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研究成果の概要（和文）：本研究の最終目的は頭頸部癌に有効な新規治療法を確立することである。現段階では①cDNA
クローニングおよびシークエンス、②発現ベクターの作製、③抗ロックス1抗体およびロックス1のリコンビナントタン
パクの作製は完了した。以上を用いて頭頸部癌組織におけるロックス1の発現を免疫組織学的手法により解析した。そ
の結果頭頸部扁平上皮癌においてロックス1は頭頸部の各臓器で一定量発現しており、臓器特異的に発現の差異は認め
られなかった。その一方、再発頭頸部癌組織においてはロックス1の発現は明らかに増加していることが判明した。平
成26年度以降も引き続き高濃度酸素環境下における癌の生物学的特質の変化について検討する。

研究成果の概要（英文）：We tried to clarify relationships between expression of LOX-1 and HNSCC. We enumer
ated some methods concretely. Complementary DNA cloning of human LOX-1 gene, establishment of some express
ion vectors and production of anti-LOX-1 antibody have already finished. Therefore, preparation of LOX-1 r
ecombinant protein and immunohistopathological analysis using anti-LOX-1 antibody was performed. Moreover,
 we are going to make carcinogenic model rat using transgenic rat included cancer gene and investigate abo
ut change of biological characteristics of HNSCC under high concentration oxygen. As a result, so far, we 
have seen as follows. The expression of LOX-1 was observed at some tissues in HNSCC. In other words, signi
ficant difference was not found in the tissue-specificity. On the other hands, the expression of LOX-1 inc
reased in recurrent HNSCC. We will continue to analyze relationship between the expression of LOX-1 and at
titude of cancer cell or tissues. 

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： ロックス１　頭頸部癌　高濃度酸素療法　発癌モデルラット

