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研究成果の概要（和文）：口腔癌患者の全身状態を把握するために、本研究では患者の抹消血を用いた免疫応答能力の
測定を行い、予後診断のための指針作りを目指した。我々は先ず、ＯＳＣＣ患者末梢血のｻｲﾄｶｲﾝ濃度を測定し、末梢血
液細胞の免疫応答変化を検討し、リンパ節転移を起こしていないステージＩからIIIまでの初期OSCC症例群では、患者
の末梢血液細胞をLPS刺激培養して放出される、Th1サイトカインであるIFN-γ産生能が原発腫瘍の大きさに逆相関して
減弱することや、リンパ節転移頻度の上昇とともにそれが上昇することを突き止めた。さらに、CD57+T細胞の比率は、
OSCCの悪性化に伴って上昇することを見出した。

研究成果の概要（英文）：In order to diagnose overall status of OSCC patients, we evaluated immunological a
ctivity using peripheral blood samples from the patients. We first examined cytokine levels in peripheral 
blood, and cytokine producing-capability of LPS-stimulated peripheral blood cells (PBLs) from the patients
. Our results demonstrated that the production of a Th1 cytokine, IFN-g by LPS-stimulated PBLs from OSCC p
atients was significantly down regulated in accordance with the tumor progression from stages I up to III.
 By contrast, the production of IFN-g was up-regulated from PBLs of the patients harboring lymphnode metas
tasis compared to that of the patients without metastasis. On the other hand, proportion of CD57+T lymphoc
ytes among PBLs was increased along with the tumor progression from stages I up to IV.

研究分野：
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
我々は口腔病変において、前癌病変から

発癌に至る過程を示す11種のマーカー遺伝
子群を同定し、線形判別解析とleave-one-out
検証法に基づいて口腔扁平上皮癌（以下
OSCC）と前癌病変の鑑別を95%以上の確度
で行なう遺伝子診断モデルを構築した
（Kondoh N, et al, Oral oncology, 43, 455-62, 
2007）。さらに癌の悪性度との相関が高いと
される山本-小浜の浸潤度分類の鑑別が可
能な遺伝子診断モデルを構築した（Kondoh 
N, et al, Mol Carcinog, 47, 744-756, 2008）。一
方、臨床的に癌が転移するまでには多くの
関門を経ることが想定されるが、分担研究
者の高山らは既に末梢血において、IFN-γ
やIL-10の誘導能およびCD57陽性 TCR陽
性リンパ球亜集団(CD4+CD57+ T細胞)の動
態を胃癌患者や肝細胞癌患者で観察し、そ
れらが予後診断の指標となることを報告し
てきた（Takayama E., et al. Immunology, 108, 
211-219, 2003; Shiraki T, et al. Oncol 
Rep.26(1),201-8, 2011）。しかしながら口腔癌
症例における免疫機構と予後との関連性は
未だ検討されていなかった。 
 
２． 研究の目的 

口腔扁平上皮癌の治療では、リンパ節転移
の存在を早期に把握することが予後や術後の
QOLを改善する上で重要な決め手となる。口
腔癌患者の予後を正確に予測するためには
癌組織の形質を出来るだけ正確に診断するの
みならず、患者の全身状態を総合的に把握す
ることが重要と考えられる。本研究では発現遺
伝子プロファイルにもとづいた口腔扁平上皮
癌組織の遺伝子診断と、患者の抹消血を用い
た免疫応答能力の測定を組み合わせた予後
診断のための指針作りを目指した。 

 
３．研究の方法 
本研究では OSCC 患者末梢血漿および血

液細胞について IFN-γと IL-10 の値およ
びその産生能や、CD4+CD57+ T 細胞の亜集
団分布を解析し、OSCC の病期との関連性を
検討した。 
 

１）血液検体 
2009 年から 2011 年までの 3 年間に朝日

大学歯学部附属病院歯科口腔外科、朝日大
学歯学部附属村上記念病院歯科口腔外科、
および横浜市立大学附属病院歯科口腔外科
を受診し、同意が得られた OSCC 患者 72 人
(32～88 歳、平均 63.53 歳、男性 44 人、女

性 28 人)より得られた治療開始前のヘパリ
ン化血検体を研究対象とした（表１）。本研
究は朝日大学倫理委員会の倫理規定に基づ
き承認された(第 20071 号)。  
 

表 1．末梢血液検体を採取した OSCC 患者の臨床病理像 

 

２) 検体処理と保存 
採血後、常温常圧下で保存した検体を 24
時間以内に、以下の 3種類の方法で処理し
た。①ヘパリン化血を遠心分離して血漿検
体を採取した。②血球成分をリポ多糖
(lipopolysaccharide，LPS)により刺激培養 
し、培養上清検体を採取した。また、③

血球成分は各種蛍光標識抗体染色した。 
３）酵素結合免疫吸着(enzyme-linked 
immunosorbent assay, ELISA)法により、血
漿中および上記培養上清中の IFN-γと
IL-10 を定量した。 
４）血球を蛍光標識抗体染色した後、各種
蛍光標識抗体を用いてフロー・サイトメー
ター解析を行った。 
５) 統計解析； 統計解析ソフトウエア
(Stat Mate Version 4.0 ATOMS 社，JAPAN）
を用いて ANOVA および Welch の t 検定を行
った。P＜ 0.05 の場合、有意差有りとした。 
６）動物モデルの構築を検討するために
C3H マウスに同系マウス頬粘膜扁平上皮癌
細胞株、sq1979 細胞を移植し、脾細胞の刺



