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研究成果の概要（和文）：口腔扁平上皮癌の臨床での浸潤および転移を忠実に再現できるマウス正所性移植モデルを用
いて、抗癌剤と線維芽細胞増殖抑制剤、血管新生阻害剤の効果を検討した。癌細胞は高悪性度であるヒト口腔扁平上皮
癌由来細胞株であるOLC-01細胞とOSC-19細胞を使用しヌードマウスの舌に移植した。抗癌剤はシスプラチンを、線維芽
細胞増殖抑制剤はトラニラストを、血管新生阻害剤はアバスチンを用いて、浸潤と転移の阻止効果を調べた。その結果
、トラニラスト＋シスプラチン併用群に腫瘍の大きさ、結合組織量、癌間質線維芽細胞の変化にそれぞれ効果を認めた
。アバスチン投与群では有意にリンパ節転移抑制、血管新生抑制効果が認められた。

研究成果の概要（英文）：Using an orthotopic implantation mice model in which the invasion and metastasis o
f oral cancer can be reproduced, we investigated the inhibitory effects of anticancer agent and fibroblast
 growth inhibitor and antiangiogenic agent on invasion and metastasis. A highly invasive and metastatic hu
man oral squamous cell carcinoma cell line, OLC-01, OSC-19 was implanted into the tongue of nude mice, and
 cisplatin or tranilast or avastin were administered to the mice after the implantation. The effects of ea
ch drug on cancer invasion and metastasis were investigated. Tumor size and stroma collagen fiber content 
were significantly reduced in conbination group of cisplatin and tranilast. And tumor stroma were changed 
charactaristic in conbination group. Lymph node matastasis and vascularization were significantly reduced 
in avastin group.
The use of anticancer agent and fibroblast growth inhibitor and antiangiogenic agent considering these eff
ects may be clinically very useful. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
当講座の山本は、1983 年に新しい浸潤様式

分類を発表（Yamamoto E. et al.: Cancer 51: 
2175-2180, 1983.）して以来、口腔癌の浸潤
像と転移や予後との関連性についての研究
を行ってきた。その結果、臨床病理学的には
浸潤像が転移や予後と最も相関する因子で
あることが明らかになり、浸潤機序の解明が
治療成績の向上につながるものと確信し以
後は基礎的研究を併せて行っている。浸潤機
序を解明するには再現性のある実験モデル
を用いた研究が必須である。しかし、口腔領
域ではそのモデルに乏しく、忠実に生体での
現象を再現できるものはなかった。そこで、
当講座の川尻は、ヌードマウスの口腔内に口
腔癌を移植する正所性移植法を用いた in 
vivo の浸潤・転移モデルを作製したところ、
このモデルにおいては臨床における浸潤や
転移の病態を忠実に再現できることが判明
した（Eur J Cancer, Oral Oncology 31B(4): 
216-221, 1996）。本研究計画においては、通
常の臨床で用いている抗癌剤および最近臨
床応用が期待される線維芽細胞増殖抑制剤
が口腔癌の増殖、浸潤や転移を抑制する効果
を有するか否か、この自然転移モデルを用い
て検討する。 
 
２．研究の目的 
臨床において抗癌剤を使用する目的は「癌

を小さくする」ことである。本研究の目的は
抗癌剤の口腔癌に対する増殖抑制効果のみ
ならず、浸潤や転移に対する効果についても
検討することである。また近年、癌間質線維
芽細胞の病理形態像の検討により、癌間質量
や線維芽細胞増殖性の高さが患者予後と強
く相関し、癌間質線維芽細胞の存在様式は癌
悪性度と強く相関している。そして一部の悪
性腫瘍には分子標的薬が使用されるように
なって抗癌剤と併用にてかなりの効果が期
待される。腫瘍間質の反応の違いにおいては
線維芽細胞増殖抑制剤を、腫瘍血管新生につ
いては血管新生阻害剤を使用し検討を行う。 
〈抗癌剤、線維芽細胞増殖抑制剤による浸

潤・転移に対する効果、血管新生阻害剤によ
る抗腫瘍効果〉 
 多くの口腔癌患者の治療には抗癌剤が使
用され、その臨床上の目的は腫瘍の縮小であ
る。また、抗癌剤効果判定は腫瘍の大きさで
行っているため、抗癌剤の臨床での効果や in 
vivo の実験での効果は腫瘍の縮小率で検討
されたものが多く、癌の浸潤や転移に対する
効果を検討したものはほとんどない。しかし、
悪性腫瘍の治療を行う際に問題となるのは
局所での増殖よりはむしろ周囲組織への浸
潤や他臓器への転移である。特に転移の有無
は癌患者の予後を左右する最も重要な因子
であり、治療の成否は転移巣を制御し得るか
否かが深く関与している。化学療法を行う上
で浸潤や転移に対する効果を知ることは非
常に重要である。なぜならたとえ腫瘍の縮小

