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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を継代し通常培養と低酸素培養を行った。また、臨床検体
として原発巣と正常組織を採取した。酸素条件と分化度の違いによる幹細胞性因子の発現を検討した。その結
果、低酸素培養細胞と中・低分化型臨床検体で、Oct3/4, Sox2, Nanogの有意な発現上昇が認められた。さら
に、後ろ向きに術後経過が調査可能であった患者の病理組織検体を収集し検討した。その結果、Oct3/4, Sox2, 
Klf4の高発現が3年疾患特異的生存率の有意な低下と関係した。また、リンパ管新生能因子の発現も検討した。
その結果、PodoplaninとLYVE-1の高発現が頸部リンパ節転移と有意に関係した。

研究成果の概要（英文）：We investigated the expression of induced pluripotent stem cell related 
genes in vitro and in clinical samples to identify their relationships with hypoxia and 
tumorigenesis. Oral squamous cell carcinoma cells were used to show that expression levels of 
Oct3/4, Sox2, and Nanog were significantly increased in hypoxic condition in vitro and in 
moderately- and poorly-differentiated samples. The 3-year disease-specific survival rates of 
patients with high Oct3/4, Sox2 and Klf4 expression levels were significantly decreased. The 
expression levels of Podoplanin and LYVE-1 were significantly associated with cervical lymph node 
metastasis.

研究分野： 口腔外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、癌幹細胞理論が提唱され、癌幹細胞が治療抵抗性や再発に重要な役割を果たしていると考えられている。
また、癌幹細胞がその幹細胞の性質を維持するためには、癌細胞周囲微小環境が必要とされ、上皮系腫瘍である
扁平上皮癌が、間葉組織で新たに転移巣を形成できるのは、自己複製能をもつ癌幹細胞様の細胞が存在するから
だと考えられている。口腔扁平上皮癌においても、幹細胞性因子の発現が低酸素、分化度・転移能などの腫瘍の
悪性度や予後と関連する可能性が考えられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年の幹細胞研究の進歩により、固形癌や造血器腫瘍において癌幹細胞の存在が示唆される

ようになった。正常組織は組織幹細胞を頂点とする階層性構造を呈することが知られているが、
癌組織も幹細胞様の自己複製能と分化能を有する細胞、いわゆる癌幹細胞(cancer stem cell: 
CSC)と呼ばれる細胞を起点として階層性構造を構築していることが分かってきている。癌幹細
胞はストレス回避能力が高いことから化学療法や放射線治療に抵抗性を示し、再発の原因とな
ると考えられている。癌幹細胞がその幹細胞の性質を維持するためには、癌細胞周囲微小環境が
必要と考えられており、転移先組織においても転移巣形成に癌細胞周囲微小環境が必要とされ
ている。上皮系腫瘍である口腔扁平上皮癌が、血管新生やリンパ管新生を介して、転移先である
間葉組織で新たに転移巣を形成するには自己複製能をもつ癌幹細胞様の細胞である必要がある
が、原発巣や転移巣での癌幹細胞の機能については未だ解明されていない点も多い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、口腔扁平上皮癌において癌幹細胞の存在の確認とその性質について検討し、主な

転移先であるリンパ節での転移巣形成に関わる因子を解明することにより、より未分化で悪性
度の高い癌幹細胞のリンパ節転移機構についての新たな知見を得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)In vitro における幹細胞性因子の評価 
ヒト口腔扁平上皮癌細胞株(HSC-3)を 37℃ 5% CO2 で培養し、1.0×107 個細胞を 6-well 

plate(通常培養)と 15ml tube(pellet culture:低酸素培養)へ各々継代培養し、1週間後に各々
の細胞より RNA を抽出して、酸素条件の違いによる幹細胞性因子(Oct3/4, Sox2, c-Myc, Klf4, 
Nanog)の発現量を Real-time PCR で検討した。 
(2)臨床検体を用いた幹細胞性因子の評価 
①当科で外科的手術を行った口腔扁平上皮癌患者 25 名の臨床検体(正常組織と腫瘍組織)より

