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研究成果の概要（和文）：生体内腫瘍環境特異的な癌細胞悪性化因子の解析を進める中で、口腔

癌組織特異的に破骨細胞分化因子 RANKLが発現誘導されることを同定し、この RANKLが生
体内での口腔癌の悪性度を増悪させる重要因子である可能性を見出した。また、高頻度に肺転

移を引き起こすヒト滑膜肉腫をモデルにして、腫瘍細胞と血管内皮細胞との相互作用が腫瘍血

管新生に極めて重要であること、また Src ファミリー阻害薬がこの血管新生を有効に抑制する
ことを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：We identify receptor activator of nuclear factor κB ligand (RANKL) 
as a microenvironment-specific factor essential for tumorigenesis in vivo, utilizing oral 
squamous cell carcinoma as a model. In addition, in human synovial sarcoma that frequently occurs 
pulmonary metastasis, the interaction between the tumor and endothelial cells is important for tumor 
angiogenesis. Src family kinase inhibitor impaired this angiogenesis effectively. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２００８年度 1,700,000 510,000 2,210,000 

２００９年度 1,600,000 480,000 2,080,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,300,000 990,000 4,290,000 

 
 
研究分野：腫瘍生物学、実験病理学 
科研費の分科・細目：実験病理学 
キーワード：腫瘍微小環境、抗がん剤 
 
１．研究開始当初の背景 

（１）悪性腫瘍の治療領域において、近年の
分子標的抗がん剤の開発や放射線療法の画
期的な技術革新により、一部腫瘍においては
その効果が実証されてきている。しかしその
一方で、in vitro基礎研究で著明な抗腫瘍効果

を示した薬剤が、臨床治験において期待する
効果を発揮しない事例も多い。 

（２）この最大の原因は、腫瘍組織中の癌細
胞は、腫瘍微小環境を構成する種々の間質細
胞や液性因子との相互作用が要求されるこ
とから、単独培養された癌細胞とはその形質
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が大きく解離しているためと考える。 

（３）従って、生体内で有効な癌治療法を開
発するためには、多数の細胞内外分子と周囲
微小環境が複雑に相互作用する腫瘍環境を
正確に理解し、腫瘍組織としての癌の特性を
理解することが極めて重要となる。 

 
２．研究の目的 

 上述 1.の現状を受け、本研究では、生体内
腫瘍環境特異的な癌細胞悪性化因子を解析
する。さらに、ヒト腫瘍組織環境を模倣化し
た in vitro３次元培養システムを構築し、癌細
胞と腫瘍微小環境の相互作用の分子機序を
解明する。最終的に腫瘍組織として有効な新
規治療標的分子を同定することを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 

（１）本研究課題では、著明な局所浸潤像を
示すヒト口腔癌細胞（平成２０年度）とヒト
滑膜肉腫細胞（平成２１年度）を主たる研究
対象とし、腫瘍細胞と腫瘍間質との相互作用
が腫瘍の特性や悪性化に与える影響を解明
した。また、各腫瘍組織において有効な抗が
ん剤の同定を試みた。 
 
（２）ヒト口腔組織特異的な癌抗原の同定 

 口腔扁平上皮癌は頭頸部領域の悪性腫瘍
の中で最も頻度が高く、しばしば著明な局所
浸潤能を示す。口腔扁平上皮癌が近接する顎
骨に広範囲に浸潤した際には外科的骨離段
術を施行せねばならず、術後の患者の quality 
of life (QOL)に多大なる影響を及ぼす。従って、
こうした患者の QOL の保持・向上のために
は、骨離段術に代わる非浸襲性保存的治療法
の確立が急務となっている。 
 申請者らは、従前の研究により、破骨細胞
分化因子 RANKLが、口腔癌細胞で発現して
いることを見出している。本研究では、この
RANKL の発現メカニズムの解明、口腔癌の
悪性化への関与、さらには抗がん剤の標的分
子としての有用性を検討した。 
 
① ヒト口腔癌病理組織を用いて、RT-PCR法
および免疫組織学的検索により、RANKL 
mRNAおよび蛋白質の発現の有無、および
悪性度との相関を検討した。5 種類のヒト
口腔癌細胞株における発現量においても
同様に検索し、口腔癌組織と細胞株におけ
る発現量の相違を比較検討した。 

② 口腔癌細胞株をヌードマウスの異なる部
位に接種し、形成された腫瘍組織での
RANKL の発現量を検討した。さらに、
RANKL の発現量と腫瘍の悪性度との関連
を、病理組織学的に検討した。 

③ 上記②において、マウスに形成された腫瘍
の悪性度が RANKLの発現に依存するか否
かを確認するために、in vitro３次元コラー
ゲンゲル環境内で RANKL過剰発現口腔癌
細胞を長期培養し、マウス腫瘍組織で認め
られた形質が再現されるかを検討した。 

