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研究成果の概要（和文）：口腔扁平上皮癌細胞株のマウス移植モデルを用いてEGCGとアバスチンの効果を検討し
た．EGCGは腹腔内投与し，アバスチンは腫瘍周囲に皮下注射した．腫瘍のサイズを評価し，また組織化学的に検
討した．EGCG投与では，腫瘍体積の増大は抑制され，アバスチン投与はさらに相乗的に抑制した．細胞分裂につ
いて抗Ki67抗体にて評価し，コントロール群に比較しEGCG投与群やアバスチン投与群では抑制され，EGCG+アバ
スチン投与群ではさらに抑制された．血管新生について抗CD31抗体にて評価し，コントロール群に比較しEGCG投
与群やアバスチン投与群では抑制され，EGCG+アバスチン投与群ではさらなる抑制を認めた.

研究成果の概要（英文）：The effects of EGCG and Avastin were investigated using a mouse 
transplantation model of an oral squamous cell carcinoma cell line. EGCG was administered 
intraperitoneally, and Avastin was injected subcutaneously around the tumor. Tumor size was 
evaluated and histochemically examined. Administration of EGCG suppressed the increase in tumor 
volume, and administration of Avastin further suppressed it synergistically. Cell division was 
evaluated with anti-Ki67 antibody, and was suppressed in the EGCG-administered group and 
Avastin-administered group, and further suppressed in the EGCG + Avastin-administered group compared
 to the control group. Angiogenesis was evaluated with anti-CD31 antibody, and compared with the 
control group, it was suppressed in the EGCG-administered group and Avastin-administered group, and 
further suppressed in the EGCG + Avastin-administered group.

研究分野： 口腔癌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　口腔扁平上皮癌は口腔領域で最も一般的な悪性腫瘍の1つである．現在までのさまざまな治療戦略にもかかわ
らず，生存率は十分には改善されていない．このため治療への新しいアプローチを開発することは重要となる．
今回の我々の結果は，血管新生の抑制を介した腫瘍治療におけるEGCGの有用性を示唆したと考えられる．

※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 
 
口腔癌は頭頸部悪性腫瘍の 1つであり，再発のリスクが高い疾患である．過去の統計学的報告

では，世界における年間の発生例は 30 万症例で，男性に多く発生する傾向が示されている．頭
頸部癌において，全症例のほぼ 50%が口腔に発生する．舌が最も多く，そして歯肉，頬粘膜，口
底，口蓋，となり口唇にも発生する．口腔癌の病因に寄与する重要な危険因子は，アルコール摂
取とタバコの喫煙とされている．組織学的に，口腔癌の 90%以上が口腔扁平上皮癌（OSCC）とな
っている．OSCC 患者の 5 年生存率は，数十年間で改善はみられるものの，外科手術，放射線療
法，化学療法などの治療の進歩にもかかわらず，十分ではない．生存率の低さは，局所領域の再
発と局所リンパ節転移に起因しているとされている．OSCC は依然として治療が困難な疾患であ
り，新規の抗増殖治療法を開発することは重要な課題となっている． 
 
 
２．研究の目的 
 
緑茶は世界的に一般的な飲料となっているが，健康への有用性に関してさまざまな研究がなさ
れている．疫学的研究においては，緑茶は口腔癌も含めて癌に対する予防効果を持つことを明ら
かにされてきている．緑茶の生物活性は，乾燥重量の 30%を占めるポリフェノール成分に起因し
ている．緑茶中のポリフェノールには，エピガロカテキン-3-ガレート（EGCG），エピガロカテキ
ン（EGC），エピカテキン-3-ガレート（ECG），エピカテキン（EC）など，多くのカテキンが含ま
れており，EGCG が最も効果的なポリフェノールとされている．EGCG の使用は，肺癌，肝臓癌，
乳癌，結腸直腸癌，前立腺癌，皮膚癌のようないくつかの癌タイプにおいて，細胞培養での実験
や動物の腫瘍モデルで癌の進行を抑制することが示されている．それにもかかわらず，特に実験
動物モデルにおいて，ヒト OSCC 細胞に対する EGCG の効果を扱った研究はほとんどない．またこ
れらの効果について，特に血管新生への影響を評価するため，抗 VEGF 抗体製剤であるアバスチ
ンとの併用療法についての有用性を検討したいと考えた．本研究では，ヒト OSCC 細胞株用いて
in vitro にて細胞増殖への影響を調べ，また血管新生の抑制作用について in vivo 異種移植マ
ウスモデルに対する EGCG とアバスチン（Bevacizumab）の効果を評価することを目的とした．こ
れらにより，口腔癌治療のための EGCG の治療の可能性について検討を行う． 
 
