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研究成果の概要：扁平上皮癌の腫瘍性間質誘導が、浸潤を契機に実質細胞から間質細胞に移管

される（スイッチング）のではないかという仮説をたて、これを証明するために扁平上皮癌細

胞と線維芽細胞の共培養系を作製して、細胞外基質分子代謝を軸に検討し、口腔癌組織の結果

と照合した。その結果、上皮内癌に相当する分離共培養では癌細胞側に、浸潤癌に相当する混

合共培養では、線維芽細胞側に ECM 産生の主体があり、間質誘導が扁平上皮癌浸潤によって

開始することを証明し、この概念を病理診断の理論的背景として適用することに成功した。こ

の結果、非浸潤性腫瘍の腫瘍細胞間隙の細胞外基質を腫瘍細胞によって産生される上皮内基質

という概念でとらえることを提唱することになった。 
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１．研究開始当初の背景 
 われわれは癌実質細胞のつくる腫瘍間質
と実質細胞自身との関わりを軸に癌の増殖
浸潤転移機構を理解したいと考え、まずは、
唾液腺腺様嚢胞癌由来細胞 ACC2/ACC3 に
おいて、ついで口腔粘膜扁平上皮癌由来細胞
ZK-1/ZK-2/MK-1において、試験管内で、そ
れら癌細胞が細胞外基質（ECM）分子を産
生し、みずから多様性のある受容体分子イン
テグリン(INT)各鎖を発現していることを証
明してきた。その結果、ECMと INTのクロ
ストーク様式が各癌細胞種の生物学的態度
を規定している可能性があることを示すこ

とができた。そこで、試験管内から生体内へ
視点を移すと、腫瘍間質の形成にはむしろ間
質細胞の役割が大きいことを再認識するこ
とになった。それは、異型上皮・上皮内癌で
は上皮層内に ECMが高度に産生・沈着され
るものの、一旦浸潤性を獲得すると ECMは
癌胞巣内からは消失し、間質空間に移行する
というスィッチング現象のあることを蛋白
質・遺伝子レベルの組織化学をもちいた予備
実験で確認してきたからである。すなわち、
口腔扁平上皮癌の浸潤性獲得とは腫瘍間質
誘導と同義語であり、癌浸潤界面での実質−
間質両細胞のコミュニケーションが間質誘
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導に重要と想定された。 
そこで、本研究課題では、生体における扁

平上皮癌の腫瘍性間質誘導が、浸潤を契機に
実質細胞から間質細胞に移行する、すなわち、
腫瘍間質の細胞外基質の生合成担当は、浸潤
前の上皮内癌では癌実質細胞が担当するが、
浸潤後は間質線維芽細胞に移管される（スイ
ッチング）のではないかという仮説をたて、
これを証明するとともにその分子制御機構
を明らかにすることを計画した。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、癌胞巣が浸潤性を獲得す
ることで実質細胞から間質細胞へダイナミ
ックに転換される分子機構がどのように制
御されているのかを、ECM 分子と INT 各鎖
の遺伝子発現を指標に、明らかにしたいと考
えた。すなわち、＜浸潤性獲得とは腫瘍間質
誘導の同義語＞であるので、試験管内実験で
は上記の癌細胞各種と間質細胞との共培養
実験を主たる手法とし、これにレーザキャプ
チャーマイクロディセクション法、DNAチッ
プ法等を駆使し、単細胞培養と比較し、どの
ような遺伝子の発現に変化があるのか、とく
に ECM 分子遺伝子の転写・調節に関わる遺
伝子とその経路をみいだしたい。さらに、ヒ
ト口腔癌外科材料をもちいて、生体内癌組織
内でも特定された各転写・調節分子の発現状
況を確認し、癌細胞−間質細胞間の ECM産生
担当のスイッチング、すなわちがん浸潤にど
のように反映しているかを明らかにしたい。 
 
