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研究成果の概要（和文）：扁平上皮癌の骨吸収・骨破壊の分子機序をシンジェニックマウス頭蓋冠骨浸潤モデル
を用いて解析した。SCC7由来の高骨吸収亜株と低吸収亜株の腫瘍を用い、骨吸収部位と非骨吸収部位の遺伝子発
現をRNAシークエンス法で解析した結果、高骨吸収部にはインターロイキン7(IL-7)が高発現していた。高骨吸収
亜株腫瘍に抗LI-7中和抗体の投与すると、腫瘍内のRANKL遺伝子発現、TRAP遺伝子発現、カテプシンK遺伝子発現
は著明に低下し、骨吸収も著明に抑制された。扁平上皮癌の株細胞による骨吸収にIL-7が関与する可能性が示唆
された。

研究成果の概要（英文）：The molecular mechanisms of bone resorption and destruction in squamous cell
 carcinoma were analyzed using a syngeneic mouse model of cranial bone invasion. Squamous cell 
carcinoma cell line cells; SCC7-derived high- and low-resorption sub cell line cells were used to 
analyze gene expression in bone-resorbing and non-bone-resorbing areas by RNA sequencing. We found 
that interleukin 7 (IL- 7) was the highly expressed soluble factors in the high bone-resorption 
area. Administration of anti-LI-7 neutralizing antibody to the high bone resorption subline tumors 
markedly reduced RANKL gene expression, TRAP gene expression, and cathepsin K gene expression in the
 tumors, and also markedly suppressed bone resorption. The results suggest that IL-7 would be 
involved in bone resorption by squamous cell carcinoma cells.

研究分野：外科系歯学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
多くの癌腫の治療法の確立と治療の向上により、原発巣病変の治癒が向上している。しかしながら、他臓器転移
病巣、例えば骨転移などの骨病変に対する治療は困難を極める。口腔扁平上皮癌においては、骨病変の成立機序
も明らかにされておらず、治療手法が少ないのが現状である。
本研究は骨浸潤の分子機序を明らかにするという学術的な意義に加え、将来的な口腔扁平上皮癌の骨病変治療の
基礎となりうる点で医療的な、社会的な意義も大きい。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
現在までの破骨細胞研究成果の蓄積から全ての骨吸収性疾患に破骨細胞活性化因子 RANKL の
関与が示されている。申請者は顎骨腫瘍や口腔がん骨境界の微小環境における破骨細胞形成機
序を研究し、腫瘍間質の相互作用に焦点をあて顎骨病変の扁平上皮癌による骨吸収・骨破壊の分
子メカニズムを研究してきた（21592523, 24592986, 16K11682, 19K11682）。とくに、腫瘍細
胞が産生する TGF-やインターロイキン１、インターロイキン 6 などのサイトカインシグナル
が間質線維芽細胞の RANKL 発現を促進する機序を研究してきた。顎骨腫瘍の骨吸収様式に比
べ悪性腫瘍はより複雑で、右下の図のように浸潤性骨吸収と圧迫型の骨吸収の二つのタイプに
大別される。とくに浸潤型歯肉扁平上皮癌
の骨近傍には多数の破骨細胞が存在し、骨
吸収と骨破壊に関与していることがよくわ
かる（右図）。臨床においては二つの骨吸収
様式は疾患予後にも関連し、また骨病変の
分子標的治療を考える上にも、骨吸収の差
異を決定づける分子機序は明らかにする必
要がある。一方、骨吸収様式を模倣する実
験モデルはなかったため、申請者らは新た
にマウス実験モデルを作成した。扁平上皮
癌細胞株 SCCⅦに由来する二つの亜株を
用いて、正常免疫能を有するマウスの頭蓋
に移植する実験モデルを作成した
（19K11682）。高度な骨吸収をきたす浸潤
型と骨吸収に乏しい圧迫型骨吸収を模倣す
るモデルで、前者は間質−骨境界に著しい破
骨細胞形成と骨吸収をきたすのに対し、後者の破骨細胞形成は乏しく骨吸収は緩慢で骨のリモ
デリングを伴うなどの特徴をもつ。二つの亜株を用いた実験モデルを用いて骨吸収部近傍での
遺伝子発現を網羅的に検討し、破骨細胞形成過程のシグナルの差異や腫瘍微小環境での RANKL
発現制御機序を解析することにより、扁平上皮癌骨病変での骨吸収・骨破壊機序の分子機序を研
究する計画に至った。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、①マウス骨吸収モデルの腫瘍−間質−骨表面での特異的な遺伝子発現を網羅的に
解析する、②知見として得られた候補分子の機能をマウスモデルを用いて評価することで、口腔
がん（扁平上皮癌）による骨吸収や骨破壊などの骨病変を制御する分子機序を明らかにすること
を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
①扁平上皮癌細胞：実験にはマウス SCCⅦ細胞由来の亜株細胞を使用した。正常免疫能を有する
マウス：シンジェニックマウスの頭蓋冠への移植腫瘍において、強い骨吸収をきたす浸潤型亜株
と、緩やかな骨吸収をきたす圧迫型亜株を使用した。 
 
