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研究成果の概要（和文）：口腔扁平上皮癌が顎骨へ浸潤すると生命予後が低下する。本研究で胎生期の形態形成
に重要な役割を担うソニックヘッジホッグ（SHH）が，正常下顎歯肉には発現しないが，顎骨浸潤部位における
癌細胞に高発現し，その受容体およびシグナル分子は骨破壊部における破骨細胞前駆細胞，成熟破骨細胞に認め
ることが明らかとなった。SHHは破骨細胞前駆細胞に直接的に作用し，破骨細胞分化，骨吸収を促進させ，その
シグナルにGPCRが関与することがわかってきた。

研究成果の概要（英文）：Oral squamous cell carcinoma frequently invades into the maxilla and the 
mandible, and that is associated with a worse prognosis. Sonic hedgehog (SHH) signaling contributes 
to the development, we found that SHH was not expressed in normal oral gingiva, but highly expressed
 in tumor cells that had invaded the bone matrix. On the other hand, the hedgehog receptor and the 
signaling molecule were highly expressed in the osteoclasts and the progenitor cells. SHH stimulated
 osteoclast formation and pit formation, and the GPCR is involved in the signaling.

研究分野：口腔外科学
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１．研究開始当初の背景  
口腔癌の骨髄浸潤は独立した予後因子であ
ることが，近年の大規模な後ろ向き研究で明
らかとなってきた。それゆえ骨髄浸潤を伴う
進展症例における新たな治療法の開発は急
務である。浸潤型骨破壊を呈する口腔癌細胞
は，ソニックヘッジホッグ（SHH）を高発現
しすることがわかってきた。癌骨微小環境下
におけるヘッジホッグシグナルネットワー
クの活性化を癌骨微小環境において誘発し，
多様な分子間相互作用を通じ癌骨破壊の悪
循環が成立されると推察する。 
 
２．研究の目的  
顎骨へ浸潤，増大した進行癌は，顎骨の合併
切除を必要とし，患者の咀嚼機能などの QOL
ならびに，生命予後が有意に低下する。従っ
て癌の骨への浸潤，癌の骨内での増殖を抑制
することは，臨床上極めて重要な課題である。
我々は，SHH シグナルの癌骨破壊部での発
現ならびに，骨破壊のメカニズムを明らかと
し，これらの分子を標的とした治療法の開発
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）顎骨切除標本における組織学的，免疫
組織学的解析 
当科における化学療法を行っていない下顎
歯肉癌顎骨切除症例を用いた。切除標本にお
けるヘッジホッグシグナルネットワーク分
子（SHH, Pached-1, Gli-2, CD68）の発現細
胞を，免疫組織化学染色を行いその局在を明
らかにした 
（２）破骨細胞の培養 
RAW264.7 マウスマクロファージ細胞および
C57BL/6 マウス，floxed Smoothened mice 
(Smotm2Amc/J)から単離した骨髄細胞より単離
した CD11b+細胞を使用した。 
（３）破骨細胞分化，吸収活性の検討 
RAW264.7 細胞は 50 ng/ml RANKL と，CD11b+

は 30 ng/ml M-CSF, 50 ng/ml RANKL と共存
下で行い TRAP 染色で分化能を，デンチンス
ライスで SEM を使用し解析した。 
（４）Immunoblot analysis 
RAW264.7 細胞，CD11+細胞を使用し ice-cold 
phosphate buffered saline (PBS) と lysed 
in an ice-cold lysis buffer (50 mM Tris-HCl, 
pH 7.4, containing 150 mM NaCl, 1% Triton 
X-100, 1% NP-40, 10 mM NaF, 100 mM 
leupeptin, 2 mg/ml aprotinin, and 1 mM 
phenylmethyl sulfonyl fluoride)を使用し
回収した。10 μg のタンパク質を 12% sodium 
dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) gels に泳動し
ナイロンメンブレンに転写し，シグナル分子
に対する抗体を作用させ，ECL プロトコルに
従って可視化した。 
(５)定量的 RT-PCR 
RT-qPCR は SsoAdvanced Universal SYBR 

