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研究成果の概要（和文）：口腔癌細胞は、進行癌に至る過程で、炎症細胞、線維芽細胞といった様々な癌細胞以外の細
胞との相互作用により新たな形質を獲得していると考えられる。本研究では、癌細胞と周囲細胞の相互作用の解析に有
効な病態モデルとして、自然発生腫瘍に近似した化学発癌による舌扁平上皮癌形成モデルを確立した。本研究において
同時に作製した基底細胞特異的蛍光タンパク発現遺伝子改変マウスを、この発癌モデルに使用することで蛍光タンパク
を発現する癌細胞と様々な間質細胞との相互作用が解析可能となる。またヒト組織を用いた解析においては、癌細胞と
腫瘍内マクロファージが接触することで浸潤転移に関わる形質が誘導されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Oral cancer cells are exists with various non-cancerous stromal cells including in
flammatory cells, and fibroblasts, and such stromal cells are referred as tumor microenvironment. It is th
ought that the cancer cell acquires some malignant phenotype through the cancer cell-stromal cell interact
ions in the microenvironment. To obtain the new material to evaluate the cancer cell-stromal cell interact
ions in the mouse model, we created the modified carcinogenesis model using chemical carcinogen. We also c
reated the transgenic mouse that expresses fluorescent protein in the basal cells. Using this transgenic m
ouse in the carcinogenesis mouse model, it would be able for us to obtain the fluorescence protein express
ing abnormal cells. In the immunohistochemical study using human tongue cancer tissue specimens, we reveal
ed the up-regulation of invasion related protein in the cancer cell-macrophage direct interaction. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 癌は癌細胞を取り巻く、線維芽細胞、炎症
細胞、血管といった多彩な細胞により形成さ
れる癌微小環境中に存在しており、様々な細
胞群が癌の形成、維持、進展に関与している。
近年、癌細胞自身を標的とする化学療法に加
え、血管新生といった微小環境を標的とする
化学療法も出現し、癌微小環境における癌細
胞と周囲細胞との相互作用の解明・癌の進展
への関与を明らかにすることが期待される。   
 本研究では、口腔癌の予後不良因子である
リンパ節転移巣の形成、特に早期口腔癌の予
後不良因子である遅発性リンパ節転移に注
目し、癌細胞と間質細胞との相互作用を通じ
てリンパ節転移巣形成に及ぶメカニズムを
解析することを研究当初の目的とした。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究申請後、リンパ節転移モデルを作製
するにあたり、異種間移植による転移モデル
では腫瘍間質に期待される変化が起きない
可能性を考え、本件究では、自然発症した腫
瘍に類似した病態モデルを作成すること、ま
た癌細胞と間質細胞の細胞間相互作用に着
目し研究すること、を目的とし、実験計画に
若干の変更を加え、自然発生腫瘍に類似した
(1)病態モデルの作製、ヒト組織切片、ヒト癌
細胞を用いた(2)癌細胞と間質細胞との相互
作用の解析、病態モデルから癌細胞の分離・
採取を可能とする(3) K14GFP遺伝子改変マ
ウスの作製の 3項目を柱として研究を行った。 
 
(1)病態モデルの作製 
 
 口腔前癌病変を経て進行癌の形成に至る
病変を形成する事が知られている発癌物質
4-nitroquinoline-1-oxide (4NQO)を用いて
進行癌に至る前段階である早期癌、さらにそ
の前段階である前癌病変の獲得が可能な実
験モデルを作製する。 
 
(2) 癌細胞と間質細胞との相互作用 
 
 癌微小環境中には多彩な間質細胞が存在
するが、液性因子を介する腫瘍促進性の特性
が知られているマクロファージ(腫瘍関連マ
クロファージ)に着目し、解析を行う。 
 
(3) K14GFP遺伝子改変マウスの作製 
 
 これらの実験の際、細胞の識別、病変部か
らの腫瘍細胞採取を容易にする目的で、基底
細胞特異的 cytokeratin-14(K14)GFPマウス
を作製する。 
 
 
 

３．研究の方法 
 
(1)病態モデルの作製 
 
 今までの報告 (Xiao-Han ら、Clinical 
Cancer Research, 2004)に従い、propylene 
glycol(Wako)を溶媒として 5 mg/ml の
4NQO(Wako)ストックを作製し、4℃遮光に
て保存した。1週間に 1度、4NQOストック
を飲料水中に希釈し10mg/100ml飲料水とし
て、生後 6週の雄マウス(C57BL/6, 日本クレ
ア)に自由飲水として与えた。飲用開始より
16週後に 4NQOの添加を中止し、それより
3 週 間 毎 に Pentobarbital Sodium 
Salt(Wako)の過剰投与による安楽死の後、検
体の採取を行った。なお、全ての動物実験は
大阪大学歯学部動物実験委員会の承認のも
と行っている(動歯-24-017-0、動歯-24-028-0)。 
 
