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研究成果の概要（和文）：「癌細胞または癌組織が広がる時、それらは何を目指して、何に惹かれ移動し拡大し
てゆくのか」という根本的な未解決命題がある。腫瘍は単純に増殖によって大きくなるだけではない。癌細胞周
辺には特異な基質を含む間質組織が作られる。癌が周囲に進展する際、間質の変化が先行して広範囲に生じ、そ
れを追うように癌細胞が広がってゆき、さらに基質の領域は先進拡大する自律的な癌の進展機構Chase & Runの
仮説を立てた。研究結果から、癌の浸潤を牽引する線維芽細胞は、正常の線維芽細胞を教育して自分自身を次々
と作り出してゆく新しい機構が分かってきた。

研究成果の概要（英文）：Tumors are frequently accompanied by large areas of fibrosis. Although 
cancer-associated fibroblasts (CAFs) are known to play pivotal roles in tumor progression, 
fibroblasts within tumors are comprised of heterogeneous subpopulations, and it is not clear how 
these heterogeneous CAFs are generated and expand in tumors. We identified a novel mechanism for 
expansion of CAF-like cells with inflammatory phenotypes by “Fibroblasts educate fibroblasts”, in 
which CAFs educated normal NFs to generate new pro-tumor fibroblasts, which we refer to as 
CAF-educated fibroblasts (CEFs). CEFs express inflammatory cytokines and extracellular matrix, 
Asporin. CEFs sequentially educate NFs one after another to further amplify cytokines and chemokines
 in the tumor microenvironment, which triggers cancer cell dispersion and dissemination. Further, 
blocking sustained CEF generation could be a suitable therapeutic target for prevention of tumor 
dissemination.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： 癌間質細胞　癌関連線維芽細胞　CAF　Asporin

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腫瘍内で癌細胞をサポートする線維芽細胞の産生に関して、従来とは異なる「線維芽細胞による線維芽細胞の教
育」をベースとした新規機構がある事が分かってきた。これにより産生される線維芽細胞(CEF)は、これまで大
きく癌関連線維芽細胞と捉えられてきたものの中に多様性を作り、腫瘍先進部でASPNや炎症性サイトカインの増
幅をもたらす。癌細胞を誘引するケモカインや、浸潤・転移を促す足場基質である事を確認したASPNを産生する
CEFが常に腫瘍辺縁で自律的に広がる事は、当課題のコンセプトであるChase & Runに当てはまる。今後、CEFの
産生を抑制する機構の検討から創薬への展開を目指したい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
腫瘍の局所進展において、浸潤先端部では癌細胞自身ではなくむしろ線維芽細胞などの間質

細胞がフロントを形成している病理組織像が高頻度に観察される。そのため腫瘍が広がる事に

癌関連線維芽細胞(CAF)が大きく貢献する事が指摘されている。一方で、腫瘍内の間質細胞で大

きな比重をもつ線維芽細胞についても、多様性がある事に知見が高まっている。これまで CAF
とまとめて呼ばれてきた線維芽細胞群も、分子マーカーの特性からいくつかのグループに分類

