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研究成果の概要（和文）：癌細胞と癌関連線維芽細胞（CAFs）を共培養した3次元培養モデルを開発し、CAFを介
したin vitroでの癌の遊走能と浸潤能を検討した。さらに，ヒト外科標本65例を用いてα-SMAとSOX9の発現を免
疫組織化学的に解析した。CAFsはin vitroにおいて、癌の遊走および浸潤を促進し、浸潤した癌細胞ではSOX9の
顕著な発現を認めた。またTGF-β1シグナルを阻害することで、SOX9の発現と癌浸潤は減少した。さらにヒト外
科標本では CAFsの存在は、浸潤部におけるSOX9の高発現と相関し、局所再発に関連を認めた。CAFsはTGF-β
/SOX9経路を介して癌の遊走と浸潤を促進する可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Cancer-associated fibroblasts (CAFs) have important roles in promoting 
cancer development and progression. This study developed three-dimensional (3D) in vitro models 
co-cultured with oral squamous cell carcinoma (OSCC) cells and CAFs to examine CAF-mediated cancer 
migration and invasion． Moreover, we performed an immunohistochemical analysis of alpha-smooth 
muscle actin and SOX9 expression in surgical specimens from 65 OSCC patients. The results indicated 
that CAFs promote cancer migration and invasion in migration assays and 3D in vitro models. The 
invading OSCC cells exhibited significant SOX9 expression. TGF-β1 signaling inhibition reduced SOX9
 expression and cancer invasion. In surgical specimens, the presence of CAFs was correlated with 
SOX9 expression in the invasive cancer nests and had a significant impact on regional recurrence. 
These findings demonstrate that CAFs promote cancer migration and invasion via the TGF-β/SOX9 axis.

研究分野： 口腔外科

キーワード： 癌関連線維芽細胞　口腔癌　癌微小環境　TGF-β　SOX9

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がんの悪性化を制御する CAFs とその細胞が分泌する TGF-βを標的とすることで、がん組織周囲の微小環境も
新たにがん治療のターゲットとして加えることができることになり、がん細胞を標的とした抗がん剤との併用に
よる新規治療法開発への応用に期待できる。またCAFsの機能解析がさらに加速して進めていくことで治療方針や
予後予測にCAFsの存在を考慮するなどの新たな治療戦略の立案の一助になる可能性がある。

※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 

国立がん研究センターの報告では、本邦におけるがんと診断された患者は 2014 年に

は約 87 万人であり、2016 年にがんで死亡した患者数は 37 万人もいる現状があり、国

民の死亡原因の 1 位を占めている。口腔がんにおける口腔がん罹患者数は、1975 年に

2100 人であったが 2015 年には約 7800 人と増加傾向にあり、新たな治療戦略や悪性度

の評価は喫緊の課題である。 

がん組織はがん細胞のみでは構成されておらず、がん細胞の周囲には線維芽細胞，免

疫炎症細胞，血管構成細胞なども多数動員されてがん間質細胞とも呼ばれ、がんの発生・

進行にはがん微小環境が重要な役割を果たしていると言われている。がん組織内に存在

する線維芽細胞は，がん関連線維芽細胞 cancer associated fibroblasts（CAFs）と呼ば

れており，非がん組織の線維芽細胞とは生物像が異なっていることが明らかとなり、悪

性像に決定的な影響を与える細胞集団であることが示されてきている。例えば、コラー

ゲンゲル上で扁平上皮がん組織中から分離したCAFsと扁平上皮がん細胞とを共培養す

ると、扁平上皮がん細胞は浸潤能を獲得し、CAFs が先頭に立って浸潤しており、CAFs

は細胞外マトリックス分解酵素（matrix metalloproteinases：MMPs）の分泌，活性化を

介して，がん細胞の浸潤能を促進していた。これは扁平上皮がん細胞に対して MMP 阻

害剤を投与しても浸潤は抑制しないが、CAFs に対して MMP 阻害剤を投与すると浸潤

が抑制されることから、CAFs が細胞外基質を再構築し浸潤能を担っている(Gaggioli ，

2007 ）。また口腔扁平上皮癌がん患者 152 症例で、腫瘍間質における筋線維芽細胞の発

現頻度は α-SMA 免疫組織化学で評価し、局所再発の有無、遠隔転移の有無において α-

SMA 陽性高値と低値で有意差を認めたと報告している（Luksic，2015)。このことから

CAFs の存在ががん細胞の悪性度は，がん細胞自身が有する遺伝的，生物学的因子（内

因性因子）だけでなく，がん間質細胞により影響を受ける因子（外因性因子）にも規定

されると考えられる。がん細胞は、腫瘍組織中においてがん間質とともに構成される微

小環境内で、3 次元構造を構成して増殖している。固形がん細胞の in vitro での解析に

は、従来血清培地下で接着性プレートを用いた 2 次元平面培養が標準的に用いられてい

たが、生体内における培養状態とは大きく違っており、がん細胞が本来持っている特性

も多くの場合失われていると推測され、がん細胞の本来の生育状態を正確に反映してい

るとは言い難い面があり、より生体と意識した実験系の開発が求められる。 

 

２．研究の目的 

以上より、癌微小環境を構成する CAFs を組み込んだ口腔癌 3次元培養モデルの開発

に取り組み、 CAFs の機能的・免疫組織化学的解析を行うことで、がんの進展に関する

CAFs の役割について次の 3 点について明らかにしていく。 

1. 3 次元培養モデル作製および組織学的評価 

2. 3 次元培養環境におけるがん細胞の浸潤能の評価 

3.ヒト外科標本における CAFs の存在と臨床的相関について 

 

