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研究成果の概要（和文）：　がん細胞は外的環境などの影響により不均一（ヘテロ）ながん組織が形成され、治療感受
性の違いが生じ治療を困難にしているので、ヘテロながんの性状を明らかにすることは重要である。
 われわれは高転移性がん細胞と非転移性がん細胞からなるヘテロながん細胞のヌードマウス移植群が、単一転移性が
ん細胞移植群と比較し予後不良であることを検証し、ヘテロながん細胞集団、各単一がん細胞集団の網羅的遺伝子解析
・経時的ビデオ観察などを行った結果、ヘテロながん細胞集団内の転移性がん細胞に、TNF Signalingの亢進および活
性型HIF-1αの早期発現がヘテロながん細胞集団の悪性化増大に関わっている可能性があるとわかった。

研究成果の概要（英文）： By adapting to factors in the microenvironment, cancer gains diversity, and this 
heterogeneity results in various therapeutic responses and failures. It is thus important to clarify the 
character of heterogeneous cancer.
 We transplanted a mixture of equal parts highly-metastatic (HM) and non-metastatic (NM) human tongue 
cancer cells into nude mice and examined growth and metastatic behavior. The prognosis for mice injected 
with the mixture was worse than for mice injected with either clone only, evidencing the higher 
malignancy of the heterogeneous cancer. We performed comparative analyses of the gene expression in 
heterogeneous and homogeneous cell samples. TNF signaling, which connects with HIF-1α,was up-regulated 
in the HM cells in the heterogeneous sample. By video analyses, we detected the earlier accumulation of 
active HIF-1αin heterogeneous cancer cells than inhomogeneous cells. These factors may be related to the 
increased malignancy of the HM cells in heterogeneous cancer.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
（１）がん細胞は外的環境の影響により、エ
ピジェネテックな変化・がん幹細胞様の細胞
の階層化・ゲノムの不安定性がおこり、多様
な細胞が生まれ、がん組織の不均一性
（Heterogeneity）が形成される。このがん
組織の不均一性のため治療への感受性の違
いが生じ、治療を困難にしている。米国がん
学会は 2011 年より毎年、がん組織の不均一
性に関する基調シンポジウを設け、2013 年日
本がん転移学会のテーマは「がんの不均一
性・理解と対応」であり、治療の最大の障壁
であるがん組織の不均一性について真剣に
取り組む姿勢がとられおり、不均な（ヘテロ
な）がん細胞の性状を明らかにすることは重
要である。 

 

（２）われわれは診断・治療法開発のため、
マウスモデルにて浸潤・転移能が異なるヒト
舌がん細胞株を同一患者様より樹立した。が
ん組織がヘテロな細胞集団からなることに
着目し、上記各がん細胞を異なった蛍光でラ
ベルし、非転移性と転移性を区別できるよう
にした後、それらを混和したがん細胞集団を
マウスの舌に移植（同所性移植）し、がん組
織類似モデルを作製した。このヘテロながん
細胞集団の移植動物モデルの生存率、がん細
胞の発育、転移様式を調べた結果、ヘテロな
細胞集団では予後不良であることがわかっ
た。われわれは非転移性と高転移性がん細胞
間の網羅的遺伝子質解析とタンパク質解析
のデータを統合解析（融合プロテオミクス
法）し、高転移性がん細胞に特徴的なシグナ
ルネットワークおよび転移性がん細胞マー
カー候補分子を同定した。ヘテロながん細胞
集団の悪性化進行機構を解明するために、ヘ
テロながん細胞集団および単一ながん細胞
集団に発現する分子の検討に取り組んでい
る。ヘテロながん細胞集団の悪性化進行機構
の解明はがん撲滅法の開発に繋がり重要で
あると考えられる。 
 
２．研究の目的 
（１）ヘテロながん細胞集団、あるいは単一
がん細胞集団を移植した動物モデルを作成
し、予後・移植部位および転移巣での発育様
式を比較検討し、ヘテロながん細胞集団の性
状を明らかにする。 
 
（２）ヘテロながん細胞集団内で起こってい
るがん細胞間コミュニケ－ションによって
亢進する分子シグナルネットワークと重要
分子を同定し、ヘテロながん細胞集団の悪性
化進行機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
（１）ヘテロながん細胞集団、各単一がん細
胞集団移植動物モデルの生存率、移植部位で
の各がん細胞の発育様式、転移能の検討：ヘ

テロながん細胞集団移植動物モデルにて高
転移性がん細胞と非転移性がん細胞の区別
ができるように、各がん細胞を可視化し（高
転移性舌がん細胞株 SQUU-B：GFP 発現・緑、
非転移性舌がん細胞株SQUU-A：RFP発現・赤）、 
等量の両細胞を混和したヘテロながん細胞
集団をヌードマウスの舌に移植し、実体蛍光
顕微鏡を用いて、移植後 11 日（3匹）、21 日
（3 匹）、42 日（５匹）に舌移植部位におけ
る各がん細胞の発育様式、頸部リンパ節転移
様式を観察し、42 日の生存率を検討した。ま
た転移性がん細胞および非転移性がん細胞
をそれぞれ単独でヌードマウスの舌に移植
し、同様の解析を行った。 
 
