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研究成果の概要（和文）：マウス口腔扁平上皮癌(CSCC)細胞株を同系マウスに移植し、移植原発巣および頚部転
移リンパ節巣より悪性形質の異なるクローン群を樹立した。これらを移植したマウスの脾細胞では、IFN-γ 産
生能が非移植群に比べ顕著に抑制されていた。一方、IL-10 産生能は殆どの転移巣由来の細胞移植群で顕著に抑
制されたが、親細胞および原発巣由来の移植群では逆に上昇した。さらに、OSCC移植マウスにおける骨髄由来免
疫抑制細胞(MDSC)は、転移巣由来の細胞移植群においてPMN(多核球)-MDSCが顕著に増加した。転移リンパ節由来
細胞群は、原発巣由来の細胞とは異なる免疫制御機構を備えていることが示された。

研究成果の概要（英文）：We have established sub-clones from primary and metastasized oral squamous 
cell carcinoma (OSCC) from primary and metastasized tumors of tumor-implanted mice. 
IFN-gamma-producing capability of antigen-stimulated spleen cells from all of the tumor-implanted 
mice was significantly lower than that of control mice.  IL-10-producing capability of spleen cells 
from tumor-bearing mice implanted with metastasized sub-clones was reduced, while that of the spleen
 cells from the mice implanted with non-metastasized sub-clones was increased. Polymorpho nuclear 
(PMN)- myeloid derived suppresser cells (MDSCs) were significantly increased in mice implanted with 
metastasized sub-clones. Our results demonstrate that OSCCs exert differential effects on the immune
 regulatory mechanisms, depending on their malignancy, i.e., metastatic potential.

研究分野： 医歯薬学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

1. 研究開始当初の背景 
我々は口腔扁平上皮癌(OSCC)の悪性化

に伴い患者の末梢血液細胞の免疫応答能
が特異的な制御を受け、悪性度の診断指
標となりうることを報告してきた。癌に
よる免疫系制御には癌関連線維芽細胞
（CAF）のような間葉系細胞が重要な役割
を果す。一方、スタチン系薬剤は間葉系
細胞の免疫制御を阻害し、さらに腎癌や
大腸癌などに対して増殖抑制やアポトー
シス誘導を示すことが報告されているが、
OSCC 細胞やCAF の関与する免疫系制御
に対する作用は知られていない。本研究
では当初、OSCC が間葉系間質細胞を介し
てどのように免疫系を制御するのか解明
し、スタチン系薬剤がOSCC 細胞の生理活
性やCAF を介した免疫制御に及ぼす影響
を観察して、直接または間接的に抗腫瘍
効果を発揮し得るか検討すると供に、
OSCC 発症とスタチン服用歴との関連に
ついて、疫学的検証を試みることを目指
していた。しかしながら、免疫系との関
連が期待されていたfluvastatin は、間
葉系細胞の感受性が非常に高く、様々な
手法を試みたが十分なviabilityを維
持しながら当初予定していたHLA抗原の
発現変化等の状況を観測することが実質
的に困難だった。従って、本計画ではOSCC
が転移能を獲得する過程において発揮す
る免疫制御機構のメカニズムとシグナル
分子の詳細な解明を目指すこととした。 

 
2. 研究の目的 

本研究では先ず,C3H マウス頬部自然
発症扁平上皮癌（OSCC）の転移に伴う悪
性形質の推移を実験的に再現するため
の培養細胞系や動物実験系を構築し、特
に転移形質の強い OSCC が, そうでない
ものに比べ移植マウスの免疫系をどの
ように修飾するか観察した. 具体的に
は先ず,移植マウスの Th1/ Th2 免疫反応
の動態変化を観察し, 同様の移植マウ
スに於いて, 腫瘍組織内および脾臓に
おけるMDSCの変化を観察した.それらの
結果に基づき, OSCC 細胞の悪性形質（特
に転移形質の獲得過程において）が宿主
免疫系に与える影響をより詳細に検討
することを目指した. 

 
3. 研究の方法 

1) Sq-1979 サブクローン群の樹立; 
OSCC(Sq1979)移植 C3H マウスの原発
巣および転移リンパ節巣より
Sq-233-1, Sq-233-11 細胞および, 
L2-3, L3-5, L5-11, L6-8,L6-9 の各
細胞を樹立した. 

2) In vitro および in vivo における
腫瘍の増殖速度, 生着率, 移植マウ
スの生存日数を測定した. 

3) マウス脾細胞の採取とサイトカイン

産生能の測定; マウスから脾臓を摘
出し，抗 CD3 抗体により T 細胞特異
的に刺激し,上清に出るサイトカイ
ンを ELISA 法で測定した. 

