

本研究では、筋線維芽細胞、癌関連線維芽
細胞（CAF）を含めた線維芽細胞、腫瘍関連
マクロファージ（TAM）、腫瘍血管からなる
癌間質の形成に TNC がどのように関わって
いるのかを明らかにすることが目的である。 
 癌間質を形成する線維芽細胞、マクロファ
ージ、血管内皮細胞について、１）それらの
細胞の局在と TNC 沈着の分布との関連につ
いて、免疫組織化学的手法を用いて組織学的
に検討を行い、２）それらの培養細胞へ TNC
を添加し、表現型の変化、増殖・遊走能への

影響、間質を形成する細胞外マトリックスタ
ンパクの発現や微小環境を形成するサイト
カイン産生の変化を観察し、TNC が癌間質の
形成にどのように関与しているかを明らか
とする。加えて、それぞれの細胞で利用され
る TNC レセプターやシグナリングを明らか
としたい。 
 
３．研究の方法 
(1) TNC の線維芽細胞の表現型、増殖、遊走
への影響とそのシグナリング 
① 線維芽細胞の組織学的検討 
筋線維芽細胞のマーカーとしてα-Smooth 

muscle actin（α-SMA）の発現、癌関連線維
芽細胞のマーカーとして Podoplanin などの
発現を免疫染色し TNC の分布と比較した。 
②. TNC による線維芽細胞の表現型の変化
に関する細胞生物学的検討 
乳腺線維芽細胞の初代培養細胞を購入し、

TNC 添 加 後 の α-SMA, podoplanin, 
caveolin-1 などの発現の変化を、蛍光抗体法、
Western blot 法で解析した。 
③ TNC 添加に伴う ECM タンパク産生の変
化 
線維芽細胞のコラーゲンなどの産生を定

量 PCR 法で検討した。 
④ TNC レセプターとシグナリング 
 レセプター阻害剤・中和抗体およびシグナ
ル阻害剤を培養細胞に作用させ、形質変化の
抑制を観察した。 
(2) TNC によるマクロファージの活性化、増
殖、遊走への影響とそのシグナリング 
① 組織学的検討 
乳癌組織におけるマクロファージの局在

と癌間質の TNC との沈着との関連について
組織学的に検討を行った。 
② TNC によるマクロファージの表現型の変
化に関する細胞生物学的検討 
マウスの腹腔内マクロファージと GM-CSF
で誘導されたマウスマクロファージを用い
た。遊走能の促進作用、マクロファージの活
性化を表面マーカーとサイトカイン mRNA
レベルで検討を行った。 
 
４．研究成果 
マクロファージに対する TNC の効果 
ヒト乳癌組織では多数のマクロファージ

の浸潤がみられ、TNC の沈着部位に集積して
いた。 
マウスの腹腔内マクロファージは TNC 存

在下で遊走が促進され、 TNC 添加は
Interleukin (IL)-6 及び monocyte chemo- 



attractant protein(MCP)-1 の発現レベルを
上昇させた。この系ではインテグリン αvβ3
の接着斑の形成を促し、FAK と SRC のリン
酸化の増強を伴っていた。また、このシグナ
ルは NFκ-B のリン酸化と核への移行を誘導
し、NFκ-B, SRC やインテグリン αvβ3 の阻
害剤はいずれも TNC が誘導するマクロファ
ージの IL-6 産生を抑制した。 
他方、癌組織ではないが心筋梗塞モデルを

用いて、野生型と TNC 遺伝子ノックアウト
（KO）マウスでのマクロファージの M1 と
M2 のレパートリーの差も検討した。野生型
では IL-6、IL-1β、iNOS、CCL2 の発現の上
昇が顕著で、TNCKOマウスでは IL-10、Mrc1、
Arg-1 の発現増強が優位であった。つまり野
生型のマウスでは M1 への移行が顕著であり、
TNCKO では炎症が軽微で M2 分画が優位で
あった。骨髄細胞幹細胞から GM-CSF で分
化したマクロファージを用いた検討では、
TNC 添加が IL-6,IL-1b、iNOS, CCL2 の発
現を増加させ、M1 マクロファージへのシフ
トを促進させていた。また、TNC の添加後の
M2 マクロファージへのシフトへの影響を検
討した。TNC 単独では、M2 マーカーである
MRC1 の発現は変化しなかったが、M2 マク
ロファージに誘導する IL-4存在下では、TNC
が存在すると誘導されるはずの MRC1 発現
が低下した。また、M2 への誘導に関与する
転写因子 IRF4 の発現は TNC 存在下では減
少していた。この減少は TLR4 阻害薬により
抑制され、インテグリン抗体では影響を受け
なかった。TNC はマクロファージの M1 シフ
トの促進と M2 シフトの抑制の両方に働いて
おり、いずれも TLR4 が関与していることが
明らかとなった。 

 
線維芽細胞に対する TNC の効果 
ヒ ト 乳 癌 で 筋 線 維 芽 細 胞 マ ー カ ー

（Calponin、α-SMA など）とがん関連線維
芽細胞のマーカー（S100A4 と podoplanin
など）の発現を確認した。癌周囲 及び TNC
陽性間質中にこれらを発現する線維芽細胞
を認めたため、TNC がこれらのタンパク発現
を誘導するかどうかを解析した。 

プラスチック上で培養したヒト乳腺線維
芽細胞（HMF）はコントロール群では細長い
紡錘形で一定の方向性を示したが、 TNC 添
加群 (10 μg/mL) では星状の細胞突起を有
し無秩序に配向した。カバーガラス上では
TNC 添加群は互いに凝集しクラスターを形
成した。Western blot で癌関連線維芽細胞マ

ーカーのタンパク質発現を検討すると、TNC
添加で Calponin、α-SMA 発現が有意に増加
し、筋線維芽細胞形質への変化が顕著であっ
た。他のマーカーでは有意な発現上昇は観察
できなかった。HMF の蛍光免疫染色では、
TNC 処理でストレスファイバーの発達と
Calponinおよび α-SMA陽性細胞の増加が見
られた。蛍光抗体法により、ヒト乳癌組織で
TNC とこれら線維芽細胞マーカーの局在を
再検討したが、いずれも TNC の分布と極め
てよく一致していた。また、TNC添加はHMF
のコラーゲンゲル収縮能を上昇させた。さら
に、TNC 添加は I 型および III 型コラーゲン
の発現に変化を及ぼさなかったが、TNC の
mRNA 自体の発現を増加させ、フィブロネク
チンおよびシンデカン-４をタンパク質レベ
ルで発現を上げた。TNC の発現は筋線維芽細
胞に分化していない細胞でもよく見られた。
レセプターについては、阻害剤添加の実験で、
シンデカン-4 とインテグリン αvβ3 の関与に
ついては否定的であり、継続して究明してい
るところである。シグナルについても阻害剤
を添加して解析を行ったが、有意なシグナル
経路は判明していない。 
加えて、皮膚線維芽細胞では Calponin 発

現誘導は弱く、ヒト組織の乳癌皮膚浸潤部で
もその傾向がみられ、乳腺線維芽細胞でこれ
らの形質変化はより顕著であることが示唆
された。 
これらより、TNC は乳腺線維芽細胞を高収

縮性の筋線維芽細胞へ形質転換させ、乳癌特
有の癌間質形成に寄与していると考えられ
た。 
 
 以上より、癌組織で高発現している TNC は
マクロファージや線維芽細胞に働き、癌間質
の形成に重要な効果を示していると考えら
れ、レセプターやシグナルを制御することに
より、癌進展を抑制できる可能性が示唆され
た。 
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