激培養を行い、サイトカイン産生能を比較
した。 
 
３． 研究成果 
 

1) OSCC の悪性化に伴う末梢血の Th1 およ
び Th2 サイトカインの変化を検討する
ために、OSCC 患者の末梢血漿検体 12
症例(各病期Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ，Ⅳを 3検体ず
つ)で IFN-γと IL-10 の濃度を測定し
たが、いずれも検出限界以下だった
(not shown)。 

2) 72人のOSCC患者の末梢血をLPS存在下
で刺激培養し、培養上清用いて ELISA
法により IFN-γ産生能を測定した。
OSCC患者末梢血IFN-γ産生能は病期Ⅰ
から病期Ⅲへの進行に伴い減弱したが、
一方病期ⅢからⅣへの進行に伴い増強
した(P= 0.010)(図１a)。IFN-γ産生能
は専ら腫瘍径で再分類（TNM 分類に準
ず）すると、1から 3への増大に伴い減
弱したが(P= 0.030)、腫瘍径 3 から 4
への進行に伴い増強した(P= 0.013)(図
１b)。  

 

3) UICC(2005 年)の OSCC 病期分類(TNM 分
類)は腫瘍径の他にリンパ節転移(LN 転
移)と遠隔転移によって規定される。検
討した全OSCC患者には遠隔転移は認め
られなかったが、31 人に LN 転移が認め
られ、病期Ⅲと病期Ⅳに集中していた。
そこで病期Ⅲと病期Ⅳの患者集団に絞
って IFN-γ産生能を比較すると、IFN-
γ産生能の上昇とLN転移との間に相関
が認められた(図１c)。一方，LN 転移を

臨床的に示さない41人の患者について
は腫瘍径が 1 から 3 へ増大するのに伴
って IFN-γ産生能の減弱が有意に認め
られた (P= 0.026)(図１d)。 

4) OSCC の好発年齢でしかも年齢による免
疫能変化の影響を受け難い限られた年
齢層（51-80 歳）の患者(表 1に示す 49
人)に絞って IFN-γ産生能を検討した
ところ、同様に統計学的有意差が認め
られた（P= 0.045)。これらの事実から、
OSCC の病期Ⅰから病期Ⅲへの進行に伴
い IFN-γ産生能が減弱することが確か
められた(図１e)。 
 

5) OSCC の悪性化に伴う末梢血 IL-10 産生
能は、患者群での腫瘍径分類 、LN 転移
のいずれとの比較においても，統計学
的に有意な関連が認められなかった
(図２a-e)。 

 

 

6) OSCC の悪性化に伴う末梢血球中
CD4+CD57+ T(N-Th)細胞の変化を調べ
ると、OSCC 好発年齢層（51-80 歳）の
49 症例では、全 CD4+TCRβ+リンパ球に
占める Th 細胞の比率は病期Ⅰに比べ
病期ⅢとⅣで有意に増加していた(図
３a)。症例を腫瘍径で再分類すると、1
に比べて 2，3，4 で有意に増加してい
た(図３b)。同様の傾向は原発部位を舌
のみに限定したOSCC患者集団内でも認
められた(P= 0.024 および P= 0.022)。
これに対して N-Th 細胞の比率と、LN
転移との間に有意な関連した差は認め



られなかった(図３c,d)。 

 

7) OSCC 癌患者において T リンパ球亜集団
(CD4 陽性 CD57 陽性 T 細胞)や、患者末
梢血細胞成分の LPS 刺激時の Th1 サイ
トカイン(IFN-γ）産生能が患者の病態
像を反映して変化することを突き止め
た。しかしながら、OSCC の腫瘍径の
増大に伴う末梢血 IFN-産生能の減弱
は、増大した腫瘍が INF-産生能の低
下を引き起こすことに由来するのか、 
あるいは個々の患者の素因としての抗
腫瘍サイトカインである INF-産生能
がもともと低いことが腫瘍の成長を促
進する結果なのか、そのメカニズムは
重要な検討課題として残された。この
点を詳細に検討するために動物モデル
の構築を試みた。C3H マウスに同系マウ
ス頬粘膜癌細胞株のsq1979細胞および
高転移型サブクローン、L５細胞を皮下
移植し、３週間後に脾細胞を採取して
抗 CD3 抗体による T リンパ球刺激を加
え、サイトカインの産生能を検討する
と、担癌マウスの個々の腫瘍サイズの
増大に反比例して IFN-γ産生能が低下
した。従って OSCC 患者末梢血細胞で観
察された免疫応答変化が同系統腫瘍担
癌マウスにおいても観察され、患者固
有の IFN-産生能に応じて OSCC の増
殖に差が生じたものではなく，増大し
た腫瘍の作用によって IFN-産生能の
抑制が引き起こされていることが示さ
れた（図４）。 
この実験系はまた、今後の癌腫瘍免

疫応答の研究に資することが考えられ

た。 

 

図４．Sq1979 および L５細胞によるマウス

脾細胞の IFN-γ産生能の抑制 
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