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研究成果の概要（和文）： 
 マウスおよびヒトがん組織において、がん上皮細胞と周囲間質細胞を培養操作なしで分離・
解析することに成功した。このことは間葉系幹細胞を予期的に分離するための表面マーカーが
再生医療への応用だけに限らず、がん組織に存在する悪性間質細胞をも分離・評価する解析方
法として有用であることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In human and mouse cancer tissues, we succeeded in isolating and analysis without culture 
operation around stromal cells and cancer epithelial cells. This is useful as a method 
of analyzing surface markers to separate the prospective mesenchymal stem cells is not 
limited to application to regenerative medicine, to separate and evaluation malignant 
stromal cells present in the cancer tissue it was suggested. 
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１．研究開始当初の背景 
 口腔癌は実質である癌細胞とそれを支持
する間質細胞から構成されている。癌組織に
おいては、たとえそれが浸潤部でも、癌細胞
（悪性転化上皮細胞）は全体の 50%以下であ
り、癌組織を構成する細胞の大部分は間質細
胞からなる。近年、癌間質における癌関連線
維 芽 細 胞 (cancer/carcinoma-associated 
fibroblasts: CAFs)の存在が注目され、CAFs
と非癌部線維芽細胞では遺伝子発現や増殖
因子に対する反応性が異なると報告されて
いる。癌の発生・増殖・浸潤・転移機序を解
明する上で上皮-間葉相互作用という観点は
不可欠であり、多くの癌研究者が CAFs を含
む間質細胞の役割に注目している。間質細胞
が癌細胞の浸潤・転移を促進している報告例

としては、癌細胞と扁平上皮癌組織から分離
した CAFs を加えておくと癌細胞の浸潤が顕
著に亢進すること、またヒト乳癌細胞株とヒ
ト 骨 髄 間 葉 系 幹細 胞 (Mesenchymal stem 
cells: MSCs)とを一緒に免疫不全マウスの皮
下に移植すると、癌細胞単独で移植したとき
に比べて肺転移が顕著に亢進することが示
され、MSCsが遠隔転移を促進しうることが示
唆されている。申請者らはこれまでにフロー
サイトメーター(FCM)による細胞分離技術を
活用した組織幹細胞分離に関する研究を精
力的に行ってきた。再生医療の分野で注目さ
れている MSCs は、これまで有効な抗原マー
カーが知られていなかったために、生体内で
の動態を詳細に解析することが不可能であ
った。このような問題点を解決するため、申
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請者はマウスでは CD140a(PDGFRα)＋Sca-1＋

CD45-Ter119- 、 さ ら に ヒ ト で は
CD90(Thy-1)+CD271(LNGFR)+を MSCs 特異的マ
ーカーとして同定し、MSCsおよびその他の間
葉系細胞分画を直接生体から分離する技術
を確立した。これまで間質線維芽細胞が癌細
胞により変化を受ける（教育される）悪性転
化メカニズムを詳細に解析した報告は少な
い。その原因の一つとして、これまでの MSCs
をはじめとする癌間質細胞の実験系が培養
によって樹立された細胞（血液細胞も含む雑
多な間質細胞集団）を用いて行われてきたこ
とが原因としてあげられる。そこで申請者ら
が確立した FCMによる間葉系細胞を各分画に
分けて解析する実験系を駆使することで、間
質細胞の悪性転化の様子を各病期、各細胞分
画に分けてリアルタイムに解析することが
可能であると考えられる。各間質細胞分画に
おける癌形成促進因子（血管新生因子・リン
パ管形成因子・炎症関連メディエーター）を
突き止め、口腔癌や他の消化器癌の間質細胞
に焦点を当てた治療戦略への足がかりをつ
かみたいと考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、正常上皮組織から癌が発生し
ていく過程（正常上皮→異形性→前癌病変・
前癌状態→癌）と同時に進行していると予想
される癌周囲間質細胞の悪性転化メカニズ
ムを、癌形成促進因子に注目して詳細に解析
しようと計画した。具体的な研究項目は①癌
自然発症型マウスを用いて、癌が発生・増
殖・浸潤する各過程における間葉系細胞を、
細胞表面抗原を指標にフローサイトメータ
ーにより分離し、その性状を解析する実験系
を構築する。②各病期、各間葉系細胞分画に
おける癌形成促進因子を検証する。③癌形成
促進因子を遮断することで、癌の浸潤・転移
抑制効果をマウスおよびヒトで検証する、の
3 つであった。上述の背景およびこれまでの
研究成果をもとに、本研究は癌自然発症型マ
ウスを用いて、癌が発生・浸潤していく過程
における正常間質細胞から悪性間質細胞へ
の転化の様子を以下の項目を検討すること
によって明らかにしようと計画した。 
（１)扁平上皮癌自然発症型マウスの癌発生
部位において、上皮細胞が「正常上皮細胞→
異形性→前癌病変→癌細胞」へと変化してい
く各過程で、各病期における癌組織細胞を血
球系マーカーである CD45、Ter119、間葉系細
胞マーカーである PDGFRα、Sca-1 にて染色
し、FCM を用いてそれぞれの細胞集団の変異
を解析する。（２）扁平上皮癌が進行してい
く各病期の段階で、上記マーカーを使って各
細胞集団に分けられた PDGFRα+Sca-1+、PDGFR
α+Sca-1-、PDGFRα-Sca-1+、PDGFRα-Sca-1-