効果がなくとも浸潤や転移を抑制する効果
があれば化学療法を行う意義があるからで
ある。 
 浸潤や転移の研究を行う際にはそれを再
現できるモデルが必要であるが、われわれの
開発したモデルは臨床での浸潤・転移の様相
を忠実に再現することが可能である。本モデ
ルを用いた浸潤ならびに転移の機序に関す
る研究の成果の一部はすでに報告したが、そ
の結果、口腔癌細胞をヌードマウスの背部皮
下に移植しても浸潤像を再現することはで
きないが、舌または口底に移植した場合、移
植癌細胞数を少なくすることで、浸潤像を再
現できることを報告した。本研究計画におい
てはこの同所性移植モデルを用い、口腔癌に
対する抗癌剤の浸潤や転移に対する効果を
検討する。抗癌剤は臨床で最もよく頻用され
るシスプラチンを使用する。また、腫瘍の縮
小効果、浸潤様式のダウングレード、リンパ
節転移抑制効果、抗癌剤の組織学的抗腫瘍効
果との関係やその機序についても検討する。
間質反応の検討には線維芽細胞増殖抑制剤
トラニラスト（現在術後の瘢痕形成抑制やケ
ロイド治療薬として市販され臨床ですでに
用いられている）を用いる。血管新生阻害剤
には分子標的薬として大腸癌に使用されて
いるアバスチンを用いる。また同様に、腫瘍
の縮小効果、浸潤様式のダウングレード、リ
ンパ節転移抑制効果、抗癌剤の組織学的抗腫
瘍効果との関係やその機序についても検討
する。 
  
３．研究の方法 
用いる浸潤・転移モデルに関する基礎的な

研究は既に行われており、本研究では最も高
浸潤・高転移性を示した OLC-01 細胞（舌癌
患者の頸部リンパ節転移巣より樹立した中
分化型の扁平上皮癌細胞・浸潤様式４D型）
を用いて、ヌードマウスの舌に正所性移植し、
浸潤および転移に対する影響を観察する。用
いるマウスは６週齢・雌の BALB/c nu/nu の
ヌードマウス体重は 15〜20g で、金沢大学医
学部附属動物実験施設内で特定病原体除去
環境下、室温 25±2℃、湿度 50±5％にて飼
育して使用する。OLC-01 細胞は 10％となる
ように牛胎児血清を加えたイーグル最小必
須培地でインキュベーター内（温度 37℃、湿
度 100％、５％CO2）において継代培養し、必
要に応じて使用する。ヌードマウスへの移植
方法はまず、OLC-01 細胞を 0.2％トリプシン
液で分散し、10％牛胎児血清加イーグル最小
必須培地中で細胞数を 1.6×107個に調整し
た後に、その 0.020ml（3.2×105個）を 26 ゲ
ージ針付きの注射器でジエチルエーテル麻
酔を行ったヌードマウスの舌粘膜下に移植
する。OLC-01 細胞を本モデルに応用し、得ら
れた組織を検討したところ、浸潤様式は４D
型であることがすでに判明している。移植腫
瘍の浸潤に対する効果を検討するために腫
瘍の HE 染色標本を用い、光顕的に観察して



下里分類に従って分類し組織学的効果を判
定した後に、山本-小浜の癌浸潤様式に準じ
て化学療法後の残存腫瘍の浸潤形態につい
て評価する。血管新生についての検討につい
ては使用する癌細胞は悪性度が高い浸潤様
式 4C 型と診断された舌癌患者の頸部リンパ
節転移巣から樹立した高浸潤高転移のヒト
口腔扁平上皮癌由来細胞株である OSC-19 細
胞を使用し、同様にヌードマウスの舌に移植
した。実験に使用する抗癌剤は臨床において
頻用されるシスプラチンを使用する。抗癌剤
の投与の量については、シスプラチンにおい
ては 1.5mg/kg とすることにし、投与経路は
腹腔内投与とした。また、それぞれ生食水を
投与した群をコントロールとして同様の検
討を行う。また、トラニラスト（線維芽細胞
増殖抑制剤で術後の瘢痕形成抑制やケロイ
ド治療薬として臨床で用いられている薬剤）
を用いる予定である。本剤は線維芽細胞の増
殖抑制とともに血管新生も抑制することが
知られており、癌細胞周囲の間質線維芽細胞
の状態の変化について検討を加える。トラニ
ラストの投与スケジュールは、これまでの同
剤を用いた報告を参考にし、移植した癌細胞
が局所に生着した後の移植後２日目から連
日投与とする。血管新生阻害剤はアバスチン
を使用する。OSC-19 細胞を移植後 6日目から
アバスチン投与群にはアバスチン 0.1mg、コ
ントロール群には蒸留水 0.2ml をそれぞれ
週 1回腹腔内投与する。移植後 22 日目に屠
殺し、舌腫瘍と頸部リンパ節を採取する。浸
潤に対する効果は同様に、切除した腫瘍の HE
染色標本を用い、光顕的に観察して下里分類
に従って分類し組織学的効果を判定した後
に、山本-小浜の癌浸潤様式に準じて化学療
法後の腫瘍の浸潤効果について評価する。ま
た、転移に対する効果も同様に、頸部リンパ
節の HE 染色標本を用い、光顕的に観察して
病理組織学的に転移形成の有無を確認し、対
照群の転移形成率と比較検討するとともに、
転移腫瘍の組織学的進展度を本間らの分類
に従って判定し、頸部リンパ節転移腫瘍の進
展についても検討する。 
 
