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研究成果の概要（和文）：ラクトフェリン（LF）を口腔癌の新規治療薬として用いることができるかどうかを明らかに
することを目的に検討を行い以下の結果を得た。１．リポソーム化LFの経口投与により口腔癌の増殖と骨浸潤が抑制さ
れる。２．LFは癌細胞の増殖を抑制するとともに、アポトーシスを抑制する。３．LF は癌細胞の遊走・浸潤を抑制す
る。４．LFは癌細胞が産生する破骨細胞誘導因子の発現を有意に減少させる。５．LFは腫瘍性血管内皮細胞の増殖と分
化を抑制する。以上の結果から、LF を口腔癌の新規治療薬として応用できることが示された。

研究成果の概要（英文）：The aim of the study was to clarify the effects of bLF on growth, invasion and 
bone destruction of oral squamous cell carcinoma (OSCC). Results show 1. Oral administration of liposomal 
LF inhibits proliferation of OSCC and suppresses bone invasion of OSCC. 2. LF suppresses proliferation of 
OSCC cells and induces apoptosis of OSCC cells. 3. LF inhibits mobility and invasion of OSCC cells. 4. LF 
inhibits osteoclastogenesis related molecules in OSCC cells. and 5. LF inhibits tumor angiogenesis by 
inhibiting proliferation and differentiation of tumor related endothelial cells. Taking together, LF may 
be a novel therapeutic drug beneficial for the inhibition of OSCC cell proliferation, migration and bone 
invasion.

研究分野：口腔病理学
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１．研究開始当初の背景 
口腔癌は世界で５番目に多い悪性腫瘍で、口
腔癌の制圧には大きな社会的意義がある。口
腔癌の予後を判定する指標には、原発腫瘍の
大きさや所属リンパ節への転移の有無に加
えて、骨への浸潤が大きな予後決定因子とな
っている。そこで、口腔癌の増殖進展とりわ
け骨浸潤を制御することにより、口腔癌の予
後を改善する必要がある。 
 ラクトフェリン（LF）はヒトやウシの母乳、
特に初乳に高濃度に含まれており、 抗菌作
用、免疫賦活作用、抗炎症作用、抗酸化作用、
抗腫瘍作用などの多彩な機能を有すること
が知られている。このうち、抗腫瘍作用につ
いては LF の経口摂取が動物実験において
種々の癌の発症を抑制することが報告され
たが、口腔ガンに対する効果は明らかでなく、
その分子メカニズムは未だ不明である。 
  我々はこれまで、LF を炎症性骨破壊性
疾患の予防や治療に応用すべく、LF の生物
活性、特に抗炎症作用と破骨細胞誘導に対す
る抑制作用に着目して様々な検討を重ね、１．
LF は TRAF6 と結合することによって破骨
細胞形成を強く抑制する(J Biol Chem 2012) 
こと、２．リポソーム化ラクトフェリン
（L-LF）は著明な骨破壊抑制作用を示す
（Lab Invest. 2010）、３．L-LFは歯周病患
者の炎症性サイトカインレベルを下げ、組織
破壊を抑制する（Biol Pharm Bull. 2010） 
ことを明らかにしてきた。そこで、本研究で
は以下の目的のもと、口腔癌を対象とした検
討を行った。 
 
２．研究の目的 
本研究では L-LF を口腔癌の増殖ならびに
骨浸潤を抑制する新規の治療薬として用い
ることができるかどうかを明らかにするこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
I.口腔癌の増殖ならびに骨浸潤に対する
L-LF 経口投与の抑制効果に関する in vivo
での検討 
1）骨浸潤モデルの作成と LF の投与 
 C３H マウスに SCCVII 細胞を移植するモデ
ル（Oral Oncology, 2007）を用いた。 
 LF の経口投与は Yamano ら(Lab Invest, 
2010)の方法に従って、L-LF を 500mg/kg/day
または 100mg/kg/day で経口投与した。 
 なお、口腔癌の骨浸潤モデルを確立するに
あたり、当初、ヌードマウスの頭蓋皮下に口
腔癌細胞を移植する系モデルを検討したが、
安定した結果が得られなかった。一方、C3H
マウスに SCCVII 細胞を移植する系は通常飼
育が可能で、腫瘍の生着、増殖、骨浸潤が安
定的に再現されたので、本研究には後者を用
いることとした。 
 