（２）ヘテロながん細胞集団にて（がん細胞
間コミュニケーションによって）亢進するシ
グナルネットワークと重要分子の検討：高転
移性舌がん細胞と非転移性舌がん細胞を混
和したヘテロながん細胞集団および各単一
がん細胞集団をそれぞれ培養し、17 時間後、
遺伝子を抽出し、網羅的遺伝子解析（マイク
ロアレイ：Agilent Microarray Array Ver2, 
20738 arrays）を行い、各単一がん細胞集団
では発現していない分子で、ヘテロながん細
胞集団に発現した分子を同定した。これらの
分子に対し、解析ソフトを用いて、分子ネッ
トワーク解析を行い、ヘテロながん細胞集団
にて亢進するシグナルネットワークを同定
した。 
 
（３）ヘテロながん細胞集団内の高転移性が
ん細胞にて亢進するシグナルネットワーク
と重要分子の検討：（２）の解析結果のヘテ
ロながん細胞集団発現分子がどの細胞で発
現しているかを明らかにするために、先ず、
培養 17 時間後のヘテロながん細胞集団をト
リプシンにてプレートから剥離し、バラバラ
にした後、各種細胞を選別する機械（FACS）
を用いて、高転移性がん細胞と非転移性がん
細胞を分離採取した。その採取細胞の遺伝子
を抽出し、（２）と同様の網羅的遺伝子解析
を行い、ヘテロながん細胞集団内の高転移性
がん細胞に特有に発現する分子を同定した。
トリプシン、FACS、操作時間による影響を排
除しするための資料に、各単一がん細胞集団
に対して、FACS を用いて採取した細胞の網羅
的遺伝子解析を行った。 
 
（４）傷つけアッセイ法による遊走能の測
定：ヘテロながん細胞集団では細胞の運動に
関係するシグナルネットワークの亢進が認
められたので、ヘテロな細胞集団内の高転移
性がん細胞と単一転移性がん細胞の動きに
相違があるかどうかを傷つけアッセイ法に
より検討した。ヘテロながん細胞集団と単一
転移がん細胞集団をそれぞれ 24 穴プレート
にまき、24 時間後にチップの先で細胞表面に



線を描くように傷をつけ、細胞が遊走してい
く状況（細胞が剥がれた領域が細胞の遊走に
より埋まっていく様子）をビデオ観察し、所
要時間を測定した。 
 
（５）インべージョンアッセイ法による浸潤
能の測定：ヘテロながん細胞集団内の高転移
性がん細胞に腫瘍壊死因子 TNFαの発現が認
められたので、TNFαによる高転移性がん細
胞や非転移性がん細胞の浸潤能の変化を検
討した。24 穴用のトランスウェルの下面にマ
トリゲルをコートし、ヘテロながん細胞集団
あるいは単一のがん細胞をトランスウェル
の上室にいれ、下室を TNFαを添加した培養
液あるいは無添加培養液で満たし、24 時間培
養後、フィルターを通過した細胞を染色し、
顕微鏡下にて計測した。 
 
（６）タイムラプスビデオカメラによる活性
型 低 酸 素 誘 導 因 子 HIF-1 α (Hypoxia 
inducible factor)発現の観察：われわれは
高転移性がん細胞と非転移性がん細胞の遺
伝子およびタンパク質発現の網羅的解析（マ
イクロアレイ・質量分析法）を行い、融合プ
ロテオミクス法にて高転移性がん細胞にて
亢進しているシグナルネットワークと重要
分子を同定していた。これらのデーターと解
析（２）、（３）のデータから、HIF-1αが高
転移性がん細胞に特徴的な分子であり、ヘテ
ロながん細胞集団にて発現する TNFαシグナ
ルネットワークが HIF-1αシグナルネットワ
ークにつながることがわかったので、ヘテロ
ながん細胞集団と単一の高転移性がん細胞
集団内における活性型 HIF-1αの発現の相違
に着目した。活性型 HIF-1αを可視化するた
めに、活性型 HIF-1αが蓄積すると緑色に光
る高転移性がん細胞を作製し、24 穴プレート
にヘテロながん細胞集団と高転移性がん細
胞集団をそれぞれまき、タイムラプスビデオ
カメラを用いて、活性型 HIF-1αの発現を培
養 24 時間後から 7日間観察した。 
 
