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研究成果の概要（和文）：口腔癌の浸潤メカニズムを明らかにする為，正常細胞から癌化の各過程について，発現タン
パクを網羅的に解析し，癌の浸潤に関連する因子として，コラーゲナーゼ、細胞骨格関連タンパクおよび細胞増殖因子
を検出した。癌浸潤初期の様子を，ヒト口腔癌細胞株筋腫の板状ディスクの上にヒト口腔癌細胞株を播種する3D癌浸潤
モデルを新たに作製し，３次元的な観察を行った。さらに、口腔癌（CA9）のタンパク分解酵素インヒビター（SLPI)遺
伝子を欠損させた変異株（NUSD-1）を作製、初期浸潤能を検討し，癌浸潤の関連因子としてコラーゲナーゼ（MMP2、MM
P9）およびインヒビターを検証し，癌浸潤制御の可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：The study plan is to clarify the mechanism of growth and invasion of oral cancer. 
Proteome analysis was perofmed for a human normal mucosal epithelium, epithelial dysplasia, CIS and 
invasive cancer, were excised epithelium from each tissue. The factor expressig in a progression to the 
cancer, were keratin, HSP, Lamin A / C, desmoplakin, and plectin-1, was it's elevated in a protein level. 
Then in order to verify the change of the cells with the progression to invasive cancer, we have devloped 
3D cancer invasion model that using oral SCC lines and human myoma tissue. In addition, we also develop 
the SLPI gene knock down Ca9 cell lines, named NUSD-1, which revealed invasiveness to the myoma. 
Immunohistochemistry and gene expression analysis demostrated a infiltration kinetics by 3-dimensional 
culture. As a result, responsive factors involve in cancer invasion of this model, which are MMP2, MMP9 
and TIMP. These expression patterns of factors, revealed to control a tumor invasion.

研究分野： 口腔病理学
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１．研究開始当初の背景 
消化器官の入り口である口腔癌を発症する
ヒトの数，および口腔癌が制御不能となり死
亡するヒトの数は増加の一歩をたどってい
る。喫煙は最大のリスクファクターであるが，
喫煙者は減少傾向にあるものの，発症を現象
させる予防の徹底を図ることは社会的にも
困難な状況にある。口腔は食物摂取だけでな
く構音，顔貌にも多大な影響を及ぼす臓器で
ある。また口腔は直視直達の可能な臓器であ
るにも関わらず，初期癌をとらえることは難
しい。このような状況で，口腔癌の初期浸潤
メカニズムの解明と予防の理解を深めるこ
とは，社会的にも意義があると考える。 
 
２．研究の目的 
  口腔癌における浸潤・転移のメカニズムと
その制御は，患者の予後を改善する為の重要
課題である。癌細胞の増殖は，細胞間相互・
細胞外基質との接着性低下，細胞外基質の分
解および細胞運動の増加により達成される。
我々は先行研究として行った，正常粘膜上皮，
前癌病変，浸潤癌のプロテオーム解析から候
補分子を絞り込み，新たに開発した３次元癌
浸潤モデルを用いて，口腔癌の初期浸潤を解
析することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)口腔癌３次元培養モデルの作製； 
 癌の浸潤初期を３次元的に観察する為に，
手術により切除されたヒト子宮筋腫組織は
で悪性化の所見がみられないものを用いた。 
筋腫組織は，生検パンチ(KAI)で直径 8mm の
ディスクを作製した。 筋腫ディスクは
10%DMSO 加 RPMI-1640 培地に浸漬し，検
索に使用するまで-70℃で凍結保存した。 
口腔癌細胞(Ca9-22,HSC-3)の培養は，はじめ
に筋腫ディスクを 37℃の温浴で解凍した後，
10%FCS 加 RPMI-1640 培地で 1 時間，室温
で洗浄した。次いで，筋腫ディスクをトラン
スウェルインサート(Corning)に入れ，トリプ
シンで遊離した培養細胞を 10%FCS 加
RPMI-1640 培地で 7×105 個/ml に調整し，
その50μl (3.5×104個)を筋腫ディスク上に滴
下した。筋腫ディスクに細胞を付着させるた
め，一晩CO2インキュベーターで培養した。
次いで筋腫ディスクを取り出し，12 ウェルプ
レート内に置いたステンレス製グリッド上
に乗せた，無コーティングのナイロンメッシ
ュ上へ移した。プレート内は筋腫ディスクの
基部が浸るまで培地を入れ，CO2 インキュベ
ーターで培養した。培養の間，培地は 3 日ご
とに交換した。 
 
 癌細胞が増殖し，下層の筋腫組織へ初期浸
潤する様子を経時的に，組織学的および免疫
組織学的に観察した。このモデルは，従来の
コラーゲンゲルの上に癌細胞を播種する方
法に比べて，筋腫が線維芽細胞や筋線維芽細
胞を含むことから，ヒトの癌浸潤過程により

近いモデルである。 
 

 
  第１図.口腔癌３次元培養モデル 

 

 