される報告が出ている。 
先行研究において、胃癌の間質に含まれる癌関連線維芽細胞(CAF)が特異的に産生する低分子

量プロテオグリカン(SLRP)である Asporin を同定した(文献１)。Asporin は細胞外に分泌され、

主要な細胞外基質成分として多くの腫瘍組織にみられる事が、その後自他の報告で明らかにな

った。胃癌や大腸癌、膵癌、前立腺癌などで CAF が分泌し、腫瘍促進的に働く知見が集積する

一方で、乳癌ではタイプにより腫瘍促進と抑制性の両面が報告されており、多面的な機能が想定

されるようになった。 
 私達は腫瘍の局所進展において線維芽細胞に焦点を当て、

どのようなタイプの CAF が癌細胞の浸潤をリードし、さらに

その CAF はどのように作られてくるのか検討する事とした。 
主要な検討項目として、上記 Asporin を産生する CAF の

腫瘍内分布、他の分子特性をもつ CAF との相異を調べ、腫瘍

組織の浸潤を先導する役割を評価する事と、Asporin+CAF が

連続的に作られる機構について調べようと考えた。これまで

癌細胞が正常線維芽細胞を教育し、CAF が産生される事が知

られているが、実際の腫瘍組織では癌細胞が少数である腫瘍

辺縁部でも線維化が広範囲に見られる症例も多い。線維芽細

胞自律的な新たな CAF 産生機構が存在するのではないかと

想定した。 
２．研究の目的 
「癌細胞または癌組織が広がる時、それらは何を目指して、何に惹かれ移動し拡大してゆくのか」

という根本的命題に対して検討する。癌細胞周辺には特異な基質を含む間質組織が作られる。癌

が周囲に進展する際、間質基質の変化が先行して広範囲に生じ、それを追うように癌細胞が広が

ってゆき、さらに基質変化の領域は先進拡大する自律的な癌の進展機構：Chase & Run の仮説を

立て、それを検証する。 
 
３．研究の方法 
・細胞 癌細胞は最も難治性の胃癌であるスキルス型胃癌細胞株を複数（共同研究体制で国立が

ん研究センターと大阪市立大学から分与されている）用いた。CAF はスキルス胃癌患者の外科手

術サンプルから採集し樹立した細胞株を、同一検体の非癌部線維芽細胞（NF）とセットで複数ペ

アを大阪市立大学腫瘍外科学講座(八代先生)から供与された。内在性に ASPN の発現しない２種

類の胃癌細胞に ASPN 遺伝子導入した株を作成してマウスの間質応答を評価した。 

・間質細胞、癌細胞の浸潤モニター： 

In vitro:独自の三次元ゲル浸潤アッセイによるイメージング(Bio-Protocol 2016;6)。胃癌細

胞と間質細胞の浸潤に最適化したコラーゲン、マトリゲル混合のゲルを用い、血清濃度勾配に従

ったゲル内浸潤の様子を共焦点顕微鏡で 3D 再構築した。また MMP9 の活性はゼラチンザイモグ

ラフで判定した。 

In vivo:蛍光標識胃癌細胞と CAF、TAM の混合を免疫抑制マウス胃の粘膜下層に移植し、定期的

に胃スライス切片を作成して胃壁内浸潤を共焦点顕微鏡下に観察した。 

・Asporin 遺伝子欠損免疫抑制マウス： Asporin-/- (PLAP-1-/- ) C57bl/6 は共同研究体制で大阪大

学大学院歯学研究科（村上先生、山田先生：現 東北大学大学院歯学研究科）から供与を受け、

さらにヌードマウスと交配してヒト細胞が移植可能な系統を作成した。 

・網羅的分子解析：CEF の分子プロファイルを作成するために CEF/NF/CAF のマイクロアレイ解

析（外部受託）を施行した。 



 

４．研究成果 

(1) 細胞外基質 Asporin の腫瘍進展における機能について 

○1  Asporin 陽性 CAF の検討： 
Asporin(ASPN)の癌組織の浸潤に対する作用を調べる目的で、宿主の間質応答から ASPN を排

除して癌組織に与える影響を比較判定するための ASPN-/-nu/nu マウスの作成、およびヒト胃癌

組織における発現解析を行った。 
ASPN-/-nu/nu マウスにおける腫瘍進展抑制効果 
ASPN-/-および野生型nu/nuマウスの胃にヒト胃

癌細胞を移植して両者の腫瘍組織を比較した結

果、ASPN-/-nu/nu マウスでは胃癌の局所浸潤が

弱く、腫瘍径が小さく深達度も抑制される傾向が

明らかだった(図１)。また、ASPN が癌の局所浸

潤以外に転移を促進する転移前ニッチの形成に

関わるかを検討した。様々な癌細胞株由来のエク

ソソームを精製し、正常線維芽細胞に添加して

Asporin の産生誘導を調べたところ、検討した中

では肺癌細胞株の中に ASPN 誘導エクソソームを高効率に産生する株を見出した。野生型およ

び ASPN-/-nu/nu マウスを用いて、同エクソソームの尾静脈内前投与による癌細胞の肺転移効率

を比較したところ、ASPN-/-nu/nu マウスでは肺転移の形成が低い結果が得られた。 
これらの結果から以下の結論が得られた。 
ホストの間質線維芽細胞による Asporin の産生は、1 癌細胞の局所進展を促進する。2 癌細胞エ

クソソームによって遠隔臓器に転移促進ニッチを形成する。 
ヒト胃癌症例の免疫染色による検討から： 

進行癌では腫瘍の組織型を問わず腫瘍間質細胞

での Asporin 発現が高頻度にみられた。筋線維芽

細胞タイプの CAF マーカーであるSMA との二

重染色では、ASPN+/ SMA+、ASPN+/ SMA-、

ASPN-/ SMA+ CAF が存在し、多様性が確認され

た。両者の二重陽性 CAF は比較的少数で、いず

れか一方のみ陽性の CAF が多数であった。特に

ASPN+/ SMA- CAF は癌細胞巣から離れた辺縁

部にも多く、腫瘍の先進拡大に寄与している事が

示唆された(図２)。予想外の結果として、CAF 特異的と思われた ASPN が、少数例ではむしろ

胃癌細胞での発現が高い群がある事が分かった(図３)。そのため追加検討項目として Asporin 陽

性胃癌細胞の特性を調べる事とした（以下○2 ）。 

○2 Asporin 陽性胃癌細胞の検討： 
ASPN 発現が陰性のスキルス胃癌細胞株 HSC43 と

44As3 に ASPN を導入した高発現株(HSC43 ASPN, 
44As3 ASPN)を作成した。細胞増殖、浸潤能、マウス胃

移植腫瘍の進展度について比較検討を行い、以下の結果

が得られた。 
1In vitro では、細胞増殖能に有意差は見られなかった。 
2細胞浸潤能はASPN高発現２株でいずれも対照細胞株

より増強していた。その機構の１つとして、ASPN を高発現する２株では MMP9 の産生が顕著

に増加していた。 
3細胞の活性酸素による酸化ストレスへの抵抗性が、ASPN 高発現２株で亢進していた。 
4マウス胃への癌細胞移植実験では、ASPN 高発現２株は対照より腫瘍サイズの増大と深部浸潤