4) Flow cytometry（FACS）解析；MDSC
観察のため、腫瘍および脾臓からの
細 胞 の 単 離 し ,Flow cytometry
（FACS）解析した． 

 
4. 研究成果 
1) 悪性度の異なるマウスOSCCのin vivoおよ

びin vitro実験系の構築と発現遺伝子の
検討 
本研究ではC3Hマウス頬部自然発症扁平
上皮癌細胞株を同系統マウスの側腹皮下
または頭頚部皮下に移植し原発巣および
転移リンパ節由来のサブクローンSq233
細胞およびL細胞群を樹立した． そこで, 
それらサブクローン群の悪性形質を比較
検討するとともに, 悪性度の高いL細胞
群で高発現する遺伝子を同定し, それら
マーカー遺伝子候補がヒトOSCCおよび白
板症組織においても悪性形質のマーカー
となりうるか検討した. 
 

結 果 
① Sq-1979 サブクローン群の in vitroおよ
び in vivoにおける増殖速度； 
in vitroにおける倍加時間は, Sq-1979 細

胞群がおよそ 11 時間, Sq233 細胞群では 12
から 16時間, L 細胞群では 11時間から 18時
間を示し, L 細胞群は親細胞の Sq-1979 に比
べ倍加時間が有意に延長していた. 一方, 
C3H/HeN マウスの側腹皮下に移植し, in vivo
における倍加速度を比較すると, Sq系および
Sq233 系細胞では 10 日から 18 日を要するの
に対して, L系細胞では親細胞の Sq1979 に比
べて, ほぼ 8 日以内であり, 特に L6-8 およ
び L-9 の倍加時間は 5 日と短く, in-vivo に
おいて L系細胞は, 親細胞の Sq-1979 に比べ
増殖速度が有意に速いことが示された（表
1）. 
 

表 1 in vivoおよび in vitroにおける OSCC

細胞の増殖速度           

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 



② Sq-1979 サブクローン群移植マ
ウスにおける生着率； 

 1×105個の細胞を C3H/HeN マウスの側腹皮
下に移植すると, L2-3 細胞を除く L系細胞は, 
20%から 100%の生着率を示したのに対して, 
Sq 系および Sq-233 系細胞では, 233-１細胞
が 20%の生着を示した以外は生着しなかった. 
106 個の細胞を移植すると, すべての L 系サ
ブクローンで 79%以上の生着が見られ, Sq 系
およびSq233系細胞でも比較的高い生着が観
察された（表 2）. 
 

表 2 OSCC 細胞移植後の生着率 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

③ Sq-1979 サブクローン群移植マ
ウスの生存日数； 

1×106個のSq-1979-1細胞とSq-233-1細胞
の移植 C3H/HeN マウスでは, 130 日以上の生
存が確認されたのに対して, L5-11, L6-8, 
および L6-9 細胞移植群では 80日以下で, 有
意に生存日数が短縮していた. 一方, L2-3お
よび L3-5 細胞移植群の生存率は, Sq-1979-1
細胞や Sq-233-1 細胞移植群と比較して有意
な差は見られなかった（表 3）.  
 

表 3 OSCC 移植マウスの生存日数 

 

 

２．マウス口腔扁平上皮癌細胞株 Sq1979，
Sq233および転移型クローンL5によるTh1免
疫反応の抑制とTh2免疫反応の特異的な制御 

次に我々は、OSCC の悪性形質が患者
免疫系に与える影響をより詳細に検討する
目的で，マウス OSCC 株を用いた癌移植実験
系を構築し，宿主免疫能の動態変化を検討し

た． 
 
結 果 
①  OSCC移植マウス脾細胞におけるサイト

カイン産生能の変化； 
OSCC 細胞移植マウスの脾細胞を，抗 CD3 抗

体にて刺激培養し，培養上清に分泌されたサ
イトカイン濃度を ELISA 法で測定した．Th1
型のサイトカインである IFN-γの産生量は，
Sq1979，Sq233 及び L5 移植マウスのすべてに
おいて腫瘍体積の増大に伴って有意に減少
した（図 3 a，b，c）．一方，Th2 型サイトカ
インの IL-10 は，親細胞の Sq1979 移植マウ
スで腫瘍体積の増大に比例して増加したが
（図 4a），L5 では逆に低下し（図 6c），Sq233
では変化が見られなかった（図 4b）．同じく
Th2 型の IL-4 では，Sq1979 移植マウスで腫
瘍体積の増大に比例して上昇する場合と変
化しない場合があり一定の結果が得られな
かった（図 5a）．一方，Sq233 では腫瘍体積
と IL-4 産生量の相関が認められず（図 5b），
逆に L5 では低下した（図 5c）．  
 
図3 Tリンパ球刺激に対する脾細胞のIFN-γ産生
能 
OSCC細胞株をC3H/HeNマウス側腹皮下に移

植し，1カ月（Sq1979 移植群(a)および Sq233
移植群(b)）あるいは 3週（L5 移植群(c)）後
に脾臓を採取した．単離した脾細胞を試験管
内で抗 CD3 抗体（2C11）を用いて T細胞受容
体を刺激培養した． 

 

 

 

 

 

 