(2) 癌細胞と間質細胞との相互作用 
 
①免疫組織化学 
 大阪大学歯学部附属病院において採取さ
れた 47例の舌扁平上皮癌および 43例の早期
病変を用いて免疫組織学的検索を行った。な
お、早期病変として、上皮過形成(epithelial 
hyperplasia)、 8 例、軽度異形成 (mild 
epithelial dysplasia)、16例、中等度異形成
(moderate epithelial dysplasia)、12例、高
度異形成(severe epithelial dysplasia)、と非
浸潤癌(carcinoma in situ)、7例を検索した。
なお、臨床検体の使用に関しては大阪大学歯
学部倫理委員会の承認のもと、同意書を得て
使用している。免疫染色は、1次抗体として、
抗 CD163 抗体(Leica)、抗膜型マトリックス
メタロプロテアーゼ (MT1-MMP)抗体
(Millipore)を用いた。 
 
②癌細胞-マクロファージ様細胞の共培養 
 ヒト口腔癌細胞株(SAS)と、ホルボール 12-
ミリスタート 13-アセテート(PMA、Wako)
により分化させたマクロファージ様細胞株
THP-1-PMAを用いて細胞学的解析を行った。 
 癌細胞単独培養群、微小な孔の存在するメ
ンブレンを用いた液性因子を介する共培養
群および両細胞を混合の上、直接共培養する
直接共培養群を作製した。 
 一定条件での培養後、両細胞は磁気的に分
離し、mRNA の採取後、real time-RT-PCR
法にて解析した。 
 
(3) K14GFP遺伝子改変マウスの作製 
 
 Vaezi A.らの報告 (Developmental Cell, 
2002: 367-381)に従い、cytokeratin-14(K14)
プロモーターの下流にエンハンサーとして
β-globin のイントロンを、蛍光物質として
EGFP 蛍光タンパクをコードする遺伝子を
挿入し、遺伝子改変マウスを作製した。なお、
これらの動物実験は大阪大学歯学部動物実



験委員会の承認、および大阪大学遺伝子組換
え実験安全委員会のもと行っている(動歯
-24-017-0、動歯-24-028-0、3316)。また遺伝
子組換えマウス作製において第一世代の組
換えマウス獲得までを外部受託にて作製し
た(ユニーテック)。 
 
  
４．研究成果 
 
(1)病態モデルの作製 
 
 過去の報告に若干の変更を加え、3 週間毎
に標本を採取し、顕微鏡的に解析したところ、
乳頭腫、異形成、上皮内癌(非浸潤癌)、浸潤
癌にいたる病変の獲得が可能であった。 
 しかしながら、いずれの時期における病変
でも、小さな範囲内に過形成-異形成-癌が連
続的に発生するため、細胞採取から培養にい
たるプロセスには工夫が必要であり、検討す
る必要があることが明らかとなった。 
 以下に本研究により明かにすることが出
来た発癌プロトコールを示す。 

 
(2) 癌細胞と間質細胞との相互作用 
  
①ヒト舌癌および早期病変における CD163
陽性マクロファージの出現 
 
 上皮過形成 (Hyperplasia)、軽度異形成
(Mild Dys) 、 中 等 度 異 形 成 (Moderate 
dysplasia (Dys))、高度異形成(Severe Dys)、
と非浸潤癌(Carcinoma in situ (CIS))におけ
る CD163 陽性のマクロファージの出現を早
期病変として、間質浸潤を伴った浸潤癌
(Invasive squamous cell carcinoma (SCC))
と比較したところ、病変の進展とともにマク
ロファージの出現が多く見られることを明
らかにした(下図、縦軸は 1mm2 における
CD163陽性マクロファージ数、横軸は病変の
進展を示す)。 

 また異常上皮細胞とマクロファージの直
接的な接触による相互作用を検討するため、
上皮内(上皮とマクロファージが接触)マクロ

ファージおよび、間質(上皮と接触しないマク
ロファージ)マクロファージを算出したとこ
ろ、ほぼ浸潤癌のみで上皮内に CD163 マク
ロファージが出現していることが明かにな
った(下図、上図は上皮内における CD163陽
性マクロファージ、下図は間質内 CD163 陽
性マクロファージ数を示す。縦軸は 1mm2に
おける CD163 陽性マクロファージ数、横軸
は病変の進展を示す)。 

 
 このことは、上皮とマクロファージが接触
することにより何らかの変化を癌細胞ない
しマクロファージが起こしている可能性が
あり、かつ浸潤に関与している可能性が示唆
された。 
 
