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研究成果の概要（和文）：皮膚有棘細胞がん(cSCC)の腫瘍内不均一性の発生メカニズムを調べる目的で、私たち
は培養cSCC細胞(2次元)を同種同系のマウスに皮下注射してcSCC組織（3次元）を形成させ、がん微小環境を再現
する実験系を確立した。私たちは次に、培養cSCC細胞とcSCC組織で発現している遺伝子を、RNA-Seq法で網羅的
に解析して比較した。その結果cSCC組織で有意に発現量が増減していた遺伝子1488個のパスウェイ解析を行った
ところ、炎症促進、細胞免疫応答、細胞接着に関与するシグナル経路が、非常に活性化されていることが判明し
た。

研究成果の概要（英文）：To investigate the mechanism of intratumor heterogeneity in cutaneous 
squamous cell carcinoma (cSCC), we established an experimental system in which cultured cSCC cells 
(2D) were subcutaneously injected into mice of the same strain to form cSCC tissues (3D), thus 
reproducing the cancer microenvironment. We then compared the genes expressed in cultured cSCC cells
 and cSCC tissues by comprehensive RNA-Seq analysis. Pathway analysis of 1488 genes whose expression
 levels were significantly up- or down-regulated in cSCC tissues revealed that pathways involved in 
promoting inflammation, cellular immune response, and cell adhesion were highly activated.

研究分野： 皮膚科学

キーワード： 有棘細胞がん　腫瘍内不均一性　微小環境　RNA-Seq　シグナル伝達　3次元構造

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
2次元の培養細胞を用いたがん研究は、シグナル伝達経路の解明をはじめ、がん研究を大きく発展させてきた
が、3次元組織でのがん細胞の振る舞いを必ずしも反映しているとは言えなかった。本研究は、この2次元と3次
元のギャップを埋め、がん微小環境が生じるメカニズムの解明を目指した研究で、3次元のがん組織で活性化し
ている複数のシグナル経路を見出した。本研究の成果は、がんの腫瘍内不均一性の解明と、高齢者に増加してい
る有棘細胞がんの新たな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 
(1) 皮膚有棘細胞がん (cutaneous squamous cell carcinoma, 以下 cSCC) は高齢者の露光部
に好発し、その発症には紫外線曝露が大きく関与する。そのため、cSCC は体細胞変異の頻度が
非常に高いことが報告されている。この遺伝子変異率が高いことが、cSCC の腫瘍内不均一性 
(intratumoral heterogeneity) を生む分子基盤になっていると考えられ、臨床の現場では、治
療抵抗性、再発・転移、病理学的多様性として現れる。 
 
(2) 腫瘍内不均一性を生む原因として、遺伝子異常の蓄積の他に、最近がん微小環境が注目され
ている。がん微小環境は、がんの周囲を取り巻く免疫細胞、線維芽細胞、血管内皮細胞などから
構成され、がん細胞の生存、進展に有利に働くとされる。これまで培養がん細胞は、がん細胞の
シグナル伝達、動態、薬剤感受性などの研究に大きな役割を果たしてきたが、培養がん細胞を用
いた研究に決定的に欠けているのは、このがん微小環境の研究ができないことである。しかし、
cSCC における微小環境の影響を解析する方法はまだ確立していない。さらに、がん微小環境は
複数の細胞の相互作用で構築されるので、従来のがん組織を集団（バルク）として捉える研究手
法ではなく、個別の細胞ごとに解析する必要がある。すなわち、シングルセル解析の手法を用い
て、cSCC の微小環境を解析する手法の確立が求められている。微小環境の理解は、cSCC の腫瘍
内不均一性の解明、そして不均一性を考慮した新しい治療法の創出につながると考えられる。 
 
２．研究の目的 
(1) 培養がん細胞を用いた研究に欠けている、がん微小環境を研究する実験系を確立する。 
 
(2) 2 次元の培養 cSCC 細胞から 3次元の cSCC 組織ができる時に、遺伝子発現にどのような違い
がみられるのかをシングルセル・レベルで比較し、がん微小環境により cSCC 内に不均一性が生
じるメカニズムを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) がん感受性マウス由来培養 cSCC 細胞の樹立 
マウスは遺伝的バックグラウンドにより DMBA（イニシエーター）と TPA（プロモーター）を用

いる２段階化学発がんに対する感受性が異なる。化学発がん感受性の高い FVB/N マウス由来の
cSCC 細胞株を樹立する。 
 
(2) 同種同系(isogenic)細胞移植モデルの構築 
cSCC 細胞をマウスに接種する際に、異種、あるいは同種でも異系統の細胞を用いると、拒絶

反応が起き、がん微小環境を正確に評価することができなくなる。そこで、この拒絶反応を回避
するために、(1)で確立した培養 cSCC 細胞を、遺伝的バックグランドが同じ FVB/N マウスの背中
に注射して腫瘍を形成させる。 
 
(3) RNA-Seq 法による遺伝子発現解析 
培養 cSCC 細胞とそれを皮下に注射してできた cSCC 組織からそれぞれ RNA を抽出し、RNA-Seq

解析を行う。得られた DEG (Differentially Expressed Gene) データをもとに、本学で利用可
能な解析ソフトウェア IPA（Ingenuity Pathway Analysis）を用いてパスウェイ解析を行い、3
次元の cSCC 組織で活性化、あるいは抑制されるシグナル経路を探索する。 
 
