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腫瘍細胞が有する特徴には高い浸潤能および転移能があり，これらは予後を決定する重要な因子となっ

ている。現在，腫瘍細胞の浸潤と転移については，組織学的検索など数多くの方法で研究が行われている。

その結果，浸潤・転移の初期過程では，腫瘍細胞やその周囲の種々の細胞により，腫瘍細胞の cadherin な

どの細胞接着因子の発現が低下し，腫瘍細胞間の結合が消失する。その後，腫瘍細胞やmyofibroblastがmatrix 

metalloproteinase (MMP) を産生して extracellular matrix (ECM) を分解し，浸潤を始めると考えられている。

腫瘍の浸潤・転移機構を検索する方法には，病変部の組織学的検索法の他，コラーゲンゲル上に癌細胞を

播種して浸潤・増殖を観察する 3次元器官培養法が行われている。この方法は，動物の I型コラーゲンと線

維芽細胞を混入したコラーゲンゲルを基質として用いているため，腫瘍微小環境を充分に再現していると

はいえず，腫瘍間質でみられる他の構成成分も欠落している。近年，腫瘍間質中のmyofibroblastが，cancer 

associated fibroblast (CAF) と呼ばれ，ECMをはじめ protease, growth factor, chemokineなどを産生し，腫瘍の

浸潤・増殖に関与することが示された。したがって，よりヒト組織に近い器官培養法の開発が望まれる。 

本研究では，CAFと同様にmyofibroblastが存在するヒト子宮筋腫の組織片を用いて，よりヒトの生体内

に近い微小環境を持った 3次元器官培養モデルを作製して，口腔癌細胞の浸潤・増殖機構の検討を試みた。 

子宮筋腫切除組織から生検トレパンでmyoma diskを作製し，3次元器官培養に用いた。ヒト舌扁平上皮癌

由来細胞株 (HSC-3)，ヒト歯肉扁平上皮癌由来細胞株 (Ca9-22) および Ca9-22 細胞の secretory leukocyte 

protease inhibitor (SLPI) の発現を欠失させたNUSD-1細胞をそれぞれmyoma diskに播種して，口腔癌の浸

潤・増殖の過程をH-E染色，免疫組織化学, RT-PCRおよび gelatin zymographyを用いて検討した。口腔癌の

3次元器官培養を 3，7および 14日間行った後，各myoma diskをホルマリン固定，パラフィン包埋後，薄

切切片を作製して観察した。HSC-3細胞，Ca9-22細胞および NUSD-1細胞は，myoma disk培養 3日目には

disk 表層に連続する一層の細胞として生着していた。培養 7 日目では，HSC-3 細胞および Ca9-22 細胞は，

disk表層にほぼ連続して配列するようになり，一部で 2～6層程度の細胞の重層化がみられた。しかし，上

皮表層が口腔粘膜のような錯角化や正角化を示すような像は認めなかった。また，重層化部に顆粒細胞も

出現していなかった。HSC-3および Ca9-22細胞は数十個の小集団を形成して，myoma disk深部へ浸潤増殖

する像を多数認めた。培養 14日目では，Ca9-22細胞の disk深部への浸潤は，表層から連続性あるいは不連

続性に増殖像が観察された。この浸潤細胞は keratin染色で陽性であり，癌細胞がmyoma disk内に浸潤する

ことが確認できた。一方，NUSD-1細胞はmyoma disk培養 7日目には，HSC-3および Ca9-22細胞とは異な

った組織所見を示した。NUSD-1細胞はmyoma disk表層で 3層から 7層の重層を示し，一部で上皮突起の

ようにmyoma disk内へ突出する像を認めたが，浸潤増殖する所見は観察できなかった。NUSD-1細胞は表

層で粘膜上皮のように細胞が扁平化する像を示したが，錯角化や正角化は示さなかった。また，厚く重層

化した部において基底層の形成や棘細胞への分化などはみられなかった。Myoma disk培養 14日目では，7

日目とほぼ同様な挙動を示した。癌細胞は時間の経過とともにより重層化するが，剥離や壊死を起こすも

のもみられた。 

 近年，腫瘍細胞は浸潤するときに形態が紡錘形に変化するとともに，keratinタンパク発現の低下，vimentin

産生が増加して epithelial mesenchymal transition (EMT) が起こると報告された。しかし，浸潤機構の詳細は

未だ不明な点が多い。本研究の免疫組織化学で，myoma desk内の浸潤癌細胞が vimentin陽性を示し，本モ

デルにおいて EMT による浸潤が起きていることが示唆された。また，Ca9-22 細胞および HSC-3 細胞の一

部はmyoma既存の脈管腔を介して浸潤する可能性もあった。そこで，連続切片を用いた keratinと vimentin

の免疫組織化学で検討を行ったところ，keratin陽性細胞の周囲に vimentin陽性像を認めず，Ca9-22細胞と

HSC-3細胞は脈管腔を介さずに浸潤・増殖することを確認した。 

 腫瘍の浸潤増殖に際しては，MMP-2 の他，MMP-9 および MMP-13 が活性化され，I，II，III および IV
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型コラーゲン，ラミニン，フィブロネクチンなどの ECM などの構成成分を破壊することが示されている。

また，臨床研究の結果からもMMP-2の活性化と腫瘍の浸潤・転移とが，正の相関を示す報告がある。本研

究において，浸潤能を示した Ca9-22細胞と非浸潤の NUSD-1細胞について，ECMを分解するMMPの発現

を PCRによる遺伝子発現および gelatin zymogrphyによる酵素タンパク発現を調べることによって検討した。

Ca9-22細胞ではMMP-2遺伝子発現が確認されたが，NUSD-1細胞では発現を認めなかった。また， Ca9-22

およびNUSD-1細胞ともにMMP-9遺伝子発現を認めた。Gelatin zymographyでは，RT-PCRによる解析と同

様に，Ca9-22 細胞に MMP-2 活性を認めたが，NUSD-1 細胞ではその発現を認めなかった。一方，MMP-9

は Ca9-22細胞に活性型を，NUSD-1細胞では非活性型の発現を認めた。 

本研究の結果，myoma diskの 3次元器官培養を用いて行った口腔癌細胞の浸潤過程検討で，浸潤にはEMT

が関与しており，MMP-2産生とMMP-9活性が重要な因子であることが示唆された。また，myoma diskを

用いる培養法は，これまで行われてきた線維芽細胞とコラーゲンゲルを用いた母床による 3 次元器官培養

法に比べ，よりヒトの腫瘍環境を反映しており，腫瘍の浸潤増殖メカニズムの解析に有用であると考えら

れた。 

 