３．研究の方法 
 (1) 細胞培養：ヒト唾液腺腺様嚢胞癌由来細
胞 ACC2/ACC3 細胞、ACC2 細胞よりクロー
ン化した高転移能を有する ACC-M 細胞、舌
扁平上皮癌由来細胞 MK-1、ZK-1、ZK-2細胞
と乳児口腔腫瘍由来線維芽細胞の初代培養
細胞、そのほか各種ヒト由来株化線維芽細胞
を、これまでに確立した方法で培養維持した。
さらに、基底膜型 HSPG・パールカンをはじ
めとする各 ECM 分子が適切に発現される細
胞数バランスで、各癌細胞と線維芽細胞系細
胞とを共培養した。共培養は直接ならびに間
接接触の二系統をトランスウェル等の培養
皿を用いて準備した。培養は播種後集密化ま
で約 10日間複数系列で継続し、24時間毎に、
固定、レーザキャプチャー・マイクロディセ
クション（以下 LC-MD）法による細胞回収、
RNA 抽出、RI 標識を行った。レーザキャプ
チャーには専用のフィルムコートした容器
を用いた。 
 間質からの血管経由する赤血球あるいは
溶血赤血球由来 hemoglobin の癌細胞への影
響を検討するために、赤血球あるいは
hemoglobin添加実験系を作製した。 
 (2) レーザキャプチャー・マイクロディセク

ション法による細胞組織の選択的微小切り
出し回収：前項で準備した培養細胞ならびに
組織切片を、LC-MD（顕微切り出し）装置に
よって、実質と間質との界面域を中心に、癌
細胞と間質細胞とを分離してそれぞれ回収
した。回収した組織・細胞は、以下の RNA
抽出実験に供した。本法は、以下の標識培養
にも適用した。 
 (3) 免疫およびハイブリッド組織細胞化学
的実験：上記組織切片ならびに経時的に固定
された培養細胞系列について、HSPG および
FN の細胞外基質分子に対する抗体と抗 INT
（α5β1、α2β1 および β1/β2/β3 鎖）抗体を用
いた酵素抗体法あるいは蛍光抗体法によっ
て共焦点レーザ顕微鏡上で細胞内外の三次
元的局在様式を観察して、癌細胞−線維芽細
胞スイッチング現象が維持されている実験
系であることを確認した、同時に、それぞれ
の RNA プローブによる in-situ ハイブリダイ
ゼーションを実施し、以下の遺伝子解析実験
の対照データとした。 
 (4) 定量 RT-PCR法による細胞外基質、受容
体および転写因子の遺伝子発現レベルの確
認：上記(3)項により抽出された RNA より 
cDNA を調製し、パールカンほかの ECM 分
子と INT各鎖と、上記(4)項で ECM産生・代
謝を制御していると想定された転写調節因
子についても逆転写ポリメラーゼ連鎖反応
（RT-PCR）法により各断片の cDNA を増幅
してリアルタイムに定量をおこない、いかな
る転写調節因子がダイナミックに変動して
いるかをより詳細に推定した。 
 (5) in-situハイブリダイゼーションによる遺
伝子発現細胞の確定： (3)項で絞り込まれた
転写・調整因子遺伝子のうち、(4)項でも定量
的 RT-PCR の結果、共培養で変動したものを
について、RNA プローブを作製して、in-situ
ハイブリダイゼーションを行い、共培養標本
の線維芽細胞における発現を確認した。 
 (6) 標識培養および免疫沈降実験: (1)項のと
おりに培養された細胞を 35S-メチオニンで標
識培養し、上記(2)項により分離採取し、上記
(3)項と同様の抗体をもちいて免疫沈降をお
こなった。沈降物は SDSポリアクリルアミド
電気泳動後にフルオログラフィーで可視化
し、各癌細胞および線維芽細胞間における蛋
白質分子としての発現量の多寡を確認した。 
 (7) ヒト口腔癌組織の調整： 当研究室に保
管している過去の口腔癌手術症例の組織パ
ラフィンブロックまたは凍結ブロックから
切片を作製し、免疫組織化学（蛋白質）およ
びハイブリッド組織化学（mRNA）に供した。
症例は、口腔粘膜癌を中心とし、高分化型か
ら低分化型までの浸潤型扁平上皮癌を各 10
例のほか、異型上皮ならびに上皮内癌各 20
例を準備する。上記(3)-(6)項で絞り込んだ転
写・調節因子と ECM・INT各分子の蛋白質な



