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研究成果の概要（和文）：Hedgehog下流シグナル分子NK-3RはStage IV顎骨浸潤を伴う歯肉癌患者の予後と関連
し（Yoshida, Shimo et al. Diagnostics (Basel) 2021），Stage II内向型舌癌患者における腫瘍血管内皮細胞
はHedgehogシグナルの発現の有意な亢進と腫瘍随伴マクロファージ (TAM)の集積と正の相関を認め
（Takabatake, Shimo et al. Int J Mol Sci 2019），Gli-1, Gli-2 dual inhibitorのがin vitro並びにin 
vivo癌骨破壊マウスモデルに与える影響を検討した。

研究成果の概要（英文）：Hedgehog downstream signaling molecules deployed from a comprehensive 
pathway analysis in the cancer bone destruction microenvironment (Shimo et al. PlosOne 2016) are 
associated with prognosis in gingival cancer patients with Stage IV jaw bone invasion (Yoshida, 
Shimo et al. Diagnostics (Basel) 2021).
In addition, tumor vascular endothelial cells in patients with Stage II introverted tongue cancer 
showed significantly enhanced expression of Hedgehog signaling and a positive correlation with 
tumor-associated macrophage (TAM) accumulation (Takabatake, Shimo et al. Int J Mol Sci 2019). We 
also analyzed the histological and genetical effect of Gli-1 and Gli-2 dual inhibitor on the in 
vitro study and in vivo cancer bone destruction mouse model.

研究分野： 口腔外科学

キーワード： 癌　骨破壊

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
口腔癌の顎骨浸潤は，化学療法の効果が期待できず，高線量の放射線療法では放射線性顎骨壊死のリスクが高い
ため外科療法が選択される。しかしながら，機能温存の観点から問題点も多く，顎骨切除症例における歯肉癌骨
髄浸潤は予後に独立して寄与し（Yoshida, Shimo et al. Anticancer Res 2018），癌を取り巻く微小環境が薬
剤耐性獲得に関与することから癌骨破壊微小環境は新たな治療標的となる可能性がわかってきた。癌骨破壊微小
環境で活性化されるHedgehogシグナルを起点とした癌免疫の統合的な解析が必須である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
口腔癌の顎骨浸潤は，化学療法の効果が期待できず外科療法が選択されるが，機能温存

の観点から問題点も多いのが現状である。これまでの我々の臨床研究から，顎骨切除症

例における歯肉癌骨髄浸潤は生命予後に独立して寄与することから（Yoshida, Shimo et 
al. Anticancer Res 2018），癌骨破壊微小環境は新たな治療標的となる可能性がわかってき
た。Hedgehog シグナルは胎生期の発生段階で中心的な役割を担う一方で，大腸癌，肝
臓癌，肺癌，乳癌，前立腺癌をはじめとする全身における種々の癌で活性化されている

ことが報告されている。癌骨破壊微小環境下で重要な役割を担う破骨細胞における網羅

的なパスウェイ解析（Shimo et al. PlosOne 2016）から展開された新規 Hedgehog下流シ
グナル分子 NK-3R は顎骨浸潤を伴う扁平上皮癌細胞に高発現することが，歯肉癌顎骨
切除標本を用いた免疫組織学的解析で明らかとなってきた(Obata, Shimo et al. Anticancer 
Res 2016, 2017) 。また，stage II内向型舌癌患者における腫瘍血管内皮細胞は Hedgehog
シグナルの発現が有意に亢進し，腫瘍随伴マクロファージ (TAM)の集積と正の相関を
認めることが明らかになり（Takabatake, Shimo et al. Int J Mol Sci 2019），癌骨破壊微小環
境における Hedgehogシグナルネットワークのさらなる解明が急務である。 
 
２．研究の目的 
これまでの研究から顎骨破壊を伴う進行癌における初期耐性や獲得耐性に，癌細胞にお

ける Hedgehogシグナルが，癌骨破壊微小環境を変化させる可能性が示唆されてきた。
本研究では，Hedgehogシグナル関連分子と臨床パラメーターとの相関，Hedgehogシグ
ナルの要となる転写因子 glioma-associated oncogene 1 (Gli-1)とGli-2に対する分子標的薬
を in vivoでは癌骨破壊マウスモデルを，in vitroでは癌細胞における遺伝子動態を解析