の各細胞集団を対象に、癌の生存・増殖・浸

潤・転移に寄与すると考えられている血管新
生 (angiopoietin, HGF, bFGF,  CYR61, 
VEGF-A, CTGF) 、 リ ン パ 管 新 生 (VEGF-C, 
VDGF-D) 、 炎 症 関 連 遺 伝 子 遺 伝 子 
(CXCL1/2/5/12,IL-1/6,CCL3/5,MMP3/12,COX
-2,TNF-α)を RT-PCR、定量的 RT-PCR を用い
て、またタンパク質発現をウェスタンブロッ
ティング法、ELISA 法にて解析する。 
(３)病期が進行するに伴い、有意に細胞数が
増加する分画、あるいは発現量が上昇する血
管新生因子、リンパ管新生因子、炎症促進因
子がみつかれば、その因子に対する中和抗体、
あるいは RNA干渉(RNA interference: RNAi)
によって腫瘍の進展を抑制できるかを検討
する。 
(４)ヒト前癌病変（白板症・紅板症）、前癌
状態、癌組織においてもヒト MSCs マーカー
である CD90、CD271 を用いてマウス同様の解
析を行う。 
 
３．研究の方法 
 マウスおよびヒト扁平上皮癌における、癌
細胞周囲間質・間葉系細胞にフォーカスをあ
てた新規化学療法の開発研究へと展開する
ため、本研究計画では以下の研究方法を予定
した。①扁平上皮癌自然発症型マウスの各病
期における間葉系細胞分画を FCMにて解析す
る。②各病期、各間葉系細胞集団における血
管新生因子・リンパ管新生因子・炎症促進因
子を調べる。③各癌促進因子に対する中和抗
体、あるいはその因子の下流シグナルに対す
るノックダウン法によって腫瘍の進展を抑
制できるかを検討する。④ヒト前癌病変（口
腔白板症・紅板症）、前癌状態（口腔扁平苔
癬）、口腔扁平上皮癌組織に対して CD90 と
CD271 を用いて、FCM およびに免疫組織化学
的手法よる解析を行い、各病期、各分画にお
ける血管新生因子・リンパ管新生因子・炎症
促進因子を調べる。計画した具体的な研究方
法を以下に示す。 
（１)扁平上皮癌自然発症型マウスに発生し
た癌組織から、腫瘍間質を構成する間葉系細
胞分画の特異抗原を指標とした FCMによる解
析。これまで癌幹細胞の細胞表面抗原を同定
するために、癌幹細胞に発現している特異的
細胞表面抗原マーカーを指標として、FCM に
て分離し、採取した細胞の移植実験にてその
造腫瘍効果を検討する報告は数多くあった。
しかしながら癌組織を構成する血球系細胞
（マクロファージ）や、間質・間葉系細胞が
癌細胞の生存・増殖・浸潤を支持していると
いう報告はあるものの、癌組織の間質細胞を
直接分離する実験系を確立させ、報告した研
究は少ない。このことは間質・間葉系細胞を
直接解析することが可能な細胞表面マーカ
ーが同定されなかったことがその原因とし
て上げられる。そこで以下の方法により、腫



