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研究成果の概要（和文）：ヒト口腔扁平上皮癌細胞株およびリンパ管内皮細胞株における血管新生因子、内因性
血管抑制因子とその受容体の発現をヒストン脱アセチル化阻害剤、DNAメチル化阻害剤またはmTOR阻害剤を作用
させ網羅的に解析し、発現が増加する因子を絞り込んだ。更に、候補因子の中からVEGF-CもしくはVEGFR-3と複
合体を形成する因子を同定し最終候補因子とした。これらの因子はリンパ管増殖抑制効果を示した。この事か
ら、リンパ管形成の制御には血管新生抑制因子が関わっており、これらの因子はepigeneticな要因により制御さ
れ、これを解除する事でリンパ管形成をコントロール出来る事が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the anti-angiogenic and/or endogenous anti-angiogenic 
factors inhibited lymphangiogenesis on oral squamous cell carcinoma cells (OSCC). Real time 
Microarray PCR revealed that some candidate of anti-angiogenic and/or endogenous anti-angiogenic 
factors were found out OSCC treated epigenetic modulators, such histone deacetylase inhibitor, DNA 
methylation inhibitor and mTOR inhibitor. To narrow down them further, these candidate factors were 
performed immunoprecipitation with VEGF-C or VEGFR-3. The candidate factor inhibits growth of 
lymphendothelial cells and tube formation. This result suggest that cancer-induced lymphangiogenesis
 could be controlled by epigenetic modulator.

研究分野：口腔病理学
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１．研究開始当初の背景 
頭頸部扁平上皮癌は全世界で毎年約 60 万
人が発症していると推測されており、その
中でも口腔扁平上皮癌は 60%を占めると
いわれている。その発症率はわが国におい
ても年々増加傾向にある。現在の治療法は
腫瘍の広範切除に加え、術前・術後の化学・
放射線療法が一般的に用いられている。し
かし、口腔扁平上皮癌は比較的早期に頸部
リンパ節や肺転移を来たす事が指摘されて
おり、頸部リンパ節転移を認めた症例では
その生存率は半減するといわれている。従
って、口腔扁平上皮癌の治療成績の向上の
ためには、リンパ節および肺転移の抑制又
は転移巣を消滅させる新たな治療法を開発
し、外科・化学療法と併用して行う必要が
ある。 
 
 
２．研究の目的 
リンパ管の形成は静脈からのリンパ管内皮
細胞の出芽によって始まると考えられてお
り、血管新生促進に関わるシグナル伝達経
路がリンパ管新生を誘導することが報告さ
れている。これらのことは血管新生抑制因
子がリンパ管新生の抑制にも関与している
可能性が示唆される。通常、血管新生は促
進因子と抑制因子のバランスによってコン
トロールされているため、限られた部分で
しかみられない。しかし腫瘍内では促進因
子と抑制因子の量的バランスが不平衡で、
血管新生促進因子が優勢な状態であると考
えられている。実際、血管新生においても
内因性の抑制因子(ネガティブフィードバ
ック分子)がいくつか同定されており、
angiostatin等が血管新生阻害薬として使
用されている。しかし血管新生形成メカニ
ズムの解明に比べ、リンパ管新生について
は未知な領域が多い。本研究は、ヒト口腔
扁平上皮癌細胞が発現する内因性血管抑制
因子の中でリンパ管抑制に関わる因子に着
目し、ヒト口腔扁平上皮癌におけるリンパ
行性転移の抑制を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト口腔扁平上皮癌細胞株に
epigenetic modulator(ヒストン脱アセチ
ル化阻害剤(HDACI)、DNAメチル化阻害
剤(DNMTI)またはmTOR阻害剤)を作用さ
せ、血管新生因子、内因性血管抑制因子お
よびそれらの受容体の発現の変化をリアル
タイム PCRアレーにて検索する。 
 
(2) ヒト口腔扁平上皮癌細胞株、患者由来口
腔扁平上皮癌細胞株(8株)、リンパ管内皮細
胞株における内因性血管新生抑制因子とそ
の受容体の発現の有無を検索する。 
(患者由来口腔扁平上皮癌細胞株は共同研

