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研究成果の概要（和文）：口腔扁平上皮癌の浸潤性が獲得される機序の詳細は未だ不明である。そこで、非浸潤性の上
皮内癌と明瞭な遊離胞巣を伴う浸潤癌の組織標本を用いて病巣周囲に発現している蛋白質を網羅的に解析して、腫瘍実
質と周囲正常粘膜、腫瘍実質－間質界面で、癌細胞と非癌細胞または癌細胞と宿主間質細胞のあいだにどのようなクロ
ストークが生じて浸潤性の決定がなされるのかを免疫組織化学法を応用して顕微組織分画した試料をプロテオーム解析
した。その結果、浸潤界面形成を特徴づける蛋白質分子群を同定し、浸潤開始の機序を理解する端緒としえた。病理組
織学的な浸潤レベルの認知・判定を科学的客観的に評価する方法にも展望が得られた。

研究成果の概要（英文）：The molecular mechanism of invasion of oral squamous cell carcinoma still remains 
unknown. To understand what sort of crosstalk between cancer cells and surrounding non-cancerous 
epithelial cells or stromal cells, we performed proteome analyses of laser-capture microdissected samples 
obtained from the interfaces between cancer cell nests and their surrounding non-cancerous epithelium of 
the oral mucosa or stromal tissues, which were objectively visualized by the aid of immunohistochemistry. 
As a result, we have determined proteins which were specifically expressed at both cancer and non-cancer 
sides of the interface zone. They were immunohistochemically identified to be expressed more in cancer or 
non-cancer sides. Thus, these newly identified molecules are considered to function in regulating 
squamous cell carcinoma cells to start to invade. It is expected to understand the machinery of cancer 
invasion when these molecules are investigated more in detail.

研究分野： 口腔病理学
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１．研究開始当初の背景 

	 申請者らは腫瘍間質と実質細胞自身との関わ

りを軸に癌の増殖浸潤転移機構を解析してきた。

こ れ ま で 唾 液 腺 腺 様 嚢 胞 癌 由 来 細 胞

ACC2/ACCM等あるいは口腔粘膜扁平上皮癌由
来細胞ZK-1/MK-1等を用いて、試験管内で、細胞
種による細胞外基質(ECM)分子産生特性を解析
し、上皮性細胞によるECM生合成による間質形
成能を確定した。ECMのなかでも、とくに基底
膜型ヘパラン硫酸プロテオグリカンのパールカ

ンについては、正常細胞から癌細胞まで解析し、

ついで腫瘍性ファイブロネクチンの性格付けも

行うなど、腫瘍性ECMの理解に貢献してきたと
自負している。 
	 その後、申請者らは生体内の口腔粘膜上皮内癌

（CIS）の実質胞巣内にパールカンなどのECMが
配置されることを示し、<上皮内間質intraepithelial 
stroma>と呼ぶべき癌細胞間スペースの存在とそ
の意義を強調してきた。それから癌の生物学のみ

ならず病理診断学的にも有用な概念と認識され

た。一方、線維芽細胞等の間質細胞の誘導する結

合組織性間質の存在と機能も重要で、扁平上皮癌

（SCC）細胞が浸潤を契機に自主的に行っていた
ECM産生を間質細胞に依存するようになる実質−
間質のECM代謝交替現象を発見した。この現象は
試験管内での癌細胞・線維芽細胞の共培養実験で

