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浸潤様式と の 関連から見た ヒ トロ脛扁平上皮癌細胞の

運動促進因子 の解析

金沢大学医学部医学科歯科 口腔外科学講座(主任 : 山本悦秀教授)
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口腔扁平上皮痛 に お ける癌細胞 の 運動能と浸潤様式 と の 関連 を明ら か に する目的で , 浸潤様式の 異なる3 種類の 口腔扁

平上皮癌細胞株 (O S C 2 0 , 3 塑; O S C 1 9 , 4 C 型; H O C 3 1 3 , 4 D 型) を用 い て細胞 の 運動能 を比較検討す る とと もに , それ ら の 運動能

に関与す る運動促進因子の 発現と機能 に つ い て検討 した . 金 コ ロ イ ド法 を用 い て細胞の 運動性を測定 した と こ ろ
,
血清存在下

での 運動能は H O C 3 1 3 細胞が 最も高く , 次 い で O S C 1 9 細胞 ,
O S C 2 0 細胞 の 順 で あ っ た が , 無血清培地 で は H O C 3 1 3 細胞の み

が大きな連動能 を示 した. こ の 結果か ら H O C 3 1 3 細胞 が運動促進因子を自 ら産生 して い る こ とが 推測 され た .
こ れ ら の 細胞 に

おける 自己分泌型運動促進因子 (a u to c ri n e m o tility f a ct o r , A M F) 遺伝子 の 発現 を検討 した結果, い ずれ の 細胞 で も m R N A の 存

在が 認め ら れ た が H O C 3 1 3 細胞で 特 に 強く発現 して い た . また A M F に対す る免疫組織化学染色 で は H O C 3 13 細 胞の み にA M F

蛋白の 存 在が認 め ら れ ,
また抗 A M F 抗体 に より運動性 が抑制 さ れ た こ と か ら ,

H O C 3 1 3 細胞が 自己運動促進因子 と してA M F

を産生 して い る こ と が 明 らか にな っ た . 扁平上 皮痛細胞 が A M F を産生
･ 分泌 して い る の を証明 した の は本研究が初 め て で あ

る . A M F レ セ プ タ
ー の m R N A の 発現 は い ずれ の 細胞 に も認 め られ た が

,
レ セ プ タ

ー 蛋白 の 存在量は H O C 3 1 3 細胞 > O S C 2 0 細

胞 の 順 に高く ,
O S C 1 9 細胞 で は 認 め ら れ な か っ た . A M F と 同

一

ア ミ ノ 酸配列 を有する グ ル コ ー ス 6
- 1
) ン 酸イ ソ メ ラ ー ゼ

短1 u c o s e 6 -p h o s p h a t e i s o r n e r a s e , G 6 P I) を作用 させ る と, H O C 3 1 3 細胞 と O S C 2 0 細胞 は濃度依存的に運動性 が完逸 し, こ れ は

A M F レ セ プ タ
ー

蛋白の 発現量と相応 して い た . 分散 因子/ 肝細胞増殖因子 ( s c a tte r f a c to r / h e p a to c y t e g r o w th f a ct o r , S F / H G F)

に対 して ほ, H O C 3 13 細胞と O S C 2 0 細 胞で 濃度依存的な遁走性の 克進が認め られ た . フ ィ ブ ロ ネク チ ン 脚) r O n e Cti n , F n) お よ

び ビ ト ロ ネク チ ン O Tit o r o n e c ti n , V n) に対す る遊走性 は H O C 3 1 3 細胞で 著 しく, O S C 2 0 細胞で は認 め な か っ た . 以 上 より
,
口

腔扁平上皮癌細胞 の 運動能と各種運動促進因子 に対す る感受性 は浸潤様式に よ っ て 異なり , 特 に4 D 型 の 癌細胞 は自己分泌型

の 運動促進因子を産生
･ 分泌 して 自 らの 運動能を高め , 周囲組織 へ び 漫性 に浸潤 して い くもの と考え られ た .

K e y w o r d s a ut o c ri n e m o tilit y f a ct o r , 丘b r o n e cti n , m O d e of in v a si o n , O r al s q u a m o u s c ell c a r ci n o m a ,

S C att e r f a ct o r

がん の 特性で ある浸潤 ･ 転移と い う現象 は原発巣か らの 腫瘍

細胞の 離脱 には じまり
,
細胞外 マ トリ ッ ク ス の 破壊 と周囲組織

へ の 浸潤, 脈管内 へ の 侵入 , 他臓器 へ の 着床, そ し て そ こ で の

増殖と い う過程 を通 して 成立す る. こ の･…
･

連 の 過程 の 中で 腫瘍

細胞の 持 つ 運動能は , 接着能, マ トリ ッ ク ス 分解能 と な ら んで

その 腫瘍の 浸潤能や転移能を左右す る重要 な形質の【L"
一

つ と考え

られ てい る
l〕

が
, 痛研究 に お い て比較的着手の 遅れ て い る分野

である . 最近
,
この 運動能 に関与す る因子と し て腫瘍細胞自身

が細胞外 に分泌 して 自 ら の 運動能を促進す る自己分泌型 の 自己

分泌型運動促進因子 (a u t o c ri n e m o tilit y f a ct o r , A M F)
2) 4 )

や オ
ー

トタ キシ ン (a u t o t a xi n )
5)(;)

, 浸潤刺激因子 (i n v a si o n s ti m ul a ti n g

f a cto r)
7川

,
遊走刺激因子 ( m i g r a ti o n sti m ul a ti n g f a c t o r)

即l))

, 解経

国子(di s s o ci a ti o n f a ct o r)
11 )

,
また傍 分泌型の 運動促進国子 と し

て分散因子 / 肝細胞増殖因子 ( s c a tt e r f a c t o r / h e p a t o c y t e

g r o w th f a c t o r , S F / H G F)
L2) 1 L. )

,
エ ビタ キ シ ン (e pit a xi n )

1 5一

, 肝細

胞増殖因丁様aiE
L

l (h e p a to c y t e g r o w th f a c t o r lik e p r o t ei n)
1 `')

,

C 3 b 様国■( ･
17)

,
線維芽細胞由来運動促進岡子 (丘b r o b l a s トd e ri v ed

m otility たI Ct O r)
仰

な どが 次々 と発見さ れ
,
こ れ ら の 運動促進閃

の 発現と牒瘍細胞の 浸潤 ･ 転 移能 との 関係が 次第 に明ら か に さ

れ つ つ あ る . また , 既 存の サ イ ト カ イ ンや 細胞外 マ トリ ッ ク ス

成分 の な か に も 運動促進活性 を有す るもの が 存在 し
l 醐

＼ 運 動

促進閃了
･

の A M F が 増 殖因子と し て 働く こ と も報告さ れ て い

る
21)

. しか しな が ら
,
こ れ ら の 運動促進園子の 作用機序は解明

さ れ て お らず
,
した が っ て 運動促進困了

･

の 定義や 分類は今な お

確立 して い な い の が実状 である .

一 方
,
口腔扁平 上皮癌で は腫瘍 の 発育先進部 の 浸潤様式が組

織学的悪性度を評価す る上 で 重要と さ れ
, J a c o b s s o n らの

22 '

分

類 を改訂 し たY a m a m o t o ら
2=う)
の 分類が 口腔外科領域で広く採用

平成1 0 年1 月2 0 日受付, 平成1 0 年 4 月 7 日受理
A b b r e vi atio n s : A M F , a u t O Cri n e m o tilit y f a ct o r; B S A , b o vi n e s e r u m alb u m i n; E a gl e

,

s M E M
,
E a gl e

,

s m in i m al

eS S e nti al m e diu m ; F B S , k t al b o vi n e al b u m i n; F n , 丘b r o n e ctin; G 6P I , gl u c o s e 6 - p h o s p h at e is o m e r as e; H G F , h e p a t o cy t e

g r o w th fa ct o r; P B S
, p h o s p h at e

N b uff e r e d s alin e; R T P C R , r e V e r S e t r an S C ri p ti o n
- P C R; S F , S C att e r fa ct o r; Ⅵ1, vi t r o n e ctin
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され て い る .
Y a m a m o t o ら はJ a c o b s s o n 分類 にお け る 高度浸潤

型の 4 型 を , 4 C 型 (索状の 胞巣を形成 し て浸潤する塑) と 悪性

度が さ ら に 高度 な 4 D 型 (胞巣 を つ く ら ず, び 慢性 に 浸潤する

型) と に 区分 した . 4 D 型の 腫瘍 は 周辺組織 へ び 漫性 に浸潤 し,

早期 に頚部リ ン パ 節 へ 転移す るた め , 制御が 極め て 困難で , 予

後が 不良 と な る場合が多 い . しか しな が ら
,
こ の よう な 高度浸

潤痛の 発生機序や そ の 生 物学的特性 に関し て は い まだ 不明な点

が多く, 腫 瘍細胞の 運動能と の 関連性も明ら か で は な い .