RNA を抽出して、分化度の違いによる幹細胞性因子(Oct3/4, Sox2, c-Myc, Klf4, Nanog)の発現
量を Real-time PCR で検討した。 
②後ろ向きに術後経過が調査可能であった 89 名の患者の病理組織検体を収集し、Nanog を除

く幹細胞性因子の発現を免疫染色で検討した。なお、腫瘍組織における正常組織との発現量の比
率を求め、疾患特異的生存率を primary outcome とし、高値群と低値群に分類し、予後との関連
性を検討した。 
③①より臨床検体収集を継続し口腔扁平上皮癌患者 33 名の臨床検体(正常組織と腫瘍組織)よ

り RNA を抽出して、リンパ管新生能因子(Podoplanin, LYVE-1)の発現を Real-time PCR で検討
し、免疫染色でも検討した。 
 
４．研究成果 
(1)In vitro における幹細胞性因子の評価 
通常培養と比較して低酸素培養で、Oct3/4, Sox2, Nanog の有意な発現上昇を認めた。 

(2)臨床検体を用いた幹細胞性因子の評価 
①高分化型組織と比較して中・低分化型組織で、Oct3/4, Sox2, Nanog の有意な発現上昇を認

めた。 
          結果(1)                  結果(2)① 

  
 
②Oct3/4, Sox2, Klf4 高値群は低値群と比較して、3 年疾患特異的生存率の有意な低下を認

めた。また、各因子の発現量と患者背景因子について単変量解析を行い、Oct3/4 高値群と頸部
多発転移、分化度(中・低分化型)に統計学的に有意な関連性を認めた。さらに、各因子(高値群)・
患者背景因子・病理組織学的因子と予後との関連性について多変量解析を行い、3年疾患特異的
生存率に統計学的に有意に関連する因子は Klf4 高値群、分化度(中・低分化型)であった。 
 
 



Oct3/4 (p＝0.010)          Sox2 (p＝0.007) 

  
c-Myc (p＝0.071)                  Klf4 (p＜0.001) 

  
 

単変量解析結果 

 
 

多変量解析結果 

 
 
Oct3/4 と Sox2 は幹細胞の分化万能性や自己複製能を制御し、c-Myc は腫瘍形成作用を持ち、

それぞれ予後不良との関連性が報告されている。一方、Klf4 は腫瘍形成作用と腫瘍抑制作用の
相反する作用を持つが、予後不良との関連性もいくつか報告されている。本研究では、Klf4 の
高発現が予後予測因子となる可能性が考えられた。口腔扁平上皮癌においても、幹細胞性因子の
発現が低酸素、分化度・転移能などの腫瘍の悪性度や予後と関連する可能性が考えられた。 
 
③頸部リンパ節転移陰性群と比較して転移陽性群で、また、高分化型組織と比較して中・低分

化型組織で、Podoplanin と LYVE-1 の有意な発現上昇を認めた。さらに、免疫染色では、頸部リ
ンパ節転移陰性群と比較して陽性群で、Podoplanin と LYVE-1 の有意な発現上昇を認め、病理学
的 T分類において T1-2 群と比較して T3-4 群で、Podoplanin の有意な発現上昇を認めた。 
 



 
 

免疫染色での発現結果 

 

Subjects Low High P Low High P

Pathological T stage
 T1-T2 17 10 7  0.005** 8 9 0.848
 T3-T4 16 2 14 7 9

Lymph node status

 Positive 15 1 14  0.001** 4 11 0.047*

 Negative 18 11 7 11 7
Histologic grade

 Well 13 7 6 0.09 7 6 0.435
 Moderate＋Poor 20 5 15 8 12

**P<0.01,*P<0.05

Podoplanin LYVE-1
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