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研究成果の概要（和文）：　エナメル上皮腫細胞(AM-3)と線維芽細胞(HFF-2)の相互作用を解析することによ
り、AM-3が分泌するIL-αに刺激されたHFF-2のIL-6,IL-8の発現を促進すること、両者を共培養するとAM-3の遊
走能を高めることが分かった．このことはエナメル上皮腫細胞はIL-1α分泌を介して間質線維芽細胞と相互的に
働き、腫瘍の浸潤発育に有利な微小環境を構築することを示唆した．
　2層コラーゲンゲル半球培養において、AM-3単独培養に比べ線維芽細胞の存在下ではAM-3は浸潤突起を積極的
に形成し集団として浸潤することが伺えた．また、その浸潤突起の先端では、線維芽細胞が浸潤を誘導する様子
が認められた．

研究成果の概要（英文）：Analyses of the interaction, cross-talk, between ameloblstoma cell (AM-3) 
and fibroblast cell (HFF-2) revealed that AM-3 secreted IL-α and facilitated of IL-6 and IL-8 
secretion of HFF-2 fibroblasts, and stimulation by the cocultured supernatant of both cells 
accelerated the migration activity of AM-3. These findings suggest that the ameloblastoma cells and 
stromal fibroblasts behave interactively via cytokines to create a microenvironment that leads to 
the extension of ameloblastomas. 
Three dimensional observation using double layered collagen gel hemisphere culture revealed that 
AM-3 cells formed tuft-like invasive processes and collectively invaded into outer layer. These 
findings were more apparent under the presence of HEF-2 fibroblasts when compared to the single 
culture of AM-3. HFF-2 fibroblasts localized to the tips of the invasive tumor processes, suggesting
 that tumor-associated cells assist tumor cell invasion.

研究分野： 口腔顎顔面外科
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 歯原性腫瘍は口腔顎顔面領域の重要な
疾患である．なかでも、エナメル上皮腫
は、わが国では最も発現頻度が高く、周
囲顎骨への浸潤・破壊や歯根の吸収を特
徴とし、再発も多いことから、顎骨を含
めた広範囲切除が推奨される．しかし、
術後の顔面容貌の変化および発音障害な
どに悩む患者も多い． 
 近年、各種の疾患で局所の細胞同士の
相互作用（クロストーク）が病態生理に
関わる事が明らかになり注目を集めてい
る．多くのがんでは腫瘍細胞と間質線維
芽細胞のクロストークが、腫瘍の増殖や
浸潤に関わる．関節リウマチにおいても
滑膜線維芽細胞からのサイトカイン分泌
や RANKL 発現がマクロファージの破骨細
胞への分化、骨破壊を促進することが報
告されている．これらの疾患と同様に、
エナメル上皮腫細胞は、いわば「司令塔」
として様々な生理活性因子を分泌し、周
囲の線維芽細胞の活性化を介して、破骨
細胞や破歯細胞を誘導し、浸潤性病態を
呈している可能性が高い．我々は、エナ
メル上皮腫細胞をマウスに接種した動物
モデルを作成して、腫瘍—間質のクロスト
ークの解析を試みたが、過去に樹立した
エナメル上皮腫細胞株（AM-1）（文献 1）
はヌードマウスに接種しても生着せず、
細胞生物学的解析が行えなかった．これ
は合理的な治療を開発しようとする研究
を進める上で、大きな支障だった． 
 そこで我々は、エナメル上皮腫の不死
化細胞株と間葉系、血球系の細胞を共培
養して解析することで、「実験動物を使わ
ずとも、腫瘍が周囲の細胞に働きかける
分子機構を詳しく解明できるのではない
か？」と考えるに至った．申請者らは、
平成23年度—平成25年度の科学研究費基
盤(C)により、エナメル上皮腫（濾胞型）
症例から採取した新鮮摘出材料を hTERT, 
hCDK4, cyclinD、ドミナントネガティブ
p53 などを組み合わせて腫瘍細胞に遺伝
子導入し、新規に不死化エナメル上皮腫
細胞(AM-3)を作成した（文献 2）．さら
に、同様な手法で、対照となる健常口腔
粘膜上皮細胞の不死化(MOE-1)に成功し
た（文献 3、図１）． 

図 1 不死化新規エナメル上皮腫株
(AM-3)と口腔扁平上皮株(MOE-1) 

 
 さらに、我々は、AM-3 株が Wnt-5a や
マトリクスメタロプロテアーゼ(MMP-9)
を多量に分泌することやマクロファージ

との共培養で破骨細胞分化を誘導するこ
と、RANKL を多量に分泌することも判明
した．すなわち、動物モデルがなくても
エナメル上皮腫の病巣周囲の細胞間クロ
ストークを解析する実験系が可能となっ
た． 
 
