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研究成果の概要（和文）：本研究では口腔扁平上皮癌の浸潤・転移機序の解明を目的として以下の解析を行っ
た。
　EGFRの発現はセツキシマブの効果と関連する可能性がある。症例の58.3%でEGFRが高陽性であった。高度浸潤
癌で陽性率が低い傾向にあった。EGFRの発現減弱と上皮間葉移行（EMT）に関連を認めた。
　口腔癌には強い免疫抑制状態でPD-L1を発現するタイプの腫瘍がある。口腔癌の微小環境におけるPD-L1の発現
機序の検討が重要である。PD-L1の発現は高度浸潤癌で弱く、低浸潤癌で高かった。PD-L1の発現はEMTと関連を
認めた。しかし高浸潤癌細胞とマクロファージや樹状細胞を共培養することでPD-L1の発現上昇を認めた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the mechanism on invasion and metastasis of 
oral squamous cell caricinomas (OSCC). 
  EGFR status may affect the patient response to cetuximab treatment. The analysis of the 
immunomarker for EGFR, it was revealed that 58.3% of the total cases, and furthermore, that 
invasiveness was inversely correlated with EGFR expression. Loss of EGFR expression in OSCC was 
associated with epithelial mesenchymal transition (EMT). 
  OSCC is highly immunosuppressive, and PD-L1 expression has been proposed as a potential mechanism 
responsible for this phenotype. Thus, it is important to understand the mechanisms underlying 
regulation of PD-L1 expression in the OSCC microenvironment. PD-L1 expression in high-grade invasive
 OSCC was lower than that in a low-grade invasive OSCC and found a close correlation between PD-L1 
expression and the EMT. PD-L1 expression was upregulated in macrophages and dendritic cells in high 
grade invasive human OSCC tissues or co-cultured.

研究分野：臨床腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
われわれの講座では山本が浸潤様式分類を

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 1991 年以後は基礎

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、in vitro に

おける線維芽細胞を組み込んだコラーゲン

ゲル内への癌細胞浸潤モデルを作製し、同時

に新しいヌードマウスを用いた in vivo の正

所性移植浸潤モデルの作製を試みた。その結

果、われわれのモデルは用いたヒト口腔癌細

胞の臨床での患者の浸潤・転移の病態を忠実

に再現していた（Kawashiri S. et al.: Oral 

Oncology, Euro J Cancer 31B: 216-221, 1995.）。

今回はこの in vitro および in vivo のモデル

を用いてヒト口腔扁平上皮癌細胞の浸潤・転

移機序を解明するため以下の研究を行う。ま

た、ヒト口腔扁平上皮癌の培養癌細胞株を用

いた in vitro および in vivo の浸潤モデルの

成果の一端はすでに報告したが、その結果、

本モデルで臨床での浸潤像と類似の浸潤像

が得られることが判明している。また、臨床

材料を用いた免疫組織学的研究では、間質成

分のⅣ型コラーゲン、その分解酵素であるマ

トリックスメタロプロテナーゼ、腫瘍細胞間

接着のカドヘリンファミリーの一つである

デスモグレインが腫瘍の浸潤・転移や予後と

密接に関係する因子であることが示唆され

報告した。そこで、これらの点を明らかにす

るため、再現性のある本モデルを用い浸潤な

らびに転移に関する研究を行なった。 

 
 