そ こ で , 本研究で は痛細胞の 運動能と浸潤様式 と の 関連 を明

ら か にす る目的で
,
浸潤様式の 異なる3 種類の ヒ トロ 腔扁平上

皮癌由来の 細胞株 O S C 2 0 (3 型)
24)

, O S C 1 9 (4 C 型)
25)

,
H O C 3 1 3

(4 D 型)
郎)27)

を用 い て , それ ぞれ の 細胞 の 運動能 を比較検討 し た .

ま た
,
こ れ ら の 細胞 に お ける 自己分泌型運動促進因子 A M F

l 卜 3)

と そ の レ セ プ タ
ー

( g p 7 8)
2 恥 :} 2 )
の 発現 に つ い て も検討 し た .

A M F は19 8 6 年 に Li o tta ら
2)
が ヒ ト悪性黒色腫細胞株 A 20 5 8 の 培

養液中か ら運動促進国子 を分離 して 命名したもの で ある が ,
最

近
,
W a t a n a b e ら

‥一3)
に よ っ て そ の

一 次構造 が解析 され , A M F は

解糖系酵素 の グ ル コ
ー ス 6

-

リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ (gl u c o s e 6
-

p h o s p h a te i s o m e r a s e , G 6 P I) お よ び 神経栄養因子 の ニ ュ
ー ロ ロ

イ キ ン (n e u r ol e u ki n) と同
一

で ある こ とが 明ら か に され て い る .

本研究で は さ ら に, 主 と して線維芽細胞 か ら分泌 さ れ 腫瘍細胞

の 運動を促進す る こ と が報告 さ れ て い る傍分泌型細胞運動促進

因子 の S F / H G F ,
お よ び細胞外 マ トリ ッ ク ス 成分で 細胞運動

促進括性を持 つ フ ィ ブ ロ ネ ク テ ン (丘b r o n e c ti n , F n)
34 卜 3 6) と ビ ト

ロ ネク チ ン ( vi tr o n e c ti n , V n )
37)hY 3≦1) が 口 腔扇平上皮痛細胞 の 運動

能に影響を及ぼす か どうか に つ い て も検討を行 っ た .

材料お よび方法

Ⅰ . 使用細胞と培養方法

実験 に は浸潤様式の 異な る3 種類の ヒ トロ 脛扁平 上皮痛細胞

株 O S C 2 0 , O S C 1 9 , H O C 3 1 3 を用い た . O S C 2 0
24,
は
,
5 8 歳女性

の 口 峡咽頭癌 の 頭部リ ン パ 節転移巣か ら 得 ら れ た細胞株 であ

り
,
ヌ

ー

ド マ ウ ス ヘ の 同所性移植 に より原発巣 と同
一

の 病理 組

織像が再現 さ れ
4 0)

,
浸潤様式 は 山本 ･ 小浜分類 の 3 型 に 分類 さ

れ て い る (国1刃 . O S C 1 9
25)
は
,
6 1 歳男性の 舌癌の 頚部 リ ン パ 節

転移巣か ら得 られ た細胞株で , 同様 に ヌ ー ドマ ウ ス へ の 同所性

移植 によ り原発巣 と同
一

の 病理 組織像 が再現 され
4t)}

, 浸潤様式

は 4 C 型 に 分類 さ れ る (図1B) . 両細胞株 は札幌医科大学医学部

口腔外科学講座の 小浜源郁教授, 横 井敏
一

博士か ら恵与 さ れ た .

H O C 3 1 3
2 t;) 2 7 )
は
,
5 1 歳女性 の 下顎歯肉か ら 口底 に お よ ぶ 扁平 上

皮癌 の 頚部 リ ン パ 節転移巣 か ら得 られ た 細胞株で あり原発巣の

浸潤様式 は4 D 型で あ る (図1 C) (徳島大学歯学部第
一

口 腔外科

学講座 の 力丸浩 一 助 致授 より恵与) .
こ れ ら の 細 胞は 10 % ウ シ

胎児血 清 (f e t al b o vi n e s e r u m , F B S) (U n it e d B i o t e c h n ol o gi c al ,

Vi c t o ri a
,
A u s tr ali a) , フ ア ン ギ ゾ ン2 . 5 m g /1 ( ブ リ ス ト ル マ イ ヤ

ー ズ
, 東京) , ペ ニ シ リ ン ･ ス ト レプ ト マ イ シ ン 混合液100 0 0 0

単位/1 (B i o Wh itt a k e r , W alk e r s vill e , U S A) を添加 し たイ
ー

グ ル

最小必須培地 (E a gl e
'

s m i n i m al e s s e n ti al m e d i u m
,
イ

ー

グ ル

M E M ) ( 日 水製薬) に て5 % C O 2 , 3 7 ℃ の 条件下で培養 した .

Ⅰ . 細胞運動能 の検討

1 . 金 コ ロ イ ド法

25 × 25 m m の カ バ
ー グ ラ ス (桧浪硝子, 大阪) を ジ エ チ ル エ

ー

テ ル : エ タ ノ
ー ル の 1 : 1 溶液で 洗浄 して 火 炎滅菌 を行 っ た

後
,
1 .0 % ウ シ 血清 ア ル ブ ミ ン (b o vi n e s e r u m alb u m i n , B S A )

Fi g . 1 . H i st ol o gi c al f e a tu r e s o f c a n c e r c ell li n e s e m pl o y ed ･ ㈱

A n o rth o t o pi c i m pl a n t of O S C 2 0 c ell s ･ T h e c ell s f o r m e
d th e

t u m o r n e st s (a r r o w h e a d s) 2 0 d a y s a fte r th e i n o c ul ati o n i nto

th e o r al fl 0 0 r O f th e 6 w e e k - 01d f e m al e B A L B / c n u / n u m i c e
J川

･

T h e h i st ol o gi c al f e a t u r e s w e r e si m il a r t o th o s e of th e p rir n a
ry

t u m o r . (B) An o rth ot o pi c i m pl a n t o f O S C 1 9 c ell s . T h e c ells

f o r m e d ty pi c al c o r d
-1i k e tu m o r n e s t s (a r r o w b e a d s) afte r h a vi ng

b e e n i n o c ul at e d i n t o th e n u d e m i c e . T h e h i st ol o gi c al f e at u r eS

w e r e si m il ar t O th o s e of th e p ri m a r y tu m o r . ( C) T h e o rigi n al

t u m o r
,
f r o m w h i c h H O C 3 1 3 c ell s w e r e d e ri v e d ･ T h e c el

ls

s h o w e d a w id e - S p r e a d i n v a si o n cl a s siB e d a s g r a d e 4 D ･
T h e y

i n v a d e d di仇1 Si v el y i n t o th e i n t e r stiti al ti s s u e fr o m th e
t u r n O r

n e st s (a r r o w h e a d s) . H O C 3 13 c ell s w e r e u n t r a n s pl a n t abl e
i n

n u d e m i c e . H E st a in . S c al e b a r i n di c at e s l O O FL m ･
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( Mil e s , K a n k a k e e , U S A) に浸漬 し, 次
い で エ タ ノ

ー ) V で 脱水 し

てB S A を 固着 した 後, 風乾 し た . 金 コ ロ イ ドは 蒸留水11 .O m l

に1 4 .5 m M の A u C 14 H l ･8 m l と , 3 6 .5 m M の N a 2 C O :i 6 .O m l を

加えて滅菌 ビ
ー カ

ー

に 入 れ て 加熱沸騰 さ せ る と 同時 に, 0 .1 %

ホル ム ア ル デ ヒ ド1 .8 m l をた だち に加え混和後, B S A 処理済み

カ バ
ー

グ ラ ス の 入 っ た3 5 m m 組織 培養用 シ ャ
ー

レ (岩城硝子 ,

船橋) に2 .O m l ず つ 分注 し, 3 0 分間放置 して グラ ス 面に 付着さ

せ た
41J

. リ ン 酸綬衛 生 理 食塩水 (p h o s p h a t e - b u ff e r e d s ali n e ,

P B S) ( 日水 製薬) で 過剰 な 金 コ ロ イ ドを2 回洗い 流 し た後 , 新

しい 35 m m シ ャ
ー レ に 入 れ換え, シ ャ ー レ あた り500 0 個 の 細

胞を培養液 2 m l に懸濁 し, 5 .0 % C O 2 気相下 , 3 7 .0 ℃で培 養 し

た. 運動能 の 測定 は細胞付着確認後か ら2 0 時 間後 に無作為 に

約50 個の 細胞 を抽出 して 写真撮影を行い , 細胞1 個当た りの 平

均運動面積を計測 した . まず
,
1 0 % F B S 加 イ

ー

グ ル M E M 培 地

にお ける各細胞 の 運動能を測定 し, 次 に以 下 の 条件で の 運動能

の測定 を行 っ た .

