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研究成果の概要（和文）：colony stimulating factor-1(CSF-1)/CSF-1Rシグナルを抑制するCSF-1R阻害剤を用
いて腫瘍関連マクロファージ (TAM)からがん幹細胞（CSC）へ間接的に抑制する効果と、もう一方の
PI3K/Akt/mTOR経路を直接阻害するmTOR阻害剤によるCSCへの抑制効果の双方から、CSCを標的にした新たな口腔
癌治療法を検討した。
その結果、この併用療法は、再発、転移や治療抵抗性を制御する可能性があり、口腔癌治療全体に与える影響は
極めて大きいと思われた。
今後、口腔癌に対する従来からの殺細胞抗がん剤に併用する新たな治療法になりうる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the possibility of the new treatment of oral cancer 
targeting cancer stem cells (CSCs), focusing on both the indirect inhibitory effect of tumor 
associated macrophage (TAM)  to CSCs using the colony stimulating factor-1 receptor (CSF-1R) 
inhibitors, which suppress CSF-1/CSF-1R signaling, and the inhibitory effect of mTOR inhibitors, 
which directly inhibit the PI3K/Akt/mTOR pathway.
The results suggest that this combination therapy using CSF-1R inhibitors and mTOR inhibitors has 
the potential to control recurrence, metastasis and resistance to treatment, and its impact on 
overall oral cancer treatment appears to be very significant. We aimed to link our study to the 
development of a new treatment for oral cancer in combination with conventional cell-killing 
anticancer agents.

研究分野：口腔外科学

キーワード： 口腔癌　腫瘍関連マクロファージ　がん幹細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
局所再発能や転移能が高く治療抵抗性を示す口腔癌に対して、がん幹細胞（CSC）におけるPI3K/Akt/mTOR経路と
腫瘍関連マクロファージ（TAM）におけるCSF-1/CSF-1Rシグナル経路からアプローチする治療を検討した報告は
ない。本研究結果は、口腔癌マウスモデルにおいてCSF-1R阻害剤投与にてTAM活性が抑制され、間接的にCSC活性
が抑制され、さらにmTOR阻害剤投与にてCSCのPI3K/Akt/mTOR経路を直接阻害したと考えられた。CSCを標的とし
た口腔癌の新たな治療法の開発につながることが示唆された。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
口腔扁平上皮癌(Oral squamous cell carcinoma: OSCC)における再発・転移のメカニズムは未

だ不明な点が多い。がん幹細胞(Cancer stem cell: CSC)は少数存在するだけで元の腫瘍組織を

再現する能力をもち、さらに抗癌剤や放射線への抵抗性を有しているため、再発・転移の最大

原因と考えられている。CSC が発見される以前の癌治療は、癌細胞の増殖を抑制することを目

的として開発されてきたため、静止期に維持されている CSC には効果を発揮できない。従っ

て、CSC を標的とした治療法を確立することが求められている。CSC を標的とした治療は

CSC の治療抵抗性を破綻し、癌根治に直結する治療になる筈である。CSC が存在する腫瘍微

小環境内で癌細胞の産生した colony stimulating factor-1(CSF-1)などにより、単球が M2 マク

ロファージに分化し、癌細胞の遊走・増殖などの悪性進展に深く関与する腫瘍関連マクロファ

ージ（Tumor-associated macrophage : TAM）に変化すると言われている。CSF-1R は TAM
表面に CD115 として発現しており、CSF-1 をリガンドすることで TAM が活性化する。近

年、CSC が CSF-1 を産生し、ニッチ内で TAM を高発現させるとともに、マクロファージ内の

STAT3 と sonic hedgehog 経路の協調作用により TAM が活性化されることで IL-6 および

MFG-E8 が発現し、これらが CSC を活性化することで、腫瘍の浸潤や転移を促進するだけで

なく、治療抵抗性にも関与していることが報告された。（Jinushi et al. Am J Cancer Res, 
2012）TAM は、NF-κB や IL-1、TNF-αなどを発現し、腫瘍の Vascular Endothelial 
Growth Factor (VEGF)の発現を up-regulate し、腫瘍血管、さらにリンパ管を新生すると言わ

れ、TAM の過剰発現は腫瘍微小環境の形成を促進し、予後不良である。 
そこで本研究は、CSC と CSC を静止期から増殖期に移行させる重要な鍵を握る TAM との相

