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緒論  

   ヒト⽣生体は,   同種・異種の細胞が細胞外マトリックス（extracellular  matrix;  

ECM）成分を介して集積し組織・器官・臓器を構築することで,   単⼀一細胞では得

ることのできない多様な機能発現が可能になっている.   従来の癌研究や創薬研究

などで⽤用いられてきた解析⽅方法として,  in  vitro では⼆二次元的な細胞培養法・反応

試験が,   in   vivo では動物実験が⼀一般的に⾏行われてきた.   しかし,   これらの⽅方法は  

実際のヒト⽣生体と⽐比較すると,   ⼆二次元と三次元,   ヒトと動物という種差の問題が

あり,   ヒト⽣生体内で起こる事象を完全に反映・再現できているとはいえない.   近

年,   in   vitro において,   個々の細胞の配置を空間的に制御し⽣生体環境に近い三次元

的な培養を⾏行うことで,   単⼀一細胞または従来の⼆二次元細胞培養では得ることので

きない⽣生体組織が持つ⾼高い機能を⽰示すことが報告されている 1).   三次元培養技術

は既に多くの報告があり,   科学研究や臨床応⽤用・産業分野において多⽬目的に利便

性の⾼高い⽅方法として発展してきた.   最近では,   より⽣生体組織に近似した複雑な構

造を有し,   組織・臓器としての機能性も向上させた三次元培養ヒト⽣生体組織が報

告されている 2).   三次元培養ヒト⽣生体組織は,   移植材料として医療分野で応⽤用さ

れるだけでなく,   動物実験の代替となる in  vitro での解析⼿手段としても注⽬目され

ている 3).   さらに,   炎症や創傷,   感染,   癌などの疾患モデルへの応⽤用も⾏行われるよ

うになり,   従来の解析⽅方法では限界のあった⽣生体メカニズムの解明が期待される  

4).     

   近年,   ⼝口腔癌研究においても三次元培養技術を⽤用いた研究が展開されている.  

特に細胞凝集体であるスフェロイド培養法は代表的な⽅方法であり,   種々の細胞で

使⽤用されているが,   内部細胞の壊死,   内部構造・配列の意図的な制御,   多種細胞と

の共培養に関して様々な課題を有している 5).   他の⽅方法として,   コラーゲンゲル

やマトリゲルを⽤用いた癌細胞の浸潤・増殖過程の観察や液性因⼦子の解析も多く⾏行
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われているが 6),   癌微⼩小環境を再現するには   ECM 成分だけでなく線維芽細胞や

⾎血管・リンパ管などの脈管構造も伴う三次元環境の再現が求められている.     

   従来の三次元培養技術の⽋欠点・課題に対して,  fibronectin（FN）と gelatin（G）

を⽤用いた交互積層（Layer-‑by-‑layer;  LbL）細胞コート法が開発された 7,  8).   この LbL

細胞コート法は,  FN がインテグリンα5β1 と collagen に結合するドメインを有

していることに着⽬目し 9),   細胞表⾯面に FN と collagen の変性体である G を交互に

積層させナノ薄膜を形成させる⼿手法である.   細胞表⾯面に形成されたナノ薄膜が細

胞間の糊付け・⾜足場の役割を果たすことで,   細胞間接着を誘起し短期間で三次元

的な細胞積層体の構築が可能になる.   本⼿手法を⽤用いて,   ⽪皮膚真⽪皮由来線維芽細胞

や⾎血管内⽪皮細胞 10),   肝細胞 11),   膵β細胞 12),   iPS 細胞由来⼼心筋細胞 13)など様々な

細胞で既に三次元組織構築が⾏行われている.     

   LbL 細胞コート法を⽤用いて構築した三次元組織の応⽤用例として,   癌浸潤モデル

がある 14).   これは,   構築した三次元⽪皮膚真⽪皮モデルに癌細胞を播種し,   三次元組

織中における癌細胞の増殖や浸潤挙動を観察・解析したものである.   我々は,   こ

の⽪皮膚真⽪皮モデルに⼝口腔癌細胞を播種した⼝口腔癌浸潤モデルの検討を⾏行い,   in  

vivo との相関性を明らかにしてきた 15).   しかし,   この三次元組織が⼝口腔癌研究に

今後応⽤用され,   より⽣生体環境に則した⼝口腔癌細胞の挙動を in  vitro で再現するに

は,   ⼝口腔粘膜由来細胞を⽤用いた三次元間質組織モデルの構築が必要であると考え

られる.   また,   ⼝口腔扁平上⽪皮癌などの⽣生体における⼝口腔癌細胞は,   単に間質組織

における増殖・浸潤挙動のみで悪性度を評価することはできない.   癌が発⽣生する

上⽪皮層や,   間質に到達するには破壊しなければならない基底膜の存在は重要であ

り,   これら上⽪皮層や基底膜も伴う⼝口腔粘膜モデルの構築が求められる.     

   組織⼯工学・再⽣生医療研究分野において報告されている従来の⼝口腔粘膜モデルと

して,   上⽪皮細胞のみを培養した上⽪皮細胞シート 16)およびコラーゲンゲル等に線維



  

   -‑  3  -‑  

芽細胞を混合した間質モデル上に上⽪皮細胞を播種した複合体17)の２種類が存在す

る.   これらのモデルは,   ⼝口腔外科領域における移植材料 18,  19)や,   動物実験に代わ

る薬剤刺激・毒性試験への使⽤用 20),   ⼝口腔癌や⻭歯周病といった疾患モデル 21)への応

⽤用など幅広く活⽤用されつつある.   しかし,   より⽣生体⼝口腔粘膜組織に近似したモデ

ル構築のためには,   ⼝口腔粘膜組織に特徴的な⾓角化/⾮非⾓角化,   分化程度が異なる上⽪皮

構造や,   様々な付属器・周囲の器官を伴わせる必要がある.   とりわけ脈管構造を

含む⼝口腔粘膜モデルの構築は,   ⼝口腔癌研究や再⽣生医療への応⽤用を⽬目指すには⾮非常

に重要である.   癌細胞の脈管侵襲や癌組織における腫瘍⾎血管への変性のメカニズ

ムの解明,   さらに,   再⽣生医療分野において移植材料として応⽤用された場合は,   脈

管構造を有することで移植後の酸素・栄養供給や⽼老廃物の代謝による⽣生着率の向

上が望まれる.   しかしながら,   ⾎血管・リンパ管様構造を含む⼝口腔粘膜モデルの構

築は未だ報告されていない.     

   本研究では,  LbL 細胞コート法を⽤用いて⼝口腔粘膜由来線維芽細胞から三次元⼝口

腔粘膜間質モデルを構築し,   ⼝口腔癌浸潤モデルとして応⽤用可能か検討した.   さら

に,   上⽪皮と間質から成る⼝口腔粘膜モデル,   ⾎血管様構造を含む⼝口腔粘膜モデルの構

築について検討を⾏行った.     
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本論  

1.   三次元⼝口腔粘膜間質モデルの構築  

1-‑1.   材料と⽅方法  

1-‑1-‑1.   細胞,   培地,   培養⽅方法  

   細胞には,   ヒト⼝口腔粘膜線維芽細胞 human  oral  mucosal   fibroblasts   (HOMF;  

Cell  Research  Corporation,  Singapore),   ヒト臍帯静脈内⽪皮細胞   human  umbilical  

vein  endothelial  cells  (HUVEC;  Lonza,  Basel,  Switzerland)を使⽤用した.  HOMF は  

Dulbecco 変法   Eagle 培地 Dulbeccoʼ’s  modified  Eagleʼ’s  medium  (DMEM;  Nacalai  

tesque,   Kyoto,   Japan) に 10% ⽜牛 胎 児⾎血清    fetal   bovine   serum   (FBS;   Life  

Technologies,  Carlsbad,  CA,  USA),  100  units/mL ペニシリン,  100  µg/mL ストレ

プトマイシン,  0.25  µg/mL アムホテリシン B を添加した培養液にて培養した.  

HUVEC は内⽪皮細胞増殖培地MV  2 キット endothelial  cell  growth  medium  MV  2  

kit  BulletKitTM培地（EGM-‑2MV;  Lonza）にて培養した. これらの細胞は 5%  CO2  

気相下にて37   ℃で培養し,   細胞継代には,  0.02  %  ethylenediaminetetraacetic  acid  

(EDTA)を含む 0.05%  trypsin を⽤用いた.     

