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研究成果の概要（和文）：口腔扁平上皮がんは強い局所浸潤能を有しており、顎骨浸潤の有無が患者の予後を左
右する臨床上の重要な問題点の1つとなっている。しかし、口腔がんの顎骨浸潤の臨床病理的特徴を再現するモ
デル動物が未だ確立されていないため、顎骨浸潤の分子メカニズムは不明な点が多い。本研究では、様々な蛍光
たんぱく質でラベルした口腔がん細胞を樹立し、それらを用いた口腔がんの骨浸潤モデルを開発した。本研究に
より確立されたモデル動物は、口腔がんの顎骨浸潤の分子メカニズム解明と新しい分子標的治療の開発に貢献す
ると確信する。

研究成果の概要（英文）：Oral squamous cell carcinoma frequently invade the bone of mandible and 
maxilla and the bone invasion of oral cancer is a critical event that determines the patient poor 
prognosis. However, molecular mechanisms which regulate bone invasion are not fully understood. 
Here, we have established novel mouse model which recapitulates the bone invasion of oral squamous 
cell carcinoma. This model enables the dynamic imaging of bone invasion with high resolution. This 
mouse model will be a useful tool to understand the mechanism underlying bone invasion and 
contribute to the development therapeutic reagent for the treatment of bone invasion.

研究分野： 口腔生化学

キーワード： 口腔がん　骨浸潤
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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 
口腔がんの臨床的特徴の一つとして、顎

骨浸潤があげられる。口腔は咀嚼、嚥下の

みならず発音などの重要な機能を担うこと

から、手術療法による顎骨切除は様々な機

能障害および顔貌の変形による審美障害も

引き起こし、術後の社会復帰に大きく影響

する。したがって顎骨浸潤はがん患者の

QOL を著しく低下させマネージメントを

困難にするため、有効な顎骨浸潤治療法の

確立が強く望まれている。 

 様々な疾患の分子メカニズムを解明し治

療戦略を開発するうえで、動物実験モデル

は非常に有効、かつ必須のツールである。

しかしながら、現在まで口腔がんの顎骨浸

潤を再現する適切な動物実験モデルが確立

されているとは言い難い。さらに、簡便で

定量性のある顎骨浸潤評価方法が確立され

ていないため、開発された新規治療薬剤の

効果を前臨床段階で評価できる動物実験系

がない。これらの理由により、乳がんや肺

がんなどの骨転移に見られる骨破壊に比較

して、口腔がんの顎骨浸潤による骨破壊の

研究が立ち遅れているのが現状である。し

たがって、定量的評価が可能でかつ再現性

の高い口腔がんの顎骨浸潤動物モデルの構

築が強く望まれている。 

 

２．研究の目的 

本研究では、口腔がんの頸部リンパ節転

移モデル動物の構築ならびに骨転移研究の

経験と知識を融合させ、さらに最新のバイ

オイメージング技術を応用することにより、

ヒトの顎骨浸潤の病理的特性を再現する前

臨床モデルマウスの構築と評価方法の確立

にチャレンジする。さらに、このモデルマ

ウスを用いて骨浸潤メカニズムの解明に取

り組む。 

３．研究の方法 

 本研究では、まずレンチウィルスシステ

ムを用いて ffLuc 遺伝子または Zs-Green1

などのレポーター遺伝子を安定発現させた

口腔がん細胞株を樹立する。 

上記の方法で樹立した口腔がん細胞を

ヌードマウス頭頂部に接種し、骨浸潤を示

す口腔がん細胞株を選択する。最も高い骨

浸潤能を示した口腔がん細胞を用いて、マ

イクロ CT による骨浸潤評価ならびに、口

腔がんの骨浸潤メカニズムの解明を行った。 

 

４．研究成果 

（１）レポーター遺伝子を安定発現させた

口腔がん細胞株の樹立 

 pLVSIN-CMV-Pur ベクター(TAKARA 社)

に ffLuc 遺伝子およびに Zs-Green1 遺伝子

をサブクローニングし、Lentiviral High 

Titer Packaging Mix とともに LentiX293T

細胞に遺伝子導入し、培養上清を回収しレ

ンチウィルスパーティクルを作製した。口

腔がん細胞株(HSC3, HO-1-u1,SAS:いずれ

も理研バイオリソースセンターより購入)