Green Supermix (Bio-Rad Laboratories) を
用い，chromo4 (MJ Research, Waltham, MA, 
USA)で行った。データ解析はΔΔCT methods
を使用した。 
（６）マイクロアレイ解析 
RAW264.7 細胞を 50 ng/ml RANKL を 3 日間存
在下で培養後，5 μM smoothened アゴニスト
(SAG) を用い 24 h 処理した。total RNAs w 
miRNeasy Mini Kit (Qiagen) で 単離し，
Genome-wide 遺伝子発現解析は SuperPrint 
G3 Mouse GE 8x60K 2 color (Agilent 
Technologies)を用いて行った。アレイは
Agilent Feature Extraction 10.7.3.1 
software (Agilent Technologies)を用い数
値 化 し ， GeneSpring GX v.13 (Agilent 
Technologies)を用い解析した。 
 
４．研究成果 
（１）正常歯肉，下顎歯肉癌顎骨浸潤部にお
ける Sonic hedgehog (SHH), Patched, CD68 
and Gli-2 発現の免疫組織学的検討 
下写真の説明(A) 下顎区域切除標本におけ
る腫瘍切除断端の正常下顎歯肉における SHH, 
Patched, CD68 and Gli-2 の発現を示す。そ
れぞれの右の写真は左写真の四角枠の拡大
写真を示す。(B) 顎骨腫瘍浸潤部における
SHH, Patched, CD68 and Gli-2 の発現を示
す。 Scale bar, 50 μm. 矢印: 破骨細胞，
矢頭: 破骨細胞前駆細胞を示す。 

これらの結果から口腔癌細胞の癌化に伴い
腫瘍細胞に SHH の発現を認め，癌顎骨浸潤部
でその発現は亢進することが明らかとなっ
た。一方で SHH 受容体およびそのシグナルは
破骨細胞および破骨細胞前駆細胞で高発現
することが明らかとなった。 
（２）ヘッジホッグは RAW264.7 細胞, CD11b+

細胞分化を促進する。 



下写真の説明(A)：RAW264.7 細胞，（B）CD11b+

細胞，（C，D）Bone marrow macrophages  

これらの結果から，SHHはRANKL共存下にて破
骨細胞分化を促進することが明らかとなった。
図には示していないが，floxed Smoothenedマ
ウス骨髄細胞から単離した CD11b+ に Cre 
recombinase encoding adenovirusを感染させ，
SHHで刺激しても破骨細胞分化が促進されな
いことを確認している。 
（3）SHH は成熟破骨細胞における骨吸収能を
促進する。 

下写真の説明(A)：CD11b+細胞を成熟破骨細胞
に分化させ，SHHをRANKL共存下にて培養後
のデンチンスライス上のSEMによる写真。 
(B)：骨吸収面積の検討 

これらの結果から SHH は直接的に破骨細胞吸
収活性を RANKL 依存的に促進することが明ら
かとなった。 
（4）SHH が破骨細胞における MAP kinase，

細胞分化に与える影響。 
下写真の説明(A)：RAW264.7 細胞を SHH で刺
激後，p-ERK, ERK, p-p38, and p38 発現を
immunoblot にて解析。(B，C)：NFATc1，TRAP，
Cathepsin K 発現を検討 

SHHはRAW264.7細胞における破骨細胞分化を
促進し，ERK1/2，P38のリン酸化が関与するこ
とが示唆された。 
（5）SHH シグナルアゴニストで RAW264.7 細
胞を刺激し，マイクロアレイ解析を行った。 

 

 



 
pathway 解析の結果から，G protein- coupled 
receptor (GPCR) pathways が上位を占め，
tachykinin receptor 3 が最も上昇すること
が明らかとなった。 
（6）下顎歯肉癌顎骨切除標本における
tachykinin receptor 3（TACR3）の発現。 
下写真の説明：写真左側から正常歯肉，異形
成，上皮内癌，口腔扁平上皮癌へ移行。  
 

TAC3R の発現は SHH の発現パターンと類似し
ており，正常粘膜では発現しないが，癌に移
行するに従ってその発現が亢進することが
わかった。 
（7）下顎歯肉癌顎骨切除標本における
tachykinin receptor 3（TACR3）の発現。 
下写真の説明：写真上段左側が深部，右側が
口腔側。N：下歯槽神経，Bn：顎骨，Tm：腫
瘍，TAC3：tachykinin 3。 
癌顎骨浸潤部における癌細胞で TACR3 の発現
はさらに増強し，TACR３リガンド TAC3 は顎

骨骨髄中に存在する知覚神経線維にその発
現を認めた。 
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