 
３．研究の方法 
 
 in vitro および in vivo において，ヒト OSCC に対する EGCG とアバスチンの併用療法による
治療的可能性を評価した．in vitro 実験では，HSC-1, HSC-3,HSC-4, Hela，NRS-1 の腫瘍細胞を
用いて，MTS アッセイによる生存率を，EGCG の作用時間および用量の影響について検討した．ま
たアバスチンの腫瘍増殖に対する効果を確認した．in vivo 実験ではヌードマウスでの異種移植
片実験を行った．口腔扁平上皮癌の細胞株である HSC2，HSC-3，HSC-4 のうち最も低分化とされ
る HSC-3 を，担体となる物質と混和した上でヌードマウスの背部に移植した.コントロール群，
EGCG 投与群，アバスチン投与群，EGCG+アバスチン投与群に分けた.カテキンは腹腔内への 投与
経路を選択し，アバスチンは腫瘍周囲の皮下注での投与経路を選択した.週 2回腫瘍のサイズを
確認し，1 か月後にマウスから癌組織を取り出し，4% PFA で固定後，パラフィン切片を作製し
た.HE と Ki 67 による増殖活性と，CD31 による血管内皮細胞への影響について免疫組織化学的
検討を行った． 
 
 
４．研究成果 
 
EGCG とアバスチンによる in vitro で腫瘍細胞の増殖抑制効果 
 HSC-3 細胞を種々の濃度の異なる濃度の
EGCG と共に培養した．細胞生存率に基づい
て，阻害率を MTSアッセイにより評価した．
EGCG は用量および時間に依存して細胞生
存率を有意に阻害した．我々は, HSC-1, 
HSC-3，HSC-4, Hela，NRS-1 細胞でも同様
の実験を行い，これらについても抑制効果
を示すことが明らかにされた．一方でアバ
スチンは増殖に対する抑制効果を示さな
いことが明らかとなった． 



                      EGCG の濃度と HSC-3 細胞の細胞生存率の関係 
 
 
EGCG とアバスチンによる in vivo での HSC-3 細胞の腫瘍増殖抑制 
 HSC-3 細胞をヌードマウスの背中に皮下移植した．HSC-3 細胞移
植の 2週間後，75 mg/kg の EGCG または生理食塩水を 1週間に 2回
4週間腹腔内投与した．またアバスチンは 10 mg/ml を 25 µL ずつ
または生理食塩水を 1 週間に 2 回 4 週間腫瘍の頭側と尾側にそれ
ぞれ投与した．EGCG を腹腔内投与した場合には，腫瘍体積の評価
において腫瘍細胞の増殖は有意に抑制され，アバスチンの投与も
同様に抑制効果を示し，さらに両者の併用により相乗的に抑制を
示した.一方でマウスの体重は有意には減少しなかった．in vitro
データと一致して，EGCG は異種移植モデルにおいて腫瘍増殖を有
意に阻害した． 
 
（黄色：コントロール群，緑：EGCG 群 
オレンジ：アバスチン群，青 EGCG+アバスチン群） 

 
 
 
 
EGCG とアバスチンによる in vivo での HSC-3 細胞の分裂抑制 
 細胞分裂について抗 Ki67 抗体を用いて調べたところ，コントロ
ール群に比較して，EGCG 投与群やアバスチン投与群では抑制され，
また EGCG+アバスチン投与群では，さらなる抑制が認められた. 
 
（黄色：コントロール，オレンジ：アバスチン， 
緑：EGCG，青 EGCG+アバスチン） 

 
 
 
 
 
 
EGCG とアバスチンによる in vivo での HSC-3 細胞の血管新生抑制 
 血管新生について抗 CD31 抗体にを用いて調べたところ，コントロ
ール群に比較して，EGCG 投与群やアバスチン投与群では抑制され，
また EGCG+アバスチン投与群では，さらなる抑制が認められた. 
 
（黄色：コントロール，オレンジ：アバスチン， 
緑：EGCG，青 EGCG+アバスチン） 

 
 
 
 
 
 
考察 
 今回我々は，口腔扁平上皮癌細胞株のマウス腫瘍移植モデルにおける，カテキンの一種である
EGCG の腫瘍増殖抑制効果と，それに加えて抗 VEGF 抗体製剤であるアバスチンの相乗効果を検討
した. EGCG とアバスチンがヒト OSCC 細胞において in vitro および in vivo で抗腫瘍効果をも
たらすことを実証した．OSCC 腫瘍の有意な増殖阻害が，体重の減少無しに EGCG とアバスチンの
投与マウスにおいて認められた．したがって，我々は EGCG が OSCC 治療のための有用な薬剤とな
りうると考えた．口腔癌治療に対する EGCG の有用性を明らかにするために，さらなる研究，特
に分子レベルおよび臨床レベルでの研究を行う予定である． 
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