  

1-‑1-‑2.  LbL 細胞コート法を⽤用いたHOMFへの FN,  G コーティング  

   Nishiguchi らにより報告された 8)   遠⼼心-‑交互積層（layer-‑by-‑layer;  LbL）細胞コ

ート法を⽤用いてHOMFにECM成分をコートした.   すなわち,  PBSに0.04  mg/mL

で溶解した fibronectin（FN;  Sigma-‑Aldrich,  MO,  USA）または gelatin  (G;  Wako  

Pure  Chemical  Industries,  Osaka,  Japan)溶液を,  HOMF  2×107個に対し 1  mL 加

え懸濁した.   室温で１分間インキュベートした後,  FNまたはG溶液の倍量のPBS

を加え,  800  g・2300  rpm で 1 分間遠⼼心し,   細胞表⾯面に吸着しなかった FNまたは

G を含む上清を除去した.   この⾏行程を９回（FN   ５回,  G  4 回）くり返すことで,  
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単⼀一 HOMF 細胞表⾯面に FN と G から成るナノ薄膜を形成させた.   この FN-‑G 薄

膜を確認するため,  LbL 細胞コートに⽤用いる FN溶液・G溶液のうち,   使⽤用溶液量

の 20  %を Rhodamine で蛍光標識した FN（Rh-‑FN）溶液（Denver,  CO,  USA,  Cat.  

FNR01）と fluorescein   isothiocyanate で蛍光標識した G（FITC-‑G）溶液を⽤用い

て,  LbL 細胞コートを HOMF に⾏行い共焦点レーザー⾛走査型顕微鏡 FLUOVIEW  

FV10i（Olympus,  Tokyo,  Japan）にて観察した.  

  

1-‑1-‑3.  LbL 細胞コート法を⽤用いた⼝口腔粘膜間質モデルの構築  

   前述（1-‑1-‑2）の⽅方法で FN,  G のコーティングを⾏行った HOMF  1×106個/300  

µL を 0.2  mg/mL  FN 溶液で前処理したカルチャーインサート（0.33cm2）内に播

種した.   カルチャーインサートはポリエステルメンブレンが 0.4  µm  pore のもの

を使⽤用した（Corning,  NY,  USA,  Cat.  No.  3470）.  10%  FBS 含有 DMEM培地 1  

mL をカルチャーインサート外に加え 1時間静置後,   さらに培地 1  mL を加え 5%  

CO2  気相下にて 37   ℃で培養した.   １⽇日後,  HOMF から成る積層体（⼝口腔粘膜間

質モデル）がカルチャーインサートメンブレン上に構築された（図 1a）.     

   また,  LbL 細胞コートを⾏行ったHOMF  1×106個と LbL 細胞コートを⾏行ってい

ないHUVEC   を各条件の細胞数（0.5,  1,  2×105個）で混合した細胞懸濁液を,  FN

溶液で前処理したカルチャーインサート内に播種し同様に培養することで,  

HOMF と HUVEC から成る積層体（⾎血管様構造を含む⼝口腔粘膜間質モデル）が

カルチャーインサートメンブレン上に構築された（図 1b）.     

  

1-‑1-‑4.   ⼝口腔粘膜間質モデルの観察  

   ⼝口腔粘膜間質モデルは,   培養1⽇日後に10%中性緩衝ホルマリン溶液（Wako  Pure  

Chemical   Industries）にて組織固定後パラフィン包埋を⾏行い 4  µm の厚みで切⽚片
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を作製し hematoxylin-‑eosin（HE）染⾊色を⾏行った.   ⾎血管様構造を含む⼝口腔粘膜間質

モデルは,   培養 1,  3,  5 ⽇日後に 4%パラホルムアルデヒド溶液（Wako  Pure  Chemical  

Industries）で固定した.   後述（2-‑1-‑3,  3-‑1-‑5）の⽅方法で,  HUVEC のカルチャーイ

ンサート内組織における蛍光免疫細胞染⾊色とパラフィン包埋後の薄切切⽚片におけ

る免疫組織化学染⾊色を⾏行った.   すなわち,  1次抗体として抗CD31マウスモノクロ

ーナル抗体（DAKO,  Glostrup,  Denmark,  Cat.  M0823）,  2 次抗体として蛍光免疫

細胞染⾊色には Alexa   Fluor○R    546 標識ヤギ抗マウス IgG 抗体（Thermo   Fisher  

Scientific,  Waltham,  MA,  USA,  Cat.  A11003）を,   免疫組織化学染⾊色には EnVision  

System-‑HRP ラベル化ポリマー抗マウス IgG 抗体（DAKO）を⽤用いた.   蛍光免疫

細胞染⾊色を⾏行った組織の観察は共焦点レーザー⾛走査型顕微鏡を⽤用いて,   染⾊色切⽚片

の観察は光学顕微鏡 EVOS○R    FL  Auto  Cell  Imaging  System（Life  Technologies）

を⽤用いて⾏行った.     

  

1-‑1-‑5.  LbL 細胞コートの有無による構築三次元組織の⽐比較  

   三次元組織構築における LbL 細胞コート法の細胞間接着に対する効果を検証

するために,   LbL 細胞コートを⾏行った HOMF を⽤用いて構築した三次元組織

（LbL(+)）と LbL 細胞コートを⾏行っていない HOMF を⽤用いて構築した組織

（LbL(-‑)）の厚みと空隙率を測定し⽐比較した.   組織の厚みは,  HE 染⾊色を⾏行った異

なる４組織切⽚片画像・各５点を計測した.   さらに,  Image  J  1.45I  software（National  

Institutes  of  Health,  USA）を⽤用いて異なる 4組織切⽚片画像の撮影画像をコンピュ

ータ上で解析し,   組織の空隙率（%）を測定した.   空隙率（%）は,   以下の数式で

算定した.     

P（%）=I/T×100（P：組織空隙率(%),  T：組織全体の領域（pixel）,  I：ImageJ  

software で測定した細胞間隙（pixel））  
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   また,   ⾎血管様構造を含む⼝口腔粘膜間質モデルについても,  LbL 細胞コートの有

無による⾎血管網構造形成の差を⽐比較した.   すなわち,   後述（2-‑1-‑3）の⽅方法で構築

組織を抗 CD31 抗体にて蛍光免疫細胞染⾊色し,   各サンプルの異なる 7 点を共焦点

レーザー⾛走査型顕微鏡にて撮影した画像における⾎血管様構造の占有率（%）を

ImageJ  software にて算出することで定量的に⽐比較した.     

  

1-‑1-‑6.   有意差検定  

   実験結果は平均値±標準偏差で表し,  2 群間の⽐比較はWelchʼ’s   t-‑test を,   多重⽐比

較には Tukey  Kramerʼ’s  test を⽤用いた.     

  

1-‑2.   結果  

1-‑2-‑1.  LbL 細胞コート法によるHOMFへの FN,  G コーティングの確認  

   蛍光標識した FNと Gを⽤用いて LbL 細胞コートをHOMFに⾏行い,   共焦点レー

ザー⾛走査型顕微鏡にて観察した.   その結果,   各単⼀一 HOMF 表⾯面に,   ⾚赤⾊色に観察さ

れる Rh-‑FN と緑⾊色に観察される FITC-‑G でコーティングされていることが確認

でき,   両者の画像を重ね合わせると HOMF 表⾯面が⻩黄⾊色のリング状に観察され,  

FN と Gの共局在が確認された（図 2a）.     

  

1-‑2-‑2.   ⼝口腔粘膜間質モデルの組織像観察および LbL 細胞コート法の影響  

   LbL 細胞コートを⾏行ったHOMF  1×106個をカルチャーインサートメンブレン

上に播種後,   構築組織を観察した.   その結果,  50  µm 程度の厚みを有する HOMF

の積層体の構築が可能であった.   また,  LbL 細胞コート法の三次元組織構築にお

ける影響について,   培養 1 ⽇日後の LbL(+)と LbL(-‑)で組織構造を⽐比較した結果,  

HE 組織染⾊色画像において,  LbL(+)は LbL（-‑）よりも細胞間空隙が少なく,   細胞
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が凝集した細胞密度の⾼高い三次元組織を形成していることが観察できた（図 2b）.  