らびに遺伝子レベルの発現状況を、免疫組織
化学と in-situ hybridization法によって対比確
認した。とくに非浸潤性病変と浸潤癌との間
で、上記(6)項までに絞り込んだ因子が生体内
でも同様な傾向で発現しているかどうかに
注目した。さらに、赤血球あるいは hemoglobin
を介した酸化ストレスの影響が、上皮内癌あ
るいは扁平上皮癌の間質血管の分布と関連
しているかどうかを検討した。また、細胞外
基質分子との結合することが判明している
ソニックヘッジホッグ Shh および KGF 等の
機能分子と Wnt シグナル経路との関連にも
注目して種々の分子の発現様式を検討した。 
 (8) 遺伝子抑制による ECM 形質発現の確
認： 前項までに特定された ECM ならびに
INT 分子遺伝子の転写・調節に関与する因子
の遺伝子発現を抑制すれば、ECM産生が低下
するかどうかを確認し、それらの因子の特異
性を確定する目的で、RNAi 法を適用した。
RNA 断片を加えて 24 時間までに細胞を
LC-MD 法によって分別回収した細胞の RNA
試料について定量 RT-PCR 法で ECM 分子遺
伝子発現が抑制されているかどうかを確認
した。同様に、蛋白質レベルあるいは形態学
的手法によっても検討した。 
 
４．研究成果 
 (2007年) 
 口腔扁平上皮癌細胞と線維芽細胞の共培
養実験系を確立するために以下の実験をお
こなった。 
(1) 細胞培養：ヒト舌扁平上皮癌由来 ZK-1
細胞、唾液腺腺様嚢胞癌由来 ACC2/ACCM細
胞と乳児口腔腫瘍由来線維芽細胞の初代培
養細胞ほか各種線維芽細胞を共培養した。共
培養はトランスウェル・プレートを用いた間
接接触の共培養と、両細胞を完全に混合して
播種して維持する直接接触の共培養の二系
統を作製した。その結果、直接接触共培養で
は、播種後三日程度で、癌細胞と間質細胞の
増殖領域が明確に区分され、二次元的にも実
質と間質が形成されることが判明した。 
(1) の播種後集密化まで 7-10 日間複数系列で
継続し、24 時間毎の変化を、蛍光抗体法と
RT-PCR 法を主たる技術として、追跡した。
また、単培養系でそれらの細胞について、同
様の評価を行い比較した。その結果、基底膜
型 HSPG・パールカンをはじめとする各 ECM
分子の発現を各癌細胞と線維芽細胞系細胞
とで比較検討したところ、間接共培養では、
癌細胞と線維芽細胞ともに ECM 産生が上昇
し、直接共培養では、線維芽細胞においてよ
り ECM 産生が上昇することが判明した。こ
の結果は、扁平上皮癌のみならず、腺様嚢胞
癌においても共通して得られたが、スイッチ
ング効果は扁平上皮癌でより明確であった。
すなわち、腺様嚢胞癌では、浸潤後も引き続

き腫瘍実質細胞で ECM 産生は持続する傾向
があった。 
(2) レーザキャプチャー・マイクロディセクシ
ョン法による細胞組織の選択的微小切り出
し回収：前項のように準備した組織切片なら
びに培養細胞を、LC-MD 装置によって、実
質と間質との界面域を中心に、癌細胞と間質
細胞とを分離してそれぞれ回収し、RNA抽出
実験に供する技術をほぼ確立した。直接接触
の共培養には、スライドグラスにフィルムを
コートし、この上にガラス製リングを接着し、
培養皿とした。実験後はそのリングを除去し
て、単層細胞の付着したフィルムを微小切り
出しの対象試料とする方法を開発した。 
(3) 組織レベルでの検討：二層性異型上皮なら
びに上皮内癌、さらに唾液腺多形性腺腫の被
膜浸潤部における各種 ECM 分子の発現状況
を増殖因子と関連づけて検討した。その結果、
パールカンおよび tenascin の異型上皮・上皮
内癌胞巣内沈着と FGF、MMP 等の高発現が
一致し、これらの増殖因子のリザバーとして
の細胞外基質沈着の意義が示唆された。同様
に、多形性腺腫に被膜浸潤部では、パールカ
ンの豊富な粘液様基質が特徴的で、同部には
各種細胞増殖因子が捕捉されている状況が
確認された。 
（2008年） 
 前年度までの実験項をさらに繰り返し、発
展させて細胞外基質（ECM）産生に関連する
因子を特定する目的に以下の実験をおこな
った。とくにレーザキャプチャー・マイクロ
ディセクション法の手技を応用した。 
(1) 試験管レベルの検討：ヒト舌扁平上皮癌細
胞、唾液腺腺様嚢胞癌細胞と口腔腫瘍由来線
維芽細胞の直接接触の共培養実験系を改良
して、レーザキャプチャー・マイクロディセ
クション法によって細胞群を選択的微小切
り出し回収した。癌細胞と間質細胞とを分離
するのには、癌実質胞巣をまず回収し、間質
細胞はフィルム上に残存させ、それぞれ RNA
抽出実験に供した。具体的にパールカンほか、
tenascin、laminin、type IV collagen、fibronectin
の細胞外基質分子の生合成状況を RT-PCR お
よび蛍光抗体法で確認し、癌細胞における細
胞外基質分子局在が低下して、線維芽細胞に
おけるそれが上昇するスイッチング現象を
様々な条件下で確認した。ECM 分子のうち、
fibronectin は間接接触でも線維芽細胞での産
生レベルがより高かったが、直接間接ではさ
らに顕著となり癌細胞でのレベルはほとん
ど消失した。  
 一方、受容体レベルは、integrin β1・β4の
ほか、dystroglycan、podoplanin の発現が界面
部の癌細胞に強発現した。しかし、その発現
パタンは分子ごとに異なっていたので、これ
ら受容体の認識する細胞外基質は癌胞巣の
形成時期形状等に依存して異なることが示



