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研究成果の概要（和文）：口腔扁平上皮がん(OSCC)臨床検体におけるAEBP1発現を免疫組織染色で解析結果、
AEBP1はCAFで高発現し、かつAEBP1発現は腫瘍サイズや組織学的悪性度と相関した。CAFにおけるAEBP1の発現
は、OSCC細胞との共培養やTGF-β刺激により誘導された。CAFにおいてAEBP1をノックダウンすることで、がん細
胞の遊走・浸潤能が低下することが明らかとなった。また、がん細胞をリコンビナントAEBP1タンパクで処理す
ることで、上皮間葉転換マーカー遺伝子発現の変動が認められた。さらにCAFのAEBP1過剰発現によりがん細胞の
浸潤能・xenograft形成能促進する効果が認められた。

研究成果の概要（英文）：First, we analyzed the expression levels of AEBP1 in oral squamous cell 
cancer (OSCC) by immunohistochemical staining of 49 clinical specimens. As a result, we confirmed 
that AEBP1 is significantly upregulated in cancer associated fibroblast (CAF) cells in tumor tissues
 and expression levels of AEBP1 is associated with tumor size, clinical stage, histological grade, 
and prognosis of OSCC patients. The expression of AEBP1 was induced by treatment of TGF-β or 
co-culture with OSCC cells, and depletion of AEBP1 in CAF cells inhibited migration ability and 
invasiveness of co-cultured OSCC cells. Additionally, we demonstrated that AEBP1 induced 
upregulation of several EMT related genes including vimentin and overexpression of AEBP1 in CAF 
cells promoted invasion of OSCC cells and tumor forming ability in mouse xenograft model. 

研究分野：頭頚部がん
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研究成果の学術的意義や社会的意義
AEBP1のがん間質における働きについて、いまだ研究報告はわずかである。本研究により、AEBP1が頭頸部扁平上
皮がんのCAFにおいて高発現すること、CAFにおけるAEBP1の発現は、癌細胞との共培養やTGF-β刺激により誘導
されること、がん細胞の遊走・浸潤・転移の促進や、腫瘍免疫の抑制に関わることが明らかになった。今後、
CAFやがん細胞においてAEBP1と相互作用する分子の同定、腫瘍間質と免疫細胞の相互作用におけるAEBP1の機能
解析など、AEBP1の作用機構を解明することで、頭頚部扁平上皮がんの新規治療法の開発につながることが期待
される。

※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 
腫瘍組織にはがん細胞以外に、がん関連線維芽細胞(Cancer-associated fibroblast, CAF)、腫瘍血管内皮細
胞(Tumor endothelial cells, TEC)、種々の免疫細胞などを含む間質細胞が存在する。腫瘍間質細胞はがん細
胞の増殖・浸潤および転移に有利な微小環境を構築することでがんの進展に関与することから、その制御
が重要な治療戦略として注目されている。我々は大腸がん間質に高発現する遺伝子として AEBP1 (AE-
binding protein 1)を同定し、腫瘍血管新生促進に関わることを報告した(Cancer Sci, 2020)。AEBP1は転写因
子や分泌型タンパク質など多様な機能を有し、特に AEBP1 の主要な遺伝子産物である ACLP (aortic 
carboxypeptidase-like protein) は、細胞外マトリックスと相互作用することや、肺の線維化に関わることが
知られている。我々は、AEBP1の高発現が頭頸部がんにおいても予後不良と相関することを見いだした。
以上から頭頸部がん間質細胞における AEBP1の機能を解析することで、頭頸部がん微小環境の分子メカ
ニズムを明らかにし、新たな診断・治療法の開発につなげることができると考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
我々は、AEBP1が頭頸部扁平上皮がん(HNSCC)のがん関連線維芽細胞(cancer-associated fibroblast, CAF)
において高発現していることを見出した。本研究は CAF において AEBP1 が与える影響について遺伝子
発現プロファイルの解析から AEBP1の標的遺伝子を解明すること、また、CAFの AEBP1発現ががん細
胞の遊走・浸潤・転移能に与える影響を解析することで、頭頸部がん微小環境における AEBP1の機能を
解明し、新規治療法の開発につなげることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
（１）AEBP1遺伝子発現解析・免疫組織染色の臨床病理学的検討 
   正常繊維芽細胞、CAF、口腔扁平上皮がん(OSCC)細胞株における AEBP1 の発現を定量 RT-PCR で解
析した。外科切除された舌癌 49症例を対象に、CAFマーカーである α-SMAと AEBP1の免疫組織染色を
行い、それぞれの染色面積を画像解析した。また画像解析結果から、AEBP1 発現と臨床病理学的因子と
の相関を解析した。 
 