LbL 細胞コートによる細胞間接着の影響を評価する指標として,   構築組織の厚み

（µm）と空隙率（%）を測定した.  LbL(+)の厚みの平均が 46.2  µmに対し   LbL(-‑)

は 113.1  µm であった（図 2c）.   また,  LbL(+)の空隙率の平均が 21.7%に対し

LbL(-‑)は 48.1%であった（図 2d）.   厚み・空隙率ともに LbL(+)は LbL(-‑)に対し

有意に低値を⽰示した.     

  

1-‑2-‑3.   ⾎血管様構造を含む⼝口腔粘膜間質モデルの観察および LbL 細胞コー

ト法の影響  

   LbL 細胞コートを⾏行ったHOMF  1×106個と HUVEC   を各条件の細胞数（0.5,  

1,  2×105個）で混合播種し,   培養 1,  3,  5 ⽇日後の構築組織の構造を観察・評価した.  

   カルチャーインサート内に構築された組織におけるHUVECの膜内在性糖タン

パク質を抗 CD31 抗体で蛍光免疫細胞染⾊色し,   共焦点レーザー⾛走査型顕微鏡にて

観察したところ,   培養 1 ⽇日後では組織中に均⼀一に散在していた HUVEC が経時的

に⽑毛細⾎血管様の網状構造を構築していくことが確認できた.   また,   ImageJ  

software にて算出した組織中の網状構造が占める割合は,   混合する HUVEC 細胞

数に⽐比例して増加した（図 3a,  c）.     

   さらに,  Z 軸⽅方向に焦点⾯面をずらしながら撮影した画像を再構成した Z-‑stack 画

像を X-‑Z または Y-‑Z ⾯面から観察したところ,   三次元的な⾎血管様構造が構築され,  

その断⾯面は管腔状を呈していた(図 3a,  b).   組織切⽚片における免疫組織化学染⾊色に

おいても,   三次元組織中に HUVEC が管腔構造を構築していることが観察された

（図 4）.     

   ⾎血管様構造の構築における LbL 細胞コート法の影響について,   LbL(+)と

LbL(-‑)の抗 CD31 抗体を⽤用いた蛍光免疫細胞染⾊色画像で⽐比較した（図 5a）.  ImageJ  
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software にて算出した各HUVEC混合条件における組織中の網状構造が占める割

合は,   いずれにおいても LbL(+)は LbL(-‑)よりも有意に⾼高値を⽰示した（図 5b）.     

  

1-‑3.   考察  

   三次元組織構築技術は,   単に細胞を積層し⽴立体的な構造物を構築するというだ

けではなく,   本来の細胞形態や機能がその性質通りに,   または三次元組織の使⽤用

⽬目的によってはその機能をさらに増強させる要素を有していなければならないと

考える.   スフェロイド培養法 5）や細胞シート法 22）,   多層構造の⾜足場の使⽤用 23）,  3D

プリント技術 24）など様々な三次元組織構築技術がこれまでに報告されているが,  

煩雑な操作・脆弱な組織・組織内への⾜足場の残存といった⽋欠点が存在する.   これ

らの⽋欠点を補い,   三次元的な細胞積層体を容易に構築することが可能なLbL細胞

コート法を⽤用いて,   ⼝口腔粘膜由来線維芽細胞（HOMF）から成る三次元組織の構

築が可能か検証した.     

   HOMF に LbL 細胞コートを⾏行うことで,   従来の他細胞種を⽤用いた報告と同様

に密に積層した組織を構築でき,   これが HUVEC の⾎血管様構造の形成促進に関与

すると考えられる.   他の線維芽細胞と HUVEC から⾎血管様構造を構築した報告で

は,  LbL 細胞コート法を⽤用いることで vascular  endothelial  growth  factor（VEGF）

の産⽣生が有意に増加することが明らかとなっている 25).   細胞への FNと Gのコー

ティングは,   単に細胞間接着を⾼高めるだけではなく細胞間相互作⽤用・細胞機能を

⾼高める役割を担うことが推測され,  HOMF においても LbL 細胞コート法を⽤用い

ることで同様の効果があったと⽰示唆される.     
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2.   ⼝口腔癌浸潤モデルの構築  

2-‑1.   材料と⽅方法  

2-‑1-‑1.   細胞,   培地,   培養⽅方法  

   ヒト⾆舌扁平上⽪皮癌細胞株である SAS   細胞（The  Japanese  Collection  of  Research  

Bioresources,  National  Institute  of  Health  Sciences,  Tokyo,  Japan   ）26）および HSC-‑

3 細胞（Riken  BioResource  Center,  Cell  Engineering  Division,  Ibaraki,  Japan）27)  

に,   緑⾊色蛍光タンパク質（Green  Fluorescent  Protein;  GFP）遺伝⼦子を導⼊入した

SAS-‑GFP 細胞と HSC3-‑GFP 細胞を使⽤用した.  SAS-‑GFP 細胞は GFP 遺伝⼦子導⼊入

にレンチウイルス発現ベクター（pLenti6  /  V5 ベクター）を⽤用いて当研究科⽣生化

学教室にて確⽴立・分与された 28).   HSC3-‑GFP 細胞は pZGreen1-‑N1 ベクター

（Clontech,  CA,  USA）を⽤用いて当研究科⼝口腔外科第⼆二教室岩井聡⼀一博⼠士,   岸本聡

⼦子博⼠士により樹⽴立された 15).  SAS-‑GFP細胞とHSC3-‑GFP細胞は,  DMEMに 10  %  

FBS,  100  units/mL ペニシリン,  100  µg/mL ストレプトマイシン,  0.25  µg/mL ア

ムホテリシン Bを添加した培養液にて,  5  %  CO2  気相下・37   ℃で培養した.   細胞

継代・回収には 0.02  %  EDTA を含む 0.25  %  trypsin を⽤用いた.   また,  SAS-‑GFP 細

胞と HSC3-‑GFP 細胞を播種する三次元組織には,  HOMF,  HUVEC,   ヒト新⽣生児

から採取された正常ヒト⽪皮膚線維芽細胞   normal   human   dermal   fibroblasts  

(NHDF;  Lonza）を⽤用いた.  HOMF と HUVEC は前述（1-‑1-‑1）の⽅方法で,  NHDF

は HOMF と同様の⽅方法で培養を⾏行った.     

  

2-‑1-‑2.   ⼝口腔癌浸潤モデルの構築  

   SAS-‑GFP 細胞および HSC3-‑GFP 細胞を播種する三次元組織として,   前述（1-‑

1-‑3）の⽅方法で構築した⼝口腔粘膜間質モデル・⾎血管様構造を含む⼝口腔粘膜間質モデ

ルおよび⽪皮膚真⽪皮モデルを⽤用いた.   ⾎血管様構造を含む⼝口腔粘膜間質モデル構築に
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⽤用いたHUVECの播種数は 0.5×105個とした.   また,   ⽪皮膚真⽪皮モデルはLbL細胞

コートを⾏行った NHDF  1×106 個を⽤用いて他の三次元組織と同様の⽅方法で構築し

た.   各三次元組織の培養開始 3⽇日後に,  SAS-‑GFP細胞またはHSC3-‑GFP細胞 1×

104個を三次元組織上に播種し 5⽇日間培養した.   培養期間中,   カルチャーインサー

ト外の培地交換は毎⽇日実施した（図 6）.     

  

2-‑1-‑3.   蛍光免疫細胞染⾊色  

   構築組織を 4%パラホルムアルデヒド溶液で固定後,  0.2%  Triton  X-‑100 を加え

15分間処理した.  1%  BSA溶液にて 60分間ブロッキング後,   組織中のHUVECの

染⾊色のため,  1 次抗体として 1%BSA 溶液で 1/50 に希釈した抗 CD31 抗体を添加

し室温で 60 分間静置後,  PBS にて組織を洗浄した.  2 次抗体として 1%BSA 溶液

で 1/200 に希釈した Alexa  Fluor○R   546 標識ヤギ抗マウス IgG 抗体を添加し,   室

温で 60 分間静置後 ,   PBS 洗浄を⾏行った .   4,6-‑diamidino-‑2-‑phenylindole  

dihydrochloride（DAPI,  Thermo  Fisher  Scientific,  Cat.  D21490）を 10  mg/mL に

調整した DAPI-‑PBS 溶液を 1%BSA 溶液で 1/1000 に希釈したものを添加し,   室

温で 10 分間静置後,  PBS 洗浄を⾏行った.     

