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研究成果の概要（和文）：口腔扁平上皮癌(SCC)の病理診断において、癌細胞内にアポトーシス
癌細胞が存在する所見にしばしば遭遇するが、本現象の病理学的意義は不明である。そこで、
「アポトーシス癌細胞は貪食専門細胞によって処理されるだけでなく、同種間貪食によっても
処理される」という仮説をたて、アポトーシス細胞貪食に関与する候補分子として MFG-E8 に
注目し、以下の検討を行った。口腔 SCC手術材料を用いて MFG-E8 の発現様式を検索したとこ
ろ、アポトーシス癌細胞に MFG-E8 陽性が強調され、その一部は生活癌細胞の細胞質内に存在
していた。また、癌細胞における MFG-E8 高発現が腫瘍進展に相関することが示された。口腔
SCC細胞株を用いた試験管内実験では、SCC細胞株で MFG-E8 が高発現しており、アポトーシ
スを誘導した細胞と共培養すると、SCC 細胞はアポトーシス細胞を貪食し、リコンビナント
MFG-E8 添加により貪食が増強された。また、siRNA 法によって MFG-E8 発現を抑制すると、
アポトーシスの亢進とともに、癌細胞の細胞増殖と浸潤性が低下した。以上の実験結果から、
アポトーシスをきたした癌細胞は同種癌細胞によって貪食処理されるが、その貪食には
MFG-E8 が関与していることが判明した。さらに、アポトーシス癌細胞を貪食した癌細胞では
MFG-E8 の発現が上昇し、その結果、貪食癌細胞の増殖浸潤能が増強されることも確認した。 

 
研究成果の概要（英文）：Apoptotic oral squamous cell carcinoma (SCC) cells are engulfed not only by 

macrophages but also by neighboring SCC cells, which could be a potential anti-cancer avenue. Since 

apoptotic SCC cells were immunohistochemically positive for milk fat globule-epidermal growth 

factor-factor 8 (MFG-E8), one of the phagocytosis regulating molecules, apoptotic SCC cells were 

suggested to be removed by the MFG-E8-related phagocytotic pathways. In addition, MFG-E8 was 

simultaneously expressed in SCC cells forming small foci at the invading front, and its expression levels 

in SCC cells in culture were correlated with cell growth, anti-apoptotic activity and invasion. The results 

indicated that the apoptotic cell clearance via MFG-E8 produced by cancer cells enhances 

aggressiveness of cancer cell behaviors.  
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１．研究開始当初の背景 

 癌細胞は高い自立性増殖能を有する一方で、
頻繁にアポトーシスによる細胞死を起こす。
アポトーシスをきたした癌細胞の処理は専
らマクロファージや樹状細胞などの貪食専
門細胞により行われると一般的には考えら
れている。しかし、癌組織を詳細に検討すれ
ば、癌細胞の細胞質内に好中球など他の細胞
成分が存在することが知られており、申請者
も日常の病理診断業務を通じて、口腔扁平上
皮癌(SCC)細胞がアポトーシスをきたした癌
細胞を貪食する現象を見出してきた。そこで、
なぜ癌細胞は他の細胞成分や同種の死細胞
を貪食処理できるのか、その分子メカニズム
と病理学的意義に興味を抱いたが、この主題
に関する研究は国内外を問わず殆ど手つか
ずの状態であった。そこで、本研究課題を計
画した。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は癌細胞の同種間貪食、すなわ
ち、生活癌細胞がアポトーシスを起こした癌細
胞を貪食・処理する現象に関わる分子機構なら
びにその病理学的意義を究明することである。
申請者は「アポトーシス癌細胞は同種癌細胞
によっても処理される」という仮説のもと、
その分子機構の候補として、貪食専門細胞にお
いてアポトーシス細胞貪食関連因子として知ら
れる milk fat globule-EGF factor 8 protein 

(MFG-E8)に注目し、以下の検討を行った。 

 

３．研究の方法 

(1) 口腔 SCC における MFG-E8 の免疫組織
化学的検索：口腔 SCC 多数症例を対象に、
連続パラフィン切片を作製し、アポトーシス
細胞貪食関連分子 MFG-E8 の発現の有無、
発現パターンを調べた。併せて、アポトーシ
スマーカーである活性化カスパーゼ 3 に対
する免疫組織化学や TUNEL 染色を行って、
MFG-E8 の発現パターンとアポトーシス細
胞の局在を対比して、アポトーシス細胞貪食
現象との関連を探った。 

(2) 細胞株におけるアポトーシス細胞貪食
関連分子の発現解析：ヒト口腔 SCCより樹
立した細胞株(ZK-1, ZK-2, MK-1)、ヒト血球
系細胞株(Jurkat, THP-1)を用い、培養細胞株
から全 RNAを回収し、定量的 RT-PCR法に
て MFG-E8 およびその他の候補分子遺伝子
発現を定量した。蛋白質発現は蛍光抗体法、
ウエスタンブロットにて検討した。 