の促進が見られた。腫瘍サイズの増大は、CD31 陽性腫瘍血管の増加が一因であった。 



これらの結果から、癌細胞における ASPN 産生も

腫瘍の浸潤・拡大を促進する事が明らかとなった

(図４)。 
 
(2) CAF の新たな産生機構について： 
腫瘍内で線維芽細胞の応答が広範囲に見られる

症例は頻度が高い。CAF の起源は単一ではない

が、正常線維芽細胞が変換して生じる事が主要な

CAF 産生機構と考えられている。 
癌細胞による直接的な教育で CAF が産生される

事が知られているが、一旦作られた CAF はそれ

自身が他の正常線維芽細胞を教育して、次々と多

様なCAF様細胞を産生してゆく可能性を調べた。 
CAF-educated fibroblast (CEF)の産生 
 ヒト胃癌細胞由来の CAF と同一患者の正常胃

線維芽細胞(NF)を用いて検討した。CAF の培養上

清(CM)を NF に添加し、NF における発現遺伝子

の変動をマイクロアレイで網羅解析した。 
CAF-CM 添加後では IL-1B、IL-33、CXCL-1, 6, 
8 などを含む炎症性サイトカインの発現、および上記 ASPN の発現上昇が特徴的に見られた。

その一方で、SMA や PDPN などの CAF マーカー遺伝子は変動しなかった。これらの遺伝子

プロファイルを特徴とする細胞を CAF-educated fibroblast (CEF)と呼び、検討を加えた（図５）。

ビオチン標識したNFとCAFを混合培養後、セルソーターで分取したビオチン+NFでも IL-1B、

ASPN の上昇を含む同様の分子変動がみられ、NF から CEF が産生される事を確認した。また

同様の実験結果は、マウスに皮下移植した biotin+NF / CAF からも再現された(図５)。 
 CEF が癌細胞にフィード

バックする生物学的効果を

検討したところ、CEF の培養

上清(CM)は胃癌細胞の分散・

移動・浸潤を促進し、これは

主に CEF が分泌する IL-1B
による癌細胞の Rac1 の活性

化に依存する事が分かった。

CEF による癌細胞の分散効

果を指標に検討したところ、

CEF の特性は可逆性である

が、初期の CAF による NF
の教育時間が遷延した場合

には CEF の特性は in vitro
で 14 日以上持続し、しかも

CEFのCMはさらにNFから次世代のCEFを誘導する、CEFの連続産生機構を明らかにした。

この CEF の産生は NFkB シグナルの活性化に基づき、その結果二次的に ASPN の発現誘導も

生じる。CEF では P300、Gen5、Tip60 など複数のアセチル化酵素の遺伝子発現上昇もみられ、

Epigenetic な制御を受けていると考えられた。 
 
 
意義・展望など 
課題研究から、腫瘍内で癌細胞をサポートする線維芽細胞の産生に関して、従来とは異なる

「線維芽細胞による線維芽細胞の教育」をベースとした新規機構がある事が分かってきた。これ

により産生される CEF は、これまで大きく CAF と捉えられてきたものの中に多様性を作り、



腫瘍辺縁部（先進部）で ASPN や炎症性サイトカイン

の増幅をもたらす。培養実験でみられた CEF の連続

産生が生体内で生じる事の立証は今後の検討内容で

あるが、癌細胞を誘引するケモカインや、浸潤・転移

を促す足場基質である事を確認した ASPN を産生す

る CEF が常に腫瘍辺縁で自律的に広がる事は、当課

題のコンセプトである Chase & Run に当てはまる。

今後、CEF の産生を抑制する機構の検討から創薬への

展開を期待している。 
課題研究中の予期せぬ結果としては、癌細胞自身の

ASPN 発現陽性例が少数みられ、この事も腫瘍の悪性

度の進行に寄与する事が実験的に分かった。 
今後実際の腫瘍症例で、このグループの悪性指標との

相関を検討してゆきたい。 
 
文献１ 
Asporin activates coordinated invasion of scirrhous gastric cancer and cancer associated 
fibroblasts. Satoyoshi R., Tanaka M. et al. (2015) Oncogene 29, 650-660. 
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