互作用を解析し、局所再発能や転移能が高く治療抵抗性を示す口腔癌に対して、CSC における

PI3K/Akt/mTOR 経路と TAM における CSF-1/CSF-1Rシグナル活性経路の双方からアプロー

チする新たな治療法を検討することとした。 
 
２．研究の目的 
口腔癌の微小環境内における CSC と CSC を静止期から増殖期に移行させる重要な鍵を握る

TAM の相互作用および TAM と癌細胞の血管新生や破骨細胞分化・骨吸収の相互作用を解析す

る。TAM 表面に、CSF-1R は CD115 として発現しており、CSF-1 がリガンドすることで TAM
が活性化することが知られており、TAM 活性の制御は、CSF-1/CSF-1 receptor(CSF-1R)シグナ
ルをブロックすることである。従って CSF-1R阻害剤は、TAM 活性を down-regulate させ、腫

瘍血管の新生を抑制し、癌細胞の増殖・浸潤を抑制する。本研究では、CSF-1/CSF-1Rシグナル
を CSF-1R 阻害剤を用いて遮断し、TAM 活性を抑制（hedgehog 経路阻害）することで、リン

パ管新生や癌浸潤が抑制され、CSC activation が抑制される効果について検討し、また一方で、

CSC の PI3K/Akt/mTOR 経路を直接阻害する mTOR阻害剤を使用して、CSC の apoptosis を

誘導する腫瘍増殖抑制効果についても in vivo の実験系で病理学的解析および遺伝子発現解析を

行う。CSC における PI3K/Akt/mTOR 経路と TAM における CSF-1/CSF-1Rシグナル活性経路

の双方からアプローチし、局所再発能や転移能が高く治療抵抗性を示す口腔癌の新たな治療法

の開発を目指した研究である。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス扁平上皮癌における CD44 発現の検討(in vitro) 
マウス SCCⅦ細胞株を用いて、Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium(DMEM)に 10% 
fatal bovine serum (FBS)とペニシリン G 
100U/ml とストレプトマイシン 100μg/ml
を加えた培地を用いて、37℃ 5% CO2の条

件下で培養した。口腔癌のがん幹細胞のマ

ーカーである CD44 の発現について、酵素

処理して細胞解離剤で単一細胞化し、フロ

ーサイトメーター(FACS)を用いて検討し、

その後、SCCⅦ細胞を培養下に酵素処理し

て細胞解離剤で単一細胞化し、FACS を用

いて CD44(+)細胞と CD44(-)細胞の分取を

行った（図１）。 

Flow Cytometry Analysis

機械; FACSLyric Flow Cytometry System (BD 
Biosciences, San Jose, CA, USA) 
解析; FACS software FACS software (FlowJo; BD 
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA)
使用抗体; PE anti-mouse/human CD44 Antibody 
(BioLegend, San Diego, CA, USA)

SCCs

図 1：マウスSCCⅦ細胞のFACS



(2) CD44陽性 SCCⅦ細胞移植の担癌モデルの作製と薬物投与(in vivo)  
体重 20 g 前後の雄性C３H／HeN マウスに、CD44陽性SCC 
Ⅶ細胞（1×10７cells/ml ）をマウスの左側咬筋内に0.1ml 注入移

植した（図２）。 
実験動物の取り扱いは日本歯科大学動物実験指針に従った。

CSCに対する治療として、CSF-1/CSF-1Rシグナルをターゲット

に、CSF-1R阻害剤(PLX3397：PLX)を用いてTAM活性を抑制し

た効果とPI3K/Akt/mTOR経路をmTOR阻害剤(Temsirolimus：
Tem)で直接抑制した効果、さらに、mTOR阻害剤とCSF-1R阻害
剤の併用効果について検討を行った。 
・mTOR阻害剤、CSF-1R阻害剤の投与 
Tem 10mg/kg は腫瘍移植後 2日目から 12日間腹腔内投与し、PLX3397 は 20mg/kg に調整し

た 0.1ml懸濁液を腫瘍移植後 2日目から 12日間経口投与した。Control群は生理食塩水を腫瘍

移植後 2日目から 12日間投与した。実験群は、control群(n=10)、Tem投与群(n=10)、PLX投
与群(n=10)、Tem＋PLX投与群(n=10) の 4群に分類して、 腫瘍増殖抑制効果、CSC activation
抑制効果について比較検討を行った。 
(3) 腫瘍増殖抑制効果の評価 
経時的な体重変化と腫瘍体積を算出した。腫瘍体積は（長径）×（短径）2×0.5 で求めた。 