  

2-‑1-‑4.   ⼝口腔癌浸潤挙動の観察  

   構築した⼝口腔癌浸潤モデルについて,  SAS-‑GFP 細胞または HSC3-‑GFP 細胞を

播種して１,  3,  5 ⽇日後の組織において,   前述（2-‑1-‑3）の⽅方法で蛍光免疫細胞染⾊色を

実施後,   共焦点レーザー⾛走査型顕微鏡にて観察した.     

  

2-‑1-‑5.   ⼝口腔癌浸潤モデルにおけるMMP-‑2,  MMP-‑9 産⽣生量の測定  

   各⼝口腔癌浸潤モデルにおける培養 1,   ３,  5 ⽇日後において,   培地交換前にカルチ
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ャーインサート中の培養上清を回収した.   ⽐比較として,   癌細胞を播種せず同様に

培養した⼝口腔粘膜間質モデル,   ⾎血管様構造を含む⼝口腔粘膜間質モデル,   ⽪皮膚真⽪皮

モデルおよび SAS-‑GFP 細胞または HSC3-‑GFP 細胞 1×104個のみをカルチャー

インサート内に播種し培養した⼆二次元癌細胞培養,  HUVEC  0.5×105 個のみをカ

ルチャーインサート内に播種し培養した⼆二次元HUVEC培養の上清も同様に回収

した.  Enzyme-‑linked  immunosorbent  assay（ELISA）法のサンドイッチ法を⽤用い

て,   回収した培養上清における MMP-‑2（Proteintech,   IL,  USA）および MMP-‑9

（Thermo  Fisher  Scientific,  CA,  USA）産⽣生量をキット添付のマニュアルに沿って

測定した.     

  

2-‑1-‑6.   有意差検定  

   実験結果は平均値±標準偏差で表し,  Tukey  Kramerʼ’s   test を⽤用いて多重⽐比較を

⾏行った.     

  

2-‑2.   結果  

2-‑2-‑1.   ⼝口腔癌浸潤モデルの経時的な観察  

   共焦点レーザー⾛走査型顕微鏡にて,   各三次元組織に SAS-‑GFP 細胞（図 7a）ま

たは HSC3-‑GFP 細胞（図 7b）を播種し構築した⼝口腔癌浸潤モデルを経時的に観

察した.   ⼝口腔癌細胞を浸潤させる三次元間質組織または真⽪皮組織は,   核を DAPI

にて,  HUVEC を抗 CD31 抗体で染⾊色することで,   三次元組織中に増殖・浸潤して

いる GFP を含む⼝口腔癌細胞の挙動の観察・評価が可能になった.   ⼝口腔癌細胞は,  

構築した三次元組織中で経時的に増殖し,   カルチャーインサート下底⽅方向に浸潤

していく過程が観察された.   また,   ⼝口腔癌細胞の浸潤過程で三次元組織全体の厚

みは変化を認めず,   線維芽細胞や⾎血管内⽪皮細胞に及ぼす影響は特に観察されなか
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った.     

  

2-‑2-‑2.   ⼝口腔癌浸潤モデルにおけるコラゲナーゼ産⽣生  

   ⼝口腔癌細胞を播種し 5 ⽇日後の培養上清を回収し,   ⼝口腔癌浸潤モデルにおける

MMP-‑2,  MMP-‑9 産⽣生量を測定した.  SAS-‑GFP 細胞,  HSC3-‑GFP 細胞の⼆二次元単

層培養時における MMP 産⽣生量と⽐比較したところ,   三次元組織中に癌細胞を播種

した⼝口腔癌浸潤モデルはいずれもその値が有意に増加した（図 8 ⿊黒線）.   ⼝口腔癌

細胞を播種していない,   線維芽細胞や⾎血管内⽪皮細胞から構成される三次元組織の

みでも,  MMP-‑2 産⽣生は認められたが,   ⼝口腔癌細胞を播種することで⼝口腔癌浸潤モ

デルにおける MMP 産⽣生量は上昇した（図 8 ⻘青線）.   また,   従来の癌浸潤モデル

で⽤用いてきた三次元真⽪皮組織と,   本研究で構築した三次元間質組織を⽤用いた⼝口腔

癌浸潤モデルでは,   間質組織を⽤用いたモデルの⽅方が MMP 産⽣生量の有意な増加を

⽰示した（図 8⾚赤線）.   三次元間質組織中の⾎血管様構造の有無における,   癌浸潤モデ

ルのMMP産⽣生量の差は認められなかった.     

  

2-‑3.   考察  

   頭頸部癌のうち,   その⼤大半が⼝口腔扁平上⽪皮癌に分類される.   上⽪皮組織において

扁平上⽪皮癌細胞への癌性形質転換が起こると,   癌細胞は基底膜を破壊し上⽪皮下組

織(間質)へ浸潤していく 29,  30).   周囲組織への増殖や浸潤,   ⾎血管・リンパ管への浸

潤による遠隔転移や所属リンパ節転移といった悪性腫瘍としての癌細胞の挙動は,  

単に癌細胞⾃自⾝身の性質のみに起因するのではなく,   癌組織を構成する線維芽細胞

や内⽪皮細胞,   炎症細胞,   免疫担当細胞,   その他 ECM 成分などが相互に作⽤用し,   癌

の悪性度の⾼高い性質の亢進に有利な微⼩小環境を構築するというダイナミックな現

象に依る影響が⼤大きい 31-‑33).     
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   ⼝口腔癌研究において,   wound   healing   assay や transwell   chamber を⽤用いた

migration   assay,  matrigel を伴う transwell   chamber を⽤用いた invasion   assay が従

来から⼀一般的に⾏行われてきた.   しかしながら,   これらの解析法は,   癌細胞が培養

⽫皿上を平⾯面的に移動したり,   単にメンブレンの⼩小孔を通過する能⼒力を評価してい

るに過ぎない.   直接基板上に接着した⼆二次元培養下の細胞は,   周囲の細胞または

基質に保護される三次元培養下と⽐比較し,   ストレスに晒され,   細胞本来の機能や

活性を発現できないことがこれまでに報告されている 34).   そこで,   ⽣生体における

癌細胞の挙動や特徴を再現するために,   三次元培養モデルの構築が⾏行われるよう

になったが,   これまでの報告ではスフェロイドや matrigel を⽤用いた解析 35-‑37)が多

く,   ⽣生体における癌組織環境とはかけ離れていると考えられる.     

   これに対して,  LbL 細胞コート法を⽤用いて構築した三次元組織を利⽤用した癌細

胞の浸潤能・遊⾛走能の評価は,   より⽣生体に近い環境を再現していると考えられ,  

⼝口腔癌をはじめとした様々な癌細胞を⽤用いた癌浸潤モデルの検討により,   その有

⽤用性が報告されている 14,  15).   しかし,   これら報告されている LbL 細胞コート法を

⽤用いた癌浸潤モデルは,   検討する癌細胞種に関わらず,   いずれも⽪皮膚真⽪皮由来線

維芽細胞（NHDF）から構築された三次元組織が使⽤用されてきた.   そこで,   ⼝口腔癌

細胞周囲環境を考慮し,   ⼝口腔粘膜間質モデル（1-‑1-‑2）の癌浸潤モデルとしての応

⽤用を検討した.     