1) 無血滴下 にお ける運動能の 測定

無血清培地と して0 .1 % B S A 加イ ー グル M E M を使用 し た .

ただ し , 細胞の 播種か ら 1 時間は10 % F B S 加 イ ー グ ル M E M を

用い , ス ライ ドグ ラ ス ヘ の 付着 を確認 し た後 に0 .1 % B S A 加イ

ー グル M E M で3 回洗浄 し て新 しい 35 m m シ ャ ー レ に 入 れ換

え, 無血清培養を行 っ た .

2) G 6P I の 運動促進効果 の 検討

A M F に よ る運 動促進効果 を検討す る 目 的で
,
A M F と 同 d

の

ア ミノ 酸配列 を有す る G 6 P I
珊

を用い て 運動能の 測定を行 っ た .

すなわち, 1 , 1 0 また は10 0 単位/ m l の ウサ ギ G 6P I (Tサp e Ⅳ ,

Sig m a , S t .L o ui s , U S A ) を含む0 .1 % B S A 加 イ
ー グル M E M 中で

の各細胞 の 運動能を測定 した .

3) 抗A M F 抗体 によ る H O C 3 1 3 細胞の 運動抑制効果の 検討

抗マ ウ ス A M F ･

ウサ ギ ポ リ ク ロ
ー

ナ ル 抗体
33)

(群 馬大学医学

部整形外科学講座 の 渡辺秀臣講師か ら恵与) を M Ab T r a p G Ⅲ

(P h a r m a ci a
,
U p p s al a , S w e d e n) で精製 した . 蛋白濃度 はBi o R a d

プロテイ ン ア ッ セ イ (Bi o - R ad , Ri c h m o n d , U S A ) を用い て定量し

た. 最終イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 濃度 が 8 .8 p g/ m l と なる よう に (血

清1 % 相 当 量) 0 .1 % B S A 加 イ ー グ ル M E M に て 調 整 し
,

ⅢO C 31 3 細胞 の 運動 へ の 影響 を検討 した . 陰性 コ ン ト ロ ー ル に

は正常ウサ ギ血 清を同様 に分画 し等量 の イ ム ノ グロ ブ リ ンを涼

加して使用 した .

2 . トラ ン ス ウ ェ ル
･

チ ャ ン バ
ー

を用 い た細胞運動能測定

8 p m 孔の トラ ン ス ウ ェ ル ･ チ ャ ン バ
ー

(C o s t a r , C a m b rid g e ,

U S A) を用 い て
,
組換 え ヒ トH G F (B e ct o n D i c k i n s o n , B e df o r d ,

U S A) , ヒ ト血 祭 由来 F n (岩城硝子) , ヒ ト血 賛 由来V n (岩城硝

子) に対 する 各細胞株 の 遊走能を測定 した . す なわ ち
,
0 .1 %

B S A 加イ ー

グ ル M E M 培養 液で, 5 × 1 0
5

/ m l の 細胞浮遊液を調

製して
, 上 部チ ャ ン バ ー

に 5 × 10
4

個 の 細胞 (10 0 pl) を播種 し,

下郎チ ャ ン バ ー

に は0 .5
,
5
,
2 5

,
5 0 n g / m l の H G F , 5 0 p g/ m l

のF n ま た は 10 0 tl g/ m l の V n を 含 む 0 .1 % B S A 加 イ
ー

グ ル

M E M 培養液 を600 pl 加えて 5 % C O 2 気相下 , 3 7 ℃で9 時間培養

した. 次 い で 上 下 チ ャ ン バ ー の 培養液を除去 し, 小綿球 で トラ

ンス ウ ェ ル の フ ィ ル タ
ー

上 面を 拭い
,
4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ

ドで10 分間固定 の 後 , ギ ム ザ染色液 (武藤薬品, 東京) で 5 分

問核染色 を行 っ て 水洗乾燥 した. 最後 に メ ン プ レ ン を切り出し

てス ラ イ ドグ ラ ス に封入 した . 細胞運動能 の評価 は , フ ィ ル タ
ー

下面に移動 し て付着 した細胞を顕微鏡 N IK O N O P TI P H O
′

ト2

1 6 5

( ニ コ ン , 東京) の 20 0 倍率で 無作為 に30 視野 を観察 し
,
1 視野

あたり の 細胞数 (平均細胞数± S D) で 表 し た .

Ⅲ . A M F お よ び A M F レ セ プタ ー

遺伝子発現の解析

1 . ポ リ 仏)
十

R N A の 抽出

100 m m 組織培養用 シ ャ
ー レ (岩城硝子) で サ ブ コ ン フ ル エ ン

トと な っ た細 胞の 培養液を交換 し, 2 4 時 間後 にQ u i c k P r e p

m R N A 精製キ ッ ト(P h a r m a ci a , U p p s al a , S w e d e Il) を用い て ポ リ

(朗
十
m A を抽出 した .

2 . プ ラ イ マ
ー

お よ び プ ロ ー ブの 作製

H O C 3 1 3 細胞 の ポ リ( A)
十
R N A を鋳型 と し て T O Y O B O R T -

P C R キ ッ ト ( T o y o b o , 東 京) に よ り ニ ュ
ー ロ ロ イ キ ン

(n e u r ol e uld n)
42) 瑚
お よ び

J
9 - ア ク チ ン (a c ti n)

44)
の c D N A を作製 し

た .
ニ ュ

ー ロ ロ イ キ ン c D N A 増幅 用 プ ラ イ マ
ー

と し て
,
5
,
-

C G G C C A A G G A T C C T T C T G C -3
'

( c D N A 塩 基番号710 -7 2 8) と 5
,
-

C A C A G A G G A G G C T G C A G A T G - 3
'

( c D N A 塩基番号172 1 -1 7 0 2) ,

ま た /ヲ
ー ア ク チ ン c D N A 増 幅 用 の プ ラ イ マ ー

と し て は 5
,
-

G A C T G C A G T G G A T G A T G 〟Ⅰ甘Ⅰ
､

C G C C G C G -3
'

(c D N A 塩基番号

43 -6 2 に相当す る配列 に制限酵素 凡才 J 認識配列を融合 し た) と

5
'

↑G A T C T C C I T C T G C A G C C T G -3
'

(c D N A 塩 基番号993 -9 7 4) の

オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを D N A 合 成 装置 モ デ ル 39 2 ( A p pli e d

B i o s y s t e m s , C ali f o r n i a , U S A ) に よ り 合成 し, O P C カ ラ ム

仏p pli e d B i o s y s te m s) で 精製し た .

ニ ュ
ー ロ ロ イ キ ン お よ び

/
? -

ア ク チ ン と も上記 プ ライ マ
ー

を用い た 逆転写ポ リ メ ラ ー ゼ連銭

反応 (r e v e r s e tr a n s c ri pti o n
- P C R

,
R T P C R) 法 で そ れ ぞ れ約1 kb

の c D N A 断片を増幅 し使用 した . ま た A M F レセ プ タ ー の プロ

ー

ブ は2 本鎖c D N A
2"

(群馬大学医学部整形外科学講座の 渡辺 秀

臣講師より供与) か らヌ ク レ オ チ ドN o . 2 3 ～ 1 2 9 1 に相当す る断

片 を切 り 出 し て 使用 した .