 

３．研究の方法 



1. 3D 培養モデル作製および組織学的評価 

４種類の口腔扁平上皮癌（OSCC）細胞株 (HSC-3, Ca9-22, HSC-2, HSC-4 )を使用した。

CAFs 市販されている非小細胞肺癌由来線維芽細胞を用いた。また、ヒト口腔粘膜から

分離した口腔線維芽細胞 (NOFs)を対象群とした。 

まず、CAFs と NOFs の培養上清中の増殖因子である TGF-β1 濃度を ELISA にて定量

し、両者の培養上清が OSCC 細胞の遊走能に及ぼす影響を scratch assay にて検討した。

次に口腔癌 3 次元培養モデルは、CAFs をコラーゲンゲルに混ぜ、培養インサート内で

7 日間液相培養。そこから、ゲル上に癌細胞を播種して 7 日間液相培養し、さらに 7 日

間を気相―液相培養して作成した。固定後、HE 染色で組織像を観察した。対照として

は、CAFs に替えて、正常の口腔線維芽細胞を組み込んだモデルとした。 

2. 3D 培養環境におけるがん細胞の浸潤能の評価 

作成した口腔癌 3 次元培養モデルのパラフィン包埋薄切標本上で組織形態を計測し、

OSCC 細胞の浸潤能を解析するとともに、転写因子 SOX9 および上皮間葉転換 (EMT)

マーカー (vimentin, fibronectin, TWIST2, E-cadherin)の発現状況を免疫組織化学的に検討

した。さらに CAFs の分泌する TGF-βに着目し、CAFs はがん細胞において SOX9 発現

を促進することで癌の浸潤に関与するとの仮説を立てた。TGF-βシグナルの阻害や癌

細胞の SOX9 のノックダウンを行い、浸潤能に影響があるかを検討した。 

3.ヒト外科標本における CAFs の存在と臨床的相関について 

ヒト外科標本において、CAFs のマーカーであるα-SMA と SOX9 の発現を免疫染色で

評価し、CAFs の発現と臨床病理学的因子との関連を解析した。 

 

４．研究成果 

1. 3 次元培養モデル作製および組織学的評価 

CAFs は NOFs と比較して、CAFs マーカーであるα-SMA と TGF-β1 を高発現し、CAFs

培養上清（CAF-CM）は NOFs 培養上清（NOF-CM）の５倍量の TGF-β1 を含んでおり、

CAFs 培養上清は OSCC 細胞の遊走を有意に促進した（図１）。３次元培養モデルにお

いて、CAFs はコントロール群では、癌細胞層と下部のコラーゲンゲルの境界が比較的

明瞭で間質への進展が少ないのに対し、CAFs を用いると、ゲル上の播種した癌細胞が

コラーゲンゲル内に著明に進展しており、上部の癌細胞層から離れて存在し、著明な浸

潤像を認めた（図 2）。ゲル内に浸潤したOSCC細胞に SOX9, vimentin, fibronectin, TWIST2

の高発現と E-cadherin の発現低下を認めており、がん細胞において上皮間葉転換が誘導

されていることが示された（図 3）。 

図 1: 培養上清内の TGF-β1 の含有量と各培養上清による遊走能について 

*:P<0.05, **:P<0.01 

 



 

 

 

図 2: 3 次元培養モデルの HE 染色像と浸潤について 

alone: 癌細胞のみ培養 ＋NOF: 癌細胞と NOF を培養 +CAF: 癌細胞と CAF を培養 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3: 3 次元培養モデルの免疫染色像について 

 

2. 3 次元培養環境におけるがん細胞の浸潤能の評価 

本モデルで SB431542 添加による TGF-β1経路遮断または siRNA による SOX9 のノッ

クダウンを行ったところ、ともに癌細胞の浸潤が有意に阻害された（図 4）。 

 

 

 

 

 

 

図 4: 3 次元培養モデルにおける TGF-β1 阻害薬および SOX9 のノックダウンによる浸

潤能の変化について 

 

3.ヒト外科標本における CAFs の存在と臨床的相関について 

SOX9 陽性細胞が多く認められた口腔がん組織の間質には CAF の存在割合が高いこと、

かつ、CAF が多く認められた口腔がん患者では再発率が高いという関連性を見出した。 



CAFs は SCC 浸潤部間質で誘導されており、浸潤部の OSCC 細胞では SOX9 の高発現

を認め、CAFs の存在は頸部リンパ節後発転移および無再発生存率と有意に相関してい

た。（図 5）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5: ヒト外科標本の浸潤先端部の HE および免疫染色像と患者予後との関係 

 

今回の研究により、がん間質に存在する CAF が分泌する増殖因子 TGF-βにより、口

腔がん細胞で SOX9 転写因子発現が亢進し、がん細胞に上皮間葉転換が誘導され、口腔

がん細胞の悪性度（浸潤、遊走能）が増すことが示された。このことは、以前報告した

SOX9 陽性細胞と患者予後の関連に TGF-β/SOX9 経路が作用していることの実証につ

ながった。がんの悪性化を制御する CAF とその細胞が分泌する TGF-βを標的とするこ

とで、がん組織周囲の微小環境も、新たにがん治療のターゲットとして加えることがで

きることになり、がん細胞を標的とした抗がん剤との併用による新規治療法開発への応

用が期待できる。 
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