②5 x 105個の SCCⅦ細胞を C3H 系野生型マウス頭頂部に移植し、2週間後の腫瘍を実験に用い
た。頭蓋冠の骨吸収はマイクロ CT（R.mCT2、リガク、東京）、管電圧 160 mA、ボクセルサイズ 40 
x 40 x 40 m で頭蓋骨部を撮影した。骨の穿孔面積と変形面積は Image J（NIH, Bethesda, USA）
にて算出した。10%中性ホルマリン溶液で固定した摘出腫瘍をパラフィン包埋し、組織学的検討
には薄切切片を用いた。 
 
③RNA 抽出と遺伝子発現：腫瘍あるいは培養細胞の全 RNA 抽出には RNeasy Mini Kit（QIAGEN）
を用い、RNA シークエンス解析は大阪大学微生物研究所遺伝子情報実験センターゲノム解析室に
依頼した（Hi-Seq 3000、イルミナ社）。遺伝子発現は定量的 RT-PCR 法で検討した。定量的リア
ルタイム PCR には StepOne PlusTM （Applied biosystems, USA）を使用し、合成した cDNA を
KAPA SYBR FAST qPCR Master Mix Kit（Sigma-Aldrich）を用いて PCR 反応を行った。得られた
データは比較 Ct法で解析した。 
 
④免疫組織染色および組織化学染色：免疫染色は Vectastain ABC キット（Vector Laboratories, 
USA）を用い、10 mM クエン酸緩衝液 pH 6.0 に 95℃で 40 分浸漬し抗原不活化処理を行った。つ
いで、0.3% 過酸化水素水を含むメタノールに 20 分間浸漬させ内因性ペルオキシダーゼ活性を



阻害した。一次抗体には抗 CD3 ラットモノクローナル抗体（ab11089）を用いた。免疫蛍光二重
染色では一次抗体には抗 CD3 ラットモノクローナル抗体と抗 RANKL ラビットポリクローナル抗
体（ab216484）を用い、二次抗体には alexa594 ロバ抗ラット IgG、alexa488 ヤギ抗ラビット IgG
を用い、蛍光顕微鏡（BZ-X800、KEYENCE）にて観察した。 
TRAP 染色は TRAP/ALP 染色キット（和光純薬）を用いた。 
 
⑤破骨細胞培養実験：マウス初代骨髄細胞の分離と培養は Takahashi らの方法に準じて行った。
sRANKL 30 ng/ml、IL-7 存在下あるいは非存在下で培養し、破骨細胞形成は TRAP 染色で評価し
た。 
 
⑥抗 IL-7 中和抗体の投与：SCCⅦ亜株腫瘍移植後、3 日目、7 日目、11 日目に抗 IL-7 中和抗体
（M25, Bio X cell）を投与した。中和抗体は腫瘍近傍投与（50 g /マウス）、腹腔内投与（100 
g /マウス）で行い、コントロール群にはマウス IgG2a isotype（2A3, Bio X cell）を用いた。 
 
４．研究成果 
①扁平上皮癌 SCCⅦ由来の二つの亜
株をシンジェニックマウス頭蓋冠近
傍に移植すると、2週間後には右下図
に示すように骨縫合線に沿った穏や
かな骨吸収をきたす「圧迫型」亜株
と、著明な骨吸収をきたす「浸潤型」
亜株の特徴が明らかとなった。圧迫
型では腫瘍骨界面に破骨細胞形成は
乏しく、浸潤型では腫瘍骨界面に著
しい破骨細胞形成を認めた。浸潤型
亜株腫瘍は、破骨細胞形成を強く促
進し、骨吸収をきたすことが示唆さ
れた。両細胞の遺伝子解析の結果、同じ細胞由来の細胞であった。 
 
