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研究成果の概要（和文）：プラズマ活性乳酸リンゲル液（PAL）を投与することで口腔癌細胞では正常細胞と比
較して低濃度で殺細胞効果を示し，癌細胞特異的に効果を発揮し，細胞死として主に鉄依存性細胞死であるフェ
ロトーシスが起こっていることを明らかにした．また，遊走および浸潤能の減弱がみられ,上皮間葉転換と関わ
りがあるLysyl oxidase (LOX)の有意な発現低下がみられた．口腔癌モデルマウスではPALを投与することで舌上
皮におけるLOXの発現低下がみられ，さらには発癌および頸部リンパ節転移が抑制され，副作用がなく，生存率
は有意に延長した．

研究成果の概要（英文）：Plasma-activated Ringer’s lactate solution (PAL) treatment killed OSCC 
cells more effectively than control non-tumorous cells and suppressed cell migration and invasion. 
The type of cell death was ferroptosis. After applying PAL, the protein level of LOX was decreased 
in cancer cells in vitro and in vivo. Additionally, PAL improved the survival rate and suppressed 
collagenous matrix formation.

研究分野：口腔癌

キーワード： 口腔癌　フェロトーシス　コラーゲン　プラズマ

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
プラズマ活性乳酸リンゲル液は口腔癌細胞に対してフェロトーシスを引き起こし，さらにコラーゲンおよびコラ
ーゲンクロスリンクの形成を抑制することで転移を抑制させる可能性が示唆された．PALが口腔癌に対して副作
用が少なく，効果的な治療方法であることが客観的に示され，今後の臨床研究への橋渡しとして重要な結果が得
られたと考える．

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
口腔癌は本邦でも増加傾向にあり，進行口腔癌の生存率は過去 20年間改善を認めていない 
のが現状である．口腔癌は手術療法に並ぶ治療法が存在しない一方で，既往疾患等により手 
術が行えない場合もある．その際には化学放射線療法などが適応になるものの，副作用の観 
点から治療中断を余儀なくされることもある．さらには，治療後の再発を制御することは生存 
率の改善や患者の QOL 維持のために非常に重要である．口腔癌は罹患率が 1-3%と少ないもの
の，治療に伴う QOLの低下が著しい領域であることから，効果的でありかつ副作用が少なく長
期にわたって使用可能な新規治療法の開発が喫緊の課題となっている． 
プラズマとは固体，液体，気体に次ぐ第 4の状態であり，ヒドロキシルラジカルや過酸化 
水素，紫外線などを含む高エネルギーの状態をいう．プラズマの応用法には①病変に直接プ 
ラズマを照射する直接法と②乳酸リンゲル液に照射してできたプラズマ活性乳酸リンゲル液
（PAL）を全身的に投与する間接法が存在する．直接法によって悪性中皮腫や卵巣がんに対して
In vitro および vivo にて効果を認めたとの報告はあるもののアプローチの方法が課題となって
いた．一方で口腔癌は直視が可能であり，アプローチが比較的容易であることから，研究代表者
は過去に直接法による研究を行い，正常組織細胞には傷害を与えず，口腔癌細胞に対する二価鉄
量依存的な選択的殺細胞効果があることを報告した．ただし深達度が約 1mmと報告されている
ため，深部の病変への作用が懸念されていた．そこで経静脈的に投与することで全身に作用させ
ることが可能である間接法の PALが近年注目され始めている． 
Ⅰ型コラーゲンは 3重らせん構造を特徴とし，コラーゲン分子同士はコラーゲンクロスリ 
ンクによって強力に結合して構造を保っており，クロスリンクの形成開始にはリシルオキシダ
ーゼ(LOX )が関与する．コラーゲン分子の形成初期段階でリシルヒドロキシラーゼ 2(LH2)がリ
シン残基を水酸化した後に形成されたコラーゲンクロスリンク(LH2由来コラーゲンクロスリン
ク)が多く見られる場合，癌の進展や転移能に関与することが報告されてきている．LOXや LH2
をターゲットとした薬剤は副作用等の観点から臨床応用が進んでいないのが現状である．一方，
LH2 がコラーゲン分子の形成に関与するには，プラズマの作用機序と同様に二価鉄が重要であ
るが，その点に着目した治療法の試みは行われていない． 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究ではコラーゲンクロスリンクに着目し， PALの口腔癌に対する効果および機序を明ら
かにすることによって臨床応用に結び付けることを目的とした． 
 
３．研究の方法 
 
(１) ：PALを用いた口腔正常細胞と口腔癌細胞への効果および機序の解明． 
本研究では培養細胞に対して PALを添加し，細胞生存率，鉄関連タンパク質発現の変化お 
よび細胞死の種類の同定を行った．加えて，遊走および浸潤能の評価を行った． 
 
(２) ：口腔癌マウスモデルを使用した PALの有効性評価． 
口腔癌マウスモデルを用いて PALの腫瘍発生予防および抗腫瘍効果に関しての検討を行い，投
与に伴う体重の変化や血液成分の変化を含めた副作用の観察を経時的に行った．さらに生存率
の検討や組織標本などを使用して全身臓器の詳細な組織学的評価も行い，PAL の安全性および
有効性の検討を行った． 
 
(３) ：PALによるコラーゲンクロスリンク形成に関わる因子の変化を検討． 
口腔癌細胞に対して PALを添加し，コラーゲンクロスリンクに関わる因子の発現変化を確認し
た．また，上記の口腔癌マウスモデルでも同様に検討した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 



 
PAL を投与することで，口腔癌細胞では線維芽細胞
や上皮細胞などの正常細胞と比較して低濃度で殺細胞
効果を示し，癌細胞特異的に効果を発揮することを確
認した（図１）．また，ウエスタンブロット法ではフェ
リチン，フェロポーチンの低下が見られ，フローサイト
メトリーでは脂質過酸化，電子顕微鏡ではミトコンド
リアの形態変化がみられた．以上より，細胞死として主
にフェロトーシスが起こっていることを明らかにし
た． 

 
 
Migration および invasion assay では遊走および浸潤能
の減弱がみられ，上皮間葉転換と関わりがある Lysyl 
oxidase (LOX) の有意な発現低下がみられた（図２）． 

 
 
 
 
 
 口腔癌モデルマウスを使用した In vivo の実験でも PAL を投与することで舌上皮における
LOX の発現低下がみられ，さらには発癌および頸部リンパ節転移が抑制され，生存率は有意に
延長した（図３）．組織学的に検討したところ，コラーゲンの形成抑制が観察された．血液検査
では特に異常値は認めず，その他臓器に対する副作用は現時点では見られなかった．また，PAL
投与群ではフェロトーシスが引き起こされていることも明らかとなった. 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上より，PAL が口腔癌に対して副作用が少なく，効果的な治療方法であることが客観的に
示されつつあり，今後の臨床研究への橋渡しとして重要な結果が得られたと考える． 
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