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研究成果の概要（和文）：本研究では、口腔扁平上皮癌の臨床での浸潤および転移を忠実に再現できるマウス正
所性移植モデルを用いて、癌間質の線維芽細胞と血管新生を阻害阻害する薬剤を使用し、浸潤転移への効果を検
討した。癌細胞は高浸潤高転移性のヒト口腔扁平上皮癌細胞株であるOSC-19細胞を使用し、ヌードマウスの口腔
底もしくは舌に移植した。線維芽細胞増殖抑制剤はトラニラストを血管新生阻害薬はアバスチンを用いて浸潤と
転移の阻止効果を調べた。その結果、腫瘍の大きさ、浸潤様式のダウングレード、リンパ節転移にそれぞれ効果
を認め、臨床的にも有意義であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Using an orthotopic implantation mice model in which the invasion and 
metastasis of oral cancer can be reproduced, we investigated the inhibitory effects of cancer 
stromal fibroblast inhibitor (tranilast) and angiogenesis inhibitor (avastin) on invasion and 
metastasis. A highly invasive and metastatic human oral squamous cell carcinoma cell line, OSC-19, 
was implanted into the tongue of nude mice, and tranilast or avastin were administered to the mice 
after the implantation. The effects of each drug on cancer invasion and metastasis were 
investigated. Tumor size was significantly reduced. In the control group, the tumors showed grade 4C
 of mode of invasion, while in the groups treated with tranilast and avastin, grade 3 was observed, 
with an inhibitory effect on tumor invasion being observed. The rate of metastasis in the cervical 
lymph node was significantly decreased in the groups treated with tranilast and avastin.

研究分野：臨床腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
 癌細胞が浸潤する際には周囲組織にも
様々な変化が認められる。この癌間質は癌細
胞の浸潤にとって「バリアーの役割をしてい
る」という説が以前は一般的であった。とこ
ろが最近、癌間質は「癌細胞の浸潤や転移を
サポートしている」という考え方が広まりつ
つある。その代表的なものは腫瘍血管や線維
芽細胞である。しかし、腫瘍血管は腫瘍の増
殖には重要であるが、浸潤や転移にはどのよ
うな影響があるのか分かっていない。また、
間質の線維芽細胞の一部には  Cancer 
associated fibroblasts (CAF)が存在し、癌の
浸潤を促進させているといわれている。そこ
で口腔扁平上皮癌における腫瘍間質と浸
潤・転移との関係を明らかにするとともに、
腫瘍間質に対する各種阻害剤を使用し癌の
浸潤・転移を抑制することを目的として、本
研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
 悪性腫瘍の生物学的な大きな特徴は局所
浸潤と転移である。特に転移の有無は癌患者
の予後を左右する最も重要な因子であり、治
療が成功するか否かは転移巣を制御できる
かどうかに深くかかわっている。すなわち癌
細胞の転移を阻止できれば治療成績は向上
すると思われる。また近年、固形癌における
血管新生についての報告が増え Folkman ら
によると腫瘍血管と転移には密接な関係が
みられ、腫瘍周囲の血管数が増えるにつれ転
移が認められるようになると報告している。
しかし口腔扁平上皮癌においては浸潤が軽
度の腫瘍で血管数が多くなることがあり、単
純に血管数が多い腫瘍で悪性度が高いとは
いえないことも報告されている。また、スキ
ルス胃癌では腫瘍の浸潤に線維芽細胞が深
く関与しており、その増殖を抑制することで
浸潤が抑制できたことが報告されている。そ
こでわれわれは腫瘍間質および血管と浸
潤・転移との関係を明らかにすることで、浸
潤・転移機序の一端を解明することを目的に
本研究を計画した。癌は間質に浸潤する際に
間質反応として線維化を伴うことが知られ
ているが癌にとってこの反応が宿主防御反
応か癌細胞の浸潤増殖の足場として機能し
ているのかは不明である。これまでの口腔癌
の研究はそのほとんどが腫瘍の実質に関す
るものばかりで、間質に主眼をおいたものは
ほとんどない。われわれは以前、口腔扁平上
皮癌の臨床例の間質コラーゲン量を検索し
ている。その結果、最も高度浸潤癌である浸
潤様式４Ｄ型の癌では間質コラーゲン量が
非常に多く、癌の浸潤にとって間質は何らか
の相互作用を及ぼしているものと推察され
た。そこで本研究では、癌間質を構成する重
要な、線維芽細胞と腫瘍血管の癌細胞に対す
る阻害薬を用い、癌細胞の増殖、浸潤、転移
に対する影響を検討した。 
 

