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研究成果の概要（和文）：実験で使用するCAFs において，口腔癌症例から初代培養をおこない腫瘍部から培養
したCAFs の培養を施行した．抗線維化薬を用いてCAFsの細胞増殖に及ぼす影響を検討した結果，pirfenidoneに
よる CAFs の増殖抑制傾向が認められた，次いで，CAFs およびB88 細胞接触下での口腔癌細胞の細胞増殖にお
ける抗線維化薬の影響を検討したが，口腔癌細胞の細胞増殖抑制に有意な差を認めなかった．従って，これらの
結果から CXCR4 システムを介した口腔癌細胞における増殖は癌微小環境による影響ではなく，口腔癌細胞自身
の増殖因子による影響が主である可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：In the experiment, primary cultures were established from oral cancer cases 
to obtain cultured CAFs from the tumor region. The effect of an anti-fibrotic drug on the 
proliferation of CAFs was investigated. As a result, a tendency of growth inhibition in CAFs was 
observed with pirfenidone. Subsequently, the impact of anti-fibrotic drugs on the cell proliferation
 of oral cancer cells was examined under CAFs and B88 cell co-culture conditions, but no significant
 difference in the inhibition of oral cancer cell proliferation was observed. Therefore, these 
results suggest that the proliferation of oral cancer cells, mediated through the CXCR4 system, is 
primarily influenced by the growth factors produced by the oral cancer cells themselves, rather than
 the cancer microenvironment.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在のところ，SDF-1/CXCR4 システムを介した口腔癌におけるCAFs の特性を明らかになっていない．従って，
本研究成果での SDF-1/CXCR4 システムを介した口腔癌における CAFs の細胞増殖の影響を明らかにしたことは
学術的意義があると考えられる．さらに，CAFs の特性を明らかにすることは，がん患者の生存率向上につなが
る可能性があり，口腔癌の治療において社会的に意義のある事と思われる．

※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 
口腔癌の予後不良因子は所属リンパ節転移である．そのため，当研究室では口腔癌の転移機構
に関する研究を行ってきた．その中で，口腔癌細胞をヌードマウス咬筋内に移植する同所性移植
モデルシステムを構築し (Int J Cancer 70: 120, 1997)，ケモカインレセプターCXCR4 を発現
する口腔癌細胞が，転移先臓器の産生するリガンド stromal-cell derived factor (SDF)-1 に
引き寄せられながら転移することを明らかにした(Exp Cell Res 290:289, 2003, Lab Invest 
84:1538, 2004, Int J Oncol 25:65, 2004, Mol Cancer Res 5:685,2007)．さらに，この転移
が CXCR4 阻害剤である AMD3100 および AMD070 により抑制できることを証明した (Mol Cancer 
8:62, 2009, Eur J Cancer 47:452, 2011, Clin Exp Metastasis 30:133, 2013, Oncol Rep 
40:303, 2018)．これらの結果から，SDF-1/CXCR4 システムは主に走化性の亢進に関与している
ことを明らかにしたが，CXCR4 阻害剤は in vitro での実験において癌細胞の増殖に影響を与え
ず（図），さらにマウスによる実験的治療において，転移抑制効果を有するが，原発腫瘍に対す
る増殖抑制効果を有しないため，マウスの生存日数を改善できなかった.従って，「CXCR4 システ
ムを介した口腔癌細胞における細胞増殖を抑制する新たな治療法」を確立する事が重要である．  
近年，癌細胞が持続的な増殖を行うためには間質細胞
のような癌微小環境との連携が重要であり，その主要な
構成成分である癌関連線維芽細胞(Cancer-associated 
fibroblasts: CAFs )は癌間質細胞のなかにおいて癌組織
を充填する主要な細胞として，浸潤・転移の他に局所の癌
細胞の増殖に重要な役割を担っている(Trends Genet 
25:30, 2009)．Takai らは，肺癌において CAFs が誘導す
る癌細胞の増殖に対し，抗線維化薬である pirfenidone 
が増殖抑制に作用するとことを報告した（Oncotarget 
7:50, 2016）また，当研究室では，口腔癌における CAFs 
において，CAFs から分泌される IL-6 が微小環境下にお
ける血管新生に関わっていることを見出し，IL-6 レセプターに対する抗体薬 (tocilizumab) に
よる in vivo 腫瘍増殖抑制効果を報告した (ESMO in Asia 2015 発表)．従って，CXCR4 システ
ムを介した口腔癌に対して CXCR4 システムと CAFs をブロックすることができれば，癌細胞の
転移・増殖の両者を阻害できる可能性がある． 
 
