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研究成果の概要（和文）：FOXC2の発現は浸潤様式、N分類、VEGF-A、VEGF-Cとの発現との関連が認められた。過剰発現
例での疾患特異的生存率の有意な低下、多変量解析の結果、独立した予後因子なる可能性が示唆された。FOXC2はFOXC2
-VEGFシグナリングを介して舌扁平上皮癌細胞の増殖、浸潤に関与している可能性が明らかとなった。セツキシマブ療
法を施行した切除不能再発。進行口腔癌症例においてｐ16、EGFRvⅢの発現とセツキシマブの治療効果を検討したとこ
ろ、EGFRvⅢの発現は43.8%で, p16の発現は18.8%であった。治療効果との関連ではEGFRvⅢの発現と治療効果との間に
のみ有意な相関が認められた。
　

研究成果の概要（英文）： FOXC2 expresson was asspciated with pattern of invasion, N classification, 
VEGF-A and VEGF-C expression.FOXC2 overexpression was also associated with poor disease specific survival 
rate. FOXC2 expression may be involved in the potential of invasion and progression of iral tongue 
squamous cell carcinoma via FOXC2-VEGF signaling pathway.
 The expression levels of p16 and EGFRvⅢ in oral cancer patients to elucidate the association between 
the these expression and the efficacy of the cetuximab treatment was performed. EGFRvⅢexpression was 
detected in 43.8% in the oral cancer patients and p16 in 18.8%. The significant relation was detected 
only between EGFRvⅢ expression and the treatment efficacy with cetuximab.

研究分野： 外科系歯学
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１．研究開始当初の背景 
われわれの研究グループでは，これまでに