(4) 病理組織学的検討と real-time PCR による mRNA の発現解析 
通法の H-E染色を行った。また、抗マウス mTOR, RANKL, CSF-1R, CD163(TAM, M2 マク

ロファージ)モノクローナル抗体と LSAB kit（DAKO 社製）を用いて免疫組織化学的染色を行

った。CD163陽性率を解析した。その後、腫瘍微小環境内における RANKL, CSF-1R, VEGFR, 
mTOR, GAPDH の mRNA の発現量を real-time PCR で解析した。 
 

４．研究成果 

(1) マウス扁平上皮癌のCD44発現の評価（in vitro） 
口腔癌のがん幹細胞のマーカーであるCD44の発現について、酵素処理して細胞解離剤で単一

細胞化し、FACSを用いてCD44(+)細胞を分取した。 
(2) CD44陽性SCCⅦ細胞移植の担癌マウスモデルの確立と薬剤投与効果（in vivo） 
CD44陽性SCCⅦ細胞移植の口腔癌浸潤モデルを作製し、4群に分け薬剤投与実験を行った。 
• 体重変化 

体重変化に関して、各実験群間において有意差は認められなかった（図３）。 
• 腫瘍増殖抑制効果 

腫瘍体積は、移植12日目の平均でControl群 4022.26 mm3、Tem投与群 2813.73 mm3、
PLX群 2480.55 mm3、Tem＋PLX投与群 1291.72 mm3であった。 
Tem＋PLX投与群が、他の群に比較して腫瘍増殖の抑制効果が認められた（図４）。 

 
(3) TAN の局在と RANKL, CSF-1R, VEGFR, mTOR の mRNA 発現量の比較 
病理組織学的所見では、Control群で顎骨内に腫瘍細胞が索状に浸潤し、据歯状の骨吸収像を

示していた（図５）。また、免疫組織化学的染色によるmTOR, RANKL, CSF-1R, CD163の陽

図 2：マウスCD44陽性SCCⅦ細胞移植
矢印：移植腫瘍
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図 3：各群の体重変化

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

4500

5⽇後 12⽇後

腫
瘍

体
積

㎣

投与⽇数

Control群 Tem 群 PLX 群 Tem＋PLX 群

図 4：各群の腫瘍体積



性率は、Control群において、20%，
60%，60%，30%であった。CD163の
陽性率は、Control群で35%、Tem投与

群で30%、PLX投与群で20%、Tem＋
PLX投与群で20%であった（図６）（図

７）。 
RANKLのmRNAの発現量は、Control群
に比べてTem投与群、PLX投与群、Tem＋
PLX投与群で著明に減少した。CSF-1R 
のmRNAの発現量は、Control群とTem投
与群に比べて、PLX投与群、Tem＋PLX投
与群で著明に減少した。 
CSF-1R阻害剤投与で、RANKL の発現量

は著明に減少した。VEGFRのmRNAの発

現量は、Control群とPLX投与群に比べ

て、mTOR阻害剤を投与したTem投与群、

Tem＋PLX投与群で減少した。VEGFRの
mRNA量は、mTOR阻害剤の投与で減少

した（図8）。 

 

以上の結果から、CSF-1R阻害剤の投与は、腫瘍増殖の抑制には至らないものの、骨破壊を抑

制し、破骨細胞関連サイトカインであるRANKL の発現量を著明に減少させることが判明し

た。また、CSF-1R阻害剤の投与は、CD163陽性細胞（TAM, M2マクロファージ）数も減少し

たことから、CSF-1R阻害剤を用いることで、TAMの活性が阻害されることでCSCの活性化も

抑制され、また、マクロファージから成熟破骨細胞への分化が制御されたと考えられた。CSF-
1R阻害剤とmTOR阻害剤の併用投与は、口腔癌の局所浸潤および顎骨浸潤を抑制したことで、

今後、口腔癌に対する従来からの殺細胞抗がん剤に併用する新たな治療法になりうる可能性が

示唆された。 

図 5：H-E染色像

図 6：免疫組織化学的染色像（×200 original magnification）
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図 8：各群のRANKL, VEGFR, mTOR, CSF-1RのmRNA発現量

＊；群間内に統計学的有意差がある、p＜0.05
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