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研究成果の概要（和文）：Lioniら（2007）の報告を三次元培養系で検証する目的であったが、報告に誤りがあ
り研究をケラチノサイトの三次元培養系の確立に変更した。ヒト初代培養ケラチノサイトをカルシウム、アスコ
ルビン酸、KGF添加培地で気液界面培養により角化重層扁平上皮を再構築できた。さらに、マウスケラチノサイ
ト細胞株であるCOCA細胞、K38細胞を使って、それぞれ角化および非角化重層扁平上皮を再構築できた。また、
タイト結合形成の指標となる細胞間電気抵抗値がそれぞれ463、63Ω・cm2であった。今回確立したマウス三次元
培養系は、角化および非角化重層扁平上皮におけるタイト結合の形成や機能を調べる上で有用である。

研究成果の概要（英文）：We aimed to examine the report (Lioni et al, 2007) using three dimensional 
(3D) culture, but we found E-cadherin expression in esophageal cancer cell line, TE-8. Thus, we 
changed the study theme to establishment of 3D keratinocyte culture system. We formed keratinized 
stratified squamous epithelium using human primary keratinocytes directly seeded on the membrane of 
culture inserts under airlifted conditions in EpiLife medium supplemented with calcium, ascorbic 
acid and KGF. Under similar conditions, mouse keratinocyte cell lines, COCA and K38, formed 
keratinized and non-keratinized stratified squamous epithelium, respectively. These multilayers 
formed functional tight junctions as revealed by transepithelial electrical resistance. The 3D 
culture system we have established is useful to study tight junction formation and function.

研究分野： 組織学
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１．研究開始当初の背景 
 
重層扁平上皮は皮膚、口腔上皮、食道上

皮などでみられる。これまでに細胞の癌化

でタイト結合膜蛋白 claudin (cldn)の発現異

常が起こるという多くの報告がなされてい

る。また、cldn の発現の亢進や減少が癌の

悪性度や予後と関連があるという報告も多

い。食道癌では cldn-3, cldn-4 の発現が亢進

(Montgomery et al, 2006)し、cldn-7 の発現が

低下(Usami et al, 2006)すると言われている。

cldn-4 の発現が低い食道癌ほど予後が悪い

(Lee et al, 2012)。口腔癌では cldn-7 の発現

が多いと予後が良い(Yoshizawa al, 2013)。ヒ

ト食道の重層扁平上皮癌由来の細胞株

TE-1 細胞は cldn-7 を発現するが cldn-1, 

cldn-4 は発現しない。TE-8 細胞は cldn-1, 

cldn-4, cldn-7 のすべてを発現しない。TE-11

細胞は cldn-1, cldn-4, cldn-7のすべてを発現

する。TE-1 細胞と TE-11 細胞は E-cadherin 

(E-cad)を発現するが、TE-8 細胞は E-cad を

発現しない。興味深いことに、TE-8 細胞に

cldn-7 を発現すると E-cad を発現するよう

になり、細胞の浸潤性が低下した(Lioni et al, 

2007)。しかし、TE-8 細胞に E-cad を発現し

ても cldn-7 は発現しなかった。一方、TE-1

細胞で cldn-7 の発現をノックダウンすると、

E-cad の発現が減少し、細胞の浸潤性が亢

進した。以上の結果から、食道の重層扁平

上皮癌細胞株である TE-8 細胞は、cldn-7 を

発現することで E-cad が発現して細胞接着

が回復し、続いてタイト結合を形成して極

性を回復したものと考えられる。こうして、

癌としての性質、特に浸潤性が抑制されて

正常な細胞に近づいたと考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、ヒト食道の重層扁平上皮癌

由来の細胞株 TE-8 細胞および食道と同じ

重層扁平上皮である皮膚や口腔由来の癌細

胞において、cldn-7 が普遍的に癌抑制的に

働くかどうかを三次元培養系にて調べるこ

とを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
ヒト食道の重層扁平上皮癌由来の細胞株

TE-8 細胞において、N 末端に EGFP を付与

した cldn-7 (EGFP-cldn-7)を pTet-One vector

を用いてドキシサイクリン制御下に発現誘

導し、これを三次元培養して、形成される

重層構造が正常の重層扁平上皮に近づくか

どうかをケラチンなどの分化マーカー 

(K5, K14, K4, K13, K1, K10)にて調べること

を目的とする。さらに、皮膚や口腔由来の

癌細胞を用いて同様に調べる。 

 
４．研究成果 

 

はじめに、TE 細胞での E-cadherin, タイ

ト結合蛋白 (cldn-1, -4, -7, ZO-1, 

occludin)の発現をウェスタンブロッティン

グで調べた。カルシウム (C), カルシウム＋

SP600125 (SP)添加培地で二次元培養した細

胞を使った。カルシウムはケラチノサイトの

分化誘導、SP600125 はタイト結合形成誘導に

働くと言われている。図 1に示す通り、Lioni

ら (2007)の報告とは異なり、cldn-7 を外因

性にTE-8細胞に発現する前に、すでにTE-8

細胞は E-cadherin を発現していた。 

図１ 

 

また、三次元培養でも E-cadherin が細胞



間に局在した（図２）。 

図２ 

 

研究の前提となる、claudin-7 による

E-cadherin の発現誘導ができないため、研

究を「ケラチノサイトの三次元培養系の確

立」に方向転換した。 

培地成分が公開されている EpiLife 培地

に、カルシウム、アスコルビン酸、

keratinocyte growth factor (KGF)という 3 種

の因子を種々の組み合わせで添加し、それ

ぞれの因子の作用を検討した。細胞はセル

カルチャーインサートのポリカーボネート

膜に直接播種し、コンフルエントになった

のを確認後、インサート内外の液面を下げ

て細胞を気液界面培養で３週間まで培養し

た。その結果、重層上皮の再構築のために

はカルシウムが必須因子であることがわか

った。気液界面培養開始２週間で形態的に

角化重層扁平上皮に類似した重層構造が形

成された。ケラチン(K)1, 5, 10, 14、インボ

ルクリン、インテグリン β4 といった分化

マーカーは、それぞれ生体の重層扁平上皮

に対応する層に局在が見られた。培養開始

３週間では、３種の因子すべてを添加しな

いとインテグリン β4 の局在または発現自

体が維持できないことがわかった。以上の

結果から、重層扁平上皮の再構築のために

は、３種の因子すべてを添加することが必

要であることがわかった (Seo et al, 2016)。 

 さらに、マウスのケラチノサイト細胞株

である COCA 細胞（CnT-PR 培地で培養）

と K38 細胞（FAD 培地で培養）を使って、

同様の方法でそれぞれ角化および非角化重

層扁平上皮を再構築できた（図３）。 

図３ 

 

また、COCA 細胞および K38 細胞を使っ

て 3 週間後に再構築された重層構造におい

て、タイト結合形成の指標となる細胞間電

気抵抗値がそれぞれ 463Ω・cm2、63Ω・cm2

であった。 

今回確立したマウス三次元培養系は、角

化および非角化重層扁平上皮におけるタイ

ト結合の形成や機能を調べる上で有用な実

験系である。 
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