2）画像解析学的、組織学的および組織化学
的評価 

口腔癌細胞移植後 4 週後にマウス頭部を摘
出し固定後、μCT にて撮影し骨破壊を画像
解析学的に解析した。μCT による解析後に
組織標本を作成し、破骨細胞の出現状況を含
めた組織学的解析を行った。また、腫瘍内な
らびに周囲の血管の分布を計測した。 
 
Ⅱ. LF の抗腫瘍作用に関する in vitro での
検討 
口腔癌細胞の増殖能、遊走能や浸潤能ならび
に腫に対する LF の作用について検索する
とともに、腫瘍血管内皮細胞を用いて 腫瘍
血管形成に対する LF の作用について検索
した。 
 
1）LF の癌細胞の増殖、アポトーシスに対す
る影響の検討 
口腔癌細胞に LF を投与（0.1～100μg/ml） 
し、投与後の細胞数を計測するとともに、フ
ローサイトメトリー解析によるアポトーシ
ス誘導に関する解析を行った。 
 
2）LF の癌細胞の遊走能、浸潤能に対する影
響の検討 
  細胞遊走能の評価にはスクラッチアッセ
イを、浸潤能の評価には  in vitro invasion 
assay 法を用いた。 0.1～100μg/ml の濃度
で LF を投与し、投与 12 時間、24 時間後で
細胞遊走能、浸潤能をそれぞれ比較検討した。 
 
3）LF が腫瘍血管新生に与える影響の検討 
LF が腫瘍血管内皮細胞の増殖やチューブ形
成能に与える影響について検討した。また、
LF 投与が VEGFやその受容体などの血管新生
関連遺伝子発現に与える影響について検討
した。 
 
Ⅲ. 口腔癌の増殖進展ならびに骨浸潤に対
する LF の抑制作用の分子メカニズムの解明 
1） LFの口腔癌細胞による破骨細胞誘導に対
する抑制効果のメカニズム解析 
2） LFの増殖進展に対する抑制効果のメカニ
ズム 
3） LFの腫瘍血管形成に対する抑制効果のメ
カニズム 
 
４．研究成果 
I.口腔癌の増殖・骨浸潤に対する L-LF 経口
投与の抑制効果 
１）肉眼的観察により、L-LF の経口投与によ
って腫瘍径が有意に減少していた。 
２）μCT ならびに組織学的解析により、L-LF 
は骨破壊を有意に抑制することが明らかに
なった。 
３）組織計測学的解析により、L-LF の経口投
与が腫瘍内血管の数を減少させることが明
らかに示された。 
 
Ⅱ. LF の抗腫瘍作用の in vitro での検討 
1） LF の癌細胞の増殖、アポトーシスに対す



る影響の検討 
LFは濃度依存的に癌細胞の増殖を抑制し、
アポトーシスを誘導した。 
2） LF の癌細胞の遊走能、浸潤能に対する影
響の検討 
LFは濃度依存的に癌細胞の誘導能ならび
に浸潤能を抑制した。 
3） LF が腫瘍血管新生に与える影響の検討 
LFは腫瘍性血管内皮細胞のアポトーシス
を誘導した。 
 
Ⅲ. 口腔癌の増殖進展ならびに骨浸潤に対
する LF の抑制作用の分子メカニズム 
1) LFの口腔癌細胞による破骨細胞誘導に対
する抑制効果のメカニズム解析 
LFは癌細胞が産生する破骨細胞誘導因子
であるIL-1βならびにRANKLの発現を有
意に減少させた。 
2) LFの増殖進展に対する抑制効果のメカニ
ズム 
LF は ERK1/2 と Akt pathway を濃度依存
的に抑制し p53 と p21 の発現を誘導し 
cyclin D1 の発現を抑制することで癌細
胞の増殖を抑制するとともに、アポトー
シス抑制分子であるBadとbcl2の発現を
抑制することで アポトーシスを抑制し
た。 また、LF は MMP の発現を抑制する
とともに MET を誘導することで、癌細胞
の遊走・浸潤能を抑制した。  
 
 
3) LFの腫瘍血管形成に対する抑制効果のメ
カニズム 
LF は腫瘍性血管内皮細胞の VEGF-A なら
びにその受容体である Flt-1 と Flh-1 の
発現を抑制した。また、LF はアポトーシ
ス抑制分子であるbcl-2およびbcl-xlの
発現を抑制し、caspase 3 および 7 の発
現を誘導した。 
 
 以上の結果から、L-LF を口腔癌の増殖な
らびに骨浸潤を抑制する新規の治療薬とし
て応用できることが示された。 
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