 
２．研究の目的 
CAFs は癌の進展に有利な微小環境を構築する主要成分であることが明らかになっている（J 
Cell Biochem 101:805, 2007）．さらに，われわれの研究室において CAFs の分泌する IL-6 を
抑制する事により口腔癌細胞の増殖が抑制されることを報告した．従って，CXCR4 システムにお
ける口腔癌細胞の増殖においても CAFs が何らかの関与をしていることが予想される． 
本研究では，SDF-1/CXCR4 システムを介した口腔癌において CXCR4 システムと CAFs を標的
とした集学的治療の開発を行うことを目的とする． 
 
 
３．研究の方法 
本研究では，抗線維化薬である pirfenidone が CAFs の細胞増殖に及ぼす影響を MTT assay 
にて検証する．CAFs は当研究室で口腔癌にて樹立したものを使用する．さらに，抗線維化薬で
の CAFs の増殖抑制が確認できた後，CAFs が CXCR4 高発現株である B88 細胞接触下において癌
細胞の増殖に与える影響，さらに，pirfenidone を用いた増殖抑制を MTT assay にて検討する．
また，CAFs が CXCR4 高発現株である B88 細胞非接触下における各々の影響も検討する．In vivo 
として，B88 細胞あるいは SCC9 細胞をヌードマウス咬筋内に移植した群と癌細胞に CAFs を
combine させた群における腫瘍増殖能の検討する．さらに，マウスに CXCR4 阻害剤 AMD3100 お
よび pirfenidone を投与し，腫瘍の増殖・転移に及ぼす影響を検討する． 
 
 
４．研究成果 
まず、実験で使用する CAFs において，口腔癌症例から初代培養をおこない腫瘍部から培養し
た CAFs の培養を施行した．CAFs の評価として，αSMA を用い免疫組織染色化学染色にて確認
した（図）． 次いで，抗線維化薬である pirfenidone を用いて CAFs の細胞増殖に及ぼす影響を
MTT assay にて測定した．まず，pirfenidone の最終濃度を 1.5mg/ml とし測定を行った．結果，
pirfenidone による CAFs の増殖抑制傾向が認められた，しかしながら，有意な差は得られなか
った．pirfenidone の最終濃度を 2.0mg/ml および 2.5ml で同様の検討を行ったが同様の結果で



あった．次いで，プレートに CAFs を播種し，単層
上に B88 細胞を播き細胞接触下での口腔癌細胞の
細胞増殖における pirfenidone の影響を検討した
が，口腔癌細胞の細胞増殖抑制に有意な差を認めな
かった（data not shown）．今回われわれは，CXCR4 
システムを介した口腔癌細胞における細胞増殖の
抑制を CAFs の抑制による研究を試みた．使用した
抗線維化薬は特発性線維症の治療薬として保険認可されている薬剤であり，TGF-β の産生抑制
を作用機序としており，本研究においても CAFs の細胞増殖抑制傾向を示した．従って，これら
の結果から CXCR4 システムを介した口腔癌細胞における増殖は癌微小環境による影響ではな
く，口腔癌細胞自身の増殖因子による影響が主である可能性が示唆された． 
われわれは，口腔癌細胞において SDF-1/CXCR4 システムは主に走化性の亢進に関与している
こと，および本システムが細胞増殖能に関与しないことを明らかにした．本研究では CAFs に
おける SDF-1/CXCR4 システムを介した口腔癌細胞の細胞増殖への影響はなかったが，他の癌細
胞において，TGF-β が癌細胞における CXCR4 の発現を選択的に発現させるという報告もあり，
癌微小環境は本システムにおいて走化性のさらなる亢進に関与している可能性も考えられ，遊
走能および浸潤能への影響の検討も今後必要である． 
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