各値は平均値±標準偏 

差(n=3)で示す．r：相関係数，*：p<0.05 ，
**：p<0.01 
 
図 4 Tリンパ球刺激に対する脾細胞の IL-10産生
能 
OSCC細胞株をC3H/HeNマウス側腹皮下に移

植し，1カ月（Sq1979 移植群(a)および Sq233
移植群(b)）あるいは 3週（L5 移植群(c)）後
に脾臓を採取した．単離した脾細胞を試験管
内で抗 CD3 抗体（2C11）を用いて T細胞受容
体を刺激培養した． 
各値は平均値±標準偏差(n=3)で示す．r：
相関係数， **：p<0.01 

 

 

 

図 5 T リンパ球刺激に対する脾細胞の IL-4 産生



能 
OSCC細胞株をC3H/HeNマウス側腹皮下に移

植し，1 カ月（Sq1979 移植群(a)および
Sq233 移植群(b)）あるいは 3 週（L5 移植
群(c)）後に脾臓を採取した．単離した脾細
胞を試験管内で抗 CD3 抗体（2C11）を用
いて T 細胞受容体を刺激培養した． 
各値は平均値±標準偏差(n=3)で示す．r：
相関係数，*：p<0.05 
 

 

 

 

 
② OSCC 移植マウスにおける T リンパ球刺激

に対する脾細胞の IFN-γおよび IL-10 産
生能 

OSCCに対する生体の免疫反応を比較するため
に、各サブクローンを C3H マウスの側腹皮下
に移植し、3 週後に摘出した脾細胞 T 細胞特
異的刺激因子である抗 CD3 抗体にて刺激培養
を行い、ELISA 法を用いてサイトカイン産生
能を検討した。その結果、コントロール（即
ち非移植マウス脾細胞）に比べ脾細胞の
IFN-γ 産生能は全てのクローンで抑制され、
一方、IL-10 は Sq1979 および 233 細胞群では
コントロールに比べ増強するが、転移型の L
細胞の殆どで誘導が減弱していた(図 6)。 
 
図 6  OSCC 移植マウス脾細胞のサイトカイン産生
能の変化 

 

３) マウス口腔扁平上皮癌細胞株 Sq1979 お
よび L5 移植マウスにおける骨髄由来免疫抑
制細胞(MDSC)の動態 

次に我々は、Sq-1979およびL細胞群の一
つであるL5-11細胞を同系統マウスに移植し，
腫瘍組織内および脾臓におけるMDSCの変化を
観察してOSCC細胞の悪性形質の獲得に伴って
引き起こされる免疫制御機構の変化について
検討した． 

 
結 果 
①腫瘍組織における MDSC 分画の分布 
腫瘍組織内における M-MDSC の総数および分
画の比率は，Sq-1979 移植マウス群（平均
0.003×106個，0.1％）に比べ L5-11 移植マウ
ス群（平均 0.2×106 個，0.9％）で有意に高
かった（図 7）．腫瘍組織内の PMN-MDS①の総
数および細胞分画の比率も同様に，Sq-1979
移植マウス群（平均 0.01×106個，2.7％）に
比べL5-11移植マウス群（平均9.14×106個，
38.1％）において顕著に高い値を示した．ま
た，総数において PMN-MDSC は M-MDSC より 30
倍以上高かった． 
 

図 7; Sq-1979 および L5-11由来腫瘍組織における
M-MDSC および PMN-MDSC の比率．CD11b+ 細胞およ
び MDSC の総細胞数および総細胞数に対する MDSC
の比率を，それぞれのグラフの縦軸左と棒グラフ，
および縦軸右と折れ線グラフに示す（*：P＜0.05，
n＝12）． 
 

 

 

 

 

 

 

 

② 脾臓における MDSC 分画の分布 
脾臓内におけるM-MDSCの総数および分画の比
率は，コントロール群（平均1.2×106個，
2.3％），Sq-1979移植マウス群（平均1.3×106

個，2.0％），L5-11移植マウス群（平均2.0×
106個，2.0％）の間で，有意な差は観察され
なかった（図8）．脾臓内におけるPMN-MDSCの
総数および分画の割合は，L5-11移植マウス群
（平均8.8×106個，8.4％）ではSq-1979移植
マウス群に比べ，有意に高い値が観察された
（図9）．一方，コントロール群（平均2.8×106

個，5.0％）とSq-1979移植マウス群（平均3.4
×106個，5.9％）との間では，有意な差は観
察されなかった（図8）． 
 
図8：Sq-1979およびL5-11移植マウス群の脾細胞に
おけるM-MDSCおよびPMN-MDSCの比較．CD11b+ 細胞
およびMDSCの総細胞数および総細胞数に対する
MDSC分画の比率を，それぞれのグラフの縦軸左と
棒グラフ，および縦軸右と折れ線グラフに示す 
（*：P＜0.05，n＝12）． 

 



 
 
以上の結果から, OSCCはその転移形質の違

いに応じて,PMN-MDSC を介する場合や介さな
い場合を含め、患者の抗腫瘍免疫系を特異的
に制御することが示された。さらに本研究は
今後さらにそのメカニズムや因子の解明に
貢献することが強く示唆された。 
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