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研究成果の概要（和文）：口腔扁平上皮癌発現のEphrin-B2がリンパ節転移に寄与するかどうかを検討した。SAS-L1細
胞にEphrin-B2-siRNAを導入したところ、ヒトリンパ管内皮細胞への接着能、細胞間遊走能が有意に低下するとともに
、SCIDマウス舌の移植モデルでは転移頸部リンパ節数が有意に減少した。また、口腔扁平上皮癌1次症例50例の原発巣
生検組織を用いてEphrin-B2の発現程度と臨床病理組織学的特徴との関連について検討した結果、N分類、異型度、YK分
類による浸潤様式との関連が認められた。これらの結果より、口腔扁平上皮癌においてEphrin-B2はリンパ節転移を正
に制御している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Lymphangiogenesis is controlled primarily by VEGF receptor signaling and its signa
ling is enhanced by reverse signaling from Ephrin-B2. We determined whether Ephrin-B2 expressed in oral sq
uamous cell carcinoma contributes to lymph node metastasis. Introduction of Ephrin-B2-siRNA into SAS-L1 ce
lls significantly suppressed adhesion and cell-to-cell migration activities to hLEC cells. In a model cons
tructed by implanting SAS-L1 cells in the tongue of SCID mice, injection of Ephrin-B2-siRNA significantly 
reduced the number of cervical lymph nodes with metastasis. Ephrin-B2 expression level correlated with N c
lassification, tumor grading, and invasion mode of primary lesions from 50 patients with oral squamous cel
l carcinoma. In summary, Ephrin-B2 signaling was shown to facilitate lymph node metastasis via effects on 
adhesion to the surrounding lymphatic vessels and migration activities.
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１．研究開始当初の背景 
口腔扁平上皮癌の予後を左右する重要な

因子であるリンパ節および遠隔転移は、腫瘍
の血管新生、リンパ管新生によって生じる。
 これらは VEGF (Vascular endothelial gr
owth factor, 血管内皮増殖因子)とその受
容体シグナルによって制御されるが、最近新
たに受容体型チロシンキナーゼEphのリガン
ドである Ephrin-B2 が VEGF により誘導され
る血管およびリンパ管新生を制御している
ことが明らかとなってきた。このことは、Ep
hrin-B2 が口腔扁平上皮癌の転移を制御する
重要な分子である可能性を示唆している。 
 
２．研究の目的 

口腔扁平上皮癌に発現している Ephrin-B2
がリンパ節転移に関連する因子であるかど
うかを明らかにするとともに、Ephrin-B2 を
標的とした脈管新生の抑制が口腔扁平上皮
癌の制御に繋がるか検証する。 
 
３．研究の方法 
（1) リンパ節転移能を有する口腔扁平上皮
癌細胞株（SAS-L1 細胞）のリンパ管内皮細
胞（hLEC 細胞）への接着、細胞間遊走能に
おける Ephrin-B2 シグナルの関与について
検討する。 
 
（2）SAS-L1 細胞を SCID マウス舌に移植し
たリンパ節転移モデルマウスを用いて、Eph
rin-B2-siRNA を導入し、腫瘍の成長、頸部
リンパ節転移への影響を検討する。 
 
（3) 臨床材料を用いて Ephrin-B2 の発現を
免疫組織化学的に調べ、Ephrin-B2 の発現程
度と腫瘍血管およびリンパ管の数、分布、密
度、VEGF-VEGFR の発現、頚部リンパ節転移
および遠隔転移等との関連について臨床病
理組織学的観点より検討する。 
 
４．研究成果 
（1）株化口腔扁平上皮癌細胞およびヒトリ
ンパ管内皮細胞を用いた接着能・細胞間遊走
能に及ぼす Ephrin-B2 の影響 
口腔扁平上皮癌細胞のリンパ管内皮細胞