   本研究で構築した⼝口腔癌浸潤モデルは,   共焦点レーザー⾛走査型顕微鏡を⽤用いた

経時的な⼝口腔癌の増殖・浸潤過程の観察が可能であった.   これは従来の動物実験

では観察することが出来なかった浸潤初期の癌細胞の挙動の解明につながると考

えられる.   本研究において,   コラゲナーゼである MMP-‑2 と MMP-‑9 の産⽣生量を

測定したところ,   ⼆二次元癌細胞培養と⽐比較し,   ⼝口腔癌浸潤モデルでは MMP 産⽣生

量が有意に増加した.   癌環境を構成する線維芽細胞や内⽪皮細胞,  ECM 成分を有す
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る三次元環境下に⼝口腔癌細胞を置くことで,   細胞間・細胞-‑ECM 成分間の相互作

⽤用を誘起しMMP産⽣生に影響したと⽰示唆される.   また,   従来のNHDFから成る三

次元組織を⽤用いた⼝口腔癌浸潤モデルと⽐比較し,   ⼝口腔粘膜由来線維芽細胞（HOMF）

から成る三次元組織を⽤用いたモデルでは   MMP 産⽣生量の有意な増加が認められ

た.   ⽪皮膚と⼝口腔の線維芽細胞では,   細胞活性やMMP-‑2・MMP-‑9 産⽣生量に差があ

ることが報告されている 38)が,   その差が⼝口腔癌細胞の挙動にどのような影響を与

えるかについての報告はない.   三次元組織の構成細胞の違いが⼝口腔癌の悪性度に

どう変化を与えるかは今後の検討課題となるが,   癌細胞の由来に合わせた三次元

組織を選択する必要性が⽰示唆された.   ⾎血管様構造の有無における MMP 産⽣生量の

⽐比較では,   ⾎血管様構造の存在による MMP 産⽣生量への影響は認められなかった.  

Nishiguchi らの検討した癌浸潤モデルでは,   ⾎血管またはリンパ管指向性の⾼高い癌

細胞を⽤用いることで,   その性質に⼀一致した MMP 産⽣生・癌細胞の挙動・組織変化

（⾎血管新⽣生）が観察できたことが報告されており 14),   本研究の結果は,   ⽤用いた⼝口

腔癌細胞の⾎血管指向性が影響している可能性が考えられる.  MMPは癌の成⻑⾧長,   変

化,   遊⾛走,   浸潤,   アポトーシスに深く関与する39,  40)が,   従来の⼆二次元培養や動物実

験では,   癌浸潤過程における MMP 産⽣生の詳細な解析は困難であった.   本研究で

構築した癌浸潤モデルでは,   各浸潤・増殖ステージにおける癌組織からの MMP

産⽣生の解析を⾏行うことが可能であることが⽰示された.  

   本研究で検討した三次元⼝口腔癌浸潤モデルは,   ⼝口腔扁平上⽪皮癌細胞の遊⾛走・浸

潤能の解析法として,   従来の⼆二次元培養と⽐比較し⾮非常に有益なものであり,   癌微

⼩小環境を構成する細胞や ECM 成分が癌の進展に深く影響するという近年の癌研

究における概念に則したものであるといえる.   この癌浸潤モデルを⽤用いることで,  

癌浸潤過程における時期・部位特異的な癌細胞または周囲細胞の遺伝⼦子発現・タ

ンパク質産⽣生を解析することが可能になる.   癌微⼩小環境を考慮した,   癌の悪性度
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の亢進に関わる周囲環境との相互作⽤用メカニズムの解明や抗癌剤開発など,   今後

の⼝口腔癌研究に⼤大いに貢献すると期待される.  
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3.   ⼝口腔粘膜モデルの構築  

3-‑1.   材料と⽅方法  

3-‑1-‑1.   細胞,   培地,   培養⽅方法  

   細胞には,   ヒト成⼈人⼝口腔⻭歯⾁肉から採取されたヒト⼝口腔⾓角化粘膜上⽪皮細胞 human  

oral  mucosal  keratinocytes   （HOMK;  Cell  Research  Corporation）,   ヒト成⼈人⼝口腔

粘膜から採取されたヒト⼝口腔⾮非⾓角化粘膜上⽪皮細胞   human   oral   keratinocytes  

(HOK;  ScienCell  Research  Laboratories,  Carlsbad,  CA,  USA),   ヒト新⽣生児から採

取された正常ヒト表⽪皮⾓角化細胞   normal   human   skin   epidermal   keratinocytes  

(NHEK;   KURABO,  Osaka,   Japan),   HOMF,  HUVEC を⽤用いた.  HOMK,  HOK,  

NHEK は,  60  µM   カルシウム含有 EpiLife 培地   (Life  Technologies)に,  HuMedia-‑

KG   成⻑⾧長因⼦子(KURABO)を添加した培養液にて培養した.  HOMF と HUVEC は

前述(1-‑1-‑1)の⽅方法で培養した.     

  

3-‑1-‑2.   ⼝口腔粘膜モデルの構築  

   前述（1-‑1-‑3）の⽅方法で構築した⼝口腔粘膜間質モデル上に上⽪皮層を構築した.   上

⽪皮層と間質の接着を⾼高めるため,   ⼝口腔粘膜間質モデル上にヒト胎盤から精製され

た Collagen  IV（Sigma-‑Aldrich）を PBS で 0.2  mg/mL に調整した溶液 100  µL を

加え 30 分間静置した.  1,  3,  6×105個/300  µL で懸濁した HOMKまたは HOKを

⼝口腔粘膜間質モデル上に播種し,  DMEMと Epilife を 1:1 で混合した培地 2  mL を

カルチャーインサートプレート内に加え,  5%  CO2  気相下にて 37   ℃で培養した.  

1 ⽇日後,  HOMFと HOMK,   または HOMFと HOKから構築された組織を気相-‑液

相界⾯面（air-‑lift）培養⽅方法を⽤用いて 7⽇日間培養した.   すなわち,   カルチャーインサ

ートプレート中の培地を全て除去し,   分化専⽤用培（DMEM と Epilife を 1:1 で混

合した培地にアスコルビン酸を 25  µg/mL の濃度になるよう加え調整したもの）
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をカルチャーインサートカップ外に 500  µL 加え,  5%  CO2  気相下にて 37   ℃で培

養した.  7 ⽇日間の培養中,   毎⽇日培地交換を実施した.   上⽪皮の⾓角化を伴う⼝口腔粘膜モ

デル(keratinized  oral  mucosa  equivalents;  K-‑OMEs)と⾓角化を伴わない⼝口腔粘膜モ

デル(non-‑keratinized  oral  mucosa   equivalents;  N-‑OMEs)を 10%中性緩衝ホルマ

リン溶液にて組織固定後,   パラフィン包埋を⾏行い,  4  µm の厚みで切⽚片を作製し  

HE 染⾊色または後述（3-‑1-‑5）の⽅方法で免疫組織化学染⾊色を⾏行った（図 9-‑a）.   作製

した染⾊色切⽚片を光学顕微鏡で観察し,  K-‑OMEs の⾓角化層・⾓角化層を除く上⽪皮層・

間質部,  N-‑OMEs の上⽪皮層・間質部の厚みについて,   異なる４組織切⽚片画像・各５

点を計測した.  

  

3-‑1-‑3.   ⾎血管様構造を含む⼝口腔粘膜モデルの構築  

   前述（1-‑1-‑3）の⽅方法で構築した⾎血管様構造を含む⼝口腔粘膜間質モデル上に,   前

述（3-‑1-‑2）の⼝口腔粘膜モデル構築と同様の⽅方法でHOMKまたは HOK  6×105個

を播種し air-‑lift 培養を⾏行った.  7 ⽇日間培養後,   構築された⾎血管様構造を伴う⼝口腔

粘膜モデルを 4%パラホルムアルデヒド溶液で固定した.   前述（2-‑1-‑3）の⽅方法で,  

HUVECを抗 CD31 抗体にて蛍光免疫細胞染⾊色し共焦点レーザー⾛走査型顕微鏡に

て観察した.   ⼝口腔粘膜モデル内に構築された⾎血管様構造を定量的に解析するため,  

間質組織中の⾎血管様構造の占有率(%)を ImageJ   software にて算出した.   さらに,  

パラフィン包埋を⾏行い,  4  µmの厚みで切⽚片を作製し   HE 染⾊色または後述（3-‑1-‑5）

の⽅方法で免疫組織化学染⾊色を⾏行った(図 9-‑b).   作製した染⾊色切⽚片を光学顕微鏡で

観察し,  K-‑OMEs の⾓角化層・⾓角化層を除く上⽪皮層・間質部,  N-‑OMEs の上⽪皮層・間

質部の厚みについて,   異なる４組織切⽚片画像・各５点を計測した.     
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3-‑1-‑4.   ⽪皮膚モデルの構築  

   構築した⼝口腔粘膜モデルを組織学的に評価するにあたり,   上⽪皮と間質から構成

される⼝口腔粘膜モデル（OMEs）に対し,   上⽪皮と真⽪皮から構成される⽪皮膚モデル

(dermis-‑epithelium   skin   equivalents;  DESEs)を,  LbL 細胞コート法を⽤用いて構築

した 41,  42).   すなわち,  LbL 細胞コートを⾏行った NHDF  1×106個を⽤用いて構築した

⽪皮膚真⽪皮モデル上にNHEK  6×105個を播種しair-‑lift培養を⾏行った.  7⽇日間培養後,  

10%中性緩衝ホルマリン溶液にて組織固定し,   パラフィン包埋を⾏行い 4  µm の厚

みで切⽚片を作製した.  HE 染⾊色または後述（3-‑1-‑5）の⽅方法で免疫組織化学染⾊色を

⾏行った.     

