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研究成果の概要（和文）：腺様嚢胞癌は悪性唾液腺腫瘍で、神経・脈管浸潤を特徴とする疾患で

ある．本研究において、腺様嚢胞癌の浸潤機構にはマトリックスメタロプロテアーゼ(MMP)9 お

よび MMP14 を中心としたシステムが深く関与していることが示唆された．また、腺様嚢胞癌細

胞は血管内皮細胞増殖因子の発現を認め、腫瘍周囲への血管新生を誘導していることが示唆さ

れた．さらに、神経ガイダンス因子であるセマフォリンが浸潤機構に関与している可能性が考

えられた． 
 
研究成果の概要（英文）：Adenoid cystic carcinoma is a malignant salivary gland tumor 
characterized by perineural and perivascular invasion. In this study, we found that MMP9 
and MMP14 were associated with the invasion mechanism of adenoid cystic carcinoma. In 
addition, the expression of VEGF was found in the adenoid cystic carcinoma cells, and 
it was suggested that VEGF induced angiogenesis at peritumoral stroma. Furthermore, it 
might be thought that semaphorins, which were known as the neuron guidance factor, were 
associated with the invasion mechanism of adenoid cystic carcinoma.  
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１．研究開始当初の背景 

(1)腺様嚢胞癌は悪性唾液腺腫瘍で、口腔
領域の悪性腫瘍としては扁平上皮癌に次い
で発生頻度の高い疾患である．口腔領域では
比較的遭遇することが多く、特徴的な病態を

示す疾患であるが、いまだに不明な点も多く、
その理由としては実験モデルが確立されて
いないことが挙げられる． 

 
(2)これまでの研究でより生体に近い環境



であるタイプ Iコラーゲンゲルを用いた 3次
元下での培養が可能な新規腺様嚢胞癌培養
細胞株を樹立した．本細胞株を 3次元培養す
ると、腺様嚢胞癌病理組織型における
cribriform type および solid type と類似し
たコロニー形成を認め、その組織像もこれら
と類似していた．また細胞株を樹立したもと
もとの腫瘍とほぼ同じタンパク発現を示し
た．生体内の環境は 2次元ではなく 3次元で
あり、その周囲の基質の大半がタイプ Iコラ
ーゲンである．したがって、生体内での事象
を解析するにはその環境に類似した培養環
境が必要であり、本方法での培養は生体内の
環境を反映し、腺様嚢胞癌実験モデルとして
有用と考えられた．さらに、これまでに樹立
されていた他の腺様嚢胞癌培養細胞株のい
くつかもタイプ Iコラーゲンゲル内での 3次
元培養が可能であることも確認した． 

 
(3)これまで腺様嚢胞癌の浸潤には uPA に

代表されるセリンプロテアーゼの深い関与
が報告されてきた．本実験モデルを用い、セ
リンプロテアーゼの阻害役であるアミロラ
イドおよびマトリックスメタロプテアーゼ
(MMPs)の阻害役である 1-10 フェダントロリ
ンを培養液中に添加し培養すると、コントロ
ールと比較してアミロライド添加では変化
が起こらなかったが、1-10 フェダントロリン
を添加すると腺様嚢胞癌培養細胞は増殖を
認めず、コロニー形成を認めなかった．コロ
ニーを形成するには周囲に浸潤する、すなわ
ち周囲のタイプ Iコラーゲンを融解する必要
があると考えられる．したがって、本実験か
ら腺様嚢胞癌の浸潤は MMPs 阻害剤で抑制さ
れ、セリンプロテアーゼ阻害剤で変化を認め
なかったことから、腺様嚢胞癌の浸潤には
MMPs が深く関与していることが考えられた． 

 
２．研究の目的 
 (1)3 次元培養実験モデルを用い、腺様嚢胞
癌の浸潤機構の解析を行い、浸潤の中心的役
割を担っていると考えられる、MMPs の同定を
行う．また、腺様嚢胞癌は神経・脈管周囲へ
の浸潤が著明であることから、神経および脈
管形成やリモデリングに関与する増殖因子
が関与していることが考えられ、これら神
経・脈管浸潤関連因子の同定を行う． 
 
