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研究成果の概要（和文）：新規治療開発のために、患者舌癌手術検体を用いたPDXモデルを樹立することを目的
に研究を行ってきた。また、癌内線維芽細胞 (CAFs)が癌細胞の浸潤、転移の促進や治療抵抗性獲得に関与にも
注目した。
舌癌PDXモデルの樹立については舌への同所移植を容易にするために患者癌塊をNOGマウスの皮下に移植すること
を試み、患者舌癌切除検体をマトリゲルとともにNOGマウスの皮下に移植した。同時にCAFsをprimary cultureし
た。半年後に皮下で増殖した癌をCollagenaseで消化しsingle cell suspensionを作製し、新たなNOGマウス舌部
にCAFsあるいは線維芽細胞を共移植した。

研究成果の概要（英文）：For the development of novel tongue cancer therapies, we have been working 
to establish a PDX model using patient tongue cancer surgical specimens. We also focused on the 
involvement of intra-cancer fibroblasts (CAFs) in promoting cancer cell invasion, metastasis, and 
resistance to therapy.
To establish a PDX model of tongue cancer, we attempted to transplant a patient's cancer mass into 
the subcutaneous tissues of NOG mice to facilitate orthotopic transplantation to the tongue. 
Simultaneously, CAFs were primary cultured. Six months later, the subcutaneously grown carcinoma was
 digested with collagenase to produce a single cell suspension, and CAFs or fibroblasts were 
co-transplanted into the tongue of a new NOG mouse.

研究分野：分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
口腔癌治療における外科療法は、術後の食事摂取や会話を困難にし、患者のQOLを著しく低下させる。また化学
療法・放射線療法の効果も現行の治療では非常に限られており、根治的治療の開発が望まれる。本申請研究は舌
癌悪性化の原因を解明することの前臨床応用のきっかけとなった。

※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 
 
口腔癌、特に舌癌における外科療法は、術後の食事摂取や会話を困難にし、患者の QOLを著し
く低下させる。また化学療法・放射線療法の効果も現行の治療では非常に限られており、根治的
治療の開発が望まれる。舌癌は口腔がんの中で最も多く、舌は口腔機能の多くを司るため舌癌悪
性化の原因を解明することが望まれる。 
 
 
２．研究の目的 
 
患者舌癌由来 CAFsを抽出し、舌癌との共移植系 PDXモデルを確立する。さらに CAFsが口腔
癌の浸潤、転移や薬剤抵抗性に与える影響を解明し、CAFsと舌癌の相互作用を媒介する遺伝子
やシグナルを同定し、新規治療法の基礎を確立することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
①舌癌 PDX モデルの樹立  
舌部への同所移植を容易にするためにまず患者癌塊を NOG マウスの皮下に移植することを試み
る。患者舌癌切除検体 (直径 7 mm 程度)をマトリゲル®(Falcon)とともに NOG マウスの皮下に移
植する。同検体より同時に CAFs を primary culture する。対照の正常線維芽細胞は舌の非癌部
より抽出する。数か月後、皮下で増殖した癌塊を collagenase で消化し single cell suspension 
を作製し、新たな NOG マウスの舌部に CAFs あるいは対照線維芽細胞と共に移植する。マウスの
舌が小さい為、移植が困難な場合は、数種類の注入針のサイズ（23～30G）を検討し、細胞に与
えるダメージを最小化しかつ最も細い注射針を用いる。NOG マウスに同所移植後 6か月間経過を
観察し、原発巣の増殖や転移の有無を評価する。 
 