  

3-‑1-‑5.   組織学・免疫組織化学染⾊色  

   構築した OMEs と DESEs の免疫組織化学染⾊色を⾏行うにあたり,  1 次抗体とし

て抗ヒト cytokeratin（CK）（AE1/AE3）マウスモノクローナル抗体（DAKO,  Cat.  

N1590）,   抗ヒト cytokeratin   10（CK10）マウスモノクローナル抗体（Thermo  

Fisher  Scientific,  Cat.  MS-‑611-‑P0）,   抗ヒト cytokeratin  13（CK13）マウスモノク

ローナル抗体（Abcam,  Cambridge,  UK,  Cat.   ab16112）,   抗ヒト cytokeratin   14

（CK14）マウスモノクローナル抗体（Thermo  Fisher  Scientific,  Cat.  MS-‑115-‑P0）,  

抗ヒト E-‑cadherin   マウスモノクローナル抗体（DAKO,  Cat.  M3612）,   抗ヒト

Ki67   マウスモノクローナル抗体（Cell  Signaling  Technology,  Danvers,  MA,  USA,  

Cat.  9449）,   抗ヒト collagen  IV   マウスモノクローナル抗体（DAKO,  Cat.  M0785）,  

抗ヒト laminin   マウスモノクローナル抗体（Leica   Biosystems  Newcastle   Ltd.,  

Newcastke,  Tyne,  UK,  Cat.  NCL-‑LAMININ）,   抗ヒト CD31   マウスモノクロー

ナル抗体を⽤用いた.   ホルマリン固定後の三次元組織をメンブレンごとカルチャー

インサートカップより外し,   パラフィン包埋後,  4µm の厚みで薄切切⽚片を作製し
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た.   切⽚片を脱パラフィン化し,   クエン酸緩衝液（pH6）,   トリス塩酸緩衝液（pH9）

または ProteinaseK（DAKO）を⽤用いて抗原賦活化処理を⾏行った.   切⽚片を 3%過酸

化⽔水素溶液に室温 10分間浸漬し,  5%  bovine  serum  albumin（BSA；Sigma-‑Aldrich）

で室温 1 時間ブロッキングを⾏行った.   5%   BSA で 1/500 に希釈した抗 CK

（AE1/AE3）抗体,  1/200 に希釈した抗 CK10 抗体,  1/100 に希釈した抗 CK13 抗

体,  1/1000 に希釈した抗 CK14 抗体,  1/100 に希釈した抗 E-‑cadherin 抗体,  1/400

に希釈した抗 Ki67 抗体,  1/2000 に希釈した抗 collagen   IV 抗体,  1/100 に希釈し

た抗 laminin 抗体,  1/200 に希釈した抗 CD31 抗体を添加し,  4℃で⼀一晩静置した.  

PBS にて切⽚片を洗浄後,  2 次抗体として EnVision  System-‑HRP   ラベル化ポリマー

抗マウス IgG 抗体（DAKO）を滴下し室温で 30 分間静置した.   洗浄後,  

diaminobenzidine（DAB;  DAKO）を滴下し発⾊色させ,  Mayerʼ’s  Hematoxylin に浸

漬し核染⾊色後,   スライドガラスで封⼊入した.     

  

3-‑1-‑6.   ⼝口腔粘膜モデルならびに⾎血管様構造を含む⼝口腔粘膜モデルの経⽪皮

的電気抵抗値測定  

   Air-‑lift 培養 7 ⽇日後の OMEs 及び⾎血管様構造を含む OMEs の経⽪皮的電気抵抗

transepithelial   electrical   resistance（TEER）値（Ω×cm2）を Millicell   ERS-‑2

（Millipore  Co.  Ltd.,  Darmstadt,  Germany）を⽤用いて測定した.   測定時,   組織を

PBS にて洗浄後,   カルチャーインサート内に 300  µL,   カルチャーインサート外に

1mLのPBSを加えた.  TEER値は各サンプルにつき3回測定し平均値を算出した.     

  

3-‑1-‑7.   有意差検定  

   実験結果は平均値±標準偏差で表し,  Welchʼ’s  t-‑test を⽤用いて 2 群間の⽐比較を⾏行

った.  
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3-‑2.   結果  

3-‑2-‑1.   ⾓角化⼝口腔粘膜モデル（K-‑OMEs）の構築  

   LbL 細胞コートを⾏行ったHOMF  1×106個から構築された⼝口腔粘膜間質モデル

上にHOMKを各条件（1,  3,  6×105個）で播種し,  air-‑lift 培養 1,  3,  7 ⽇日後の組織

についてその構造を観察・評価した（図 10a-‑f）.  HOMK  3×105,  6×105個播種し

た組織では,   ⾓角化層において核が消失した正⾓角化が認められた（図 10b,  c）.  7 ⽇日

後の各 HOMK 播種条件における構築組織の厚みを測定したところ,   上⽪皮層の厚

みは HOMK播種細胞数に⽐比例していた（図 10g）.   また,   上⽪皮層は経時的に厚み

を増し,   正⾓角化を伴う⾓角化層も厚くなっていた（図 10h）.     

  

3-‑2-‑2.   ⾮非⾓角化⼝口腔粘膜モデル（N-‑OMEs）の構築  

   LbL 細胞コートを⾏行ったHOMF  1×106個から構築された⼝口腔粘膜間質モデル

上にHOKを各条件（1,  3,  6×105個）で播種し,  air-‑lift 培養 1,  3,  7 ⽇日後の組織に

ついて,   その構造を観察・評価した（図 11a-‑f）.   いずれの組織においても上⽪皮層

表層は核が残存した⾮非⾓角化を呈していた（図 11a-‑c）.  7 ⽇日後の各 HOK 播種条件

における構築組織の厚みを測定したところ,   上⽪皮層の厚みは HOK 播種細胞数に

⽐比例していた（図 11g）.   また,   上⽪皮層の厚みは経時的に増加する傾向が⽰示された

（図 11h）.     

  

3-‑2-‑3.   ⼝口腔粘膜モデルの免疫組織化学染⾊色     

   構築した K-‑OMEs と N-‑OMEs,   ⽐比較参考として構築した DESESs の組織切⽚片

を⽤用いて,  CK（AE1/AE3）,  CK10,  CK13,  CK14,  E-‑cadherin,  Ki67,  collagen   IV,  

laminin について免疫組織化学染⾊色を⾏行った（図 12）.   ⽐比較する OMEs と DESEs

は,   いずれも上⽪皮細胞 6×105 個と線維芽細胞 1×106 個で構築したモデルを⽤用い



  

   -‑  22  -‑  

た.     

