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研究成果の概要（和文）：口腔扁平上皮癌(SCC)において、アポトーシスをきたした癌細胞はマクロファージのみなら
ず生活癌細胞によっても貪食処理されているが、同種間死細胞貪食の病理学的意義は不明である。これまでの研究成果
をもとに、「MFG-E8を介した癌細胞によるアポトーシス細胞貪食は癌細胞機能を活性化する」という仮説を設定し、MF
G-E8低発現性の口腔SCC培養細胞にMFG-E8を過剰発現させて細胞機能を評価した。MFG-E8高発現により、アポトーシス
細胞貪食が増加し、遊走浸潤能が亢進した。したがって、同種間死細胞貪食にMFG-E8が関与し、さらにMFG-E8を介する
貪食が癌細胞機能を活性化する可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Apoptotic oral squamous cell carcinoma (SCC) cells are engulfed by macrophages or 
even by neighboring SCC cells. We hypothesized that engulfment of apoptotic carcinoma cells by living 
carcinoma cells are promoted via MFG-E8, one of phagocytosis regulating molecules, and this phenomenon 
could contribute to tumor progression. Transient MFG-E8 overexpression in SCC cell lines increased 
migration, invasiveness, and engulfment of apoptotic cells. Thus we have demonstrated that MFG-E8 is 
involved in the clearance of apoptotic carcinoma cells by living carcinoma cells, and it might promote 
tumor progression in oral SCC.

研究分野： 医歯薬学（歯学・形態系基礎歯科学）
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１．研究開始当初の背景 

 病理診断学において、癌細胞の細胞質内に
好中球など他の細胞成分が存在する現象は
古くから知られており、「エンペリポレーシ
ス」や「カニバリズム」などとも呼ばれてい
る。研究代表者も日常の病理診断業務を通じ、
口腔扁平上皮癌(SCC)細胞が赤血球やアポト
ーシスに陥った癌細胞を貪食する現象を見
出してきた。そこで、なぜ癌細胞は他の細胞
成分や同種死細胞を貪食処理するのか、その
分子メカニズムと病理学的意義に興味を抱
いたが、本主題に関する研究は国内外を問わ
ず、ほとんど手つかずの状態であった。 
 研究代表者は科学研究費(若手 B・平成 23
～24 年)の支援のもと、口腔 SCC 外科材料に
おける免疫組織化学的検討ならびに培養細
胞を用いた試験管内アポトーシス細胞貪食
実験を行い、癌細胞の同種死細胞貪食に関わ
る分子機構の一候補として、milk fat globule- 
epidermal growth factor-factor VIII (MFG-E8)を
特定してきたが、これを検証し発展すべく、
本研究課題を計画した。 
 
２．研究の目的 

 本研究の目的は癌細胞の同種間死細胞貪食、
すなわち、生活癌細胞がアポトーシス細胞死を
きたした癌細胞を貪食・処理する現象に関わる
分子機構とその病理学的意義を究明することで
ある。研究代表者は「アポトーシス癌細胞は
同種癌細胞によっても処理される」という仮
説を設定し、主として口腔 SCC 由来培養細胞
を用いた試験管内実験で、MFG-E8 が同種死
細胞貪食を促進し、アポトーシス細胞貪食に
よる癌細胞の増殖性および浸潤性への影響
を明らかする。 
 
３．研究の方法 

(1) 口腔 SCC 由来培養細胞における MFG-E8
発現レベルの検討：通常条件下で維持・培養
した口腔 SCC 由来培養細胞 9 種を対象に、
MFG-E8 mRNA 発現レベルを定量的 RT-PCR
で解析した。 
 
(2) MFG-E8 過剰発現細胞の調製：MFG-E8 を
高発現する ZK-1 の cDNA ライブラリーより
MFG-E8 バリアント 1, 2(それぞれ v1, v2)の
cDNA 全長配列を増幅し、発現ベクター
pcDNA3.1/CT-GFP TOPOにライゲーションし
た。DNA シークエンシングにより配列を確認
したのち、MFG-E8 低発現性培養細胞にリポ
フェクション法で一過性導入を行った。導入
後、MFG-E8-GFP 融合蛋白質の遺伝子・蛋白
質発現レベルを継時的に検討した。 
 
(3) 試験管内アポトーシス細胞貪食実験：口
腔 SCC 細胞に、赤色蛍光色素で標識後に紫外
線照射によりアポトーシスを誘導した同種
細胞または Jurkat 細胞を添加し、24 時間共培