3 . ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プリ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン

ポ リ 仏)
十

R N A 2 ll g また は5 p g を66 .7 % ホ ル ム ア ミ ド, 2 .9 3

M ホ ル ム ア ル デ ヒ ドで 5 分 間65 ℃ に て 変性 した の ち急冷し
,

1 .1 M の ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を含 む1 .5 % ア ガ ロ
ー

ス ゲ ル にて 電

気泳動を行 っ た 後, ハ イ ポ ン ド N
'

ナ イ ロ ン 膜 ( A m e r s h a m ,

B u c k i n g h a m s h i r e , U K ) に 転写 した . プ レ ハ イ プリ ダイ ゼ
ー

シ

ョ ン は5 0 % ホ ル ム ア ミ ド
,
5 × 食塩- リ ン 酸 ナ ト リ ウム ー エ チ レ

ン ジ ア ミ ン 四 酢酸液 (0 .9 M N a C l , 5 0 m M リ ン 酸~二水素ナ トリ

ウ ム p H 7 .7 , 5 m M E D
′

Ⅰ且) , 5 × D e n h al d t 液 (1 .0 % ポ リ ビ ニ
ー

ル ピ ロ リ ド ン
,
1 .0 % B S A

,
1 .0 % フ ィ コ ー ル) , 0 .5 % S D S

,

2 0 0 tl g / m l 変性 サ ケ精子D N A (S i g m a) の 組成よ り なる 15 .O m l

の 溶 液 にて 42 ℃ で4 時間培養 した . c D N A プ ロ ー ブ は P ri m e -I t

] ラ ン ダ ム プ ラ イ マ
ー

ラ ベ リ ン グ キ ッ ト (S t r a t a g e n e ,

C alif o r n i a
,
U S A ) と , [ α -

:} 2

p ] デ オ キ シ シ チ ジ ン ニミリ ン 懐

(A m e r s h a m ) を用 い て 標識し た . 未 反応 の 遊離 ヌ ク レ オチ ドの

除去 は N u c T r a p プ ッ シ ュ カ ラ ム (S tr at a g e n e) で行 っ た .
ハ イ

プ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン は

,
プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ

ー

シ ョ ン と 同 じ組

成 の 5 .0 mi の 溶液 に25 n g の
=一2
p 標識プ ロ ー ブ を加え て42 .0 ℃ で

20 時間行 っ た .
ハ イ プ リ ダイ ゼ

ー シ ョ ン 終了後, 2 × S S C (0 .3

M N a C l
,
0 .0 3 M ク エ ン酸 ナ ト リ ウ ム p H 7 .0) , 0 .1 % S D S にて

室 温で 20 分 間2 回, 4 2 ℃ で2 0 分 間2 回 , さ ら に0 .1 × S S C ,

0 .1 % S D S で 42 ℃で 2 回洗浄 し, バ イ オイ メ
ー

ジ ン グ ア ナ ラ イ

ザ
ー

F U J Ⅸ B A S l O O O (富 士フ イ ル ム , 浜松) に4 時間暴露 して

m R N A の 定量を行 っ た . また Ⅹ線 フ イ ル ム を 同
山

フ ィ ル タ
ー

晒

し
-

8 0 ℃ にて オ ー

トラ ジオ グ ラ フ イ
ー を行 っ た .

軋 A M F お よびA M ∬ レ セ ブタ † 蛋白発現 の解析
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蛋白 レ ベ ル で の A M F の 発現 を免疫組織化学染色 にて , A M 甘

レセ プ タ ー の 発現を ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法 にて 解析 した .

1 . A M F の 免疫組織化学染色

チ ャ ン バ
ー ス ラ イ ド(N u n c , N a p e rv ill e , U S A) に て細胞を疎な

状態で 3 日 間培養 し
,
培養液を除去 して1 時間風乾 の 後, ア セ

ト ン : メ タ ノ
ー ル の 1 : 1 溶液で 1 分間固定 し た . A M F の

一 次

抗体に は200 倍希釈 した抗 マ ウス A M F ･ ウサ ギ Ig G 抗体を4 ℃

で 15 時 間反応 させ ,
二 次抗体 は西洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ

ー ゼ

標識デ キ ス トラ ン 結合抗 ウ サ ギ I g G
･

ヤ ギ抗体 E N ⅥSI O N ( ダ

コ ジ ャ パ ン
,
京都) を便周 し た . 陰性 コ ン ト ロ ー ル に は

一

次抗

体と し て正 常 ウサ ギ の 血 清を用 い た . 発色 は3
,
3
'
- ジア ミ ノ ベ ン

チ ジ ン 四塩酸塩 (3 ,3
,
-di a m i n o b e n zi di n e t e tr a h y d r o c hl o rid e) (和

光純薬, 大阪) を使用 した .

2 . ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法

100 m m 組織培養用 シ ャ
ー

レで コ ン フ ル エ ン トの 状 態 に達 し

た 各細胞を P B S で 3 回洗 浄 し た 後 に5 m l の 無血 晴 イ
ー

グ ル

M E M に交換 して 更 に48 時間培養 し, P B S で リ ン ス 後 10 m l の

P B S を加えて セ ル ス ク レイ パ ー

で 剥離 し遠心分離を行 っ た . 細

胞沈渡を超音波破砕後
,

一 部を用い て Bi o - R ad プ ロ テ イ ン ア ツ

セイ で 蛋白定量 し
,
残り の 懸濁液 に等量の 5 % 2 - メ ル カプ ト ユ

タ ノ p ル 漆加 2 ×I . a e m mi i 緩衝 液 (4 % S D S , 5 0 0 m M T ri s - H Cl

p H 6 .8 , 2 m M E D T A p H 8 .0 , 4 0 % グリ セ
ロ ー ル

,
0 .02 % プ ロ ム フ

ェ ノ
ー

ル ブ ル
ー

) を加え, 1 ×L a e m mi i 埴衝 液, 2 .5 % 2 - メ )L/ カ

プ ト エ タ ノ
ー ル と した もの で 各細胞抽出液 の 蛋白濃度 が等 し

く な る よ う に調整 し
,
5 分 間の 煮沸後急冷 して 泳動サ ン プ ル と

した . 総蛋白 と して2 5 lユg をS D S - P A G E 後 , ポ リ 弗イヒビ ニ リ デ

ン(p oly vi n yli d e difl u o ri d e , P V I) F ) 膜I m m o b il o n - P ( M illi p o r e ,

B e d f o r d , U S A ) に 転写 し た . 転写後, P V D F 膜 を5 % ス キ ム ミ

ル ク
,
1 % B S A

,
0 .5 % ツ イ ー ン ー 2 0 (Bi o - R a d) を含 む P B S 中

で 室温3 時間 ブ ロ ッ キ ン グ後, 抗A M F レ セ プ タ
ー

抗体
31})

( ラ ッ

トモ ノ ク ロ
ー

ナ ル I g M : 群馬大学医学部整形外科学講座 , 渡辺

秀臣講師 より恵与) と 反応させ た .
二 次抗体 に は 西洋 ワ サ ビ ペ

ル オ キ シ ダ
ー ゼ 標 識 ウ サ ギ 抗 ラ ッ トI g M 抗体 (Z y m e d , S a n

F r a n ci s c o
,
U S A ) を用 い た . 抗原抗体反応終了後

,
0 .5 % ツ イ

ー

ン M

2 0 を含 むP B S で 1 5 分間, 6 回洗浄 して E C L (A m e r sh a m )

で 発光させ Ⅹ線 フ イ ル ム を感光さ せ た .

Ⅴ . 統計学的分析法

2 群間の 有為差はS tu d e n t の t 検定 を用い て 判定 し, 測定値 は

す べ て 平均値 ± 標準偏差 F ± S D) で 示 した .

成 績

Ⅰ. 金 コ ロ イ ド法に よる細胞運動能 の測定

1 . 血清添加培地 にお ける 運動能

1 0 % F B S 加 イ ー グ ル M E M 培 地 で の 各期胞 の 運動面積 は ,

O S C 2 0 細胞で は 28 .8 ± 1 4 .1 ( × 1 0 0 p m り(図2A) , O S C 1 9 細胞で

は43 .6 ± 2 4 .6 ( × 1 0 0 u m
2

) (図2 B) , H O C 3 1 3 細胞 で は168 .0 ±

9 8 .1 ( × 1 0 0 p m り(固2 C) であり, 浸潤様式が高度に な る に従い

高い 運動性を示 し た (囲3) .