４．研究成果 
(1) FVB/N マウスの背中の皮膚に DMBA と TPA を塗布して cSCC を作製した。できた cSCC を表皮
細胞用無血清培地で培養し、継代を繰り返すことで培養 cSCC 細胞株を樹立した。樹立した細胞
株は上皮マーカーである E-cadherin 陽性で、線維芽細胞の混入はないことを確認した。 
 
(2) (1)で樹立した培養 cSCC 細胞を、同種同系の FVN/N マウスの背中の皮下に 1x10６～107個注
射することで、再現性良く cSCC 組織を作製する系を構築した（図１）。こうしてできた cSCC を
病理組織学的に検討すると、腫瘍組織には、注射した cSCC 細胞に由来する上皮成分だけでなく、
紡錘形をした間葉成分も含まれていることがわかった。各成分は、上皮マーカーである E-
cadherin と間葉マーカーである vimentin でそれぞれ染色され、しかもその染色性には濃淡があ
ることがわかった。
また、腫瘍の周囲に
はリンパ球を主体と
する炎症細胞の浸潤
がみられ、注射した
cSCC 細胞に対して免
疫反応が起きてい
た。 



 (3)本研究は当初、上述の解析を、シ
ングルセル・レベルで行うことを目標
としていた。しかし、シングルセルに
するためには、がん組織を長時間酵素
処理する必要があり、その時点で 3次
元構築に関わる遺伝子の発現がダウ
ンレギュレーションする可能性があ
ること、cSCC 組織は表皮細胞間の接着
が強く、完全にシングルセルにするこ
とが困難であったことなどから、ま
ず、培養 cSCC 細胞（2次元）とそれを
マウスに皮下注射してできたから
cSCC 組織（3次元）の遺伝子発現を、
集団（バルク）として解析することに
した。    
RNA-Seq 解析では、培養 cSCC 細胞群

（3検体）と３次元 cSCC 組織群（3検
体）で、低発現量の遺伝子を除外した、
15,877 遺伝子の発現量を比較した。そ
の結果、発現量が増加した遺伝子が
4,328、発現量が低下した遺伝子が 4,312 見つかった。さらに、統計的有意性が高く、発現量の
増減の大きい遺伝子を絞り込み、最終的に 1488 遺伝子（増加 1152 遺伝子、減少 336 遺伝子）を
解析した。 
 
(4) 発現が増加した遺伝子について、パスウェイ解析を行ったところ、炎症誘発や細胞間シグナ
ル（Pathogen induced cytokine storm signaling pathway）、細胞免疫応答（Phagosome formation、
S100 family signaling pathway、Dendritic cell maturation）、細胞接着（FAK signaling）に
関わる経路が非常に活性化しているが判明した（表１）。細胞間シグナルや細胞接着に関わる経
路の活性化は、シングルセルでは観察できなかった可能性がある。 
 
表 1 統計的有意性が高く、増減量の多い遺伝子を多く含んだ経路と主な遺伝子 

発現は優位に上昇したシグナル経路 主な遺伝子 
Pathogen induced cytokine storm signaling IL33,IL1B,TGFB,CCL2,CCL8,CXCL12,MAPK13 
Phagosome formation MSR1,RAC2,CCR2,CARD9,ITGAM,ADGRE1,ITGB2 
S100 family signaling S100A9,S100A3,MMP2,MMP9,S100A14,CCR2 
Dendritic cell maturation  TYROBP,IL33,CLO3A,IRF8,IL1B,MAPK13 
FAK signaling MMP2,MMP9,PDGFRB,IL33,ITGAM,CCR2,ADGRE1 

発現が有意に減少した経路  
LXR/RXR activation LYZ,APOE,CCL2,MMP9,MSR1 
SPINk1 pancreatic cancer KLK7,KLK6,KLK5,KLK10,CPM,CELA1 

 
考察 
(1) パスウェイ解析の結果、炎症誘発性のシグナル経路が最も活性していることがわかった。接
種後に形成された腫瘍は、接種後 3週間後に摘出している。今回は isograft モデルを用いてい
ることから、炎症誘発性シグナル経路の活性化は、接種した腫瘍細胞に対する拒絶反応というよ
り、慢性炎症が惹起された結果と考えられる。慢性炎症は発がんと密接に関係していることから、
接種した細胞は、炎症反応を惹起することで、がんの微小環境を変化させたと考えられる。 
 
(2) 今回注射した cSCC 細胞の周囲には、紡錘形の線維芽細胞様の細胞集団がみられた。この細
胞集団の由来には 2 つの可能性がある。マウス DMBA/TPA モデルでは、cSCC は上皮間葉転換
(epithelial-mesenchyamal transition, EMT) により、aggressive な紡錘形の細胞に変化する
(Cold Spring Harb Perspect Med 2014;4:a013623)ことから、cSCC 細胞が変化した可能性があ
る。一方、cSCC 周囲の線維芽細胞は、炎症シグナルを受けて cancer-associated fibroblast(CAF)
に変化したものである可能性がある。実際、今回の解析で最も活性化していた Pathogen induced 
cytokine storm signaling で、発現が上昇していた遺伝子には、IL-1β, TGFβ, CCL2 などが含
まれていたが、これらのサイトカインおよびケモカインは、通常の線維芽細胞を CAF に変化させ
ることが報告されている(Nature Reviews Cancer 20, 174–186,2020)。 
cSCC 周囲の線維芽細胞様細胞が、注射した cSCC 細胞由来のものか、炎症性サイトカインによ

り誘導されたものかをはっきりさせるには、cSCC 細胞を注射する際に、マーカー遺伝子をこう
見込んでおけば解決できたかもしれず、今後の課題である。 
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