（２）AEBP1発現を誘導する因子についての検討 
   様々な OSCC細胞株の上清で培養した CAFにおける AEBP1の発現を定量 RT-PCRで確認した。つぎ
に CAFを TGF-β1で処理し、AEBP1の mRNAおよびタンパク発現を定量 RT-PCR及びウエスタンブロ
ットで検証した。 
 
（３）AEBP1の機能解析 
   AEBP1 を siRNA でノックダウンした CAFを用いて Boyden チャンバーアッセイおよびコラーゲンゲ
ルアッセイを行い、CAF が OSCC 細胞の遊走・浸潤能に与える影響を評価した。レンチウイルスベクタ
ーで AEBP1 variant1あるいは variant2を過剰発現させた CAFを用いて、OSCC細胞の 3D invasion assayや
mouse xenograft実験を行い、その効果を検討した。リコンビナント AEBP1を種々の OSCC細胞に添加し、
Boydenチャンバーやコラーゲンゲルを使用し、リコンビナント AEBP1が OSCC細胞の遊走・浸潤能に与
える影響を評価した。またリコンビナント AEBP1処理をした OSCC細胞の EMTマーカーの発現変動を
定量 RT-PCRで確認した。 
 
（４）AEBP1発現と腫瘍免疫の関連の検討 
  外科切除された舌癌 49症例を対象に、CD8陽性 Tリンパ球の免疫組織染色を行い、AEBP1と CD8陽
性 Tリンパ球の染色面積と生存率の相関を比較した。 
 
 
４．研究成果 
（１）AEBP1遺伝子発現解析・免疫組織染色の臨床病理学的検討 
   AEBP1の発現を定量RT-PCRで解析した結果、正常繊維芽細胞やCAFはOSCC細胞株と比較しAEBP1 
variant1 を高発現していることが明らかになった。外科切除された舌癌 49 症例を対象に、CAF マーカー
である α-SMAと AEBP1の免疫組織染色を行い、その発現を検討した。AEBP1は正常間質や腫瘍細胞で
は発現せず、腫瘍間質において強く発現していた。それぞれの染色面積を画像解析した結果、ACLPの発
現と α-SMA 発現は正の相関を示すことから、AEBP1 は CAFにおいて高発現することが裏付けられた。
AEBP1 の発現と臨床病理学的因子との関連を解析した結果、AEBP1 の発現のレベルと T 因子、N 因子、
臨床病期、分化度、再発は正の相関を示した。また、AEBP1の高発現群は有意に生命予後不良であった。 
 
（２）AEBP1の発現を誘導する因子についての検討 
   OSCC 細胞株の上清で培養した CAF はコントロールと比較し、AEBP1 の発現量が増加することが確



認されたことから、がん細胞由来の液性因子の関与が示唆された。また、TGF-β１は CAFの AEBP1発現
を誘導した。 
 
（３）AEBP1の機能解析 

AEBP1のノックダウンは CAFによる OSCC 細胞の遊走・浸潤能の促進効果を抑制することが明らか
となった。CAFにおける AEBP1 variant1の過剰発現は、OSCC細胞の浸潤能を促進させた。また、AEBP1
による xenograft 腫瘍形成の促進が確認された。リコンビナント AEBP1処理をした OSCC 細胞の VIM、
CDH1、CDH2,TWIST などの EMT マーカー遺伝子の発現解析から、AEBP1が癌細胞の EMT を促進する
可能性が示唆された。 
 
（４）AEBP1の発現が腫瘍免疫に与える影響の解析 
   AEBP1と CD8 陽性 T リンパ球の免疫組織染色の画像解析から、両者は相互に排他的な分布を示し、
AEBP1陽性細胞の密度が高い腫瘍は、CD8陽性 Tリンパ球の腫瘍内浸潤が抑制される傾向にあることが
示された。さらに AEBP1高発現かつ CD8低発現の組み合わせは、AEBP1低発現かつ CD8高発現の組み
合わせに比べ予後不良と強く相関した。これらの結果から、AEBP1が CD8陽性 Tリンパ球の腫瘍内浸潤
を阻害する可能性が示唆された。 
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