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研究成果の概要（和文）：　血管内皮増殖因子(VEGF) は腫瘍細胞によって産生され、パラクライン機構を介して腫瘍
の増殖や浸潤・転移を制御していることが知られている。
　本研究では、腫瘍細胞自身がVEGF受容体を発現していることを明らかにし、その運動能や増殖能がVEGF受容体/PI3/A
kt系を介したオートクライン機構で制御されている可能性を示唆した。現在VEGF受容体系を分子標的とした新しい治療
法の開発を研究中である。

研究成果の概要（英文）： It is known that vascular endothelial growth factor (VEGF) is produced by tumor 
cells,and control the tumor growth, invasion and metastasis through a paracrine mechanism.
 In this study, we revealed that tumor cells express VEGF receptors, and the possibility of its motility 
and proliferation ability is controlled by autocrine mechanism via the VEGF receptor / PI3 / Akt system. 
We are currently studying the development of new therapies targeting the VEGF receptor system.

研究分野： 外科系歯学
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１．研究開始当初の背景 
   
 悪性腫瘍の特徴は周囲組織への著しい浸
潤性増殖と遠隔臓器への転移巣の形成であ
り、それを制御するための治療法として血管
新生の重要な担い手である血管内皮増殖因
子（Vascular Endothelial Growth Factor：
VEGF）が注目されている。VEGF は腫瘍細
胞によって産生され、パラクライン機構を介
して腫瘍周囲の血管内皮細胞の増殖や遊走
を亢進することにより、腫瘍組織での血管新
生を誘導し、腫瘍の増殖や浸潤・転移を制御
していることが知られている。その代表薬と
してベバシズマブ（アバスチン®）は大腸癌
の治療薬として広く使用されているが、出血、
血栓症、消化管穿孔、創傷治療の遅延、血圧
上昇などの副作用が問題となっている。その
一方で、我々は腫瘍細胞自身が VEGF 受容体
を発現していることを明らかにしており、細
胞自身が産生する VEGFs がオートクライン
機構を介して癌細胞の浸潤・転移に関与して
いるものと考えた。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、VEGFs のオートクライン機
構の解析を行うとともに VEGF・同受容体系
を分子標的とした新しい口腔癌の治療法の
開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
 VEGF が口腔扁平上皮癌細胞の増殖や浸潤
に与える影響について実験し、さらにそのシ
グナル伝達系を解析することにより、VEGF・
同受容体系のオートクライン機構の解明を
行う。又 in vivo で VEGF・同受容体系を分子
標的とした薬剤を投与しその効果を検討し、
新しい治療法の開発を目指す。 
 
（１）口腔扁平上皮癌細胞における VEGF に
対する増殖能および運動能の検討 
 
① VEGF（-A、-B、-C）が増殖に関して関与
しているかどうかを検討。 
口腔扁平上皮癌細胞を各濃度の VEGF 存在
下の無血清培養で７日間培養し、その細胞
数を比較検討。 
 

② 運動能に与える VEGFs の影響の検討。 
ケモタキセル(クラボウ社)を用いたボイ
デンチャンバーの変法にて、種々の濃度の
VEGF を upper well および lower well に添
加し、口腔扁平上皮癌細胞においての運動
能を検討し、VEGFs がケモタキシスまたは
ケモカイネシスに機能しているかどうか
を解析する。 

 
 
 

（２）口腔扁平上皮癌細胞の増殖能、運動能
に及ぼす VEGF 受容体チロシンキナーゼ阻害
剤の検討 
 
① VEGF 受容体のチロシンキナーゼ阻害剤を 
用いた実験 
VEGFR1（flt-1）及び VEGFR2（KDR）のチロ
シンキナーゼ阻害剤である 4-フェニルア
ミノ 6、7-ジメトキシキナゾリンを用いて、
VEGF による運動能の影響について検討す
る。各濃度の flt-1 及び KDR チロシンキナ
ーゼ阻害剤で口腔扁平上皮癌細胞を処理
し、VEGF 存在下での遊走細胞数を算定し比
較検討する。 
 

② VEGFR2（KDR）のチロシンキナーゼ阻害剤 
を用いた実験 
KDR のチロシンキナーゼ阻害剤（5-ブロモ
-3-メチレン-1、3-ジヒドロインドール）
で口腔扁平上皮癌細胞を処理した時の運
動能を①と同様の方法で検討する．①と②
を比較検討することによりいずれの VEGF
受容体が関与しているのかを検索する。 
 

③VEGF 受容体の中和抗体における実験 
 flt-1及びKDRの中和抗体を用いてVEGFに
よる運動能の影響について検討する。 
 
（３）VEGFs、VEGF 受容体の siRNA を導入し
た癌細胞における増殖能と運動能について
の検討 
 
① VEGFs、VEGFR1（flt-1）、VEGFR2（KDR）
の small interfering RNA(siRNA)を導入し
た口腔扁平上皮癌細胞の運動能について
解析する。FITC 標識された siRNA を口腔扁
平上皮癌細胞および唾液腺癌細胞に添加
し、24 時間後、蛍光顕微鏡にて siRNA が大
部分の細胞の核に移行しているのを確認
した後、口腔扁平上皮癌細胞の運動能に与
える影響について、ボイデンチャンバーの
変法にて検討する。 
 

② VEGFs、VEGFR1（flt-1）、VEGFR2（KDR）
の small interfering RNA(siRNA)を導入し
た口腔扁平上皮癌細胞の増殖能について
検討する．siRNA を導入した口腔扁平上皮
癌細胞を無血清培養下で経時的変化を比
較検討する。   
                          