２．研究の目的 
 本研究では、申請者等が過去に樹立した
不死化エナメル上皮腫細胞株 AM-1, AM-3
を用いて、エナメル上皮腫の腫瘍上皮細胞
と間質細胞との相互作用（クロストーク）
が本腫瘍細胞の浸潤性発育、ならびに骨吸
収破壊するメカニズムを明らかにする．さ
らに、臨床所見との関連も総合的に判断し
て、エナメル上皮腫の新たな診断や治療の
開発につながる知見を得ることを目的と
するものである． 
 

３．研究の方法 

(1) 遺伝子発現 
 エナメル上皮腫細胞の分泌する液性因子
が線維芽細胞の遺伝子発現に与える影響を
検討した．まず、破骨細胞の分化・活性化
と関連のあるサイトカインを候補に挙げ、
Realtime RT-PCRや ELISA法による分泌状況
の評価を行った．検索内容は、各種 IL、TNF、
RANKL、また、数種の MMP（マトリクスメタ
ロプロテアーゼ）についても AM-3 と AM-1
間で比較した．AM-1、AM-3 の培養上清で線
維芽細胞株 HFF-2 を刺激し、遺伝子発現の
変化を Realtime RT-PCR にて比較した． 
(2) 線維芽細胞で発現上昇が認められた
因子が腫瘍細胞に与える影響の解析 
 エナメル上皮腫は、歯原性組織に類似した
腫瘍実質と、それを裏打ちする腫瘍間質から
なっている．間質には、線維芽細胞、マクロ
ファージ、骨芽細胞などが含まれる．エナメ
ル上皮腫の間質線維芽細胞がエナメル上皮
腫の病態に対する影響について検討した． 
 まず、AM-3 の培養上清の刺激を受けた線
維芽細胞で発現上昇するサイトカインが、
腫瘍細胞の遊走能に与える影響について
Migration Assay を行った．AM-3 培養上清
で刺激した線維芽細胞で著しく発現上昇し
ていたサイトカインを同定し、そのサイト
カインで AM-3 を刺激して遊走能が著明に
促進するか否かを解析した．また、マトリ
ゲルコートチャンバーを用いた Invasion 
Assay により、腫瘍細胞の浸潤能の変化に
ついても評価を行った． 
(3)三次元コラーゲン培養法におけるエ
ナメル上皮腫細胞と間葉系線維芽細胞の
相互作用の解析 
 腫瘍細胞と間質細胞との相互作用がエナ
メル上皮腫の浸潤能に及ぼす影響について
解明するために、マトリゲル上培養法や
Double-Layered コラーゲンゲル 半球培養
法（DL-CGH 法 図 2）による三次元培養実
験を用いて、エナメル上皮腫細胞と間葉系



線維芽細胞の相互作用を解析した．その際、
AM-1 および AM-3 に緑色蛍光蛋白質（GFP）
を遺伝子導入した細胞株と HFF-2 に赤色蛍
光蛋白質（DsRED）を遺伝子導入した細胞株
を作製した． 
 
 
 
 
 
 
 

図2 エナメル上皮腫株(AM-3)と間葉
系 線 維 芽 細 胞 株 (HEF-2) の
Double-Layered コラーゲンゲル 半
球培養法 

 
 また、これらのエナメル上皮腫細胞と線
維芽細胞を共培養することで、腫瘍細胞と
間質細胞の相互作用が腫瘍細胞の集団的な
動態にどのような影響を与えるのかについ
て評価した． 
 
４．研究成果 
(1) 遺伝子発現 
エナメル上皮腫細胞株 AM-3 ならびに線維
芽細胞株 HFF-2 から分泌される各種インタ
ーロイキン(IL)の遺伝子発現を観察したと
ころ AM-3 は著明に IL-1αを発現していた
（図 3）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ AM-3 と HFF-2 の遺伝子発現 
 
 また、臨床研体のエナメル上皮腫内の嚢
胞腔内容液においても、IL-1α,β、IL-6, 
IL-8 が高濃度に観察された（表 1）. 
 