(3) 試験管内アポトーシス細胞貪食実験：口
腔 SCC細胞株に、緑色蛍光色素で標識後に紫
外線を照射してアポトーシスを誘導した同
種細胞株または Jurkat 細胞を添加し、4～24

時間共培養を行った。リン酸緩衝液で十分に
洗浄後、4%パラフォルムアルデヒドにて固定
し、MFG-E8 やアクチン線維、ライソゾーム
マーカーLAMP-1 に対する蛍光抗体染色を行
い、蛍光顕微鏡にて観察した。さらに、上記
実験系にリコンビナントMFG-E8を添加して、
アポトーシス細胞貪食実験を行って、貪食能
の変化を調べた。 

(4) MFG-E8 が癌細胞機能に及ぼす影響の検
討：口腔 SCC細胞株に MFG-E8 に対する
siRNAを導入して蛋白質発現を抑制させた際
の細胞動態を細胞増殖試験、スクラッチアッ
セイ、マトリジェル浸潤試験にて検討した。 

 
４．研究成果 

(1) 口腔 SCC外科材料におけるMFG-E8の発
現様式：2009-2010 年に外科的切除が施行さ
れた口腔 SCC 一次症例 53 例を対象として、
MFG-E8 の発現様式を免疫組織化学的に解析
した。その結果、アポトーシス癌細胞におい
て MFG-E8 陽性が強調されており、その一部
は生活癌細胞の細胞質内に存在していた(図
1)。アポトーシス癌細胞は活性化カスパーゼ
3 ならびにライソゾームマーカーLAMP-1 と
同様の局在を示し、癌細胞自身が同種死細胞
を処理していることが確認された。また、53

例中 44例(83%)で生活癌細胞にもMFG-E8陽
性が認められたが、とりわけ浸潤先端部の小
索状胞巣を形成する癌細胞にMFG-E8強陽性
が見られた。さらに、MFG-E8 発現様式をス
コア化し、臨床病理学的因子との相関を解析
したところ、MFG-E8 高発現は腫瘍径や病理
病期などの腫瘍進展度と有意に相関するこ
とが示された。 

 

 

(2) 口腔 SCC細胞株におけるMFG-E8発現解
析：口腔 SCC細胞株を含む各種培養細胞株に
おいて、MFG-E8 遺伝子発現を検索したとこ
ろ、血球系細胞株に比べて、口腔 SCC細胞株
で MFG-E8 が高発現しており、蛍光抗体法お
よび各細胞分画でのウエスタンブロットの
結果、MFG-E8 は細胞質内のみならず、細胞
膜表面にも局在することが確認された。また、

図 1 口腔扁平上皮癌におけるMFG-E8発現. アポト
ーシス癌細胞にMFG-E8強陽性が見られ、その
一部(矢印)は生活癌細胞内に取り込まれていた. 



 

 

口腔 SCC 細胞株において MFG-E8 の受容体
分子であるインテグリン αvβ3 の発現も確認
された。 

(3) 試験管内アポトーシス細胞貪食実験：口
腔 SCC 細胞とアポトーシスを誘導した同種
細胞または Jurkat 細胞を共培養した結果、一
部の癌細胞はアポトーシス細胞を積極的に
取り込んでいた(図 2)。アポトーシス細胞は
LAMP-1 陽性のファゴゾーム内に存在し、そ
の周囲にMFG-E8の濃縮がみられた。さらに、
予めアポトーシス細胞にリコンビナント
MFG-E8 を加え、インキュベートした細胞を
用意し、これを口腔 SCC 細胞と共培養すると、
リコンビナントMFG-E8処理を行っていない
場合に比べて、有意に貪食細胞の増加が認め
られた。以上の検討より、MFG-E8 が癌細胞
による同種死細胞の貪食に関与する可能性
が示された。 

 

 

(4) MFG-E8 が癌細胞機能に及ぼす影響の検
討： (1)項の組織レベルの解析結果から、
MFG-E8 発現癌細胞の役割が必ずしも同種死
細胞貪食に限定したものではないことが明
らかになってきたので、「SCC における同種
間アポトーシス癌細胞貪食は細胞機能を活
性化する」という第二の仮説を立てて試験管
内実験に着手した。 siRNA 導入により
MFG-E8 発現を抑制すると、アポトーシス細
胞死の亢進とともに、細胞増殖能が有意に低
下した。また、細胞遊走能に明らかな変化は
見られなかったものの、浸潤能は低下した。 

(5) 実験結果の評価と研究の総括：これまで
の実験結果より以下のように結論した。 

① アポトーシスをきたした口腔 SCC 細
胞は同種癌細胞によって貪食処理され、
その貪食に MFG-E8 が関与している。 

② MFG-E8 発現が上昇した貪食癌細胞は
癌細胞としての機能が亢進して、細胞
増殖能ならびに浸潤能が増強する可能
性がある。 

今後、口腔癌での同種間死細胞貪食における
MFG-E8 の役割をより詳細に検討することで、
本現象が癌の増殖進展に及ぼす影響を解明
し、新規抗癌治療の開発を念頭においたトラ
ンスレーショナルな基礎研究を展開したい。 
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