（７）動物モデルを用いた HIF-1αノックダ
ウン細胞の性状解析：高転移性がん細胞にお
ける HIF-1αの発現と浸潤・転移能との関係
を調べるために、高転移性がん細胞の HIF-1
αをノックダウンした細胞を作製し、ヌード
マウスの舌に移植し、生存率、舌および頸部
リンパ節の転移について（１）と同様の方法
にて解析を行った。またノックダウン細胞と
高転移性がん細胞を混和したヘテロながん
細胞集団も同様の解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）ヘテロながん細胞集団移植動物モデル
群は単一がん細胞移植群と比較し悪性化が
増大した：各種舌がん細胞を同所性移植した
ヌードマウスの生存率を比較検討したとこ

ろ、移植後 42 日の生存率は、単一移植群で
は 100％であったのに対し、ヘテロな細胞群
では 42％で、予後不良となっていた。各がん
細胞の発育・転移様式を実体蛍光顕微鏡を用
いて経時的に調べると、がん細胞を移植した
舌において、単一がん細胞移植群では腫瘍は
移植部を中心とした単塊を示したのに対し、
ヘテロながん細胞集団移植群では転移性が
ん細胞の腫瘍塊が移植部および後方に散存
し、強い浸潤像を示していた。また頸部リン
パ節転移を検討したところ、高転移性がん細
胞移植群ではリンパ節転移が全例単発であ
ったのに対し、ヘテロながん細胞群では 75%
が多発転移を示していた。以上のことより、
ヘテロながん細胞群は単一がん細胞群と比
較し、悪性化が増大していることがわかった。 
 
（２）高転移性がん細胞と非転移性がん細胞
の混合培養（がん細胞間コミュニケーショ
ン）により発現する分子がある：ヘテロなが
ん細胞集団、各単一がん細胞集団の網羅的遺
伝子解析を行った結果、各単一がん細胞集団
では発現していなかったが、ヘテロながん細
胞集団で発現した分子が424分子検出できた。
これらの分子をネットワーク解析すると、細
胞の運動に関与する（Rho）シグナルネット
ワーク、G タンパク質結合受容体シグナルネ
ットワークなどの分子シグナルネットワー
クの亢進が認められた。 
 
（３）ヘテロながん細胞集団内の高転移性が
ん細胞では腫瘍壊死因子のシグナルネット
ワーク（TNF Signaling）が亢進していた：
（２）の解析結果より得られたヘテロながん
細胞集団にて遺伝子が発現した424分子の中
で、FACS を用いてヘテロながん細胞集団内か
ら採取した高転移性がん細胞にのみ発現す
る分子は 55 分子であった。これらの分子の
ネットワーク解析にて、TNF Signaling、抗
酸化タンパク質グルタレドキシンなどの分
子シグナルネットワークが亢進していた。 
 
（４）ヘテロながん細胞内の高転移性がん細
胞は単一高転移性がん細胞より遊走能が上
昇していた：傷つけアッセイ法にて、剥離し
た領域が遊走細胞で満たされる時間を計測
すると、ヘテロながん細胞集団では 24 時間
に対し、単一の高転移性がん細胞では 40 時
間であった。 
 
（５）高転移性がん細胞は TNFαにより浸潤
能が増大した：インべージョンアッセイ法に
より浸潤能を検討した結果、TNFαを添加し
ない場合は、高転移性がん細胞も非転移性が
ん細胞もほとんど下面には浸潤しなかった
が、TNFαを添加すると、高転移性がん細胞
は下面に強く浸潤した（22％）が、非転移性
がん細胞はほとんど浸潤しなかった。 
 



（６）ヘテロながん細胞集団では活性型
HIF-1αが早期に発現した：ビデオ観察にて、
ヘテロながん細胞集団では、活性型 HIF-1α
を培養２日めより検出し、4 日目に最大にな
ったのに対し、単一高転移性がん細胞集団で
は培養５日目より検出し、６日目に最大とな
った。 
 
（７）高転移性がん細胞の HIF-1αをノック
ダウンすると転移能が消失し、高転移性がん
細胞と HIF-1αノックダウン細胞のヘテロな
がん細胞集団では浸潤・転移能が増大した：
高転移性がん細胞の HIF-1αノックダウン細
胞、および高転移性がん細胞とノックダウン
細胞を混和したヘテロながん細胞集団を移
植したヌードマウスの 42 日生存率はともに
100 %であった。移植部の舌では、HIF-1αノ
ックダウン細胞は単塊を示し、病理組織検査
（HE 染色）にても膨張性発育し、高転移性が
ん細胞で見られた筋層へのがん細胞の浸潤
はなく、非転移性がん細胞と同様の組織像を
示していた。ヘテロながん細胞集団では腫瘍
塊が移植部および後方に散存し、強い浸潤像
を示していた。頚部リンパ節の転移はノック
ダウン細胞では認められず、このヘテロなが
ん細胞集団では 78 %が多発転移で、単一高転
移性がん細胞と比較し、悪性化が増大してい
た。 
 
以上のことにより、ヘテロながん細胞集団内
の高転移性がん細胞の TNFαシグルネットワ
ークの亢進と活性型 HIF-1αの早期発現がヘ
テロながん細胞の悪性化進行機構の一因で
ある可能性が示唆された。 
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