し，癌骨破壊微小環境における Hedgehogシグナルネットワークを解明することを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
本報告では，新規 Hedgehog下流シグナル分子 NK-3Rの臨床パラメーターとの相関は歯
肉癌患者顎骨切除標本を用い，顎骨浸潤を伴うメラノーマの手術単独症例においても患

者予後は有意に低下することから（Br J Oral Maxillofac Surg 2020）， in vivoおよび in 
vitro 実験系ではマウスメラノーマ細胞を用いたデータを提示する。 
(1) 手術単独を行った歯肉癌患者 27症例顎骨切除標本における NK-3R発現を免疫組織
化学染色を行い，症例における臨床パラメーターとの相関を検討した。 

(2) ヒト皮膚メラノーマ臨床切除標本（組織アレイ，48 サンプル，M481 US Biomax）を
用い Sonic Hedgehog（SHH）とそのシグナル発現の有無を免疫組織化学分析により

検討した。 
(3) 腫瘍骨破壊モデルマウスは，マウス B16メラノーマ 細胞を 5 週齢雌 C57BLマウス

右脛骨骨幹端骨髄腔に 1×105個移植することにより樹立した。投与後 1 日目から 15
日目まで Gli-1および Gli-2 dual inhibitor 低分子化合物 GANT61（40mg/kg）またはコ

ントロール溶液を隔日に腹腔内投与し（n=8/group），マイクロ CTおよび免疫組織化



 

 

学染色にて解析した。 
(4) In vitroにおける GANT61の B16細胞に対する生存率は，WST-1（Sigma-Aldrich）ア
ッセイ，アポトーシスはフローサイトメトリー，遺伝子発現解析はマウスマイクロ

アレイ(Thermo Fisher Scientific) を用いて行い， リアルタイム RT-PCR，Database for 
Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID)を用いて  Gene Ontology 
(GO) カテゴリと Gene set enrichment analysis (GSEA)を行った。  

 
４．研究成果 
(1) 顎骨浸潤した歯肉癌患者における

NK-3R陰性症例（左写真）および陽

性症例（右写真）。腫瘍細胞，破骨細

胞，顎骨は写真中に示す。 
 

(2) 歯肉癌手術単独症例における癌細胞に発現する NK-3R 症例と癌顎骨浸潤は有意な
相関を示すことが明らかとなった（表 1）。一方で歯肉癌手術単独症例における NK-
3R 陽性破骨細胞数と癌骨髄浸潤は有意に相関することが明らかとなった（表 2）。 

 
(3) 歯肉癌手術単独症例におけ

る癌細胞に発現する NK-3R
症例と予後との関連は全生

存率（A），無病生存率（B）
とも有意差は認められなか

った。一方，歯肉癌手術単独

症例における NK-3R 陽性破

骨細胞数と予後との関連は

全生存率で有意差は認めら

れなかったが（C，p=0.22），
無病生存率は予後と関連す

ることが示唆された（D，
p=0.05）。 
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NK-3R陽性破骨細胞数

Parameter 多い
(N=9)

少ない
(N=16) p-value

Age ＜70 2 7 0.28≧70 7 9
Gender Male 1 7 0.09Female 8 9
Tumor size < 2 cm 2 2

0.49≥ 2 cm, <4 cm 4 11
≥ 4 cm 3 3

N stage N0 6 15
0.12N1 1 1

N2 2 0
TNM Stage Ⅰ, Ⅱ 3 13 0.016Ⅲ, Ⅳ 6 3
Differentiation Well 5 9 0.97Moderate-poor 4 7
顎骨浸潤 No bone invasion 0 11

<0.001Cortical 3 5
骨 髄 6 0

Lymphovascular invasion Absent 6 15 0.07Present 3 1
Perineural invasion Absent 7 15 0.23Present 2 1
Primary recurrence Absent 6 12 0.71Present 3 4
Secondary cervical lymph 
nodal metastasis