④ 上記③で認められた細胞形質がどのよう
なメカニズムによって誘導されるのかを
検討した。 

⑤ 上記の結果を総合的に判断し、RANKLが
口腔癌の治療標的分子として有用か否か
を検討した。 

 
（３）ヒト滑膜肉腫における新規治療標的分
子の同定とその抑制効果 

 滑膜肉腫は若年者の四肢関節近傍に頻発
する悪性軟部腫瘍で、高頻度に肺や骨髄へ転
移する。現在、治療法としては、外科的切除
に加え、化学療法や放射線療法が併用されて
いるが、依然として予後不良であり、より有
効な新規治療法の確立が必要とされている。 
 申請者らは、従前の研究により、滑膜肉腫
の細胞内ではチロシンキナーゼ Src の活性が
亢進していること、in vitro 実験系において
Src family kinase（SFK）阻害薬 PP2が滑膜肉
腫細胞の増殖能および運動能を抑制するこ
とを明らかとしてきた。本研究では、マウス
において全身投与可能な SFK阻害薬 SU6656
を用いて、マウス xenograftにおける本薬剤の
腫瘍抑制効果、特に腫瘍の生存や増殖、遠隔
転移に重要な役割を果たしていると考えら
れる腫瘍周囲血管新生に対する SU6656 の抑
制効果を検討した。最終的に、in vivo滑膜肉
腫において、SFKが有効な抗腫瘍効果を発揮
するターゲット分子になり得るかを検討し
た。 
 
① ヒト滑膜肉腫細胞株をヌードマウスの皮
下に接種後、SFK阻害剤 SU6656を腹腔内
投与し、腫瘍形成および周囲組織への浸潤
における抑制効果を検討した。 

② 上記①で形成された腫瘍において、血管内
皮細胞に対するマーカーである CD31に対
する抗体を用いて免疫染色を行い、腫瘍新
生血管数および管腔構造形成における
SU6656の抑制効果を検討した。 

③ 上記②において認められた SU6656による
腫瘍血管新生抑制効果が、どのようなメカ
ニズムによって誘導されるのかを検討し
た。 

④ 上記の結果を総合的に判断し、SFK阻害薬
が滑膜肉腫に対する抗がん剤として有用
か否かを検討した。 

 



 

 

４．研究成果 

（１）ヒト口腔組織特異的な癌抗原の同定 

①ヒト病理組織検索では、高悪性度の癌ほど
RANKLの発現量が高く、かつ浸潤部での高
発現が確認された。一方、RANKLは細胞培
養条件下では発現が抑制されていることか
ら、cell autonomousな増殖・生存等には不要
であった。 

②in vitroにおいて発現の認められなかった培
養細胞を、マウスに移植するとRANKLの発
現が再現された。この発現誘導は口腔内環
境に特異的であり、腫瘍の増殖能力とも相
関した。 

③RANKLを人為的に過剰発現させた口腔癌
細胞株は、in vitro３次元コラーゲンゲル内
において高浸潤性の増殖像を示しin vivoマ

ウス生体内における腫瘍特性と一致した。 

④RANKLはインテグリンの発現誘導を介し
てコラーゲンへの接着性を増強させること
が明らかとなった。従って、癌細胞が周囲
にコラーゲンが多い環境に適応し、コラー
ゲンへの接着能を増強する上で必要な分子
であると予想された。RANKLは細胞膜表面
に局在する分子であるため、腫瘍微小環境
の変化を感知するセンサーとして機能して
いる可能性も高い。 

⑤RANKLと拮抗的に作用するOPG 
(osteoprotegerin)は、コラーゲン存在下特異
的に口腔癌細胞の接着能を抑制した。以上

の結果から、RANKLは口腔癌組織特異的に
発現誘導される癌抗原であり、口腔癌の悪
性度を増悪させる重要因子である可能性を
見出した。従って、RANKLは口腔癌の有用
な治療標的分子となり得ると期待される。 

 
（２）ヒト滑膜肉腫における新規治療標的分
子の同定とその効果 

①ヒト滑膜肉腫細胞株Fuji細胞をヌードマウ
スの皮下に接種したxenograftモデルでは、
SFK阻害薬SU6656の腹腔内投与により腫瘍
形成および周囲組織への浸潤が有意に抑制
された。 

②上記①において形成された腫瘍組織におい
て、コントロール群では腫瘍表面での血管
新生が旺盛なのに対し、SU6656投与群では
これが抑制されていた。また、摘出した腫
瘍組織をCD31に対する抗体で免疫染色し
たところ、コントロール群に比べてSU6656
投与群では血管管腔構造形成の抑制が認め
られた。 

③上記で形成された腫瘍において、コントロ
ール群ではヒト血管内皮細胞増殖因子
VEGFのmRNAが豊富に検出されたのに対
し、SU6656投与群ではこれが抑制されてい
た。また、滑膜肉腫細胞の培養上清は、ヒ
ト臍帯静脈内皮細胞(HUVECs)の走化能を
促進させたが、SU6656処理後はこれが有意
に低下した。これにより、ヒト滑膜肉腫細
胞が血管内皮細胞を腫瘍組織へ導引するた
めに積極的にVEGFを分泌している可能性
が示唆された。 

④以上の結果から、SFK阻害剤は滑膜肉腫細
胞の増殖能・運動能を抑制するのみならず、
腫瘍血管新生抑制作用を有していること
が明らかとなった。従って、本薬剤は滑膜
肉腫の治療において極めて有効であると
期待される。 
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