３．研究の方法 
 癌細胞の浸潤過程における間質線維芽細
胞および血管・リンパ管新生について調査し、
癌細胞が移植後に生着、増殖、浸潤、進展す
る際に腫瘍間質および血管・リンパ管がどの
様に変化して、腫瘍の浸潤や進展との関連を
詳細に調査する。また、線維芽細胞増殖抑制
剤および血管新生阻害剤の効果についても
検討し、腫瘍間質線維芽細胞と血管、リンパ
管の浸潤や転移に対する役割を検討した。 
 用いる浸潤・転移モデルは以前の報告にお
いて最も高浸潤・高転移性を示した OSC-19 
細胞を用いて、ヌードマウスの舌に正所性移
植し、浸潤および転移に対する影響を観察し
た。用いたマウスは 6週齢・雌の BALB/c nu/nu 
のヌードマウス体重は 15～20g で、金沢大学
医学部附属動物実験施設内で特定病原体除
去環境下、 室温 25±2°C、湿度 50±5%に
て飼育して使用した。OSC-19 細胞は 10%と
なるように牛胎児血清を加えたイーグル最
小必須培地でインキュベーター内(温度 
37°C、湿度 100%、5% CO2)において継代培養
し、必要に応じて使用した。ヌードマウスへ
の移植方法はまず、OSC-19 細胞を 0.2%トリ
プシン液で分散し、10%牛胎児血清加イーグ
ル最小必須培地中で細胞数を 8×106 個に調
整した後に、その 0.025ml (2×105個)を 26
ゲージ針付きの注射器でジエチルエーテル
麻酔を行ったヌードマウスの舌に移植した。
OSC-19 細胞を本モデルに応用し、得られた
組織を検討したところ、癌浸潤様式は 4C 型
で、頸部リンパ節転移はほぼ 100%であること
がすでに判明している。細胞移植後、4日目、
1週間後、2週間後、3週間後、4週間後に屠
殺するグループ分けし、移植腫瘍の間質、血
管、リンパ管がどのように経時的に変化して、
腫瘍の浸潤や進展との関連を調査した。間質
線維芽細胞の変化を観察するためにアザン
染色をし、画像解析ソフトにて間質量を測定
し経時的変化について検討するに加え、筋線
維芽細胞の特異的マーカーである抗αSMA 抗
体を用いて、間質の線維芽細胞の評価を行う。
血管新生の変化には血管のマーカーである
CD34 抗体を用い、リンパ管新生の変化にはリ
ンパ管のマーカーである NZ-1 抗体を用いた
免疫染色抗体を用いた免疫染色を行い、血管
数の変化とリンパ管数の変化を観察した。ま
た、線維芽細胞増殖抑制剤および血管新生阻
害剤の効果についても検討し、腫瘍間質と血
管、リンパ管の浸潤や転移に対する役割を検
討した。線維芽細胞増殖抑制剤には肥厚性瘢
痕の治療薬として使用されているトラニラ
ストを使用する。血管新生阻害剤は血管内皮
細胞増殖因子（VEGF）に対する モノクロー
ナル抗体である分子標的薬のアバスチンを
使用した。投与スケジュールは移植した癌細
胞が局所に生着した後の移植後2日目から週
3 日腹腔内投与した。なお、浸潤に対する効
果は切除した腫瘍の HE 染色標本を用い、光
顕的に観察して下里分類に従って分類し組



織学的効果を判定した後に、山本-小浜の癌
浸潤様式に準じて化学療法後の浸潤抑制効
果について評価した。また、転移に対する効
果も同様に、頸部リンパ節の HE 染色標本を
用い、光顕的に観察して病理組織学的に転移
形成の有無を確認し対照群の転移形成率と
薬剤剤投与群の転移形成率をそれぞれ比較
検討した。血管新生の評価には血管のマーカ
ーである CD34 抗体を用い、リンパ管新生の
評価にはリンパ管のマーカーである NZ-1 抗
体を用いた免疫染色を行い、血管数とリンパ
管数の比較検討を行った。 
 
