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研究成果の概要（和文）： 
口腔癌のなかでも間葉組織の細胞外基質を強く分解しながら、著明な浸潤増殖をしていく腺様

嚢胞癌に着目し、当研究室内で培養したいくつかの腺様嚢癌細胞株を樹立し、この細胞株にTNF
αで処理し、細胞の状態を検索した。特に接着分子CD44を特異的に切断するプロテアーゼ

ADAM-17の発現とその活性をWestern Blotting法を用いて調べた。結果、ADAM-17の活性は

認められなかった。同時にCD44の切断も確認することができなかった。これはわずかな種類の

腺様嚢胞癌細胞株でしか実験しておらず、今後まったく別のタイプの腺様嚢胞癌細胞株を培養し

、繰り返し本研究を継続していく必要がある。ADAM-17のDNA抽出およびRNAに関する実験

を予定している。さらに様々な口腔癌細胞の浸潤能を検索するべく、インベージョンアッセイの

実験も付加していくことを検討中である。また、口腔扁平上皮癌細胞株を用いて、TNFα刺激

後のCD44の細胞内での局在を明らかして、更なる解析を要すると考えている。 
 

研究成果の概要（英文）： 
We were cultured in Adenoid cystic carcinoma cells. In this study, After the effects 

of TNFα cytokines on CD44 cleavage were examined in several Adenoid cystic carcinoma 

cell lines using Western blotting . And we examined relationship between expression of 

ADAM17 and CD44 cleavage in mechanism for the tumor progression of ACC cell. 

 The treatment of ACC cells with TNFα did not induce the generation of CD44 cleaved. 

We have to consider that cell lines after stimulation with TNFα , we are looking for 

localization of CD44 intracellular domain location details. 
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１．研究開始当初の背景 

口腔内における主要な悪性腫瘍は全癌に

対する 1～3％程度で、頭頚部領域の悪性腫瘍

のうちでは 35％以上を占める。口腔癌に罹患

すると食事や嚥下、会話などが困難となり、

患者の生活の質（Q.O.L）は著しく低下する。

また、口腔癌患者の予後は癌の進展度、すな

わち癌転移に左右され、時として不幸な転帰

を迎えることも少なくない。一般に口腔癌患

者の 5 年累積生存率は stage I ,II 80%以上で

あるが、stage III ,IV になると 60%以下とな

る。日本の口腔・咽頭癌による死亡者数は

1985 年では 2000 人であったが、2007 年に

は 6400 人に増加し、比較的よく知られてい

る癌の子宮癌や膀胱癌の死亡者数より多い。

その口腔癌の治療として、外科療法、放射線

治療、化学療法などがあり、主にこれらの治

療法を組み合わせた集学的治療が行われて

いるが、これらの治療法の進歩にも関わらず

近年の口腔癌の治療成績はほとんど向上し

ていない。その原因は癌転移の制御の失敗に

あり、特に転移巣には放射線も抗癌剤も効果

が乏しい。したがって口腔癌の浸潤・転移に

関連する分子を明らかにし、口腔癌の分子標

的療法を確立すれば、今後の治療成績を向上

させる上でも極めて重要であると考えられ

る。 
これまでの研究で、培養したヒト口腔扁平

上皮癌細胞を TNFαで処理した結果、接着分

子 CD44 は小さな断片へと切断され、また

TNFαは ADAM-17 の proform を mature 
form に変換することで CD44 を切断し、口

腔扁平上皮癌細胞の浸潤・転移を促進するこ

とを解明してきた。 

 
 
２．研究の目的 
口腔癌の中でも進行性の高い腺様嚢胞癌

は、神経周囲浸潤と再発率が比較的高く、予

後不良である。その腺様嚢胞癌が浸潤・転移

するためには細胞間、細胞-細胞外基質の接

着から切り離される必要がある。これまでの

研究で接着分子 CD44 や切断酵素 ADAM17 が浸

潤転移に重要な働きをしていることが解明

されてきている。そこで腺様嚢胞癌の浸潤・

転移に対する CD44 及び ADAM-17 の関与を検

討し、メカニズムを解明することで、将来的

に癌の浸潤・転移を臨床的に制御することを

目的とした。 

 
 
 
 

３．研究の方法 
（１）いくつかの種類の腺様嚢癌細胞株を

培養し、これらの細胞株に様々なサイトカイ

ンで処理し、接着分子 CD44 の状態の変化を

観察するためCD44の細胞質内ドメインに対

する抗体を使った Western Blotting 法や蛍

光染色を行う。サイトカイン刺激を介した

CD44 の状態変化、つまり切断が明らかにな

れば、そのプロテアーゼを同定するためサイ

トカイン刺激効果によるADAM-17の発現と



活性を Western Blotting 法で調べる。 
 
（２）次に腺様嚢胞癌細胞の浸潤能に及ぼ

す影響について検討する。これまでの報告で、 
CD44 切断は細胞の運動能および癌細胞の浸

潤能と関連があることが報告されている。そ

こで腺様嚢胞癌細胞の浸潤能をインベージ

ョンアッセイで確認する。すなわちタイプⅣ

コラーゲンなど基底膜構成タンパクよりな

る MatrigelTMをコートした膜上に腺様嚢胞

癌細胞を播種し、膜の下室に TNFαなどのサ

イトカインを添加するボイデンチャンバー

変法にて測定し、腺様嚢胞癌細胞が

MatrigelTM内に浸潤し、MatrigelTM膜の下面

に移動していく様子を観察する。 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
（３）もし可能であれば、さらなる検索とし

て、腺様嚢胞癌切除組織を用いてこれを２つ

に分け、①免疫組織化学的染色を行い、CD44
の切断状態及び ADAM-17 の発現を検索。②

Western Blotting法によってCD44タンパク

切断の有無及び活性化ADAM-17タンパクを

検出(扁平上皮癌での実験は既に済み)を行う。

以上の①②の結果を臨床的予後因子、特に転

移と比較検討する。 
以上（１）～（２）の実験を行い、予想され

た結果が得られた場合は、引き続き（３）を

行い、臨床へとフィードバックしていく。 
 
 
 

４．研究成果 

当研究室内で培養したいくつかの腺様嚢

癌細胞株を樹立し、この細胞株に TNFαおよ

び TPA で処理し、細胞の状態を検索した。

特に接着分子CD44を特異的に切断するプロ

テアーゼ ADAM-17 の発現とその活性を

Western Blotting 法を用いて調べた。結果、

TNFα刺激群、TPA 刺激群、共に ADAM-17
の活性は認められなかった（proform のみの

バンドしか検出されず、matureform のバン

ドは検出されなかった）。また CD44 の切断

も確認することができなかった。CD44 は

98kDaの Full length Band のみ確認できて、

切断後の cleavage band は認められなかった。

刺激したサイトカインの濃度および刺激時

間などあらゆる条件下で実験を繰り返した

が、ADAM-17、CD44 ともに少なくとも、

タンパクレベルでは変化は認められなかっ

た。 
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