表１ エナメル上皮腫囊胞内様液およ
び培養上清のサイトカイン濃度 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 線維芽細胞で発現上昇が認められた
因子が腫瘍細胞に与える影響の解析 
 AM-3 上清によって刺激された線維芽細胞
は IL-6、IL-8 を高度に分泌していた．また、

上清に IL-1αの中和抗体を同時に作用さ
せると、IL-6, IL-8 の発現は減少し、IL-1
αを介してエナメル上皮腫細胞が間葉系線
維芽細胞のサイトカイン発現に作用してい
ることが分かった（図 4）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 AM-3 培養上清で刺激された
HFF-2 の IL-6, IL-8 発現変化 

 
 さらに、IL-6, IL-8 を多く含む線維芽細
胞と共培養された AM-3 の上清でエナメル
上皮腫細胞を刺激した場合に、AM-3 細胞運
動能は有意に高くなった．また、これに抗
IL-6 抗体、抗 IL-8 抗体をそれぞれ作用さ
せるとエナメル上皮腫細胞の遊走能は有意
に低下した（図 5）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 共培養された上清で刺激した
エナメル上皮腫上皮の遊走能の変
化(Migration Assay) 

 
 このことから、エナメル上皮腫の IL-1α
分泌を介して間質線維芽細胞と相互的に働
き、腫瘍の浸潤発育に有利な微小環境を構
築する可能性を明らかとした．これらの結
果は BBRC(2014)に掲載された． 
 
(3)三次元コラーゲン培養法におけるエ
ナメル上皮腫細胞と間葉系線維芽細胞の
相互作用の解析 
 腫瘍細胞と間質細胞との相互作用がエナ
メル上皮腫の浸潤能に及ぼす影響について
解明するためコラーゲンゲル内三次元培養
実験において、緑色蛍光蛋白質（GFP）を遺
伝子導入したエナメル上皮腫細胞株 AM-1
および AM-3 と赤色蛍光蛋白質（DsRED）を
遺伝子導入した線維芽細胞株 HFF-2 を共培
養することで、腫瘍細胞と間質細胞の相互
作用が腫瘍細胞の集団的な動態にどのよう
な影響を与えるのかについて評価すること
が可能となった． 
 その結果、マトリゲル上共培養法では、



DsRED 発現線維芽細胞が腫瘍細胞間の接触
を支持するとともに、腫瘍細胞の遊走を誘
導している像が得られた． 
 また、DL-CGH 法では、腫瘍細胞と線維芽
細胞がお互いに集団的に引き合みながら、
腫瘍細胞が手指を伸長するように発育する
エナメル上皮腫に特異な細胞遊走形態を示
していた．すなわち、AM-3 単独培養では細
胞間接着を保ったまま平滑な浸潤辺縁を維
持しながら拡大したのに対し、線維芽細胞
存在下では複数の腫瘍細胞が細胞間接着を
維持したまま浸潤突起を形成し、積極的に
周囲に浸潤する様子が伺えた.（図 6）． 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6  DL-CGH 法による AM-3 単独培
養とHFF-2コーティング下でのAM-3
三次元発育の観察 

 
 AM-1と AM-3の挙動をDL-CDH法で比較す
ると、特に濾胞型由来である AM-3 において
その変化は著明であった．前述のように、
AM-3 単独では平滑な浸潤辺縁を維持しな
がら拡大したのに対し、線維芽細胞存在下
では複数の腫瘍細胞が細胞間接着を維持し
たまま浸潤突起を伸長しながら周囲に浸潤
する様子が伺えた. この像は、生体内でエ
ナメル上皮腫が樹状に腫瘍細胞突起を伸長
しながら発育浸潤する像に似ていた． 
 一方、AM-1 は腫瘍実質胞巣が小胞巣を形
成し、母集団から散乱するように拡大し、
良性腫瘍であるエナメル上皮腫の性質とは
異なる挙動を示していた．しかし、いずれ
の細胞も、その浸潤突起の先端には線維芽
細胞が存在し、浸潤を誘導する様子が認め
られた（図 7）．これらの知見は、エナメル
上皮腫の浸潤形態の変化には間質線維芽細
胞が関与している可能性を示していた．以
上の内容は FEBS Open Bio(2017)に掲載さ
れた． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 7  DL-CGH 法による AM-3 と AM-1
の浸潤発育様相の観察 
 

 また、DL-CGH 法において MMP（マトリク
スメタロプロテイナーゼ）-9 阻害剤を添加
すると、腫瘍細胞の集団的な浸潤が著明に
抑制されることが分かり、MMP-9 の発現は
他の腫瘍細胞に比べてエナメル上皮腫では
特に強い発現を示していることをこれまで
報告していることと合わせて、MMP-9 はエ
ナメル上皮腫の浸潤に深く関わる因子であ
ることが考えられた．さらに、エナメル上
皮腫細胞株に抗 IL-1α抗体を加えると、腫
瘍細胞の MMP-9 の発現が有意に抑制される
ことが分かった． 
 これらの一連の研究で得られた新たな治
験や研究手法は、今後エナメル上皮腫の更
なる病態解明ならびに新規治療の効果判定
など多方面で活用されることが期待できる． 
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