４．研究成果 
癌細胞周囲の間質には、線維芽細胞、血管
やリンパ管、リンパ球などの免疫担当細胞な
どが存在している。本研究では間質の各組織
と癌細胞の関係の一端を明らかにしている。
すなわち、線維芽細胞には線維芽細胞増殖抑
制剤（トラニラスト）、血管には血管新生阻
害薬（アバスチン）を使用し癌細胞の増殖、
浸潤。転移に対する影響を調査した。また、
各種の口腔扁平上皮癌細胞株を用いて癌細
胞 な ら び に 周 囲 の 免 疫 担 当 細 胞 の
PD-1/PD-L1 発現についても調査している。 
 移植腫瘍に対するトラニラストの効果で
はコントロール群に対して腫瘍の体積が小
さく、腫瘍の増殖抑制効果が認められた。移
植腫瘍の浸潤像は癌細胞の空砲様変性や壊
死、胞巣の破壊などの所見はほとんど認めら
れなかった。おおむね浸潤様式 4C 型の浸潤
像を呈していたが、トラニラストにより３型
にダウングレードしている様子が観察され
た。アザン染色像ではトラニラスト投与群で
は線維性結合組織量を検討したところ、トラ
ニラスト投与により、癌胞巣周囲の線維性結
合組織の減少が認められた。リンパ節転移率
はトラニラスト投与群では 14匹中 8匹（57%）
だったのに対して、コントロール群では 14
匹中 14 匹（100%）で、トラニラスト投与に
よりリンパ節転移抑制効果が認められた。コ
ントロール群のPCNA陽性細胞率は平均29.7%
であったのに対して、トラニラスト投与群は
平均 18.9%であり、有意にトラニラスト投与
群で腫瘍細胞の増殖活性の低下を認めた。血
管密度はコントロール群では１視野平均
65.7 個であったのに対して、トラニラスト投
与群では平均 30.1 個であり、有意にトラニ
ラスト投与群で血管密度の減少を認めた。 
 血管新生阻害剤（アバスチン）の腫瘍増殖
や浸潤・転移に対する抑制効果を検討した結
果、移植腫瘍の大きさの平均はコントロール
群と血管新生阻害剤投与群では差が認めら
れなかった。しかしながら、リンパ節転移に
関してはコントロール群が 8匹中 8匹(100%)
の転移率に対し、血管新生阻害剤投与群では
9匹中 4匹(44%)の転移率で、有意差が認めら
れた。病理組織像で移植腫瘍が血管新生阻害
薬を投与することで浸潤様式 4C 型や 3 型に
ダウングレードする傾向は認められなかっ

た。しかし、癌細胞の細胞増殖活性を観察す
るために増殖細胞核抗原 PCNA 抗体を用い免
疫染色を行ったところ血管新生阻害薬投与
群で陽性率が低い結果であった。また、血管
とリンパ管を CD34 抗体と NZ-1 抗体でそれぞ
れ免疫組織化学染色した。その結果、血管密
度・リンパ管密度のいずれも、血管新生阻害
剤（アバスチン）の投与で減少していた。ま
た、腫瘍移植後のマウスの体重減少は、血管
新生阻害剤投与群が低かった。以上の結果か
ら、口腔癌モデルにおいて、腫瘍周囲の血管
新生を抑制することでは腫瘍そのものに対
する増殖抑効果は低いものの、リンパ節転移
が抑制された。したがって、高転移性の癌に
は血管新生阻害薬が治療に有効である可能
性が示唆された。 
 口腔扁平上皮癌細胞株の PD-1/PD-L1 発現
について調査した結果、高浸潤性口腔癌細胞
株におけるPD-L1の発現は低浸潤癌における
PD-L1 発現より低く、さらに EMT の誘導によ
り PD-L1 の発現が減少していた。一方、すべ
ての細胞株において、PD-L2 の発現は PD-L1
の発現と比較して低かった。ヒト口腔扁平上
皮癌組織での免疫染色では、低浸潤癌では
PD-L1 は癌細胞で発現していたが、高浸潤癌
では PD-L1 は癌細胞での発現は見られず、む
しろ間質細胞での発現が亢進していた。蛍光
免疫共染色でこのPD-L1が発現亢進している
間質細胞はマクロファージと樹状細胞であ
ることを明らかにした。マクロファージまた
は樹状細胞と高浸潤性口腔癌細胞株を共培
養したところ PD-L1 発現上昇が観察され、免
疫染色にてPD-L1の発現は腫瘍細胞ではなく
マクロファージと樹状細胞であることを明
らかにした。この共培養での PD-L1 発現亢進
は MyD88 阻害ペプチドと TLR4 阻害ペプチド
の添加により抑制された。以上、高浸潤口腔
扁平上皮癌ではマクロファージおよび樹状
細胞でPD-L1発現を誘導していると考えられ
る EMT 誘導腫瘍抗原が、PD-1/PD-L チェック
ポイントの阻害による利益を受けられる可
能性がある患者の選択のための潜在的なバ
イオマーカーとなる可能性も考えられた。 
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