確認し、さらに生体の癌組織ではECMシグナル受
容は単純なものではなく、同一のECM 分子をイ
ンテグリン等の複数の受容体分子が癌組織空間

内の位置特異的に配置することも判明した。以上

の結果から、申請者らは口腔SCCの＜浸潤とは腫
瘍性間質が誘導されることと同義である＞の概

念のもとに、腫瘍性間質の出現をパールカンの免

疫組織化学で客観的に明示して、口腔癌の浸潤性

の病理学的判定に応用してきた。 
	 一方、一般的通念に従って、申請者らも胞巣遊

離のない非浸潤性の上皮内癌には間質誘導はな

いと規定してきたが、果たしてそうなのか疑問も

あった。というのは、上皮内癌の病理診断基準と

して申請者らは基底膜ゾーンが肥厚する所見を

重要視してきたが、同時に基底膜領域周縁にも線

維化を含めて間質空間の改造現象の出現してい

ることに気づいてきたからである。しかし、口腔

粘膜には食道以下の消化管の粘膜筋板のような

組織学的な浸潤判定の指標がないので、SCC胞巣
が三次元的に遊離している様子をパールカンで

特徴づけられる間質誘導との関連を明らかにし

たいと考えた。同時に、その浸潤のスイッチが入

る分子機序という発想に至ったのであるが、それ

には浸潤界面に発現している蛋白質を網羅的に

解析し、それらを整理することによって、浸潤開

始に関わる蛋白質を決定することができるので

はないかと考えた。 
 
２．研究の目的 

	 上記の研究展開のとおり、日常の病理診断業

務で最も困難な口腔扁平上皮癌の浸潤性の判定

を科学的根拠に基づき高精度に実施するという

懸案は、腫瘍間質の基礎研究をもとにトランス

レーショナルに解決を図るしかないことを認識

してきた。その経過で、申請者らは、癌浸潤と

いう現象を病理組織学的にどのように捉えるか

の基本的命題に正面から向き合うには、組織学

的には非浸潤性の上皮内癌を取り巻く間質環境

が浸潤癌のそれとどのように異なっているかを

明らかにし、癌の浸潤性が実現される分子機構

を理解する必要があると考え、癌細胞と非癌細

胞（上皮・間質細胞）の界面に注目して浸潤制

御の分子機構を究明すべく本研究課題を計画し

た 。とくに癌・非癌界面には、細胞競合現象が
惹起されているのではないかと想定し、合わせ

て癌浸潤と細胞競合との関連を明らかにできる

ものと期待した。 
 
３．研究の方法 

(1) 免疫組織化学的実験と三次元再構築：口腔粘
膜扁平上皮癌の外科摘出材料フォルマリン固定

パラフィン包埋標本について、それぞれパール

カンほかのECMあるいは細胞骨格・細胞死関連
分子の免疫組織化学の結果をもとに、連続切片

200枚作製し、ECM分子とケラチン分子種とで腫
瘍性間質と癌胞巣を識別し、バーチャルスライ

ド法で写真撮影を行い、三次元的に再構築した。 

(2) Laser-capture microdissection (LCM)法による
組織切片の選択的顕微切り出し回収：免疫組織

化学的に描出した連続切片を参考にして、浸潤

癌の粘液様基質を伴う炎症性細胞浸潤のない線

維芽細胞主体の間質とその取り囲む実質とを、

遊離胞巣のない上皮内癌では癌胞巣周囲の結合

組織層と上皮層あるいは側方進展部界面を、扁

平上皮癌では、癌胞巣最外層（基底第一層）、

傍基底層（基底第二層）、より上方層あるいは

癌胞巣中心部、胞巣周囲間質、遠位間質をそれ

ぞれ区別して回収し、遺伝子ならびに蛋白質抽

出実験に供した。 



(3)プロデオーム解析による界面に発現の上昇
ならびに減弱した蛋白質の同定：上記の LCM
試料を可溶化後、チューブゲル法などを利用し

てペプチド抽出し、液体クロマトグラフィ

ー・タンデム質量分析法でプロテオーム

解析した。emPAI 法による定量的解析で、
界面特異的蛋白質を選択した。、組織切片

と口腔扁平上皮癌由来細胞株 HSC-2 で、
それらの発現状態を確認した。  

 (4) 組織ならびに細胞における LC-MS/MS 法
同定蛋白質の発現状況の確認：酵素抗体法また

は蛍光抗体法によって、上記実験で同定された

各分子の抗体をもちいて、実際の CIS・SCC組
織または SCC 由来細胞における発現状況を確
認した。 
 (5) 口腔 CIS と SCC の特異的機能分子の発現
の意義：これまでに同定してきた CIS または
SCC に特異的に発現する機能性蛋白質を同定
してきていたが、それらの分子の具体的な機能