 (2)腺様嚢胞癌の予後を左右する因子とし
て局所再発および遠隔転移(特に肺)が挙げ
られるが、局所再発の原因としては神経周囲
浸潤が、遠隔転移の原因としては脈管周囲浸
潤が挙げられる．したがって、神経・脈管周
囲浸潤を引き起こす因子の同定は腺様嚢胞
癌患者の予後改善につながると考えられる．
神経・脈管へ特異的に浸潤を来すには腺様嚢
胞癌細胞が神経もしくは脈管に引っ張られ

るように浸潤していく必要がある．そのよう
な細胞浸潤に方向性を持たせるものとして
は、増殖因子やケモカインなどが考えられる
が、そのなかでも神経や脈管に特異的に関与
する因子との関連が推察されるため、これら
の因子について本実験モデルを用いて検証
を行う． 
 
 (3)3 次元培養実験モデルは間充織最大の
構成成分であるタイプ Iコラーゲンを用いて
いるため、生体の状況をより反映したモデル
と考えられる．そのため、本実験モデルより
得られた結果は早期に臨床応用できる可能
性が高いと考えられる． 
 
３．研究の方法 
 (1)2次元培養および3次元培養を行った腺
様嚢胞癌細胞から RNA の回収を行う．2次元
培養の細胞からは通法通りの RNA回収が可能
であるが、3次元培養の細胞からの RNA 回収
は、培養細胞をタイプ Iコラーゲンゲルごと
回収し、タイプ Iコラーゲンゲルをコラゲナ
ーゼ処理し融解した後に細胞を回収し、以降
は 2次元培養の細胞と同様に通法通りで RNA
回収を行う．回収した培養条件の異なる培養
細胞の RNAについて、MMP2、MMP7、MMP9,MMP14、
MMP15 について発現を確認し、培養方法によ
る発現の違いを確認する． 
 
 (2)2次元培養および3次元培養下における
腺様嚢胞癌培養細胞の神経・脈管関連因子の
発現を確認する．神経・脈管関連因子として
は神経・脈管系の構築に関わる因子や、恒常
性を維持するために必要な因子、ケモカイン
などについて確認する． 
 
 (3)腺様嚢胞癌培養細胞をヌードマウスへ
移植し、形成された腫瘍塊から再度培養細胞
株を作成し、それを繰り返しヌードマウスへ
移植することにより遠隔転移をきたす細胞
株(遠隔転移株)の樹立を行う．遠隔転移には
脈管浸潤が必要となるため、遠隔転移株は高
浸潤能も有していると考えられる．そのため、
通常の細胞株との相違を検索することで浸
潤機構の中心的役割を担っている因子の確
認を行うことが可能と考える．また、遠隔転
移株を樹立することにより、遠隔転移のメカ
ニズムの解析も可能になると考えられ、遠隔
転移株が樹立されれば、遠隔転移についての
解析も今後行うこととする． 
 
(4)基底膜様物質とされているマトリゲル

を用いて発現の確認された神経・脈管関連因
子による化学走行性の有無について確認す
る．腫瘍は周囲組織に浸潤するには必ず基底
膜の破壊を必要とする．さらに、脈管内に進
入するためにも再度基底膜を破壊する必要



性がある．マトリゲルは基底膜とほぼ同等の
構成成分からなり、基底膜の破壊を伴う実験
には不可欠と考える．本実験では腺様嚢胞癌
培養細胞と関連性が疑われる神経・脈管関連
因子へ向かい、腺様嚢胞癌培養細胞が基底膜
を破壊しながら遊走できるか否かを検討す
る．この結果から、腺様嚢胞癌が実際にその
増殖因子やケモカインに向かい遊走する、す
なわち方向性をもった浸潤をするか否かの
検討ができると考える． 