にレンチウィルスを感染させ、ピューロマ

イシンを含む培養液で培養し、薬剤耐性遺

伝子をピックアップし、最終的に安定発現

細胞株をクローニングした。しかし、ffLuc

遺伝子 cDNA の長さが 2200bp と比較的大

きい遺伝子のため、ZsGreen1 遺伝子に比

較して発現量が低いこと、また GFP 遺伝

子と Luciferase遺伝

子の融合遺伝子であ

ることから、樹立し

た安定発現細胞株の

蛍光強度は低かった。

そのため、以後の実

験では ZsGreen1 遺

伝子を安定発現する

HSC3 および SAS

細胞を用いることとした。 

＜図 1.SAS-ZsGreen1 の樹立 A は明視野

画像、B は暗視野画像を示す。＞ 



（２）口腔がんの骨浸潤モデルの樹立 

４週齢オスBalb/Cヌードマウス頭頂部を

26G針でスクラッチした後、1000000個の

SAS-ZsGreen1細胞および

HSC-3-ZsGReen1細胞を50μlの生理食塩水

に懸濁し頭頂部摂種した。携帯型フラッシ

ュライトを用いて蛍光ラベルした口腔がん

細胞の増殖を確認した結果、がん細胞接種

後約３週間で直径5mm～10mmの腫瘍の増

大を確認した。がん細胞を接種して3週間後

にマイクロCT撮影を行い、がん細胞が骨浸

潤しているか否かを検討した。その結果、

SAS-ZsGreen1は摂取したすべてのマウス

において骨浸潤が認められた。（図２参照） 

 

＜図 2.SAS-ZsGreen1を接種し３週間後の

写真。左は蛍光実態顕微鏡を用いた頭頂部

の写真、右はそのマイクロ CT 画像を示す。

マイクロ CT 画像において、骨吸収像が認

められる。＞ 

次に、骨浸潤部位の組織学的検討を行う

ために、パラフィン切片を作製した。

Zs-Green1はパラフィン切片においても蛍

光観察することが可能であることから、容

易に口腔がんの細胞動態を観察することが

可能である。骨組織を検出することが可能

な抗Ⅰ型コラーゲン抗体を用いて骨組織を

赤色蛍光で検出し、観察した結果、緑色蛍

光陽性の口腔がん細胞と、赤色蛍光陽性の

骨組織が観察され、骨浸潤口腔がん細胞の

観察を容易に、かつ細胞レベルで検出する

ことが可能になった。（図３参照） 

＜図３.SAS-ZsGreen1 の骨浸潤像。緑色は

SAS-ZsGreen1 細胞、赤色は抗Ⅰ型コラー

ゲン抗体陽性の蛍光免疫染色画像を示す。

骨吸収による頭蓋骨の断裂と口腔がん細胞

の浸潤が認められる。＞ 

（３）口腔がんの骨浸潤メカニズムの解明 

最後に、本研究で確立したモデルマウス

を用いて口腔がんの骨浸潤メカニズムの解

明を行った。マウスを安楽死させた後、頭

蓋部を液体窒素にて急速冷凍し骨浸潤サン

プルとした。河本法によりマウス頭蓋骨の

薄切切片を作製しレーザーマイクロダイセ

クション(LMD)フィルムに張り付けた。顕

微鏡下にて頭蓋骨に直接接触し骨浸潤して

いるがん細胞を骨浸潤がん細胞、頭蓋と反

対側で皮膚へと浸潤しているがん細胞を非

骨浸潤がん細胞としてレーザーマイクロダ

イセクション法(LMD)により組織を回収し、

RNAを精製した。（図４参照） 

 
＜図４.LMD法による骨浸潤がん細胞の

切り出し。Aは切り出し前の蛍光画像、Bは

切り出し後の蛍光画像を示す。＞ 

逆転写酵素によりcDNAを作製しリアル

タイムPCR法にてがんの浸潤に関与する遺

伝子の発現を比較検討した結果、骨浸潤が

ん細胞でMMP2およびMMP9の発現が増加



していることが確認された。 

以上の結果より、本研究で樹立した

SAS-ZsGreen細胞は、口腔がん細胞の骨浸

潤メカニズムを探索するうえで、有用なツ

ールとなり得ることが明らかとなった。今

後は、このモデルマウスを用いて、骨浸潤

の分子メカニズム解明、ならびにメカニズ

ムに基づいた骨浸潤治療戦略の開発に貢献

していく予定である。 
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