外科系臨床医学・耳鼻咽喉科学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

頭頸部癌はヒト癌部位別割合では六番目

に発生数の多い癌である。早期発見が難しい

ため進行癌で見つかる場合が多く、他の部位

の癌に比しても予後が悪いことから世界的

に重要な健康課題の一つとされている。また

その多くが扁平上皮癌であり、主に鼻・副鼻

腔、口腔、咽喉頭に発生する。これまでの疫

学調査から頭頸部癌の発癌因子として、喫煙

や飲酒などの生活習慣に基づく発癌性物質

への長期曝露やパピローマウイルス感染の

関与が指摘されている。しかし診断や治療に

直結する臨床的指標や分子標的治療の対象

は十分に明らかにされていない。この頭頸部

癌発生のメカニズムを解明することが頭頸

部癌の治療成績や予後の改善に寄与すると

考えられる。 

一方悪性新生物を遺伝子レベルで解析し

た場合、正常の細胞では発現が少ない遺伝子

が過剰に発現する場合がある。本研究の標的

である Lysyl Oxidase type-1（以下 LOX-1）

もこの一つであり、口腔癌および中咽頭癌で

特に高頻度に発現し、またリンパ節転移や予

後の予測因子になり得る可能性があること

が初めて報告された。この事実をもって頭頸

部癌の悪性度や転移レベルなどの臨床的指

標として利用可能であることを示唆する報

告も散見される。しかし実際には LOX-1 の発

癌あるいは癌抑制に対する分子レベルでの

メカニズムはいまだ不明な点が多く、臨床応

用の面からもその解明は十分であるとは言

えない。ところでこの LOX-1 は 417 アミノ酸

残基から成り立ち、コラーゲンやエラスチン

など線維性タンパクペプチド鎖中のリシン

残基の ε アミノ基をアルデヒド基に酸化的

脱アミノ反応で変換するアミン酸化酵素で

ある。一方リシンは生体内必須アミノ酸の一

つであり、その ε アミノ基は反応で生じた

アルデヒド基の非酵素的縮合反応により、コ

ラーゲンやエラスチン分子内に架橋構造を

生成する。この架橋構造の変化によって線維

性タンパク質の安定性や、構造体としてのタ

ンパク質の機能を発揮することができる。一

方線維性タンパク質は癌の増殖や転移床へ

の腫瘍細胞の付着能と密接な関与があると

考えられている。よって LOX-1 の活性の変化

は線維性タンパク質の形成に影響を与え、結

果として癌の臨床的性質の変化を惹起させ

るものと想像できる。さらに LOX-1 は生体の

低酸素環境下や組織内酸素飽和度の低下に

より誘導されると考えられている。また悪性

腫瘍においては一般に生体が低酸素環境下

におかれており、腫瘍組織内酸素飽和度が著

しく低下していることがわかっている。これ

らの事実から生体あるいは細胞内酸素濃度

の変化と LOX-1の発現レベルさらには癌細胞

の増殖や抑制とは密接な関連性を有するこ

とが想像できる。 

 

２．研究の目的 

 本研究は LOX-1の発癌あるいは癌抑制に対

する分子レベルでのメカニズムを解明する

ことにより LOX-1の臨床応用を目指して遂行

されるが、最終的には頭頸部癌に有効な新規

治療方法を確立することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

平成 23 年度： 

まず生化学的手法を用いて、LOX-1 の癌細胞

に及ぼす影響の分子生化学的機序を解明す

る。具体的にはヒト LOX-1 の cDNA クローニ

ングを行い、種々の方法で結合タンパク質の

探索をすると共に、抗 LOX-1 抗体を作製して

LOX-1 の細胞内発現や局在を確認する。その

ために以下の実験が予定された。(1)ヒト

LOX-1 の cDNA クローニング、(2)各種発現ベ

クターの構築、(3)LOX-1 に対する抗体の作製、

(4)酵母ツーハイブリッド法による基質タン

パク質の同定、(5)LOX-1 とその結合タンパク

質に関する細胞生物学的解析などが具体的

実験内容である。また細胞生物学的解析の際

に使用する方法として細胞増殖アッセイ、フ

ォーカスアッセイ、コロニーフォーメーショ

ンアッセイ、ヌードマウスへの移植実験、ボ

イデンチャンバー法などが計画された。また

LOX-1 遺伝子を導入された細胞株を用いて、

細胞周期の各段階における LOX-1 の発現をウ

エスタン解析法およびフローサイトメータ

ーで検討する。さらに癌遺伝子(活性型 Src

など)と LOX-1 とを共発現させた場合におけ

るフォーカスアッセイおよび足場依存性細

胞増殖能を比較検討する計画が予定された。 

 

平成 24 年度： 

23 年度の実験で得られた結果を基にした、in 

vivo における解析を中心にした実験が予定



された。すなわち頭頸部癌細胞株および組織

あるいは遺伝子改変ラットにおける LOX-1の

発現解析である。具体的には作製した抗

LOX-1 抗体を用いて頭頸部癌細胞株や生検材

料、手術検体などの癌組織における LOX-1 の

発現および細胞内局在および安定性を解析

することが計画された。また頭頸部以外の癌

組織における LOX-1 の発現を比較検討する。

方法はウエスタン解析法によるティッシュ

アッセイ、免疫蛍光染色法、パルスチェイス

アッセイ法を用いる。さらに LOX-1 の遺伝子

改変ラットを作製し、個体発生における影響

を調べるが、その中でも特に発癌の異常に着

目する。その他にもこの遺伝子操作ラットを

使用した個体レベルの解析により、既存の発

生異常または癌と類似の病理および臨床症

状を呈する疾患が存在するかを検索する。ま

た舌癌モデルラットの作製を予定した。癌遺

伝子である Harvey 株マウス肉腫ウイルス

(Ha-ras)遺伝子を組み込んだ遺伝子改変ラ

ットに対し、化学発癌物質を作用させて舌癌

のモデルラットを作製する。具体的には強力

な 発 癌 物 質 で あ る 4-nitroquinoline 

1-oxide(4NQO)を前述のラットに一定期間経

口的に投与することで舌癌を発生させる方

法が実践可能である。 

 