２．研究の目的 
癌の浸潤は予後と最も関連する因子の一つ

である。われわれはこれまでの臨床的検討か

ら、浸潤機序の解明が治療成績の向上につな

がるものと確信し研究を行ってきた。本研究

では口腔扁平上皮癌の浸潤・転移機序の解明

を目的として以下の解析を行った。 

癌細胞が増殖する際に癌細胞自身が

epidermal growth factor (EGF)を産生し、

epidermal growth factor receptor (EGFR)を活性

化して増殖を行なっている。また、EGFR を

ターゲットにした新しい分子標的薬（セツキ

シマブ）の治療が口腔癌に使用されるように

なった。EGFR の発現はセツキシマブの治療

効果と関連がある可能性がある。そこで、本

研究では、EGFR の発現と癌細胞の増殖のみ

ならず浸潤や転移との関係について検討を

行なった。 

 癌細胞が浸潤する際には周囲組織にも

様々な変化が認められる。例えば、癌周囲の

結合組織の線維化やリンパ球浸潤が観察さ

れる。この癌細胞周囲の微小環境は癌細胞の

浸潤にとって「バリアーの役割をしている」

という説が以前は一般的であった。ところが

最近、癌周囲の微小環境が「癌細胞の浸潤や

転移をサポートしている」という考え方が広

まりつつある。その代表的なものは腫瘍血管

や線維芽細胞である。しかし、腫瘍血管は腫

瘍の増殖には重要であるが、浸潤や転移には

どのような影響があるのか分かっていない。

また、間質の線維芽細胞の一部には cancer 

associated fibroblasts (CAF)が存在し、癌の浸潤

を促進させているといわれている。そこで、

本研究では腫瘍血管と CAF の浸潤や転移と

の関連について調査している。 

その他にも、炎症性のサイトカインや免疫

応答が癌細胞の周囲で作用し、癌細胞自身の

浸潤や転移に影響を及ぼしている。特に高浸

潤性口腔扁平上皮癌は浸潤先端部において

免疫抑制性の微小環境を構築している可能



がある。本研究では PD-1/PD-L1 経路の活性

化がこの一因となっているか否か検討を行

なっている。そこから口腔扁平上皮癌におけ

る癌細胞周囲の微小環境と浸潤・転移との関

係を明らかにしたいと考えている。 
 
３．研究の方法 
細胞株 

口腔扁平上皮癌由来細胞株で、浸潤の様相

の異なる細胞株３種類（高浸潤性；HOC313、

SCC4、中等度浸潤性；OSC-19 低浸潤性；

OSC-20、H357）ならびに正常口腔線維芽細

胞株（NOF）を使用した。 

細胞培養 

各細胞株は 10％ウシ胎児血清と 1％ペニシ

リン−ストレプトマイシンを添加した最小必

要培地 MEM®(Sigma-Aldrich)にて 37˚C、5％

CO2の条件下で培養したものを、必要に応じ

て実験に供した。 

動物モデル 

培養中の各細胞を培養液中で 8.0×106 個

/ml の濃度になるように調整し、ヌードマウ

スの舌もしくは口底部に 0.25ml を 27G 針付

のマイクロシリンジにて移植する。移植後３

〜６週間でヌードマウスを屠殺し、局所腫瘍

および頸部リンパ節を切除し、実験に使用し

た。 

臨床組織 

金沢大学附属病院歯科口腔外科にて治療

を行った口腔扁平上皮癌症例から生検時に

切除し、病理検査に使用された腫瘍組織を使

用した。またこれらの組織は、フォルマリン

固定され、パラフィン包埋したものを薄切し

て、HE 染色ならびに各種の免疫組織化学的

染色を行った。 

CAF 

TGF-β1を用いて NOFを刺激することによ

り CAF 化した線維芽細胞を作成した。CAF

化の確認はαSMAの発現にて行った。 

 

 