②浸潤癌における CD163 陽性マクロファー
ジの出現と腫瘍進展 
 
 近年、様々な腫瘍において腫瘍内に浸潤す
るマクロファージと浸潤、転移といった臨床
病理学的因子との相関が報告されている。申
請者は以前の研究において報告した浸潤先
端において、マクロファージが多く見られる
という仮説を検証するため、腫瘍全体と浸潤
先端に分けて評価を行った。結果を下表に示
す(上表は CD163陽性マクロファージの浸潤
と舌癌浸潤の比較、下表は CD163 陽性マク
ロファージと舌癌リンパ節転移との比較。
Whole は腫瘍全体より無作為に抽出した部
位での CD163 陽性マクロファージ数を、
Invasive front は腫瘍先端での CD163 陽性
マクロファージ数を示す。P < 0.05を有意差
有りと解釈。)。 

 



 
 上記免疫染色の結果から浸潤先端におけ
る CD163 陽性マクロファージ数が腫瘍の浸
潤、リンパ節転移に相関している事が明かに
なった。更に腫瘍浸潤先端における上皮内
CD163陽性マクロファージ数が腫瘍浸潤、リ
ンパ節転移に関わっている可能性が示唆さ
れる。 
 
②マクロファージ様細胞と癌細胞株の直接
接触による膜型マトリックスメタロプロテ
アーゼ発現の亢進 
 
 先の免疫組織学的検討で、マクロファージ
と癌細胞の接触が浸潤に関与している可能
性が示唆されたため、共培養実験にて検討が
可能な膜型マトリックスプロテアーゼ
(MT1-MMP)の発現を、共培養実験より磁気
的に分離した癌細胞より抽出した mRNA を
用いて real time-RT-PCR法にて検討した(下
図、縦軸は GAPDH 遺伝子に対する
MT1-MMP発現の相対比、横軸は実験群を示
す。癌細胞単独での培養(Mono-culture)、液
性 因 子 を 介 す る 共 培 養 系 (Indirect 
co-culture)、癌細胞と THP-1-PMAマクロフ
ァージ様細胞とが接触可能な共培養(Direct 
co-culture)、灰色は培養後 24 時間、黒色は
培養後 48時間。) 

 Real time RT-PCR法にてMT1-MMP遺伝
子発現の上昇が見られたため、同様の条件下
で免疫組織学的検討を行った(下図。上段は

MT1-MMPの hinge部分に対する抗体、下段
はMT1-MMPの catalytic ドメインに対する
抗体を使用。マクロファージは CD11b 抗体
で示す)。 
 

 免疫染色の結果よりマクロファージと接
触している癌細胞では MT1-MMP 発現が周
囲の非接触癌細胞と比較して発現上昇を示
している(上図、MT1-MMPを白矢頭で示す)。 
 
③切除切片における癌細胞とマクロファー
ジの接触によるMT1-MMP発現の変化 
 
 先の癌細胞株とマクロファージ様細胞株
を用いた検証では、癌細胞とマクロファージ
の接着により癌細胞の膜に発現する
MT1-MMP 発現が亢進する事が確認された
ため、実際に切除切片でも同様の変化が認め
られるか、を検討した。 
 まず、CD163抗体を用いた免疫染色に使用
したうちの浸潤癌 47例の連続切片に対して、
MT1-MMP 抗体を用いて免疫染色を行った。
浸潤先端を評価部位とし、浸潤胞巣に
MT1-MMP発現が見られるものを High、浸
潤胞巣の辺縁のみ、あるいは発現が見られな
いものを Lowとし、臨床病理学的因子との相
関を調べたところ、浸潤先端でのMT1-MMP
発現は腫瘍浸潤およびリンパ節転移と相関
する事が確認された(下表)。 

 さらに、MT1-MMP 発現と CD163 陽性マ
クロファージの浸潤を統計学的に検討した
ところ、舌癌浸潤先端の上皮内における
CD163 陽性マクロファージの浸潤と腫瘍胞
巣における MT1-MMP 発現が相関している
ことが明らかなった(下図)。 

 以上の結果より、舌扁平上皮癌において、
癌細胞は上皮内に侵入する CD163 陽性マク
ロファージとの接触を介して、癌細胞の
MT1-MMP発現を亢進し、腫瘍の浸潤および
リンパ節転移に関わっている可能性が示唆
された。MT1-MMPは膜型マロリックスメタ
ロプロテアーゼの一つであり、MT1-MMPの
活性化を示す細胞周囲の基質分解による細
胞浸潤のみならず、様々な細胞活動に関与す
ることが知られている。今日まで、癌細胞と
マクロファージの接触による癌細胞の形質



変化に関してはほとんど知られておらず、腫
瘍関連マクロファージの新たな機能として
今後の解析が必要である。 
 
(3) K14GFP遺伝子改変マウスの作製と解析 
 
 基底細胞特異的遺伝子改変マウスにおけ
る GFP タンパクの発現を免疫組織学的に解
析したところ、GFPタンパクは口腔粘膜上皮
基底細胞に発現している事が確認された。本
研究の当初の予定では、作製された K14GFP
発現マウスにおいて、化学発癌により GFP
発現癌細胞を獲得予定であったが、本期間中
に実験を行うことはできなかった。今後の課
題とした。 
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