③ これら細胞の運動能・増殖能に及ぼす
VEGFs の影響についても検討する。 
 

（４）VEGF・同受容体の下流のシグナル伝達
系についての検討 
 

①口腔扁平上皮癌細胞において、VEGF 刺激 
により MAPキナーゼカスケードの活性化が
誘導されているか解析する。口腔扁平上皮
癌細胞を VEGF 存在下で培養し、Erk のリン



酸化をウエスタンブロット法にて検討す
る。    

②口腔扁平上皮癌細胞において、VEGF 刺激に 
 より PI3K/Akt の活性化が誘導されている 
 かどうか解析する。口腔扁平上皮癌細胞を 
 VEGF 存在下で培養し、Akt のリン酸化をウ 
 エスタンブロット法にて検討する。 
③ErKおよびAktのリン酸化が先のVEGF受容 
 体チロシンキナーゼ阻害剤により抑制さ  
 れるかどうか検討。Erk および Akt のシグ 
 ナル伝達系阻害が運動能に与える影響に 
 ついて検討する。 
 
（５）ヌードマウス背部皮下移植口腔扁平上
皮癌の増殖能の検討 
 
 ヌードマウス背部皮下に口腔扁平上皮癌
細胞を移植し、腫瘍を増殖させた後、In vitro
の検討にて効果が認められたsi -RNA（VEGFs、
flt-1、KDR）を遺伝子銃（Biorad 社製：現
有）、またはエレクトロポレーションシステ
ムを用いて経皮的に移植口腔癌組織に導入
しその増殖に及ぼす影響を検討する。 
さらに、flt-1、および KDR の中和抗体（flt-1
モノクローナル抗体:KM1750 協和発酵、KDR
モノクローナル抗体 : KM1992：協和発酵）
を腹腔内に投与し腫瘍の増殖能を比較検討
する。同様の検討を、Avastin などの抗 VEGF
抗体でも行う。 
 腫瘍細胞のアポトーシス、血管新生等の有
無を組織学的および免疫組織学的に検討す
る。 
 

４．研究成果 

 
（１）口腔扁平上皮癌細胞における VEGF に
対する増殖能および運動能の検討 
 
①（in vitro 実験）口腔扁平上皮癌細胞の増 
 殖能には VEGF は影響を与えなかった。 
②（in vitro 実験）口腔扁平上皮癌細胞の運 
 動能にはVEGFsがケモタキシスおよびケモ 
 カイネシスに機能していた。 
 
→VEGF は in vitro の実験では増殖能には影
響を与えないが、運動能には影響を与えるこ
とが確認された。 
 
（２）口腔扁平上皮癌細胞の増殖能、運動能
に及ぼす VEGF 受容体チロシンキナーゼ阻害
剤の検討 
 
① VEGF 受容体チロシンキナーゼ阻害剤で処 
理することにより、VEGF によって亢進され
た運動能は低下した。 

② VEGFR2 チロシンキナーゼ阻害剤の処理で 
は、VEGF によって亢進された運動能は変化
を見せなかった。 
 

③ VEGFR1 の中和抗体で処理することにより、 
VEGF によって亢進された運動能は低下し
たが、VEGFR2 の中和抗体で処理すると運動
能には影響を受けなかった。 

 
→VEGF の運動能の亢進は VEGFR1 を介したシ
グナル伝達系であることが示唆された。 
 
（３）VEGFs、VEGF 受容体の siRNA を導入し
た癌細胞における増殖能と運動能について
の検討 
 
①siVEGFR1 導入細胞では、コントロールと比 
 較して運動能の低下が見られ、VEGF 添加に 
 よっても亢進は認めなかった。一方で 
 siVEGFR2 導入細胞はコントロールとほぼ 
 同様の結果となった。                      
②siVEGFR1 導入細胞は増殖能にも影響を与 
 えたが、siVEGFR2 導入細胞は影響を受けな  
 かった。 
 
→VEGF による運動能亢進は（２）の実験結果
と同様に VEGFR1 を介したシグナル伝達系で
あることが示唆された。さらに、VEGFR1 をノ
ックアウトすることで増殖能にも影響を与
えることが確認された。                       
 
（４）VEGF・同受容体の下流のシグナル伝達
系についての検討 
 
①VEGF刺激によるMAPキナーゼカスケード／ 
 Erk のリン酸化は認められなかった。 
②VEGF添加後60分〜で PI3K/Aktの活性化が 
 誘導された。 
③Aktのリン酸化はVEGF受容体チロシンキナ 
 ーゼ阻害剤では抑制されたが、VEGFR2 チロ 
 シンキナーゼ阻害剤では抑制されなかっ 
 た。 
 
→VEGF は VEGFR1 と結合し、PI3／Akt 系を介
してシグナル伝達していることが示唆され
た。 
 
（５）ヌードマウス背部皮下移植口腔扁平上
皮癌の増殖能の検討 
 
 ヌードマウス背部皮下に 5×106 個の口腔
扁平上皮癌細胞を移植し、４日目より VEGFR
モノクローナル抗体（KM1750）を隔日に腹腔
内に投与し腫瘍の増殖能を比較検討したと
ころ、10 日目ごろまでは差がなく、15 日ご
ろより腫瘍増殖が活発化してきたが、その立
ち上がりがわずかにずれる程度で有意差は
認めなかった。 
 
 以上の結果より、口腔癌細胞は VEGF／
VEGFR1／PI3／Akt 系を介したオートクライ
ン機構で運動能を制御しており、このシグナ
ル伝達系を分子標的とした治療法を開発中
である。 
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