４．研究成果 

 口腔扁平上皮癌における血管新生、リン

パ管新生と浸潤との関連について免疫組織

化学的に調査した。すなわち CD34 抗体に

よる血管の免疫組織化学染色、D2-40 抗体

によるリンパ管の免疫組織化学染色を行い、

その密度と浸潤様式との関係について検討

した。その結果、血管密度は浸潤様式が高

度になるほど減少する傾向があり、浸潤様

式 4D 型では最も低値を示した。また、リ

ンパ管密度との相関については、リンパ節

転移、浸潤様式ともにリンパ管密度との相

関は認められなかった。しかしながら、浸

潤様式が高度な癌では VEGF の発現や

VEGF レセプターが上昇していることが、

浸潤モデルを用いた実験で明らかとなっ

た 。また、血管新生阻害剤（アバスチン）

の腫瘍増殖や浸潤・転移に対する抑制効果

について動物モデルを用いて検討した。そ

の結果、移植腫瘍の大きさの平均はコント

ロール群とアバスチン投与群では差が認め

られなかった。リンパ節転移に関しても両

群に差は認められなかった。病理組織像で

移植腫瘍の浸潤様式 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

ったところ陽性率が高かった。アバスチン

投与群では血管とリンパ管を CD34 抗体と

D2-40 抗体で２重免疫組織化学染色した。

その結果、血管新生阻害効果を認めた。 

 癌細胞の浸潤に対する CAFの影響を調べ

た。その結果、NOFまたは CAFの培養上清

（NOF-CM、CAF-CM）で SCC4および H357

細胞を培養したところ、間葉系の形態を呈

した。 さらに NOF-CMまたは CAF-CMで

の共培養により、低浸潤性の H357 細胞お

よび高浸潤性の SCC4 細胞ともにさらなる



遊走性ならびに浸潤性を獲得した（p <0。

05）。  しかも SCC4 細胞においては、

CAF-CMとの共培養により浸潤性の更新が

より顕著となった（p <0。05）。一方、

NOF-CM または CAF-CM による培養はい

ずれの細胞株の増殖にも影響を与えなかっ

た。 

 口腔癌の EGFR 発現についても検討を

行った。臨床の口腔癌症例 24 例の切除組

織を免疫組織化学的に染色し、58.3%の症

例で EGFR が高陽性であった。EGFR 陽

性率と T 分類、リンパ節転移、局所再発、

分化度、浸潤様式との関連について検討し

たところ、浸潤様式のみが相関を認めた。

すなわち、高度浸潤癌で陽性率が低い傾向

にあった。また、EGFRの発現の高い癌細

胞で、E-cadherin発現が高く、N-cadherin, 

Vimentin, Snail発現が低くことが判明し、

EGFR の発現を抑制すると、E-cadherin

発現が減少し、N-cadherin, Vimentin, 

Snail 発現が上昇した。すなわち、EGFR

の発現減弱と上皮間葉移行（EMT）の関連

を認めた。以上の結果から、EGFRをター

ゲットとする分子標的薬、例えばセツキシ

マブの効果が、浸潤傾向の強い癌で低くな

るものと考えられた。 

 癌細胞は、細胞表面の programmed death 

ligand 1 (PD-L1) 発現を調節することによ

り免疫寛容を誘導し、周囲へ浸潤している

ことが予想される。そこで、口腔扁平上皮

癌の PD-L1 の発現について検討した。その

結果、臨床の口腔癌症例 24 例の切除組織を

免疫組織化学的に PD-L1 を染色した。54.2%

の症例で PD-L1 が高陽性であった。また

PD-L1 陽性率と T 分類、リンパ節転移、局

所再発、分化度、浸潤様式との関連につい

て検討したところ、浸潤様式のみが有意差

を認めた。すなわち、高度浸潤癌では PD-L1

陽性率が低い傾向にあった。口腔癌細胞を

用いた結果でも、高浸潤性の HOC313細胞、

TSU細胞ではmRNAの発現も蛋白の発現

も低く、OSC-19では中等度発現、OSC-20

細胞では高い PD-L1 発現を認めた。しかし

ながら、最も高浸潤性の浸潤様式 4D 型の症

例の浸潤先端部の組織を検討したところ、

癌細胞自身は発現が低いものの、周囲のマ

クロファージや樹状細胞で PD-L1 の発現を

認めた。すなわち、高度浸潤癌では癌細胞

周囲のマクロファージや樹状細胞を利用し

て免疫寛容の状態にしている可能性があり、

癌細胞はこの微小環境を利用して浸潤して

いるものと推察された。 
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