唆された。 
 また、パールカンとの親和性の高い bFGF、
KGF、VEGF については、とくに唾液腺癌細
胞で検討したところ、高転移性細胞系 ACCM
あるいは筋上皮性格の SMAP4 においてそれ
らの高発現が確認された。それらの受容は既
知の KGF受容体である FGFR2bはみられず、
むしろ FGFR1/4 を介したオートクラインの
シグナル伝達により増殖・転移が制御されて
いる可能性が示唆された 
(2) 組織レベルでの検討：二層性異型上皮な
らびに上皮内癌、扁平上皮癌、さらに嚢胞性
腫瘍の被覆上皮部を中心に上皮内間質形成
段階と浸潤癌のそれぞれの病理組織標本を
もちいて、各種 ECM 分子の発現状況を検討
した。その結果、パールカンおよび tenascin
の上皮内沈着、これにともなう細胞膜受容体
としては、integrinのほかに dystroglycanにつ
いての知見を深めた。すなわち、免疫組織化
学と in-situ hybridizationによって上皮細胞に
おける dystroglycan の発現がパールカンの受
容体として細胞増殖に関連していることを
確認した。さらに、上皮内 ECM 沈着が細胞
膜接着因子 cadherin、細胞膜裏打ち分子
catenin、それらの代謝制御因子 MMP7ほかの
挙動にも関連することが判明した。とくに角
化嚢胞性歯原性腫瘍では、きわめて高度な上
皮内間質としてのパールカンの沈着を証明
し、それが同腫瘍細胞の増殖背景として重要
なことを示唆した。すなわち、上皮内基質（間
質）という新たな概念を提案した。 
 以上の結果から、間質誘導の転換現象自体
が確認されるとともに、上皮・間葉転換にも
関連する重要な生命現象をとらえているこ
とが示唆された。 
 (2009年) 
 前年度までの実験をさらに繰り返し、発展
させて細胞外基質（ECM）産生の病的沈着と、
ECM 産生を活性化させる因子を特定するた
めに以下の実験をおこなった。 
(1) 各種口腔腫瘍性病変における ECMと関連
因子の発現状況：ヒト舌扁平上皮癌、上皮内
癌、異型上皮と歯原性腫瘍の角化嚢胞性歯原
性腫瘍および石灰化歯原性上皮腫について、
免疫組織化学的にパールカンおよび tenascin、
fibronectin等のECMの発現様式を比較検討し
た。その結果、上皮内癌を中心として、増殖
性の高い病変で、上皮内 ECM 沈着の亢進す
ることを確認できた。上皮内沈着は、上皮細
胞間隙とともに細胞質内にもみいだされ、と
くに石灰化歯原性上皮腫では、幻影細胞化と
ECM細胞質内沈着との対応があった。したが
って、ECMが細胞外に分泌することが障害さ
れて幻影細胞化する可能性が示唆された。 
 ついで、パールカンと親和性の示唆されて
いる機能分子、bFGF、KGF、VEGF、Shh の
発現を検討したところ、パールカンの高発現