瘍間質の遷移を病期毎に観察しその性状を
明確にすることを目的とした。 
①扁平上皮癌自然発症型マウスの間質細胞
悪性転化の様子を調べるため、癌細胞周囲に
存在する悪性間質細胞を培養操作なしで直
接分離する実験系を確立する。具体的には、
扁平上皮癌発生（予定）部位から、上皮およ
び上皮下結合組織まで含めた組織を採取し、
細胞生存率の高い（機械的）細胞調整法やコ
ラゲナーゼ濃度、処理時間等の条件を設定す
る。 
②最もわかりやすく細胞分画を分けること
ができる細胞表面マーカー(CD45、Ter119、
PDGFRα、Sca-1)と蛍光色（FITC、PE、APC 等）
の組み合わせの条件を検討する。 
（２)癌組織中の間葉系細胞分画における血
管新生、リンパ管新生、炎症性因子を検索し、
CAFsへの教育機構を明らかにする。これまで
癌細胞の生存・増殖・浸潤・転移を支持する
と報告されている腫瘍内血管新生、あるいは
癌と CAFs の関連性についての報告はあるも
のの、癌細胞が増殖・浸潤していくのと同時
に間質細胞による血管新生因子や癌細胞増
殖促進因子について、包括的かつ縦断的に解
析した研究報告は少ない。また CAFs と呼ば
れている一連の癌間質周囲細胞は、実際癌細
胞にどのように働きかけるものなのか、また
はどのような細胞表面マーカーを発現して
いるのか等、具体的なことはわかっていない。
本研究では癌が増殖していくどの過程で血
管やリンパ管ができてくるのか、あるいはど
の時点で間質細胞から炎症性サイトカイン
が有意に上昇し、癌細胞の増殖や転移に働き
かけるのかを明らかにする。またその細胞分
画が明らかになれば、それを CAFs と同定で
きると考えた。また転写因子として癌周辺の
炎症を起こし、癌の増殖を助けていると報告
されている NF-kBは本研究の重要な解析対象
である CXCL1/2, IL-1/6, TNF-αなどの炎症
性サイトカインを一括して生成させる大き
な特徴がある。CAFs を含む、あるいは CAFs
を生じる間葉系細胞にて、その発現量が上昇
していることが強く予想されるため、腫瘍組
織における NF-kBの発現も確認しようと考え
た。 
①癌が進行していく各病期、各間葉系細胞分
画における血管新生因子(angiopoietin, HGF, 
bFGF,  CYR61, VEGF-A, CTGF)、リンパ管新
生因子(VEGF-C, VDGF-D)を RNA レベルでは
RT-PCR、定量的 RT-PCR を用いて、またタン
パク質レベルでは ELISA法、ウェスタンブロ
ッティング法にて時系列でその発現量を調
べる。また腫瘍血管細胞や CAFs の起源が骨
髄由来 MSCs とする報告もある。これを検証
するために、癌病変が進行していく過程で採
血を行い、FCM にて解析する。申請者はマウ
ス、ヒトともに正常末梢血中に MSCs は存在

しないことを確認していた。 
②これまでの予備的実験にて、癌病巣におけ
る血管新生や癌細胞の転移に関連すると報
告されているオステオポンチン(OPN)がヒト
口腔扁平上皮癌の浸潤端に接する間質細胞
において発現していることを確認していた。
OPN を含む炎症促進因子およびサイトカイン
(OPN, CXCL1/2/5/12, IL-1/6, CCL3/5, 
MMP3/12, TNF-α)がどのタイミング、どの細
胞分画で上昇しているのかを RT-PCR、定量的
RT-PCR、ELISA 法、ウェスタンブロッティン
グ法にて解析する。 
（３)血管新生因子、リンパ管新生因子、炎
症促進因子に対する中和抗体、あるいはノッ
クダウン法によって腫瘍の進展を抑制でき
るかを in vitroおよび in vivoにて調べる。 
①癌細胞支持因子を発現している間葉系細
胞集団を FCM にて分離、培養し、RNA i にて
関連遺伝子のノックダウン、あるいは中和抗
体を利用しての発現タンパク質の抑制が可
能であるかを培養実験によって調べる。 
②癌自然発症型マウスに対し、RNA およびタ
ンパク質レベルにて有意に発現が上昇して
いた因子に対しては中和抗体と RNAi、NF-kB
に対しては RNAi による腫瘍抑制効果を確認
する。 
（４）ヒト前癌病変（白板症・紅板症）、前
癌状態（口腔扁平苔癬）、口腔扁平上皮癌に
おける癌細胞周囲間質細胞の同定と、癌の生
存・増殖・浸潤・転移促進因子の解析 
ヒト前癌病変（白板症・紅板症）、前癌状

態（口腔扁平苔癬）およびヒト口腔扁平上皮
癌に対して、ヒト MSCs マーカーである CD90
と CD271 を指標に、FCM による解析を行い、
各病期および各細胞分画における血管新生
因子・リンパ管新生因子・炎症促進因子を調
べる。 
①ヒト癌病変を正常の状態から前向きに経
過を追って観察することは不可能であるが、
病理学的はっきり定義されている前癌病変
や前癌状態では CD90+CD271+、CD90+CD271-、
CD90-CD271+、CD90-CD271-のどの分画が有意に
増加しているのかを FCMによる解析で確認で
きると考えた。 
②各病期・各分画における血管・リンパ管形
成、炎症関連遺伝子およびタンパク質につい
て、マウスの解析にて用いた手法にて調べる。 
（５）ヒト前癌病変、前癌状態、口腔扁平上
皮癌切除標本における悪性間質細胞と血
管・リンパ管新生および炎症関連タンパク質
の発現領域の解析。各切除検体における、ヒ
ト MSCs マーカーCD90/CD271 と血管・リンパ
管形成、炎症関連各タンパク質および NF-kB
を対象に、癌上皮細胞との位置関係や発現領
域、発現量を免疫組織染色によって明らかに
する。以上の研究結果が得られれば、現在の
増殖性上皮細胞に焦点を当てた化学療法と