2 . 無血 清培地 に お ける運動能

一

方 ,
0 .1 % B S A 加無血清 の イ ー

グ ル M E M 培 地 にお ける 平

均運動面積 は , O S C 2 0 細胞 で 16 .9 ±7 .1 ( × 1 0 0 p m
2

) , O S C 1 9

細胞で は1 5 .0 士 4 .4 ( × 1 0 0 u 皿り で あ っ たの に対 し て ,
H O C 3 1 3

細胞で は106 .0 ± 5 2 .0 ( × 1 0 0 1 1 m
2

) で , 血清添加培地 に比 べ る

とい ずれ も運動能は低下 し たが , H O C 3 1 3 細胞 は無血清培地 に

お い て も高 い 運動能 を有 し て い た (図4) .

Ⅱ . A M F の作 用と発現

1 . A M F お よ びA M F レ セ プタ
ー 発 現

A M F m R N A の 発現 を解析す る た め ,
まず

,
H O C 3 1 3 細胞ポ

リ(朗
十

R N A を鋳 型と し て ⅣトP C R 法で 増幅され た コ
ー

デ ィ ン グ

域 を373 D N A シ ー

ク エ ンサ
ー

仏p pli e d B i o s y st e m s) で 確認した

Fig . 2 . P h a g o ki n e si s o f t u m o r c ell s . C ell s w e r e pl a t e d
o n

g old p a rti cl e
-

C O a te d g l a s s e s a n d i n c u b a t e d i n E a gl e
r
s M E M

w ith l O % F B S . A fte r a d h e si o n
,
C e ll s w e r e i n c u b at e d f o r 2 0 h r ･

a n d t h e n c ell m o tility w a s m e a s u r e d a s d e s c rib e d u n
d e r

M a t e ri al s a n d M et h o d s . 仏) O S C 2 0 , (B ) O S C 1 9 c ell s , a n d (C)

H O C 3 1 3 c ell s . T y pi c al ph o t o g r a ph s ar e P r e S e n t e d . S c al e b ar

i n d i c at e s l O O FL m .
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と こ ろ塩基配列 は ヒ トA M F エ キ ソ ン の 配列 と 同
一

で ある こ と

が確認さ れ た .
こ れ を プ ロ ー

ブ と し て ノ
ー

ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ

リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン を行 っ た と こ ろ
,
い ず れ の 細胞 に も2 .O k b の

位置にA M F c D N A と 強く
ハ イ プリ ダイ ズす る バ ン ドを認め た .

また , H O C 3 1 3 細胞 は約4 .O k b の 位 置に も比較的強 い シ グナ ル

を認めた が , O S C 2 0 細胞 と O S C 1 9 細胞で は4 .
O k b の バ ン ドは

検出され な い か また は微弱であ っ た (図5A) . ノ9 - ア ク チ ン の 発
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一打e e

a r e a s w e r e r a n d o m l y s el e ct e d a n d m e a s u r e d . E a e h c ol u m n

r e p r e s e n ts 盲 ± S D/ c ell/ 20 h r .
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S e ru m
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-

C O at e d g l a s s e s i n E a gl e
l
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ad h e si o n
,
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現量か ら補正 し, イ メ
ー

ジ ン グ ア ナ ラ イザ ー B A S l O O O に て 4 ･O

k b の バ ン ド を 定 量 し た と こ ろ O S C 2 0 : O S C 1 9 :

E O C 3 1 3 = 1 0 0 : 8 2 : 4 2 9 で あり, 無血 清下 で の 各細胞 の 運動能

の 程度 の 強 さ と 類似 して い た . A M F レ セ プ タ
ー

m R N A の 発現

は H O C 3 1 3 細胞 と O S C 2 0 細胞 で強く ,
O S C 1 9 細胞 は 弱か っ た

(図5 B) .

2 . A M F 蛋白 の 発現

免疫組織化学染色 に より, H O C 3 1 3 細胞で は, 主 と して 培養

細胞 の 偽足棟突起 の 先端部か ら基部 にか けて A M F が 顆粒状 に

集積 して 認 め ら れ ,
核周囲も僅 か なが ら 染色 さ れ た (図6 B) ･

一 方
,
O S C 2 0 細胞 と O S C 19 細胞 は抗 A M T 抗体 で は 染色さ れな

か っ た .

3 . A M F レセ プタ
ー

蛋白 の 発現

ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法 に より, A M F レセ プタ
ー

鹿p 7 8) の 発

現 は H O C 3 13 細胞 は 著しく高く ,
O S C 2 0 細胞 で も僅 か に検出さ

れ たが
,
O S C 1 9 細胞で は特 に バ ン ドは認め ら れ なか っ た . また

,

1 50 k D a の 位置 に も抗 A M F 抗体 と 反応する バ ン ドが観察さ れ ,

そ の シ グ ナ ル 強度 は H O C 3 1 3 細胞 ,
O S C 1 9 細胞, O S C 2 0 細胞

の 順 であ っ た (図7) .

Fig . 6 . S t ai n f o r A M F . (A) N e g a ti v e c o n t r ol ･ C e ll s w e r e

t r e a t e d w i th n o r m al r a b bit I g G . (B) A M F st ai n . An ti r A M F

p ol y cl o n al r a b b it a n tib o d y (Ig G ) w a s u s e d a s th e p ri m a r y

a n tib o d y . A M F i m m u n o r e a c tivi ti e s w e r e m a r k e d a s g r an u
l ar

p a rti cl e s l o c ali z e d i n p s e u d o p o di a ( a r r o w h e a d s) ･ S c al e b a r

i n di c a te s l O F L m .

4 . G 6 P I の 細 胞運動促進作用

A M F と 同
一

の ア ミ ノ 酸配列を有す る G 6P I を培 養液に添加し

た と こ ろ
,
H O C 3 1 3 細胞 で は 濃度依存的に運動性が克進 し 100

単位/ m l で 約1 .6 倍 と なり, G 6 P I ( M F) の 運動促進効果が確

認さ れ た . しか し
,
G 6 PI に対す る O S C 2 0 細胞 の 反応性 は低く

,

約1 .2 倍 の 増 大が 認 め ら れ た にすぎな い . O S C 1 9 細胞 に 対する

G6 PI の 運動促進効果 は認 め ら れ な か っ た (図8) .
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( 卯7 8) w a s cl e a d y m a rk e d i n O S C 2 0 an d H O C 3 1 3 b u t n o ti n

O S C 19 c ell s . T h e n a t u r e o f 1 5 0 k D a p r o t ei n s th a t r e a ct e d wi th
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●
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r
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,
C ell s w e r e fu r th e r i n c u b a te d i n E a gl e

l
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,
10

,
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▲
,
H O C 31 3;

○
,
O S C 19 ; 叫 , O S C 2 0 .

*
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o u t G 6PI ･
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富 士 SD

(n 王 5 0) .
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5 . 抗A M F 抗体 に よ る癌細胞の 運動抑制

G 6PI 仏M F) に よ る運動性促進が著明 に認め られ た H O C 3 1 3

細胞を 剛 - , ウサ ギ抗 A M 旧抗体 I g G 分 画の 存在下 に細胞運動

能を測定 した と こ ろ , H O C 3 1 3 細 胞 の 平均運動面積 は4 6 .0 ±

1 1 .6 ( ×1 0 0 p m
2

) と なり, 抗体を添加 し ない 場合の 平均運動面

積の 98 .7 ± 3 2 .3 ( × 1 0 0 p m り と比較 し て50 % 以下 に運動が抑

制され た . また
,
陰性 コ ン トロ ー

ル と して正 常 ウサ ギ の Ig G を
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W e r e s e e d e d i n th e u p p e r c h a m b e r o f T r a n s w ell i n E a gl e
-
s

M E M c o n t ai n i n g O .1 % B S A . R e c o m b i n a n t h u m a n H G F / S F
W a S a d d e d i n th e l o w e r c h a m b e r a s a c h e m o a ttr a c t a n t at

C O n c e n t r a ti o n s of O . 5
,
5
,
2 5 0 r 5 0 n g / m l i n E a gl e

.
s M E M

C O nt ai ni n g O .1 % B S A . C e11 s w e r e i n c u b a te d f o r 9 h r
,
an d th e n

th e c ell s th at p e n e t r a te d 8 FL m P O r e
-

Si z e d B lt e r a n d r e a c h e d
th e l o w e r c h a m b e r w e r e c o u n t e d u n d e r m i c r o s c o p e i n
r a n d o m l y s el e ct e d 3 0 i n di v i d u al fi el d s . ▲ , H O C 3 1 3; ◎

,

O S C 1 9; 鞠 , O S C 2 0 . * p < 0 .00 1 v e r s u s c o n t r ol wi th o u t H G F .