HSP90αについての構造や分子シャペロンの

作用機構について解析を行い、また癌細胞の

転移・浸潤に関係する分子に着目し、口腔扁

平上皮癌での分子標的治療薬開発への基礎

的検討を行なってきた。多数のクライアント

プロテインと結合しシャペロン機能を行う

HSP90αと癌細胞の低酸素環境への適応に寄

与する HIF-1αについて分子標的治療のター

ゲットとなることが示されれば、癌細胞の転

移・浸潤能の抑制、低酸素環境下での治療抵

抗性の改善が期待される。また、従来の化学

療法での中心である CDDP との結合部位の相

違から、より少量で薬剤の効果が期待でき、

また、有害事象の出現を抑え低侵襲で効果的

な加療が行えるようになるものと考える。加

えて、HSP90α分子シャペロン機構ならびに

HIF-1αによる低酸素応答機構の更なる解明

に寄与するものと考える。 

 
２．研究の目的 
HSP90αと HIF-1αについて口腔扁平上皮癌

での発現形態を検討し、加えてそれらの細胞

生物学的特徴を明らかにすることで、これら

をターゲットとした分子標的治療の可能性

を探索する。従来の化学療法の中心である

CDDPとは HSP90α阻害薬であるゲルダナマイ

シンは作用部位が異なるために、HSP90αに

対す有害事象を減じた有効な治療となりう

る。加えて、低酸素誘導因子の HIF-1αをも

標的とするものを開発することで、より一層

の治療効果が期待でき、口腔癌患者の予後の

改善が期待できる。 

 
３．研究の方法 
(1)パラフィン包埋標本から薄切切片を作成

する。 

(2)in situ hybridization 法による遺伝子発

現の検討:HSP90α、HIF-1αの cDNA プローブ

を設計・作成し、non-RI 法で in situ 

hybridization を行う。 

(3)免疫組織化学的染色法による蛋白発現の

検討:HSP90α、HIF-1αについて薄切切片を

抗 HSP90α抗体、抗 HIF-1α抗体を用いて免

疫組織化学的染色を行う。 

(4)上記の結果と各症例の臨床病理学的因子

との関連性について検討過去、われわれが口

腔扁平上皮癌において転移・浸潤に関する分

子について検討し もの（Yamada S., et al., 

Int J Oral Maxillofac Surg.,2010, Path 

ol Oncol Res., 2010, Cancer Lett.,2011 ）

と同様に T 分類、N 分類等の通常の臨床所見

に加え、組織学的悪性度、浸潤型、放射線お

よび各種抗癌剤への感受性、臨床経過などの

因子との関連性について検討する。 

(5)半定量的 RT-PCR 法による mRNA 発現量の

検討:口腔扁平上皮癌由来培養細胞（SAS、

OSC20、Ca9-22、HSC-2、HSC-3、HSC-4）から

RNA を抽出し、HSP90α、HIF-1αについて半

定量的 RT-PCR を行う。これらの培養細胞を

用いて通常酸素条件下および低酸素環境下

にて MTT assay、Matrigel invasion assay

を行い、増殖能、浸潤能と mRNA の発現との

相関性の検討を行う。 

(6) HSP90α、HIF-1α発現抑制細胞株を確立

し、細胞生物学的特性の検討:上記の口腔扁

平上皮癌由来細胞を用いて、HSP90α、HIF-1

αの発現抑制を siRNA により行うために、発

現ベクターを構築し、siRNA 安定発現細胞株

を樹立する。siRNA 安定発現細胞株を用いて、

通常酸素条件下および低酸素条件下それぞ

れにおいて、MTT assay により増殖能を、

Matrigel Invasion assay により浸潤能を、

Wound healing assay により遊走能を検討し、

それぞれを抑制した場合の細胞生物学的特

性の変化を検討する。また、HIF-1αの核内

への移行への影響を蛍光免疫染色法にて確

認する。また、MMP-2、VEGF に対する影響も

RT-PCR、immunoblotting により検討を行う。 

(7) 阻害剤 17-AAG、ラパマイシン作用させた

場合の細胞生物学的特性への影響の検



討:HSP0α、HIF-1αそれぞれを阻害する

17-AAG、ラパマイシンを作用させて、上記と

同様に細胞生物学的特性への影響を検討す

る。 

(8) HSP90αと HIF-1αの結合部位の検討:以

前、作製した HSP90αの deletion mutant を

用い、リコンビナント蛋白を精製し（Yamada 

S., et al., Eur J Biochem.2003）、HIF-1α

との結合部位を特定する。 

(9) ラット口腔癌モデルの作製:HSP90α、

HIF-1αの siRNA による発現抑制細胞株を用

いて、蛋白発現抑制群と非抑制群のラット舌

癌モデルを作製する。 

(10)ラット口腔癌モデルでの発現抑制によ

る腫瘍形成能への影響の検討:上記作製の舌

癌モデルを用いて、発現抑制による影響を形

態的変化（ダブリングタイム、転移巣形成能

など）を観察、免疫組織化学的染色法、in situ 

hybridization 法を行い、評価・検討する。 

 
４．研究成果 
上皮間葉移行を誘導する因子の一つとされ

ているFOXC2の舌扁平上皮癌での発現意義に

ついて検討を継続した。これまでにFOXC2の発

現はstage分類、浸潤様式、T分類、N分類、

VEGF-A、VEGF-Cとの発現との関連が認められ

た。また、FOXC2過剰発現例での疾患特異的生

存率の有意な低下、単変量解析、多変量解析

の結果、独立した予後因子なる可能性が示唆

された。FOXC2はFOXC2-VEGFシグナリングを介

して舌扁平上皮癌細胞の増殖、浸潤に関与し

ている可能性が明らかとなった。 

 また、頭頸部癌において分子標的治療薬が

認可され、著明な治療効果の報告がある反面

、重篤なインフュージョンリアクション、薬

剤性間質性肺炎の発症などの有害事象の報告

もあり、治療効果を予測する因子の探索は重

要である。セツキシマブ療法を施行した切除

不能再発。進行口腔癌症例においてｐ16、

EGFRvⅢの発現とセツキシマブの治療効果を

検討したところ、EGFRvⅢの発現は43.8%で, 

p16の発現は18.8%であった。それぞれの分子

の発現と治療効果との関連ではEGFRvⅢの発

現と治療効果との間にのみ有意な相関が認め

られ、疾患特異的生存率および無増殖生存率

との間には相関がみられなかったが、EGFRv

Ⅲの発現はセツキシマブ療法の治療効果の予

測因子となり得る可能性が示唆された。 

 セツキシマブに加えて新たな分子標的治療

薬の創薬の可能性を探るためにナトリウム利

尿ペプチド受容体A(NPRA)の舌扁平上皮癌で

の発現の意義についても検討を開始し、舌扁

平上皮癌症例での免疫組織化学染色を行った

。現在、発現の解析、病理組織学的因子、生

存率、VEGFとの発現の関連について検討を行

っているところである。 
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