   CK（AE1/AE3）は全モデルの上⽪皮層で強く染⾊色された.   ⾓角化上⽪皮に特異的に発

現する CK10 は K-‑OMEs・DESEs の基底層を除く上⽪皮層で強く発現し,  N-‑OMEs

では発現が認められなかった.   上⽪皮基底層のマーカーである CK14 は全モデルで

基底層を含めた上⽪皮層で発現が認められた.   細胞間接着に関するE-‑cadherin は全

モデルの上⽪皮細胞間に特異的に発現した.   増殖活性に関するマーカーであるKi67

は K-‑OMEs・N-‑OMEs ともに発現が認められず,  DESEs では上⽪皮基底細胞に限局

して発現していた.   ⼝口腔粘膜や⽪皮膚の基底膜を構成するcollagen  IVと lamininは,  

OMEs・DESEs において,   間質または真⽪皮層で⼀一様に発現され,   加えて laminin は

上⽪皮基底層にも発現していた.   ⼝口腔粘膜をはじめとした⾮非⾓角化上⽪皮に特異的に発

現するマーカーである CK13 は K-‑OMEs・N-‑OMEs の上⽪皮層において強く発現

していたが,  DESEs では発現が弱かった.     

  

3-‑2-‑4.   ⼝口腔粘膜モデルのバリア機能  

   K-‑OMEs,  N-‑OMEs,  DESEsの上⽪皮層におけるバリア機能を⽐比較するため,   分化

誘導を⾏行った 7 ⽇日間中の各モデルの TEER 値を測定した.   これらのモデルの

TEER 値は上⽪皮分化に伴い経時的に増加した（図 13）.   分化誘導 7 ⽇日後の TEER

値では DESEs が最も⾼高値を⽰示し,   次いで K-‑OMES,  N-‑OMEs となった（DESEs

＞K-‑OMEs＞N-‑OMEs）.  OMEs では,   測定した分化誘導 1,  3,  5,  7 ⽇日後のいずれ

においても,  K-‑OMEs は N-‑OMEs よりも有意に⾼高値を⽰示した（図 13a）.     

  

3-‑2-‑5.   ⾎血管様構造を含む⼝口腔粘膜モデルの組織学的・機能的評価  

   LbL 細胞コートを⾏行ったHOMF  1×106個と HUVEC  0.5×105,  1×105,  2×106

個から構成される⾎血管様構造を含む間質組織上に HOMK または HOK を 6×105
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個播種し,  air-‑lift 培養 7 ⽇日後の組織についてその構造を観察・評価した.     

   Air-‑lift 培養 7 ⽇日後の組織の HE 染⾊色および抗 CK13 抗体・抗 CD31 抗体によ

る免疫組織化学染⾊色を⾏行った組織切⽚片を観察したところ,   上⽪皮層は HUVEC を間

質部に含まない K-‑OMEs,  N-‑OMEs と同⼀一の分化・階層構造の特徴をもつ組織像

が得られた（図 14a-‑c,  15a-‑c）.   上⽪皮層は CK13 の発現を認め（図 14d-‑f,  15d-‑f）,  

間質部は円状に細胞が存在しない箇所が観察され,  HUVEC 播種数に⽐比例してそ

の数は増加傾向を⽰示した.   抗 CD31 抗体を⽤用いた免疫組織化学染⾊色にて,   その箇

所を裏打ちするように CD31 陽性細胞が存在していた（図 14g-‑i,   15g-‑i）.      上⽪皮

層の分化・階層構造は⾎血管様構造を含まない OMEs と同様の特徴が観察され,  

HUVEC の播種数により上⽪皮構造が変化することはなかった（図 14m,  15m）.     

   抗 CD31抗体を⽤用いて蛍光免疫細胞染⾊色を⾏行い共焦点レーザー⾛走査型顕微鏡で

観察したところ,   間質部において CD31 陽性の管腔構造が三次元的に構築されて

おり,  HUVEC播種細胞数に⽐比例して網状構造の組織中に占める割合は,  K-‑OMEs,  

N-‑OMEs ともに増加した（図 14j-‑l,  15j-‑l）.     

   ⾎血管様構造を含む OMEs におけるバリア機能を評価するために TEER   値を測

定した.   ⾎血管様構造を含まないOMEsと⽐比較すると,   ⾎血管様構造を含むOMEsは

低値であったが,  K-‑OMEsは N-‑OMEsよりもTEER値は有意に⾼高値を⽰示し,   バリ

ア機能の差は維持されていることが確認された（図 16）.     

  

3-‑3.   考察  

   ⽣生体の⼝口腔粘膜や⽪皮膚組織に近似した組織を in  vitro で再現するために,   これ

までに様々な培養⽅方法が考案され多くの三次元組織モデルが報告されてきた.  

LbL 細胞コート法を⽤用いた三次元組織モデルとして,   ⽪皮膚モデルが既に確⽴立され

ている 41,  42）.   ⼝口腔粘膜上⽪皮は⽪皮膚と同様に重層扁平上⽪皮構造を有するが,   部位に
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より⾓角化・分化程度に差が認められるのが⽪皮膚と異なる⼤大きな特徴の⼀一つである

43,  44).     

   今回,   採取部位の異なる 2種類の⼝口腔粘膜上⽪皮細胞（⾓角化粘膜由来;  HOMK,   ⾮非

⾓角化粘膜由来;  HOK）と⼝口腔粘膜線維芽細胞（HOMF）を⽤用いて,   三次元組織モ

デルの構築を検討した.   構築したモデルの組織構造を観察したところ,  HOMK を

使⽤用したモデル（K-‑OMEs）では⾓角化⼝口腔粘膜上⽪皮,  HOK を使⽤用したモデル（N-‑

OMEs）では⾮非⾓角化⼝口腔粘膜上⽪皮に特有の分化・組織構造が観察された.   本研究に

おいて,   ⼝口腔粘膜に特有の⾓角化程度が異なる 2種類の⼝口腔粘膜モデル（⾓角化/⾮非⾓角

化）を構築することが可能であった.     

   構築した K-‑OMEs と N-‑OMEs について組織構造を観察・評価した.  OMEs と

DESEs で上⽪皮層および間質/真⽪皮層の厚さに差が⽣生じたのは,   ⼝口腔粘膜と⽪皮膚の

上⽪皮細胞と線維芽細胞では増殖活性やターンオーバーに違いがあるためと推測さ

れる 45,  46).   顆粒層〜～有棘層において特異的に発現する CK10 は,   ⾓角化傾向が強い

⼝口蓋粘膜や⽪皮膚ではその発現が認められるのに対し,   ⾮非⾓角化上⽪皮を有する⼝口底部

や頬粘膜では発現しないことが⼀一般的に知られている.   本研究で構築したモデル

はその⾓角化傾向と CK10 の発現が⼀一致し,   各モデルにおける分化傾向の特徴を裏

付ける結果となった.  CK14 は上⽪皮基底層に発現することが⼀一般的に知られてい

るが,   本研究の構築モデルでは CK14 は上⽪皮層全層で発現していた.   しかし,   有

棘層より上⽅方の上⽪皮層に特異的に発現した CK10 の染⾊色結果と⽐比較すると,   上⽪皮

最下層の細胞は CK14(+),   CK10(-‑)であり,   基底層の形成が⽰示唆された.   E-‑

cadherin は全てのモデルの上⽪皮細胞間で特異的に発現が認められ,   正常上⽪皮とし

て上⽪皮細胞間接着分⼦子が産⽣生されていることが証明された.   増殖活性を有する細

胞に特異的に発現する Ki67 は,      OMEs ではその発現が認められず,  DESEs では

基底層細胞に発現を認めた.   他の報告されている⼝口腔粘膜モデルにおいてもKi67
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の発現が弱い/認められないものは多く,   その理由として,   ⼝口腔粘膜は⽪皮膚よりも

上⽪皮増殖活性が⾼高くターンオーバーのサイクルが早いため,  in  vitro で三次元構築

した⼝口腔粘膜モデルでは培養期間中の早期で活性が減少していくのではないかと

推測される 47).   本研究で構築したOMEs は,   培養⽇日数と共に上⽪皮層の厚みは増加

傾向にあるため,   上⽪皮分化と共に細胞増殖（ターンオーバー）は伴っていると⽰示

唆される.   基底膜を構成する collagen  IVと lamininは,   本研究においては間質/真

⽪皮も⼀一様に発現が認められた.   線維芽細胞と上⽪皮細胞を共培養した場合に,  

collagen  IV は線維芽細胞から優先的に産⽣生されることが報告されており,   今回構

築したモデルでは主に間質/真⽪皮の線維芽細胞から産⽣生されたと推測された.  