②圧迫型亜株と浸潤型亜株の骨腫瘍界面の組織から抽出した RNA を鋳型とし、骨吸収部位に高
発現する遺伝子を RNA シークエンス法で比較検討した。その結果、浸潤型亜株の骨吸収部にはイ
ンターロイキン 7(IL-7)が高発現していた。これは腫瘍が産生する液性因子の中では最も高い発
現順位であった。また、in vivo だけではなく、in vitro でも亜株腫瘍の発現に差があった（右
下図）。そこで、以下の研究で
は、扁平上皮癌が産生する IL-
7 と骨吸収と破骨細胞形成へ
の影響に焦点を当て研究を進
めた。 
 
③SCCⅦの圧迫型亜株と浸潤
型亜株の骨吸収の表現型の差
異はシンジェニックマウスで
は観察できたが、ヌードマウ
スではその差を観察できなか
った。すなわち、免疫細胞とくに T 細胞が SCCⅦ細胞の骨吸収に関与する可能性が考えられた。
そこで、腫瘍組織内に浸潤する T細胞を免疫染色で検討すると、予想通り浸潤型亜株腫瘍には T
細胞が強く浸潤していること
が示された（右図）。さらに、T
細胞（CD3）と RANKL の二重染色
の結果から、腫瘍骨界面に浸潤
する T細胞のほとんどが RANKL
を発現していることが示され
た。 
一方、圧迫型の骨界面に存在す
るT細胞はRANKL陽性細胞はほ
とんど観察できなかった。 
 



④SCCⅦの浸潤型亜株に高発現する IL-7 が骨吸収に関与しているのか？ 破骨細胞形成に関与
しているのか？を検討するために、抗 IL-7 中和抗体を浸潤型亜株腫瘍の周囲（局所投与：LA）
あるいは腹腔内全身投与（IP）した。その結果、マイクロ CT 画像で頭蓋冠の骨吸収を評価する
と、中和抗体の局所投与、全身投与ともに腫瘍による骨吸収面積、穿孔面積を強く抑制した（右
下図上段）。次に組織学的に骨吸収と破骨細胞形成を評価した。浸潤型亜株腫瘍には多数の破骨
細胞が形成され、TRAP 染色で染色されたが、IL-7 中和抗体を投与すると TRAP 陽性の破骨細胞形
成はほとんど観察されない程度まで著明に抑制された（右下図下段）。さらに、破骨細胞形成に
関連する遺伝子、RANKL、TRAP(ACP5)、Cathepsin K の遺伝子発現を定量的 RT-PCT で検討すると、
画像所見、組織所見に一致して、破骨細胞関連遺伝子発現は IL-7 中和抗体投与により著明に低
下した（右下図下段）。さらに、破骨細胞形成を抑制する osteoprotegerin (OPG) 遺伝子発現は、
IL-7 中和抗体投与により上昇した。 
 
⑤in vitro 破骨細胞形成：マウス初代骨髄
細胞培養実験系で、IL-7 は RANKL 依存性の
破骨細胞形成を濃度依存的に促進したが、
単独での破骨細胞形成能はなかった。 
 
 
成果のまとめ・結語：マウス扁平上皮癌細胞
株 SCCⅦ細胞由来の亜株のうち、最も骨吸収
をきたす細胞株「浸潤型」亜株と最も骨吸収
が少ない細胞株「圧迫型」亜株を研究に用い
た。2つの亜株細胞は遺伝子配列的に同一細
胞であった。浸潤型細胞腫瘍の骨吸収は、抗
IL-7 中和抗体で抑制された。また、シンジ
ェニックマウス腫瘍では骨吸収と破骨細胞
形成に差が見られたが、ヌードマウス移植
腫瘍では両細胞間に差はなかった。浸潤型
腫瘍内には有意なT細胞浸潤が観察された。
T細胞は RANKL 染色陽性であった。浸潤型腫
瘍の RANKL 遺伝子発現、TRAP 遺伝子発現、
カテプシン K 遺伝子発現は 抗 IL-7 中和抗
体投与により低下した。扁平上皮癌細胞が
産生するIL-7が T細胞のRANKL発現を誘導
し、破骨細胞形成、骨吸収に関与する機序が
明らかになった。 
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