組み合わせることで、上皮細胞と間質細胞に
標的を持った新規化学療法を開発するきっ
かけをつかめると考えた。 
 
４．研究成果 
平成 23年度 
 扁平上皮癌自然発症型マウスに発生した
癌組織から、腫瘍間質を構成する間葉系細胞
分画の特異抗原を指標とした FCMによる解析
を予定した。海外の研究室より、扁平上皮癌
自然発症型マウス（K-14-HPV16）を譲渡して
いただけるところまで契約できたが微生物
感染症の審査により、当大学への搬入が困難
であると判定された。そのためマウス扁平上
皮癌モデルを自然発症型ではなく、浸潤様式
4C のヒト口腔癌細胞株（OSC-19）を用いて、
免疫不全マウス（BALB/c nu/nu）に移植し、
そのマウスにおける癌周囲間質細胞の解析
を行うこととした。ヒト腫瘍細胞をマトリゲ
ルと一緒に免疫不全マウスに移植し、その病
態を解析する手技を確立することに成功し
た。また、これらの腫瘍組織における間質細
胞を解析するために最もわかりやすく細胞
分画を分けることができる間葉系細胞表面
マーカー(CD45、Ter119、PDGFRα、Sca-1)と
蛍光色（FITC、PE、APC 等）の組み合わせの
条件を検討し、CD326（癌細胞マーカー）-PE、
Lineage marker（血球系マーカー）-PE-Cy7、

PDGFRα（間葉系幹細胞マーカー）-APC、

Sca-1(間葉系幹細胞マーカー)-FITC の組み
合わせが最も解析しやすい組み合わせであ
ることがわかった。 
 このマウスの各病期における間葉系細胞
分画を FCM にて解析した結果を示す。FCM の
解析より、移植後 3〜10日にかけて腫瘍組織
の移植による炎症反応と思われる変化が
Lineage marker（血球系細胞）分画の上昇に
よって確認できた。また、移植後 10〜21 日
に か け て 間 葉 系 細 胞 分 画 で あ る
CD140a(PDGFRα ) ＋ Sca-1- 分画が 1.33%→
11.1%→13.7%と上昇していることが確認で
きた(左下図)。現在この結果を追試中であり、
がん組織の増大とともに上昇してきたこの
CD140a(PDGFRα)＋Sca-1-分画を血管新生因子
や炎症促進因子について解析中である。 
 
平成 24年度 
 前年度確立した腫瘍組織を癌細胞と間質
細胞に、培養操作を経ることなく、細胞が生
存した状態で FCMにて解析する方法をヒト口
腔癌切除組織に応用しようと試みた。ヒト癌
組織の場合でもマウスと同じように最もわ
かりやすく細胞分画を分けることができ、か
つ細胞生存方法が高い機械的処理方法の条
件等を行なった。その結果、CD326（癌細胞
マーカー）-PE、Lineage marker（血球系マ
ーカー）-FITC、LNGFR(=CD271)（間葉系幹細
胞マーカー）-APC、Thy-1(=CD90)(間葉系幹
細胞マーカー)-PE-Cy7 の組み合わせが最も
解析しやすい組み合わせであることがわか
った。現在症例数・検体数を増やし、解析を
進めている。今回の研究によってはじめてヒ
トがん組織から培養操作をすることなく、が
ん細胞と癌細胞周囲の間質細胞を分けるこ
とに成功した（下図）。 

 今後はこの手法を用いて癌組織における
間質細胞が、通常の組織における間質細胞と
異なるのかどうか、異なるのであれば、がん
の増殖・転移に関係するタンパク質が発現し
ているかどうかを解析していく予定である。



具体的には炎症促進因子およびサイトカイ
ン (OPN, CXCL1/2/5/12, IL-1/6, CCL3/5, 
MMP3/12, TNF-α)がどのタイミング、どの細
胞分画で上昇しているのかを RT-PCR、定量的
RT-PCR、ELISA 法、ウェスタンブロッティン
グ法にて解析する。 
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