②口腔癌組織より CAFs の分離および舌癌 PDX との共移植系の確立  
申請者らは、先行研究で PDX 由来大腸癌細胞と CAFs の共移植モデルを作製し、対照の非癌部由
来線維芽細胞が移植された場合と比較し、CFAs が優位に肝臓や肺への転移を促進することを明
らかにした。申請研究では、舌癌由来 CAFs あるいは対照の非癌部由来線維芽細胞と移植された
舌癌塊の増殖能、partial EMT および遠隔臓器への転移能に関して、各グループ間で比較する。
申請者は CAFs が癌塊に存在することにより、近傍の癌細胞に partial EMT を誘導し、転移形成
を促進することを予測している。また、マウスより定期的な採血を行い、サイトスピンを用いて
血液スメアを作成する。Partial EMT を有した E-cadherin 陽性癌細胞クラスターが血中に存在
しているか否かを上皮系癌細胞のマーカーである E-cadherin や間葉系癌細胞のマーカーであ
る ZEB1, vimentin や fibronectin に対する抗体を使用した免疫組織染色を用いて調査する。
CTCs における上皮系および間葉系マーカー発現が陽性の癌細胞クラスターが検出された場合は、
partial EMT を支持する結果となりえる。 
CAFs の癌転移促進作用や治療抵抗性獲得の分子機構を解明する為に、舌癌由来 CAFs あるいは対
照の非癌部由来線維芽細胞と移植された舌癌塊より癌 organoids を培養する。申請者らは癌
organoids 培養に精通している。これらの organoids より RNA を抽出し DNA マイクロアレイ解
析を施行し、各グループ間で遺伝子発現を比較する。 
 
③CAFs による舌癌浸潤・転移促進や治療抵抗性に関するメカニズムの調査  
DNA マイクロアレイ解析にて同定された上位 5つの遺伝子の発現を shRNA を用いて抑制する。ま
た、ZEB1 および E-cadherin に対する shRNA を導入した口腔癌 PDX 由来 organoid を作成し、NOG
マウスに移植後、転移の有無を観察する。申請者は、EMT 誘導転写因子である ZEB1 の発現が癌
細胞の原発巣よりの局所浸潤や遠隔臓器に播種した癌細胞の tumor initiating ability を維
持することに重要であることを推測している。E-cadherin の発現も遠隔臓器に播種した癌細胞
の colonization に必須であることを予期している。以上より、CAFs により E-cadherin および
ZEB1 陽性の partial EMT を有した癌細胞が誘導され、転移形成能を顕著に亢進することが予期
される。 
CAFs が治療抵抗性に寄与しているか否かを調査するために、CAFs あるいは対照非癌部由来線維
芽細胞と移植された舌癌塊より抽出された organoids を使用する。これらの organoids にセツ
キシマブやシスプラチンを添加し、in vitro の細胞増殖能や in vivo 癌形成能を、各群で比較
する。CAFs と移植された舌癌塊より抽出された organoids で薬剤抵抗性が増強していることが
予測される。また、partial EMT の抑制が、治療抵抗性を改善するか否かを調査する。CAF と共
移植された舌癌 PDX 由来 organoids に ZEB1, E-cadherin および上記で同定された遺伝子に対す



る shRNA を発現させ、NOG マウスに同所移植後、セツキシマブやシスプラチンを投与し、原発巣
や転移巣の程度を比較検討する。 
 
 
４．研究成果 
 
今後の舌癌の新規治療開発に役立てるために、患者舌癌手術検体を用いた patient-derived 
tumor xenograft (PDX)モデルを樹立することを目的に研究を行ってきた。また、舌癌間質に多
く存在する癌内線維芽細胞 (CAFs)は癌細胞の浸潤、転移の促進や治療抵抗性獲得に関与してい
るが、その 分子機構はまだ不明な点が多いことにも注目した。PDX モデルの樹立および癌患者
よりの CAFs の抽出を行い、CAFs がヒト乳癌や大腸癌細胞の増殖 、浸潤や転移を促進する事を
明らかにした実績がある。申請研究では、患者舌癌由来 CAFs を抽出し、舌癌との共移植系 PDX
モデルを確立する。さらに CAFs が口腔癌の浸潤、転移や薬剤抵抗性に与える影響を解明し、CAFs
と舌癌の相互作用を媒介する遺伝子やシグナルを同定し、新規治療法の基礎を確立する。舌癌
PDX モデルの樹立については舌への同所移植を容易にするために患者癌塊を NOG マウスの皮下
に移植することを試み、患者舌癌切除検体をマトリゲルとともに NOG マウスの皮下に移植した。
同検体より同時に CAFs を primary culture した。半年後に皮下で増殖した癌を Collagenase で
消化し single cell suspension を作製し、新たな NOG マウス舌部に CAFs あるいは線維芽細胞
とともに移植した。今後は、CAFs による舌癌浸潤・転移促進や治療抵抗性に関するメカニズム
について DNA マイクロアレイ解析を行う。ZEB1 および E-cadherin に対する shRNA を導入した口
腔癌 PDX 由来 organoid を 作成し、NOG マウスに移植後、転移の有無を観察していく。 
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