への接着・遊走における Ephrin-B2 の関わり
を in vitroの系で検討した。GFP で標識され
た高リンパ節転移性株化舌扁平上皮癌細胞
である SAS-L1 細胞を、単層培養したヒトリ
ンパ管内皮細胞であるhLEC細胞上に播種し、
1時間後にhLEC細胞に付着したGFP陽性細胞
数を蛍光顕微鏡にてカウントした。その結果、
コントロール細胞に比べEphrin-B2-siRNAを
導入することによりEphrin-B2をノックダウ
ンした細胞の接着能は有意に減弱した（図 1
A）。 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1A：SAS-L1 の hLEC 細胞への接着における

Ephrin-B2 の関与 

 

さらに、口腔扁平上皮癌細胞の hLEC 細胞間
の遊走能におけるEphrin-B2の関わりについ
て CytoSelect Tumor Transendothelial Mig
ration Assay キットを用いて、単層培養した
hLEC 細胞層を transmigrate した細胞を検出
した。その結果、Ephrin-B2-siRNA を導入す
ることにより、hLEC 細胞層を transmigrate
したSAS-L1細胞数は有意に減少した（図1B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1B：SAS-L1 の hLEC 細胞間遊走における E
phrin-B2 の関与 
 
（2）リンパ節転移モデルマウスを用いたリ
ンパ節転移におけるEphrin-B2の関わりに関
する検討 
5 週齢雄 SCID マウスの舌に SAS-L1 細胞を

移植し、移植後舌に Ephrin-B2-siRNA と Ate
logene の混合液を局所注射し、移植後 19 日
目に実体蛍光顕微鏡を用いて、舌への腫瘍の

 



生着と頸部リンパ節への転移を評価した。Ep
hrin-B2-siRNA 非投与群のほとんどのマウス
で舌および両側顎下リンパ節にGFPの発現が
認められた（図 2A）。そこで、マウスの舌を
回収し、Ephrin-B2 の発現を免疫組織化学的
に検討したところ、Ephrin-B2-siRNA 投与群
では Ephrin-B2 の発現は減弱しており（図 2
B）、転移頸部リンパ節数も Ephrin-B2-siRNA
投与群では有意に減少していた（図 2C）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2：SAS-L1 の頸部リンパ節転移における E
phrin-B2 の関わり 
 
 
（3）口腔扁平上皮癌 50 症例の臨床材料を用
いた免疫組織学的検討  
臨床材料を用いた検討の対象は表１に示

している口腔扁平上皮癌 50 症例で、比較的
リンパの流れが類似していると考えられる
軟組織に限局した舌・口底癌を取り上げた。
リンパ節転移陽性例は 52％であった。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 1：対象症例の内訳 
 

Ephrin-B2 の染色結果は、染色強度と腫瘍 
細胞における陽性率から 0から 3の 4段階の
染色スコアに分けて評価した（図 3A）。Ephr
in-B2 の発現強度と臨床病理組織学的因子と
の関連について、スピアマンの順位相関検定
を用いて検討したところ、N 分類、異型度お
よび浸潤様式とEphrin-B2の染色スコアとの
間に有意な相関が認められ、染色スコアが高
くなるほど、Nが陽性で、異型度が強くなり、
YK分類による浸潤様式も4が多くなっていた
（図 3B）。しかし、Ephrin-B2 の染色スコア
と T分類、臨床型、分化度、分裂度との間に
有意な関連は認められなかった（表 2）。また、
Ephrin-B2 の発現と腫瘍内リンパ管および血
管密度との関連について検討した結果、Ephr
in-B2 の発現とリンパ管および血管密度との
間に関連は認められなかった（データ示さ
ず）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3：Ephrin-B2 と臨床病理組織学的因子 
 

 

 

 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 2：Ephrin-B2 と臨床病理組織学的因子 
 
以上の結果より、口腔扁平上皮癌において

Ephrin-B2 からのリバースシグナルは口腔扁
平上皮癌細胞のリンパ管への接着および遊
走能の促進作用を介してリンパ節転移を正
に制御することが明らかとなった。 
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