･ ･

P < 0 ･0 0 1 v e r s u s c o n t r o l . V al u e s a r e p r e s e n t e d a s 盲 ± S D

(n 岩 3 0) .

1 6 9

用 い た場合 の 平均運動面積 の 74 .8 ± 2 6 .8 ( × 10 0 p m
2

) と比較 し

て もそ の 60 % 程度 に運動が抑制さ れ て い た (図9) .

Ⅲ . H G F
,
F n

,
V n の 細胞運動能促進効果

H G F に対す る細胞遊走能を測定 した と こ ろ, H O C 3 1 3 細胞 と

O S C 2 0 細 胞 の 走 化性 は と も に 濃度依存性 に増大 し , 特 に

H O C 3 1 3 細胞 の 遁走性克進 は顕著 で あ っ た . しか し
,
O S C 1 9 細

胞 は H G F に対 し て反応を示 さ な か っ た ( 図10) . F n とV n に対
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-fi eld s . 闘

,
O S C 2 0; 閻 ,

O S C 1 9; 凶 ,

H O C 31 3 . N D
,
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S D (n = 3 0) .
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f a c t o r ( H G F) d e ri v e d fr o m n ei gh b o ri n g fib r o bl a s t s a n d to
丘b r o n e c ti n (F n) an d vi tr o n e c ti n (Ⅵl) p r e s e n t i n th e p e ri ph e r al

Sit e s o f th e t u m o r n e st .
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す る遊定性 は H O C 3 1 3 細 胞と O S C 1 9 細胞 で 認め ら れ た . 特 に

H O C 3 1 3 細胞 は い ず れ に対 L て も高 い 応答性を示 し, 多数の 細

胞が 下 層チ ャ ン バ
ー

に 移行 した .
O S C 2 0 細胞は F n , V n の い ず

れ にも反応を示 さな か っ っ た (図11) .

考 察

金コ ロ イ ド法 は, 創b r e c h t ,B e u hl e r ら
41)

に よ っ て 最初 に報告

さ れ た細胞の 運動能 を培養系で計測する方法で , 細胞の 運動面

積 の 記 録 に よ り 方 向性 を 持 た な い ケ モ カ イ ネ シ ス

(c h e m o ki n e si s) を定量するもの で ある . こ の 方法で 認識 さ れ る

腫瘍細胞 の 運動能 は そ の 転移能と よく相関 し
l-

, 腫瘍 細胞 の 産

生 する運動因子 の ア ツ セ イ に も活用 され てい る . 本研究 に お い

て
,
金 コ ロ イ ド法で 浸潤様式 の 異 な る3 種類の 口 腔扁平上 皮癌

細胞株 (図1A 且 C) の 運動能 を測定 した と こ ろ , 血清存在 下 で

の 運動能 は , 浸潤様式が高度 である ほ ど癌細胞の 運動能も高い

こ と が示 さ れ た (図2 , 3) . また , H O C 3 1 3 細 胞 は無血 清下 で も

高い 運動能 を有 して い た (図4) こ と か ら, 自己分泌型 の 運動促

進因子を産生 し て い る 可 能性 が示唆 さ れ た . I s bi s a ki ら
26)
は
,

H O C 3 1 3 細 胞 が A M F レセ プタ
ー を多量 に発現 し て お り, ま た

A M F の 活性 を阻害す る百 日咳毒素を作用 さ せ る こ と に よ っ て

H O C 3 1 3 細胞 の 運動能 が低下 した こと か ら , H O C 3 1 3 細 胞の 運

動を促進す る国子 はA M F で は ない か と予測 し て い た . 本研 究

に お い て , A M F と同
一

ア ミ ノ酸配列を有す る G 6 P I を作 用さ せ

た と こ ろ
,
4 D 型 の ⅢO C 3 1 3 細胞 は 濃度依存的 に運動性 が克進

し た ( 図8) . さ ら に ,
抗 A M F 抗体 に よ っ て 無血情状態 で の

H O C 3 1 3 細 胞 の 運 動性 が抑制 さ れ た (図 9) . し た が っ て
,

H O C 3 1 3 細 胞の 高浸潤性 の 少なく とも
一

部 は 自ら が 産生 ･ 分泌

す るA M F に よ る もの と結論 さ れ た . A M F を 含め 自己分泌型 の

運動促進因子の 報告 は これ まで い ずれ も悪性黒色腫 や腺痛由来

の もの で あり, 扇 平上 皮痛が自己分泌型 の 運動促進因子 を産

生
･ 分泌 して い る こ と を実証 し た の は 本研究 が初め て で ある .

A M F の m R N A の 発現を ノ
ー

ザ ン プ ロ ッ ト法で検討 した と こ ろ ,

H O C 3 13 細 胞で 特 に 強く A M F m R N A の 発現 が 認め ら れ ,
ま た

A M F の 免疫組織化学染色に よ っ て H O C 3 1 3 細胞 の み で偽足突

起部 に M F 蛋 白の 局在が 確認 さ れ た ( 囲6 B) . ま た 旭 F レ セ

プ タ
ー

g P 7 8 蛋 白の 存在量 は H O C 3 1 3 細胞 ≫ O S C 2 0 細 胞 ≫

O S C 1 9 細胞 で あり (図刀, G 6 P I に対す るそ れ ぞ れ の 細胞 の 反応

性 (図8) と よく
一 致 して い た .

本研 究で 行 っ た A M F m R N A の 解析で は, い ず れ の 細胞 に お

い て も2 .O k b の バ ン ドが 認め ら れ た の に 対 して , H O C 3 1 3 細 胞

だ け は4 .O k b の 位 置 に も強 い バ ン ドを認 め ( 図5 A) , こ れ が

A M F 蛋 白量 と よく相関 して い た . 最近
,
A M F , G 6 PI と ニ ュ

ー

ロ ロ イ キ ン が 同 じ単 一 遺伝子 に由来す る蛋白産物 である こ と が

明ら か に さ れ た
㍊

｣ H allb o o k ら
45)

は
,

ニ ワ トリ ニ ュ
ー ロ ロ イキ

ン の ノ ー ザ ン プ ロ ッ トで も2 .
5 k t) と4 .O k b の 2 つ の位置 に バ ン

ドを認め , 4 .O k b の バ ン ドは神経組織 に発現 しや すい と 報告 し

てい る . 2 .O k b と4 .O k b の 違い は現在 の と こ ろ明 らか で は な い

が
,
2 .O k b m R N A は ハ ウ ス キ

ー ピ ン グな転写単位 と して G 6 PI

を コ
ー

ドし , 4 .O k b m R N A が A M F / ニ ュ
ー ロ ロ イ キ ン を コ

ー

ドし てい る可能性が考え られ る .

一 方 ,
A M F レ セ プ タ

ー

の 発 現 は
,
m R N A レ ベ ル で は

H O C 3 1 3 細胞 と O S C 2 0 細胞 で 強く, O S C 1 9 細 胞 で 弱く認 め ら

れた (国5B) . 蛋白 レ ベ ル で は ,
抗 A M F 抗体 と反応する78 k D a

の 蛋白 短p7 8) は H O C 3 1 3 細 胞で 最も多く ,
O S C 2 0 細胞 で 少 な

か っ た が
,
O S C 1 9 細胞で は 認め られ なか っ た .