Absent 8 14 0.91Present 1 2
NK-3R expression
in tumor cells

Positive 9 12 0.10Negative 0 4

表２ 歯肉癌手術単独症例におけるNK-3R 陽性破骨細胞数と癌骨髄浸潤は有意に相関する

腫瘍細胞におけるNK-3R発現

Parameter 陽性
(N=23)

陰性
(N=4) p-value

Age ＜70 7 2 0.41≧70 16 2
Gender Male 7 3 0.13Female 16 1
Tumor size < 2 cm 2 2

0.08≥ 2 cm, <4 cm 16 1
≥ 4 cm 5 1

N stage N0 18 4
0.59N1 3 0

N2 2 0
TNM Stage Ⅰ, Ⅱ 13 3 0.49Ⅲ, Ⅳ 10 1
Differentiation Well 11 4 0.08Moderate-poor 12 0
顎骨浸潤 骨浸潤なし 7 4

0.03皮質骨 8 0
骨 髄 8 0

Lymphovascular invasion Absent 19 4 0.37Present 4 0
Perineural invasion Absent 20 4 0.44Present 3 0
Primary recurrence Absent 17 3 0.96Present 6 1
Secondary cervical lymph 
nodal metastasis

Absent 20 4 0.61Present 3 0

表１ 歯肉癌手術単独症例における癌細胞に発現するNK-3R症例と癌顎骨浸潤は相関する



 

 

(4) メラノーマにおける Hedgehog シグナルの解析を行うにあたり，最初に臨床切除標

本における SHHおよび Gli-1，Gli-2
発現を確認した。SHHおよび Gli-1，
Gli-2発現は，正常皮膚ではほとんど

発現を認めないが，メラノーマ細胞

に強発現することがわかった。 
 
(5) CT 解析にて，コントロール群では脛骨

皮質骨の骨破壊を認めるが（左写真 矢
頭），GANT61 投与群(右写真)は皮質骨の

骨破壊が認められず，保存されているの

がわかる。 
 
(6) 腫瘍骨破壊モデルマウスに GANT61を投与すると，腫瘍細胞は骨髄で増大し，皮質

骨が破壊されていることが組織学的に観察され（左写真 矢印），メラノーマ細胞を

メ ラ ノ ー マ 特 異 的 抗 原

Melan-Aの免疫組織染色法で

認識させると，コントロール

群（左写真）と比較して 
GANT61 投与群（右写真）は

有意に腫瘍細胞の抑制を認

めることがわかった。 
 

(7) GANT61を 48 時間暴露した B16細胞の遺伝子

発現プロファイルを明らかにするために，

22,100 の遺伝子発現変化を全ゲノムマイクロ

アレイで解析した。その結果，1,091 個の遺伝

子の発現に統計的に有意な変化が認められた

（553 個が発現増加、1538 個が発現減少）。In 
vitroにおける GANT61の B16細胞に対する生
存率は，GANT61 濃度依存的に減少し，フロー

サイトメトリー解析の結果、GANT61 処理 B16
細胞は，コントロール群と比較し後期アポトーシス細胞（PI 陽性、Annexin V 陽性）

数を有意に増加させることが明らかになった。B16 細胞へ GANT61 を処理すると，

コントロールと比較してアポトーシスシグナル伝達経路，PD-L1発現・PD-1 チェッ

クポイント経路、血管新生に関連する項目に有意差を認めることが GSEA解析にて
明らかとなった（藤井彩貴 データ解析一部担当）。一方，癌骨破壊微小環境で形成

される腫瘍血管内皮細胞が Hedgehog シグナルを活性化している血管内皮細胞幹細

胞から形成される可能性を，Gli1-creERT2; tdTomatoマウス頭蓋骨癌骨破壊モデルに

組織透明化技術を用いた 3 次元 in vivoイメージングで報告した（島谷真梨 第 47 回
日本口腔科学会北日本支部学術集会  2021口演発表）。 
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