Laminin は複数のアイソタイプが存在し,   上⽪皮基底細胞と線維芽細胞から様々な

種類の laminin が産⽣生されることが知られており 48-‑51),   それらの報告と⼀一致する

染⾊色結果を得た.   基底膜形成に必要な成分の産⽣生を確認できたことから,   今後,  

分化をさらに促進させる培養条件の検討によって,   より明瞭な基底膜構造の構築

が可能になると考えられる.   ⾮非⾓角化上⽪皮のマーカーである CK13 は,  OMEs では

強く発現し,  DESEs ではその発現が弱かった.  N-‑OMEs の CK10 の染⾊色結果も併

せて考察すると,   ⾮非⾓角化上⽪皮という組織構造を裏付ける結果となった.   しかし,  

K-‑OMEs は DESEs と同様に,   ⾓角化層の正⾓角化と CK10 の発現が認められたにも

かかわらず,  CK13 の発現について両モデルで差が認められた.   これは,  K-‑OMEs

で使⽤用した HOMK が⻭歯⾁肉由来細胞であり⾓角化/⾮非⾓角化の中間的特徴も有してい

るためと推測される.   実⽣生体⼝口腔粘膜における CK 発現についての報告によると,  

⾮非⾓角化粘膜に近接した⾓角化⻭歯⾁肉粘膜や錯⾓角化上⽪皮では CK10・CK13 の発現は明

確に区別できない場合がある 43,  44).   組織切⽚片染⾊色結果から,   本研究では⾓角化程度

が異なる 2種類のOMEsが構築でき,  DESEs も⽤用いて組織像とタンパク質発現を

⽐比較することで,   モデルの上⽪皮分化について詳細に理解することが可能であった.     
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   構築したモデルを今後応⽤用していくには,   実⽣生体に近似した組織構造の再現だ

けでなく,   その組織構造とリンクした機能を有していなければならない.   構築し

たモデルのバリア機能を評価するために TEER 値を測定した.   この値は,   モデル

の⾓角化層側からメンブレン側へのイオン透過性を測定することで,   組織の厚みや

⾓角化レベル,   細胞間接着の程度を定量化したものである.  K-‑OMEs は N-‑OMEs よ

りも TEER 値が有意に⾼高く,   ⾓角化の有無や細胞間接着・各上⽪皮細胞⾃自⾝身の性質の

差を反映していると考えられる.   また,  DESEs は OMEs と⽐比較して顕著に⾼高い

TEER 値を⽰示し,   組織切⽚片における⾓角化・分化の明らかな差を裏付ける結果とな

った.   構築した組織モデルの構造の差をこのように数値化できることは,   今後,  

⽬目的に合わせたモデル構築や最適化が可能になり,   他の報告されているモデルを

含め三次元組織モデルの標準化につながると考えられる.     

   ⽣生体⼝口腔粘膜では,   単に⾓角化程度が異なる上⽪皮と間質からのみ構成されるわけ

ではなく,   ⾎血管やリンパ管,   免疫細胞,   その他様々な付属器を有しているからこ

そ,   多様で複雑な組織反応・現象が観察される.   癌研究において癌の浸潤・転移や

⾎血管新⽣生など,   癌と⾎血管の関連性は⾼高い.   その他,   疾患モデルや感染・炎症モデル

への応⽤用も期待される.   また,   再⽣生医療分野においては,   脈管系を有する三次元

組織を移植材料として⽤用いることで,   ⽣生体側の⾎血管と癒合し,   栄養や酸素の供給

と⽼老廃物の代謝が⾏行われ,   移植組織の癒合不全・壊死・脱落の回避が期待できる.  

脈管系を有する三次元真⽪皮組織をマウスに移植したところ,   宿主側脈管と移植組

織中の脈管構造が癒合することが既に報告されている 52,  53).   実臨床において,   構

築した⼝口腔粘膜モデルを,   ⼿手術により⽋欠損した患者の⼝口腔内に移植した報告はあ

るが,   本研究で確⽴立した⾎血管様構造を含む⼝口腔粘膜モデルも同様に臨床応⽤用する

ことが可能であると考えられる.   また,   間質部に⾎血管様構造を有していても上⽪皮

構造が維持され,   ⾎血管様構造の形成量・管腔サイズをコントロールできたことは,  
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本研究で構築したモデルを様々な⽤用途で今後応⽤用していく際に,   ⽬目的に応じた組

織設計・⾄至適化が可能であることを⽰示している.   しかしながら,   今回構築した⾎血

管様構造は,   単に HUVEC が管腔構造を呈しているものであり,   タイトジャンク

ションや周⽪皮細胞,   灌流の存在といった,   ⽣生体に近似した⾎血管を構築することは

今後の⼤大きな課題であると考える.  

   ⼝口腔粘膜モデルよりも先に構築技術が発展した⽪皮膚モデルでは,   薬剤反応試

験・毒性試験に使われるモデルの条件が OECD ガイドラインにより標準化され

ているにもかかわらず,   ⼝口腔粘膜モデルでは個々にその反応性を評価した報告が

散⾒見されるのみで基準となる統⼀一された定量的指標が存在しない.   ⼝口腔粘膜モデ

ルを⽤用いた反応性試験を評価するには,   その使⽤用した⼝口腔粘膜モデルと実⽣生体⼝口

腔粘膜の相違点を明確にしなければならないという課題も存在する 54).     

   また,   上⽪皮層の分化は,   単に上⽪皮細胞そのものの部位特異的な遺伝⼦子発現によ

り特徴付けられるのではなく,   上⽪皮下に存在する線維芽細胞の存在が⼤大いに影響

することが最近の報告で明らかになっている 55)   が,   その詳細は未だ不明であり,  

そのメカニズムの解明に本モデルの応⽤用が期待される.   本研究における⼝口腔粘膜

モデル構築技術では,   間質部に様々な細胞を含有することが可能であり,   今回は

⾎血管様構造を含む⼝口腔粘膜組織モデルの確⽴立に成功した.   さらに,   炎症細胞や内

⽪皮細胞,   幹細胞,   唾液腺,   ⾻骨などを伴わせることで,   より複雑な⽣生体環境を再現

した⼝口腔粘膜モデルとしての応⽤用が期待される.     
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総括  

1.   ⼝口腔粘膜由来線維芽細胞に LbL 細胞コートを⾏行うことで,   細胞を積層させ,  

⼝口腔粘膜間質モデルを構築することが可能であった.     

2.   LbL 細胞コート法を⽤用いることで,   構築した三次元⼝口腔粘膜間質モデルにお

ける細胞間接着や⾎血管様構造の形成が促進されることが明らかとなった.     

3.   ⼝口腔癌浸潤モデルにおける,   ⼝口腔癌の増殖・浸潤の挙動を,   経時的に観察す

ることができた.     

4.   ⼝口腔癌細胞の⼆二次元培養と⽐比較し,  LbL 細胞コート法を⽤用いて構築した三次

元組織を応⽤用した⼝口腔癌浸潤モデルでは,  MMP 産⽣生量が有意に増加した.     

5.   ⽪皮膚真⽪皮モデルを⽤用いた⼝口腔癌浸潤モデルにおける MMP 産⽣生量と⽐比較し,  

⼝口腔粘膜間質モデルを⽤用いた⼝口腔癌浸潤モデルでは MMP 産⽣生量が有意に

増加した.     

6.   LbL 細胞コート法を⽤用いて,   ⽣生体組織に類似した上⽪皮階層構造を有する⼝口腔

粘膜モデルを構築することができた.  

7.   ⼝口腔⾓角化および⾮非⾓角化上⽪皮細胞を⽤用いることで,   ⾓角化程度の異なる 2 種類の

⼝口腔粘膜モデルを作製し,   バリア機能の差をTEER値の測定により明らかに

した.     

8.   ⾎血管様構造を含む⼝口腔粘膜モデルの構築を⾏行うことができた.     

  

結論  

   LbL 細胞コート法を⽤用いて,   ⼝口腔粘膜由来線維芽細胞から三次元⼝口腔粘膜間質

モデルを構築し,   ⼝口腔癌浸潤モデルとして応⽤用することが可能であった.   また,  

上⽪皮と⾎血管様構造を含む間質から構成される,   ⼝口腔粘膜モデルを構築した.  
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N"OMEs'with'blood'capillary'networks
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