を決定するべく、SCC由来細胞を用いた試験管
内実験を行った。 
 
４．研究成果 

 (1) 免疫組織化学的実験と三次元再構築によ
って、癌胞巣と腫瘍性間質の三次元的関連を明

らかにし、浸潤癌の胞巣の連続性・分離性を検

討すると共に腫瘍性間質の誘導レベルとの相関

性について検討した。結果として、二次元で見

られた扁平上皮癌の遊離胞巣の形成は真の癌の

浸潤性性格を判定するではなく、癌胞巣周囲に

囲まれたパールカン陽性間質は、癌の浸潤性格

を獲得したのちに誘導された癌性固有間質であ

り、そのパールカン陽性の間質の出現は、より

客観的な口腔癌の判断基準になるべきことが判

明した。パールカンという細胞外基質の沈着が

浸潤の前後で癌胞巣内外にスイッチする現象を

捉え、病理組織学的浸潤の客観的判定に有用で

あることを確認できた（業績⑨）。	 	  
	 また、細胞外基質パールカンとその受容体

VEFG、KGF、 flt-1、SHHなどの細胞増殖因子
の関連性について検討し、正常粘膜上皮では発

現しないに対し、異型上皮・上皮内癌・浸潤癌

においては、前癌病変からの細胞増殖性や浸潤

性格の獲得に一致して、発現レバルが増強した

結果が得られ、パールカンとそれら細胞増殖因

子は、癌の増殖性だけでなく、浸潤性にも機能

することを明らかにした（業績①）。 
	 さらに、口腔扁平上皮癌角化胞巣についても

連続切片法で解析し、いわゆる癌真珠の分解崩

壊にいたる過程では、インタクトステージ、好

中球のリクルートステージ、好中球優勢ステー

ジ、CD163陽性、CD204陽性マクロファージ優
勢ステージという四つの段階を経て完成させる

自然史を明らかにした（業績⑥）。 

 (2) 免疫組織化学的に描出した連続切片を参
考にして、上皮内癌の側方進展部界面について、

癌胞巣遠位端、癌胞巣側方界面、非癌上皮部界

面、非癌上皮遠位端を区別して回収し、遺伝子

ならびに蛋白質抽出してプロテオーム解析を行

ったところ、非癌部では 1,000 強の分子が発現
されているの比べて、癌胞巣からは 4,000 以上
の蛋白質が同定され、癌胞巣における細胞活性

化状況がまず確認された。癌胞巣は免疫組織化

学的に keratin（K）17陽性・K13非陽性で識別
したが、プロテオーム解析結果でも、K17の癌
胞巣における 10倍以上の発現亢進と K13の 60
倍を超える発現低下が確認され、免疫組織化学

的な癌・非癌同定法の正当性とともに LCM 法

の手技の正確さが証明された。 

 (3) 界面を形成していた癌部では、 emPAI
高値の tubulin alpha-1A chain、histone H1.4
ほか 7 分子を同定した。非癌側からは
uncharacterized protein C2orf54ほか 8分子
が特異的と判定した。癌部と非癌部の隣

接・遠位二区分間を比較したところ、角

化細胞分化関連分子 CALML5、基底膜(ECM)関
連分子 LAD1、プロテクチン RPL, 細胞骨格関
与分子 RHOAなどの上昇傾向と同時に、MUC21
など癌胞巣で発現しない分子のあることも明ら

かにできた。 

 (4) 以上の特定された分子の癌・非癌部
特異的発現状況は口腔 SCC・CIS 組織切
片と培養 HSC-2 細胞において免疫組織化
学的に確認できた。すなわち、われわれ

のプロテオーム解析の技術精度が高いこ

とが確認できた。一方、当初期待してい

た細胞競合の関わる既知の関連分子ある

いは細胞死関連分子は今回のプロテオー

ム解析では同定されなかった。したがっ

て、浸潤開始には細胞競合による細胞死

という現象とは関連せずに進行する現象

である可能性が示唆された。  

(5) 口腔粘膜 SCC・CIS に関する分子病理学的
実験により、とくに CISを中心に、がん特異的
機能分子の発現様式を同定し、浸潤性獲得、分

化発現の分子機構をあわせて検討し、その生物



学的意義について培養口腔癌細胞系を用いて裏

付けをとる実験を重ねた。それらの代表的な成

果は以下のとおりである。 
	 ① 口腔がんの生物学的特性の解明について、
すでに口腔 SCC の診断マーカーであるポドプ
ラニンという分子を同定していた研究経緯で、

業績⑪は初めて口腔癌細胞におけるポドプラニ

ンの機能が細胞外器質を介して細胞同士を繋ぎ

止めることにあり、その結果、増殖浸潤に関与

していることを明らかにした。業績⑤は癌細胞

のなかに生じるアポトーシス細胞の自己貪食が

癌細胞自身の浸潤・増殖に貢献していることを

証明した。業績⑫では、PAR-2 という扁平上皮
角化誘導因子が SCC 細胞の増殖と浸潤を制御
していることを明らかにした。その他、connexin 
43 などの gap junction 分子と claudin 1・zonula 
occludens 1などの tight junction分子についても、
それらの局在と ECMの動態関連を確認できた。 
	 いずれも細胞生物学的な試験管内データによ

る解析で、ヒトの口腔がんとして圧倒的多数を

占める扁平上皮癌の生物学的特性を多面的に解

析して、将来の制がん対策の基礎となることを

目指したトランスレーショナルな視点で実施さ

れたものである。いずれも扁平上皮癌細胞の増

殖のメカニズムに切り込んだもので、これらの

分子経路を遮断して細胞増殖を制御するという

治療開発への可能性を示した。 
	 ② 扁平上皮細胞の角化分化の概念を導入し
た口腔 CIS の病理診断基準の策定について、	
われわれはすでに口腔粘膜上皮細胞が悪性化過

程でK13という分子の発現を停止するメカニズ
ムを説明した。そこから出発して、業績⑫は癌

細胞で K17・K10が発現するのが上皮層・癌胞
巣内の出血に起因するヘモグロビン貪食による

ことを明らかにし、いわゆるがん真珠の生成機

序を説明した。業績④は K17の発現が癌細胞の
増殖性を安定化することに意義があることを証

明した。いすれも、日本臨床口腔病理学会が提

唱してきた口腔上皮内癌診断基準にケラチン分

子種の免疫組織化学を導入すること（業績⑧）

に、科学的な根拠をあたえたもので、橋渡し研

究としての意義が特記される。また、これらの

知見を口腔の嚢胞性病変について応用して興味

ある成果を発表することもできた。 
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