している、二層性異型上皮の下半層、あるい
は角化嚢胞性歯原性腫瘍の被覆上皮層に、そ
れらの高発現が確認された。したがって、上
皮内間質の形成は、これらの細胞増殖因子を
細胞間隙に貯蓄して、オートクラインに腫瘍
実質細胞が利用している可能性が高いこと
が判明した。 
 (2) ECM発現調節因子：異型上皮ならびに上
皮内癌では、二層性の病理組織像を呈する病
変の下半層は増殖帯を形成しているという
仮説をもとに、下半層に高発現する分子を渉
猟した。その結果、血管内皮増殖因子 VEGF、
ソニックヘッジホッグ Shh、MMP7, 線維芽細
胞増殖因子 bFGF・KGF 等の上昇が確認され
た。下半層をマイクロディセクション法によ
って切り出し、RNAを抽出して RT-PCRを行
った。その結果、下半層では、E-cadherin の
発現がそのプロモータのメチレーションの
ために低減し、反対に integrin β1が上昇して、
上皮層内においても ECM 発現と増殖性に協
調性があることが確認された。すなわち、上
皮内間質の増殖誘導に関する分子機構の背
景が証明された。 
 (3) 上皮内血管による実質腫瘍細胞への酸
化ストレス：前年度から開始した、上皮内癌
に特徴的な上皮内血管の破綻に由来する赤
血球ないしは hemoglobin の癌細胞による貪
食現象を形態学的に確定した。すなわち、共
焦点蛍光顕微鏡法によって、試験管内で ZK-1
細胞に投与された赤血球および合成
hemoglobin が貪食空胞に取り込まれていた。
さらにそれらの貪食細胞においてヘムオキ
シゲナーゼ１とともにケラチン分子の CK10
と CK17の発現が亢進した。すなわち、間質
に由来する酸化ストレスが実質細胞の分化
を誘導することが判明した。 
 そこで、扁平上皮癌細胞 ZK-1 で CK17 の
RNAi 実験をおこなったところ、アダプター
蛋白質のひとつ 14-3-3σ の発現を細胞核から
細胞質への移行が抑制されて、細胞発育に関
与している結果がえられた。すなわち、間質
侵入によって誘導された CK17が細胞発育の
背景になっている可能性が示唆された。 
 
研究総括と今後の展望 
 以上の結果から、間質誘導は実質細胞の増
殖回転亢進と関連があり、ECMとその受容体
の発現状況から具体的にとらえることが明
らかになった。 
 当初の仮説、「腫瘍間質の細胞外基質の生
合成担当は、浸潤前の上皮内癌では癌実質細
胞が担当するが、浸潤後は間質線維芽細胞に
スイッチされる」については、科学的な根拠
をもって証明されたとかんがえている。上皮
内癌では、したがって、上皮内基質(間質)が
重要な働きをしており、今後細胞増殖におけ
る細胞外基質分子を介した増殖因子の制御



の詳細を解明するモデルとして注目された。 
 この結果は、病理組織診断の現場における
上皮内癌と微小浸潤癌の鑑別という困難な
作業に科学的根拠をもってあたる道筋をつ
けた点で有意義であった。すなわち、腫瘍性
間質が腫瘍実質胞巣周囲に誘導されている
ならば浸潤であり、胞巣内に間質物質が沈着
するならば上皮内癌とする客観的根拠を提
供することになったからである。 
 上皮内基質を特徴とする上皮内癌または
二層性異型上皮では、増殖帯細胞層の細胞接
着因子に特徴的な発現パタンがあることに
注目された。これらの有機的な接着因子の出
現消失の制御のひとつはプロモータのメチ
レーションによることが明らかになったが、
そのほかにどのような転写制御があるかに
ついては、今後の詳細な検討が必要である。 
 さらに、間質と実質の相互作用によって癌
実質細胞の細胞骨格発現制御への道筋がつ
けられたことは大きな収穫であった。CK17
のような特定の細胞骨格蛋白質によって細
胞増殖が制御されている可能性が示された
からである。ついで、ECM分泌障害が実質細
胞の形態学的特徴に影響しているという新
たな発見もあったので、今後は分泌抑制の分
子機構の検討という方向に研究を展開して
いく必要性を明確にできた。 
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