究者樹立済み)  
a. 内因性血管新生抑制因子およびその
受容体の発現を RT-PCRにて確認す
る。 

b. 蛋白発現はWestern blot法にて、可
溶性蛋白は培養上清をELISA法にて
確認する。 

c. 患者由来口腔扁平上皮癌細胞株の結
果は、臨床データ(転移や予後)との対
比によってリンパ行性転移との密接な
関係を総合的に判断する。 

 
(3) 上記 (1)で得られた内因性血管新生抑
制因子とVEGF-CもしくはVEGFR-3との
結合性を検索する。 

a. 免疫沈降にて確認する。 
 
(4) 上記(1)、(2)の結果より候補蛋白がリン
パ管内皮細胞に対して増殖抑制効果が認め
られるかを検討する。 

a. 増殖抑制効果はMTT法にて測定する。 
b. ファイブロネクチンコーティング

dishを用い、tube formationにて評価
する。 

 
(5) epigenetic modulator作用させたヒト
扁平上皮癌細胞株の培養上清をリンパ管内
皮細胞株培養上清に加え、リンパ管細胞の
遊走能と管腔形成(tube formation)への影
響を in vitroで検討する。 
 
(6)当院歯科口腔外科で扁平上皮癌の切除
手術を施行された検体を収集し、候補因子
の発現を免疫組織化学染色もしくは in 
situにて染色し、臨床データ(リンパ節転移
や予後)との関係を評価する。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) ヒト口腔扁平上皮癌細胞株にHDACI, 
DNMTI, mTOR阻害剤を作用させ、リアル
タイム PCRアレーにて、血管新生因子、
内因性血管抑制因子およびそれらの受容体
の発現が 4倍以上の増減を示した因子を
18種類同定した。 
 
(2) ヒト口腔扁平上皮癌細胞株、患者由来口
腔扁平上皮癌細胞株(8株)、リンパ管内皮細
胞株における上記候補因子とその受容体の
発現を検討した。 

a. 上記候補因子とその受容体の発現を
RT-PCRにて発現を確認した。 

b. ヒト口腔扁平上皮癌細胞株、患者由来
口腔扁平上皮癌細胞株(8株)において
Western blot法にて、HDACI, 
DNMTI, mTOR阻害剤作用群と対照
群の蛋白発現をBio-Rad社のimaging



システムを用い、dotの濃淡を比較、
数値化した。 

 
(3) 上記 (1)(2)で得られた内因性血管新生
抑制因子とVEGF-CもしくはVEGFR-3と
の結合性を検索した。 

a. Protein A magnetic beadsを用いて免
疫沈降をした結果、3種類の最終候補因
子を決定した。 

 
(4) 上記(3)の結果より最終候補蛋白がリン
パ管内皮細胞に対して増殖抑制効果が認め
られるかを検討した。 

a. MTT法にてリンパ管内皮細胞の増殖
能を測定した結果、濃度依存的に増殖
抑制効果を示す事を確認した。 

b.上記の結果を反映して、リンパ管管腔
形成能も抑制されていた。 

 
(5) epigenetic modulator作用させたヒト
扁平上皮癌細胞株の培養上清をリンパ管内
皮細胞株培養上清に加え、リンパ管細胞の
遊走能と管腔形成(tube formation)への影
響を in vitroで検討した。 

a. ダブルチャンバーを用いたところ、対
照群と比較して、遊走能は有意に抑制
された。 

b. リンパ管管腔形成能も抑制されてい
た。 

 
(6)当院歯科口腔外科で扁平上皮癌の切除
手術を施行された検体を収集し、最終候補
因子の発現を免疫組織化学染色もしくは
in situにて染色し、臨床データ(リンパ節
転移や予後)との関係を評価した。 

a. 切除検体 40 例、正常口腔粘膜(対照
群)10例を用いて、最終候補因子につ
いて免疫組織化学染色を施行、比較検
討したところ、有意な所見が得られた。 

b. a.の結果を踏まえ、有意な結果を得た
28例について手術時リンパ節転移の
有無を検索した結果、28例中 3例と今
現在明らかな有意差は見られていない。 

 
 
以上より、in vitro において epigenetic 
modulatorは血管新生抑制因子の発現を促
進する事により、腫瘍血管新生のみならず
リンパ管新生もコントロールできる事が
示唆された。 
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