マ ウ ス 悪性黒色

腫で は
,
A M F レ セ プ タ

ー

の 発現 は高転移株 の ほ うが 低転移株

より低 い と の 観察 か ら , 腫瘍細胞の 運動能 はA M F レセ プタ ー

の 量よ りも細胞 に お ける レセ プ タ
ー

の 分布状態や後 レ セ プタ ー

シ グナ ル 伝達経路 の 違い に 関連 して い る の で は な い か と の 可能

性も示唆 さ れ て い る
46)

. しか し
,
本研 究 の 結果か ら は , A M F

レ セ プ タ
ー 蛋 白の 発現量 が G 6P I を作 用さ せ た際 の 各細胞の 運

動促進効果 (図7 , 8) に よく相関 して い た こ とよ り, A M F に対

する各細胞 の 応答性の 相違 は レ セ プ タ
ー

蛋白 の 存在量の 差によ

る もの と 考え られ た . と こ ろで
, 宿主 由来 の 運動促進因子とし

て は
,
S F / H G F が 線維芽細胞 より分泌 さ れ ,

多く の 上 皮系正

常細胞や癌細胞 の 運動性を傍分泌的に克進さ せ る こ と が 多く報

告 さ れ て い る
12)1 3】47 ) 4 鋤

. また A M F は 細胞 に偽足形成を誘導し
,

そ の 部分 で ラ ミ ニ ン 受容体 や F n 受容 体 の 数が 増す こ と が知ら

れて い る
l)

. 筆 者 は 巨
艦 瘍先進部 に お い て は周囲の 線維芽細胞

か ら の 傍分泌型因子 や細胞外 マ トリ ッ ク ス に よ る細胞運動 へ の

影響が 大きい と考えら れ る こ と か ら ,
ト ラ ン ス ウ ェ ル ･ チ ャ ン

バ ー を用 い て こ れ ら 因子 の各細胞 の 遊走性 へ の 影響を検討し

た . そ の 結果 ,
S F / H G F は H O C 3 1 3 細胞 と O S C 2 0 細胞 の 遊走

性を濃度依存的に先進 させ た ( 図10) .
こ れ に対 し

,
O S C 1 9 細

胞の 遊 走能 はS F / H G F に よ り影響を受け な か っ た . また ,

ⅢO C 3 1 3 細 胞 は F n お よ び V n に よ り顕著 な遊走性克進を示し

(図11) , こ の 細 胞が A M F だ けで は な く, 他 の 運動促進因子に

村 して も高 い 感受性 を有 し て い る こ と が 示 さ れ た . 4 C 型の

OS C 19 細 胞は A M F
,
S F / H G F の い ず れ に対 して も感受性を認

め な か っ た が
,
F n や V n に 対 して 遊走性 を示 し た ( 図1 1) .

O S C 1 9 細胞 は 血 清存在 下 で は O S C 2 0 細胞 よ りも高い 連動能を

示す (図3) こ と を考えあわ せ ると , 生体 内に お ける4 C 型痛細

胞 の 運動能 は血清中に含まれ る他の 運動促進国子 や細胞外マ ト

リ ッ ク ス 成分 に よ っ て 制御 され て い る可 能性 が示唆さ れ た .

一

方, 3 型 の O S C 2 0 細胞 はJ M F や S F / H G F の 濃度 に依存して若

干の 運動性 の 克進が認 め ら れ, こ れ ら の 運 動促進因子 に対して

感受性を有 し て い る こ と が 示 さ れ た (図8 , 1 0) . しか し , その

運動能は H O C 3 1 3 細胞 に比 べ て 極め て 低く, F n や V n に対する

遊走性は ほ と ん ど認め られ なか っ た (図11) . ま た , 血 清存在下

で もそ の 運動能 は3 種 の 細 胞の うち最も低く (図2 , 3) , 3 型癌

細胞 は各種 の 運動促進因子 に対 し て 感受性が低 い と 考え られ

た .

以 上 の 結果 か ら ,
口 腔扁平上皮痛で は痛 馴包の タ イ プ によ っ

て そ の 運 動能 が大きく異 な っ てお り , ま た 各種 の 運動促進国子

に対する感受性 にも差があ る こ と が判明 した . 筆者は , この よ

うな運動能の 遠い が 口腔扁平上皮痛 の 浸潤様式を左右する
一

因

で は な い か と 推察す る . 特 に高度浸潤癌 の 4 D 型の 癌細胞では,

A M F な どの 自 己分泌型運動促進因子を自 ら産生
･ 分泌 し て運

動能を高 め る と と も に, ひ と た び 同質 へ 侵 入 す る と ,
S F /

H G F ,
F n

,
V n な どの 正常宿主組織由来 の 運動促進国子 によ っ

て さ らに 運動性が増強 され る た め, び 漫性 に深部組織 へ 浸潤し,

早期 に転移す る の で は ない か と考えら れ る (図12) . 今後, こ
の

ような自己分泌性ある い は 傍分泌性 の 運動促進因子 を分子標的

と した皮潤
･ 転移抑制が痛治療手段 の

一

つ と なり得るもの と期

待 さ れ る .

結 論

浸潤様式 の 異 な る 3 種類 の 口腔扁平 上 皮癌 由来 の 細胞株
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(O S C 2 0 , O S C
1 9

,
H O C 3 13 ) を用い て細胞 の 運動能を比較検討

すると と もに , 当該運動能 を司る と考えら れ る 運動促進因子 に

っ き解析し た結果, 以 下 の 結論を得 た .

1 . 最も悪牲度 の 高 い 浸潤様式4 D 型 に 分類 さ れ る H O C 3 1 3

細胞は, 浸潤様式3 型の O S C 2 0 細 胞や4 C 型の O S C 1 9 細胞 に 比

べ て高い 運動能を有 して い た .

2 .
H O C 3 1 3 細胞 は, A M F と A M F レ セ プタ ー を コ ー

ドす る

皿R N A お よ び こ れ ら の 蛋 白産物を強く発現 して お り, ま た ,

瓜仰 の 濃度 に依存 して 運動性が克進 し, さ ら に抗A M f 抗体 に

ょり運動能が中和 さ れ た こ と か ら, H O C 3 1 3 細胞 の 高い 浸潤性

の少なく とも
一

部 は こ の 細胞自身が産生 ･ 分泌す るA M F に よ

っ て担わ れ て い る こと が 示 され た .

3 .
H O C 3 1 3 細胞の 運動 はS F / H G F , F n , V n によ っ て も促

進さ れ, 正 常宿主組織由来 の 運動促進因子 に対 して も高い 感受

性を有 して い るもの と 考え られ た .

4 . 4 C 型 に分類 さ れ る O S C 1 9 細胞 は
,
A M F

,
S F / H G F の

い ずれ に対 して も感受性を示さ なか っ た が , 血 清 や , F n , V n

により連動性 の 克進 を認め , O S C 1 9 細胞の 運動性 は血 清中に含

まれる他の 運動促進国子や細胞外 マ トリ ッ ク ス 成分に よ っ て 制

御さ れて い る可 能性が示唆 され た .

5 . 3 種の 細 胞 の う ち 最も悪性度 が低 い 3 型 に 分類 さ れ る

O SC 2 0 細胞 は
,
A M F

,
S F / H G F に対す る 感受性を有 して い た

が
,
こ れ ら 因子 に よ る運動性克進 の 程度 は低く

,
また F n や V n

によ る遊走克進 は認め られ なか っ た .

したが っ て , 以 上 の 結果 か ら , 口腔扁平 上皮癌で は癌細胞 の

タイプ によ っ て そ の 運動能 と各種 の 運動促進因子や細胞外 マ ト

リ ッ ク ス に対す る 感受性が異な っ て い る こ と が 明 らか に さ れ ,

その遠い が浸潤様式 に反映 して い る もの と 結論さ れ た .
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,
1 9 7 3

2 3) Y am am O t O E , M i y ak a w a A , K o h am a G . M o d e of i n v a si o n

a n d l y m p h n o d e m e t a s t a si s i n s q u a m o u s c ell c ar Ci n o m a of th e

O r al c a vi ty . H e a d N e ck 6 : 93 8
-9 4 7

,
1 9 8 4

2 4) Y o k oi T , H i r at a S , N i s h i m u r a F , M iy a k a w a A , O d 亜 m a T ,

K o h am a G
,
M o c h i z u ki Y . S o m e p r o p e rti e s of a n e w l y e s ta b li s h e d

h u m a n c ell li n e d e ri v e d f r o m a o r al s q u a m o u s c a r ci n o m a .