(２)癌の浸潤に関与する接着因子，コラーゲ
ナーゼ，サイトカインなどを制御するセリン
タンパク分解酵素インヒビターの遺伝子を
一部欠損させた口腔癌細胞の変異株を作製
して，筋腫への浸潤の様子を比較検討した。
培養 2，7，14 日目ごとに筋腫ディスクをプ
レートから取り出し，10%中性緩衝ホルマリ
ンにて一晩固定し，パラフィンに包埋した。
連続切片を 5μm の厚さで薄切して組織学的
検索に供した。 組織学的検索には HE 染色
を 施 し ， 免 疫 組 織 化 学 的 検 索 に は 抗
cytokeratin AE1/AE3(DAKO)，抗 vimentin(ニ
チレイバイオサイエンス)，抗 MMP-2(Abcam)，
抗 MMP-13(Abcam)の各種一次抗体を用いた。
切片を脱パラフィン後，0.3%H2O2 加メタノー
ルで 30 分間反応させ内因性ペルオキシダー
ゼ活性を阻止した。続いて，切片をクエン酸
バッファー中で 98℃または 121℃で 20 分間
加熱し，その後室温まで徐冷して抗原を賦活
化した。次に，切片は 10%正常ブタ血清/PBS
で 30 分間反応させて，非特異的反応をブロ
ッキングした。一次抗体を切片に乗せ，湿箱
中にて，室温で 60 分間あるいは 4℃で一晩反
応させた。二次抗体は EnVision (DAKO)を用
い，室温で 60 分間反応した。各ステップ間
は，切片を PBS で 10 分間×3回洗浄した。発
色はジアミノベンジジン(DAB)を用いておこ
なった。発色後，核染色をおこないマリノー
ルにて封入した。 
 
 
（３）口腔癌変異細胞株 NUSD-1 細胞 
口腔癌細胞株 Ca9 の Secretory leukocyte 
protease inhibitor (SLPI) を homologous 
recombination により欠如させた変異株
NUSD-1 を作製した。（図１） 



 

   
  第２図. NUSD-1 細胞の作製 

 

  第３図.NUSD-1 細胞における SC 発現 

 

 
（４）Gelatin zymography 法 
 Ca9-22 細胞および NUSD-1 細胞を
confluent になるまで培養し，PBS で十分洗
浄した後，FCS を含まない RPMI-1640 培地
または TGF，SLPI を含む RPMI-1640 培地
で一晩培養をおこなった。培養後に上清を
4000rpm で 5 分間遠心した。 
得られた培養上清は loading buffer (0.125M 
Tris HCl buffer pH6.8 ， 4%SDS ， 10% 
sucrose，0.01%BPB)と同量混合して 10% 
acrylamide gel (10% acrylamide ， 0.4% 
glycine，1.0% gelatin，0.07% SDS，0.375M 
Tris HCl buffer pH 8.8)を用いて電気泳動を
おこなった。 
泳動後，ゲルを洗浄液(50mM Tris HCl buffer 
pH 7.4，2.5% Triton X-100，5mM CaCl2，1mM 
ZnCl2)で 1 時間洗浄して SDS を除去した。再
びゲルを蒸留水で洗浄した後，反応溶液
(50mM Tris HCl buffer pH 7.4，5mM CaCl2，
1mM ZnCl2)と 37℃で一晩反応させた。反応後，
ゲルを 0.5% Coomassie Brilliant Blue G250
で染色後に脱色をおこない写真撮影した。 
 

 

 

 第４図. Gelatin zymography による MMP2 発現 

 

（５）口腔癌細胞株と口腔癌変異株で発現し
ている遺伝子の網羅的解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）口腔癌細胞株 Ca9 および HSC３は，培
養後１週間で，下在の子宮筋腫組織内に浸潤
を認め，免疫染色で浸潤癌細胞が間葉マーカ
ーであるビメンチン陽性を示し，浸潤に上皮
-間葉転換が予測された。このメカニズムつ
いて解析を続けている。 
 
（２）ヒト口腔癌細胞のセリンプロテアーゼ
インヒビターを欠損させた変異株 NUSD-1 を
作製した。同細胞は，通常の扁平上皮には発
現が見られず，腺細胞に特有なイムノグロブ
リン A のレセプターを発現する様になった。
この変異株の浸潤能を検索したところ，浸潤
能が欠落していた。 
 

 
第５図. 筋腫デスクへの口腔癌浸潤と抑制 
 
 



さらに培地にセリンプロテアーゼインヒビ
ターを加えると，再び浸潤をするようになっ
た。 
 
（３）口腔扁平上皮癌細胞株 Ca9 と変異株
NUSD-1 の発現遺伝子の網羅的な解析を行っ
たところ，約 20,000 遺伝子に発現の変動が
認められた。NUSD-1 は Ca9 と比べて，ベータ
カテニン，プレクチン，デスモプラキンなど
接着因子関連タンパクの強発現とケラチン
タンパクの発現パターンの変化を認めた。こ
のことは，癌細胞浸潤に際して，細胞質内で
ケラチンタンパクの重合が変化しているこ
とを明らかにし，この変化が診断に応用でき
ることを裏付けるデータと考えられた。（投
稿中） 
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