平成 25 年度： 

悪性腫瘍においては一般に生体が低酸素環

境下におかれており、腫瘍組織内酸素飽和度

が著しく低下していることがわかっている。

そこで悪性腫瘍患者を逆に高酸素濃度環境

下に置くことで癌の治癒機転に好ましい変

化が生ずるかを明確にする。すなわち平成 25

年度は前年までの基礎実験結果を基に、頭頸

部癌患者における高濃度酸素療法の効果に

関する臨床的検討を行う。具体的には高気圧

チャンバーを使用した高酸素濃度環境下に

おいて、担癌患者における癌組織内の LOX-1

発現の変化を検討する。LOX-1 の発現が酸素

濃度依存性であった場合、その発現と癌細胞

の癌生物学的特質変化と合わせて、LOX-1 の

臨床における役割を規定する。作製されたラ

ットを用いて高濃度酸素環境下における悪

性腫瘍（舌癌）の増殖速度の変化や抑制効果

の有無について検討する。同じく舌癌モデル

ラットを用いて抗腫瘍薬の悪性腫瘍に対す

る抑制効果に及ぼす高濃度酸素環境の影響

について検討する。具体的には舌癌モデルラ

ットにシスプラチン、ドセタキセル、

5-Fluorouracil を経静脈的に全身投与し、期

待される抗腫瘍効果が高濃度酸素環境下に

おかれた状況の中でどのような抑制効果を

もたらすのかを検討する。さらには高濃度酸

素環境下における癌細胞と担癌個体レベル

における癌生物学的特質の変化についての

関連性を分子生物学的に検討する。たとえば

低濃度酸素条件下で発現が多くなるとされ

ている HIF1α や LOX-1 などのタンパク質発

現との関連性を明らかにする。以上の実験が

計画された。 

 

４． 研究成果 

平成 23 年度： 

(1)ヒト LOX-1 の cDNA クローニング 

ヒト LOX-1 の cDNA を PCR を使用し、ヒトの

cDNA ライブラリーから増幅し、シークエンス

によって確認した。 

 

増幅のためのプライマー設計 

5’-AAGATGCGCTTCGCCTGGACCGTG-3’ 

5’-TATCTAATACGGTGAAATTGTGCA-3’ 

 

全遺伝子配列 

ATGCGCTTCGCCTGGACCGTGCTCCTGCTCGGGCCTTTG
CAGCTCTGCGCGCTAGTGCACTGCGCCCCTCCCGCCGCC
GGCCAACAGCAGCCCCCGCGCGAGCCGCCGGCGGCTCCG
GGCGCCTGGCGCCAGCAGATCCAATGGGAGAACAACGGG
CAGGTGTTCAGCTTGCTGAGCCTGGGCTCACAGTACCAG
CCTCAGCGCCGCCGGGACCCGGGCGCCGCCGTCCCTGGT
GCAGCCAACGCCTCCGCCCAGCAGCCCCGCACTCCGATC
CTGCTGATCCGCGACAACCGCACCGCCGCGGCGCGAACG
CGGACGGCCGGCTCATCTGGAGTCACCGCTGGCCGCCCC
AGGCCCACCGCCCGTCACTGGTTCCAAGCTGGCTACTCG
ACATCTAGAGCCCGCGAAGCTGGCGCCTCGCGCGCGGAG
AACCAGACAGCGCCGGGAGAAGTTCCTGCGCTCAGTAAC
CTGCGGCCGCCCAGCCGCGTGGACGGCATGGTGGGCGAC
GACCCTTACAACCCCTACAAGTACTCTGACGACAACCCT
TATTACAACTACTACGATACTTATGAAAGGCCCAGACCT
GGGGGCAGGTACCGGCCCGGATACGGCACTGGCTACTTC
CAGTACGGTCTCCCAGACCTGGTGGCCGACCCCTACTAC
ATCCAGGCGTCCACGTACGTGCAGAAGATGTCCATGTAC
AACCTGAGATGCGCGGCGGAGGAAAACTGTCTGGCCAGT
ACAGCATACAGGGCAGATGTCAGAGATTATGATCACAGG
GTGCTGCTCAGATTTCCCCAAAGAGTGAAAAACCAAGGG
ACATCAGATTTCTTACCCAGCCGACCAAGATATTCCTGG
GAATGGCACAGTTGTCATCAACATTACCACAGTATGGAT
GAGTTTAGCCACTATGACCTGCTTGATGCCAACACCCAG
AGGAGAGTGGCTGAAGGCCACAAAGCAAGTTTCTGTCTT
GAAGACACATCCTGTGACTATGGCTACCACAGGCGATTT
GCATGTACTGCACACACACAGGGATTGAGTCCTGGCTGT
TATGATACCTATGGTGCAGACATAGACTGCCAGTGGATT