４．研究成果 
線維芽細胞増殖抑制剤（トラニラスト）の

腫瘍増殖や浸潤・転移に対する抑制効果を検
討した。高浸潤性のヒト口腔扁平上皮癌由来
細胞株の OLC-01 細胞（浸潤様式 4D 型）をヌ
ードマウスの舌に移植した後に、翌日よりト
ラニラスト群、シスプラチン群、併用群、コ
ントロール群に分け腹腔内投与した。その結
果、移植腫瘍の大きさの平均はコントロール
群と併用群の間に有意差があった。リンパ節
転移率は全体で 8.33%と低く検討不能であっ
た。病理組織像で移植腫瘍がトラニラストを
投与することで浸潤様式 4C 型や 3型にダウ
ングレードする傾向は認められなかった。し
かし、癌細胞の細胞増殖活性を観察するため
に増殖細胞核抗原 PCNA 抗体を、腫瘍組織の

低酸素状態を観察するために低酸素誘導性
因子 HIF-1α抗体を用い免疫染色を行ったと
ころトラニラスト投与群で細胞増殖活性の
陽性率は減少し、HIF-1α抗体の陽性率が高
い結果となった。 
結合組織量を観察するためアザン染色を

行ったが、トラニラスト群では結合組織量が
顕著に抑制されていたが、筋線維芽細胞のマ
ーカーであるα-SMA 抗体、高浸潤癌の線維芽
細胞に発現するMT-MMP1抗体による発現は減
弱されていなかった。しかしながら、併用群
ではα-SMA 抗体の発現の減弱が顕著だった。
これは、線維芽細胞増殖抑制剤であるトラニ
ラストは結合組織量を減少させることはで
きるが、腫瘍間質の性質、すなわち癌細胞浸
潤を誘導する癌間質線維芽細胞の性質は変
化させることはできない。しかし、抗癌剤で
あるシスプラチンはその性質を減弱させる
ことが可能であるのではないかと考えられ
た。これらの結果は、両剤を併用することに
よって腫瘍の増殖、浸潤に抑制効果がおおい
に期待できることを明らかにした。トラニラ
ストは確実に結合組織量を減少することの
できる薬剤であり、副作用はほとんどないた
め、抗癌剤との併用は臨床で用いる薬剤とし
て意義のあるものと考えられる。 
 また、血管新生阻害剤であるアバスチンの
抗腫瘍効果を検討した。高浸潤高転移性のヒ
ト口腔扁平上皮癌由来細胞株の OSC-19 細胞
（浸潤様式 4C 型）をヌードマウスの舌に移
植した後に、薬剤を投与した。その結果、移
植腫瘍の大きさには差異がなかったがリン
パ節転移はアバスチン投与群で有意に抑制
効果が認められた。血管内皮細胞増殖因子で
ある VEGF-A 抗体で血管新生を観察したとこ
ろ、アバスチン投与群で血管新生抑制が認め
られた。リンパ管のマーカーである D2-40 抗
体でリンパ管について観察したところ、アバ
スチン投与群でリンパ管数の減少が認めら
れた。これらの結果より、アバスチンは血管
新生抑制とともにリンパ管新生抑制効果が
認められた。 
 今回は実験期間途中でマウスの死亡があ
り投与濃度や投与頻度、溶解液を検討し直し
て実験を行った。今後はさらに個体数を増や
すとともに、血管新生阻害剤（アバスチン）
と抗癌剤（シスプラチン）の併用実験も行い、
比較検討し、間質反応について明らかにした
いと考えている。 
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