 
４．研究成果 
 (1)タイプ Iコラーゲンを破壊する MMPs と
して、MMP1、MMP2、MMP7、MMP9、MMP14 など
があり、腺様嚢胞癌と関連が深い MMPs とし
てはこれまでに MMP15 が報告されている．こ
れらについて 2次元培養の細胞および 3次元
培養の細胞で RNA 発現を検討したところ、
MMP7、MMP9、MMP14、MMP15 は 2 次元培養下お
よび 3次元培養下にかかわらず発現を認めた
のに対して、MMP2 は 3 次元培養では発現を認
めなかった．このことは ACCNSだけではなく、
他の腺様嚢胞癌培養細胞株でも見られた．
MMP2 が 3 次元培養で発現しないことから、3
次元培養下でのコロニー形成において、MMP2
が関与していないことが考えられた．このこ
とから、腺様嚢胞癌の浸潤機構に MMP2 は関
与していない可能性が示唆された．したがっ
て、腺様嚢胞癌の基底膜破壊には MMP9 が中
心的な役割を果たしていると考えられ、基底
膜以外の部位への浸潤にも同様に MMP9 が関
与している可能性が考えられた． 
 
 (2)神経・脈管関連因子の発現は RT-PCR、
免疫細胞染色、Western Blotting 法で確認を
行った．膵臓癌で神経周囲浸潤との関連が報
告されている、GDNF（Glial cell-derived 
neutrophilic factor；グリア細胞由来神経
栄養因子）のレセプターである GFRα1 およ
び c-Ret のタンパク発現を認めたが、GDNF の
発現は認めなかった．GDNF のレセプターを発
現していることから GDNF は腺様嚢胞癌の浸
潤機構に関与している可能性が考えられた．
また、強力な血管新生因子である VEGF のタ
ンパク発現を認めたが、そのレセプターであ
る KDR および FLT-1 の発現は認めなかった．
しかし、KDR の co-レセプターである NRP1 の
発現を認めた．NRP1 は KDR と VEGF の結合を
増強するとされているが、NRP1単独では VEGF
のレセプターとはなりえない．腺様嚢胞癌培
養細胞において KDRの発現を認めないことか
ら、腺様嚢胞癌において VEGF はオートクラ
インではなくパラクラインとして働いてい
る可能性が考えられた．すなわち、腺様嚢胞
癌周囲への血管新生を引き起こしている可
能性が考えられ、腫瘍周囲に血管が新生され
ることは、腺様嚢胞癌細胞の脈管浸潤および

それに後発すると考えられる遠隔転移の可
能性を増加させている可能性が考えられた．
また、 NRP1 の他のリガンドとしては
SEMA3family があるが、SEMA3family は神経
の ガ イ ダ ン ス 因 子 で あ る こ と か ら 、
SEMA3family-NRP1 が腺様嚢胞癌の浸潤機構
に関与している可能性が考えられたが、
SEMA3family の発現については細胞レベルで
十分な検討が行えていない． 
 
 (3)腺様嚢胞癌培養細胞をヌードマウスへ
同所性に移植し、形成された腫瘍塊から再度
培養細胞株を樹立した．この新たに樹立した
培養細胞株を繰り返しヌードマウスに移植
を行ったところ、腫瘍や培養細胞の増殖速度
は速くなったものの、リンパ節転移や肺転移
は認められず結果的に高浸潤株(遠隔転移
株)の樹立はできなかった． 
 
 (4)化学走行性については明らかにレセプ
ターの発現を認めた GDNF についてのみ検討
を行った．実験にはマトリゲルでコーティン
グをしたボイデンチャンバーを使用し、上層
に腺様嚢胞癌培養細胞を播種し、下層に GDNF
を付与し、上層から下層へと移動する腺様嚢
胞癌培養細胞の数を計測した．付与する GDNF
の濃度は製品添付のプロトコールに従い、最
適な濃度になるように付与した．結果はコン
トロールと GDNF 投与群での移動した細胞数
に有意差は認められず、腺様嚢胞癌培養細胞
において GDNF における化学走行性は認めら
れなかった．またあわせて細胞増殖能につい
ても検討を行ったが、同様にコントロールと
GDNF の間に有意差を認めず、腺様嚢胞癌の浸
潤機構において GDNF は関与していないと考
えられた．今後は VEGF や SEMA3family など
についても検討を加えていく予定である． 
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