GATATTACAGATGTAAAACCTGGAAACTATATCCTAAAG
GTCAGTGTAAACCCCAGCTACCTGGTTCCTGAATCTGAC
TATACCAACAATGTTGTGCGCTGTGACATTCGCTACACA
GGACATCATGCGTATGCCTCAGGCTGCACAATTTCACCG
TATTAG 

Gene: CCDS 4129.1   

Total Length: 1254bp 

Standard Vector: pBMH 

 

増幅された LOX-1 の cDNA を基本ベクターで

ある pBMH ベクターにクローニング後、シー

クエンスによって確認した。 

 

    

              2.8+1.2kb 

  

 

pBMH-LOX-1 

 

(2)各種発現ベクターの構築 

 LOX-1 の cDNA を pBMH-LOX-1 から哺乳類発

現ベクター系（pcDNA3）、大腸菌発現ベクタ

ー系（pGEX-6p、pET30）、酵母発現ベクター

系 （ pBTM116 ） レ ト ロ ウ イ ル ス 発 現 系

（pMX-puro）にサブクローニングし、各種の

実験に対応したコンストラクトを作製した。 

 

 

 

     5.0+1.2kb      4.9+1.2kb 

 

 

 pBTM116-LOX-1     pGEX 6p-1-LOX-1 

酵母発現 Vector      GST タグ付きの 

            大腸菌発現 Vector 

  

 

    5.1+1.2kb            5.4+1.2kb 

 

 

pCR-FLAG          pcDNA3-LOX-1 

 FLAG タグ付きの       HA タグ付きの 

哺乳類細胞発現      哺乳類細胞発現 

Vector          Vector 

 (3)LOX-1 に対する抗体の作製 

 大腸菌発現ベクター系により作製された

リコンビナント LOX-1をウサギに免疫して抗

血清(ポリクローナル抗体)を作製し、さらに

アフィニティカラムで精製した。さらに実験

に最適な抗体の濃度調整を行った。 

結果:最適な抗原抗体反応時間は 12 時間、露

光時間は 10 秒、抗体濃度は 20000 倍の濃度

で使用可能であることが判明した。 

 

平成 24 年度： 

平成 23 年度中に H-Ras 遺伝子を組み込んだ

トランスジェニックラットが完成したため

に、これを用いた in vivo 実験を並行して行

うこととした。すなわちトランスジェニック

ラットに 4NQO という発癌物質を暴露させて

舌癌を発生させた。この発癌モデルラットを

高気圧チャンバーで飼育、高濃度酸素に暴露

させることで、舌癌の癌生物学的特質の変化

が生ずるかどうか検討中であった。ところが

酸素濃度や暴露時間など種々の条件設定の

ための予備実験を施行中、発癌モデルラット

が死亡し、一時実験が中断した。現在も引き

続き発癌モデルラット用いた癌生物学的特

質の変化を検討するために条件を設定中で

ある。 

 

平成 25 年度： 

抗 LOX-1抗体を用いてパラフィン固定された

ヒト頭頸部癌の免疫組織染色を施行し、実際

の頭頸部癌組織における LOX-1タンパク質の

発現について検討した。 

 

LOX-1 の臓器別発現 
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LOX-1 の臓器別発現(未治療と再発) 
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現段階で判明している結果として、 

(1)頭頸部扁平上皮癌において LOX-1 は頭頸

部の各臓器で一定量発現しており、臓器特異

的に発現の差異は認められなかった。 

(2)再発頭頸部癌組織においては LOX-1 の発

現は明らかに増加していることが判明した。

特に中咽頭癌における発現が上昇していた。 

 

平成 26 年度以降も遂行中の実験を継続し、

また予定されている新規の実験、特に発癌モ

デルラットを利用した in vivo の実験および

解析にも着手する。 
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