養を行った。リン酸緩衝液で十分に洗浄後、
4%パラフォルムアルデヒドにて固定し、アポ
トーシス細胞貪食と MFG-E8-GFP 融合蛋白
質の局在を蛍光顕微鏡にて観察した。貪食細
胞率はフローサイトメータにて定量した。 
 
(4) MFG-E8 が癌細胞機能に及ぼす影響の検
討：MFG-E8 過剰発現細胞の細胞動態を細胞
増殖試験、トランスウェル遊走試験、マトリ
ジェル浸潤試験にて検討した。 
 
(5) 口腔 SCC におけるアポトーシス細胞貪食
関連因子MERTK・GAS6の発現解析：MFG-E8
以外のアポトーシス細胞貪食関連分子を検
索する目的で、受容体型チロシンキナーゼ
MERTK とオプソニン分子 GAS6 の発現を口
腔 SCC 外科材料および口腔 SCC 培養細胞を
用いて解析した。 
 
４．研究成果 

(1) 口腔 SCC 細胞における MFG-E8 発現：9
種の口腔SCC細胞(ZK-1, ZK-2, MK-1, Ca9-22, 
SAS, HSC-2, HSC-3, HSC-4, HO-1-u-1)とヒト
末梢血由来マクロファージ、急性単球性白血
病由来細胞 THP-1 の MFG-E8 mRNA 発現レ
ベルを RT-PCR にて定量した結果、マクロフ
ァージや THP-1 に比べて、いずれの口腔 SCC
培養細胞においても高い遺伝子発現レベル
が確認された。 
 
(2) 口腔 SCC 細胞での MFG-E8 過剰発現： 9
種のうち、MFG-E8 mRNA 発現レベルが低か
った 3 種 (ZK-2, SAS, HSC-4)に MFG-E8 
v1-GFP, MFGE8 v2-GFP, GFP (対照)の各発現
ベクターをトランスフェクションした。薬剤
選択法による安定発現細胞の樹立を試みる
たが困難であったため、一過性発現細胞を以
下の実験に供した。遺伝子導入効率がもっと
も高い細胞種は SAS で、約 50%であった。両
バリアントとも MFG-E8-GFP 融合蛋白質は
MFG-E8 と同様、細胞質内に局在していた。
また、蛋白質発現はウェスタンブロット法に
ても確認できた。  
 
(3) MFG-E8 過剰発現細胞でのアポトーシス
細胞貪食：試験管内アポトーシス細胞貪食実
験の結果、v1, v2 いずれの MFG-E8 過剰発現
細胞においても、アポトーシス細胞貪食の亢
進が認められ、貪食されたアポトーシス細胞
の周囲に MFG-E8-GFP 融合蛋白質が濃縮し
ていた(図 1)。 

 
 

図 1 MFG-8 過剰発現細胞に貪食されたアポトーシス細胞
緑：MFG-E8 v1-GFP 赤：アポトーシス細胞 



(4) MFG-E8 過剰発現が癌細胞機能に及ぼす
影響：上記細胞に遺伝子導入を行い、MTS 法
による細胞増殖試験を行ったが、v1, v2 とも
対照に比べ増殖性に明らかな変化はなかっ
た。一方、トランスウェル遊走試験とマトリ
ジェル浸潤試験の結果、v1, v2 ともに遊走・
浸潤細胞の有意な増加が確認された(図 2)。 

 
 
 
(5) 口腔 SCC での MERTK・GAS6 発現：口
腔 SCC の外科材料において、免疫組織化学的
に MERTK および GAS6 の発現を検索したと
ころ、多くの症例で癌細胞に MERTK・GAS6
陽性が確認された。また、口腔 SCC 培養細胞
では MERTK に加え、リン酸化 MERTK の陽
性が認められた。 
 
(6) 実験結果の評価と研究の総括：これまで
の結果から以下のように結論した。 

① アポトーシスをきたした口腔 SCC 細胞
は同種癌細胞によって貪食処理され、そ
の貪食には MFG-E8 が関与している。 

② MFG-E8発現を上昇させた癌細胞では遊
走能・浸潤能が亢進したが、その機序の
一部としてアポトーシス細胞貪食が考
えられた。 

③ MFG-E8 に加え、MERTK および GAS6
も口腔 SCC での同種間アポトーシス細
胞貪食に関わる可能性が示された。 

本研究により、口腔癌での同種間死細胞貪食
の分子機序の一つが明らかとなった。今後、
MFG-E8 以外の貪食促進因子を探索するとと
もに、本現象が癌の増殖進展に及ぼす影響を
解明することで、新規抗癌治療の開発を念頭
においた基礎研究を展開したい。 
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