T u m o r R e s 2 5 : 9 3 -1 0 3
,
1 9 9 0

2 5) Y o k o i T , H o m m a H , O d aji m a T . E s t a bli s h m e n t a n d

C h ar a Ct e ri z ati o n o f O S C 1 9 c ell li n e i n s e r u m -

a n d p r o t ei n
- f r e e

C ultu r e . T u m o r R e s 2 4 : 1 -1 7
,
1 9 8 8

2 6) I sh i s a ki A
,
O id a S

,
M o m o s e F , Am a g a s a T , Ri ki m a ru K ,

I c h ij o H , S a s a k i S . I d e n tifi c a ti o n a n d c h a r a c t e ri z a ti o n o f

a u t o c ri n e m o tili ty f a c t o r
-1ik e a cti vit y i n o r al s q u a m o u s c ell

C ar Ci n o m a c ell s . I n t J C an C e r 5 9 : 7 8 3 q 7 88 , 1 9 9 4

2 7) T a d o k o r o K , U e d a M , O h s h i m a T , F ujit a K , Ri k i m ar u K ,

T al (a h a s h i N
,
E n o m o to S

,
T s u c h id a N . A c也v a ti o n of o n c o g e n e s

i n h u m an O r al c a n c e r c e11 s; a n O V el c o d o n 1 3 m u t ati o n of c
- H - r a S -1

a n d c o n c u r r e n t am p 皿 c a ti o n s o f c
-

e H ) B -1 an d c - m y C . O n c o g e n e

4 : 4 9 9 -5 0 5
,
1 9 8 9

2 8) R a z A , B e n - Z e e v A M o d ul a ti o n of th e m e t a st ati c c 叩 a bilitY

i n B 16 m el a n o m a b y c ell sh a p e . S ci e n c e 2 2 1 : 1 3 0 7
-1 3 1 0

,
1 9 8 3

2 9) N a bi I R , R a z A . C e11 s h a p e m o d ul ati o n al t e r s gl y c o sil a ti o n

O f a m e ta st ati c m el a n o m a c ell - S u rf a c e an ti g e n . I n t J C an C e r 4 0 :

3 9 & 4 0 2
,
1 9 8 7

3 0) N ab i I R , W a t an a b e H , R a z A . I d e n tifi c ati o n o f B 1 6 - F I

M el a n o m a a u t o c ri n e m o tility
-1ik e f a c to r r e c e pt o r . C a n c e r R e s

5 0: 4 0 9 -4 1 4
,
1 9 9 0

3 1) S ill e tti S , W a t an a b e H , H o g a n V , N a b i I R , R a z A .

P u r 述c a也o n o f B 1 6 - F l m el an O m a a u t O C ri n e m o tility 血 c to r a n d it s

r e c e p t o r . C an C e r R e s 5 1 : 3 5 07
-3 5 1 1

,
1 9 9 1

3 2) W at a n a b e H , C ar m i P , H o g an V , R a z T , S ill e tti S , N ab i I R ,

R a z A . P u ri五c ati o n of h u m a n t u m o r c ell a u t o c ri n e m o tility f a c to r

an d m ol e c ul a r cl o n i n g of it s r e c e pt o r . J B i oI C h e m 2 6 6 : 1 3 4 4 2 -

1 3 44 8
,
1 9 9 1

3 3) W at a n a b e H , T a k e h a n a K
,
D a t e M

,
S h i n o z a ki T

,
R a z A .

T u m o r c ell a u t o c ri n e m o tili ty f a c t o r i s th e n e u r o l e u k i n /

p h o s ph o h e x o s e i s o m e r a s e p oly p e p ti d e . C a n c e r R e s 5 6 : 2 9 6 0 -

2 9 63
,
1 99 6

3 4) M u r a t a J , S ai k i I , Y o n e d a J , A z u m a I . D i ff e r e n c e s i n

C h e m o ta xi s t o 丘b r o n e c 血 in w e a kly an d h igh 1y m e t a st a也c t u m o r

C e11 s . J p n J C a n c e r R e s 8 3 : 1 32 7 - 1 33 3 , 19 9 2

3 5) M c C a r th y J B , F u r c h t L T . L a m i n i n a n d fib r o n e c ti n

p r o m o te th e h a pt o t a c ti c m i g r a ti o n of B 1 6 m o u s e m el a n o m a c e11s

i n vi tr o . J C e11 B i o1 9 8 : 1 4 7 4 - 1 4 8 0
,
1 9 8 4

3 6) A k i y a m a S K , 0 1 d e n K , Y a m a d a K M . F ib r o n e c ti n a n d

i n te g ri n s i n i n v a si o n an d m e ta st a si s . C a n c e r M et a st a si s R e v 14:

17 3 - 18 9
,
19 9 5

3 7) H a y m a n E G , P i e r s c h b a c h e r M D , O h g r e n Y , R u o sl ah ti

E rk ki . S e ru m Sp r e a di n g 由.ct o r ( vit r o n e c ti n) i s th e c ell s u rf a c e

an d i n ti s s u e s . P r o c N atl A c a d S ci U S A 8 0 : 4 0 0 3 -4 0 07
,
1 9 8 3

3 8) B a s a r a M L , M c C a r th y J B , B a r n e s D W , F u r c h t L T .

S ti m u l a ti o n o f h a p to t a x i s a n d m i g r a ti o n o f t u m o r c ell b y s e ru m

S p r e a di n g 血c to r . C an C e r R e s 4 5 : 2 4 8 7
-2 4 9 4

,
1 9 8 5

3 9) U m e z a w a K , A s a k u r a S , Ji n Y , M a t s u d a M . L o c ali z a ti o n of

vi t r o n e c ti n an d 丘b r o n e c ti n r e c e pt o r s o n c ult u r e d h u m a n gli o m a

C ell s . B r ai n R e s 6 5 9 : 2 3 -3 2
,
1 9 9 4

4 0) K a w a s hi ri S , K u m a g ai S , K oji m a K , H ar a d a H , Y am am OtO

E . D e v e l o p m e n t o f a n e w i n v a si o n a n d m e t a s t a si s m o d el of

h u m a n o r al s q u a m o u s c ell c a r ci n o m a s . E u r J C a n c e r B O r al

O n c o1 3 1 : 2 1 6 - 2 2 1
,
1 9 9 5

4 1) A l b r e c h t - B u e h l e r G , L a n c a s t e r R M . A q u a n tit a ti v e

d e s c ri p ti o n o f e x t e n si o n an d r et ru Cti o n of s u rf a c e p r o t ru Si o n s i n

S p r e a di n g 3 T 3 m o u s e 丘b r o b l a st s . J C ell B i o1 7 1 : 3 7 0 -3 8 2 , 1 9 76

4 2) G u r n e y M E , H ei n ri c h S P , L e e M R , Yi n H . M ol e c ul ar

Cl o ni n g a n d e x p r e s si o n o f n e u r o tr o p h i c f a c t o r f o r s pi n al a nd

S e n S O r y n e u r O n S . S ci e n c e 2 3 4 : 5 6 6
- 5 7 4

,
1 9 8 6

4 3) G u rn e y M E , A p a t o fE B R , S p e a r G T , B a u m el M J , An tel JB ,

B a ni a M B
,
R e d e r A T . N e u r ol e u ki n

,
A I . y m p h o ki n e p r o d u c t of

l e c ti n sti m ul a t e d T c ell s . S ci e n c e 23 4 : 5 7 4 - 5 8 1
,
1 9 8 6

4 4) P o n t e P , N g S Y , E n g el J , G u n n i n g P , K e d e s L .

E v ol u ti o n a ry c o n s e rv a ti o n i n th e u n t r a n sl a te d r e gi o n s of a cti n

m R N A s ; D N A s e q u e n c e o f a h u m a n b e t a
-

a Cti n c D N A . N u cleic

A ci d s R e s 1 2 : 1 6 8 7 -1 6 9 6
,
1 9 8 4

4 5) H all b o o k F , P e r s s o n H , B a rb a n y G , E b e n d al T .

D e v el o p m e n t a n d r e gi o n al e x p r e s si o n of c h i c k e n N e u r ol e u ki n

( G l u c o s e -6 - p h o s p h a t e i s o m e r a s e) m e s s e n g e r R N A . J N e u r o s ci

R e s 2 3 : 1 4 2 -1 5 1
,
1 9 8 9

4 6) W a t a n a b e H , N a bi I R , R a z A . T h e r el a ti o n s hi p b e tw e e n

m o tility f a ct o r r e c e pt o r i n te rn ali z ati o n a n d th e l u n g c ol o niz ati oh

C a P a City of m u ri n e m e l a n o m a c ell s . C a n c e r R e s 5 1 : 2 6 9 9
-27 05 ,

1 99 1

4 7 = i an g W G , H all e tt M B , P u n ti s M C A . H e p at o c y t e g r o w th

f a c t o r / s c atte r f a ct o r
,
1i v e r r e g e n e r ati o n an d c an C e r m et a St aSis ･

B r
･

J S u r g 8 0 : 1 3 6 8 -1 3 7 3 , 1 9 9 3

4 8) R o s e n E M , M e r o m s k y L , S e tte r E , V in t e r D W , G old b e rg

I D . P u rifi e d s c a tt e r f a c t o r sti m u l a t e s e pith eli al a n d v a s c u
l a r

e n d o th eli al c ell m i g r a ti o n ･ P r o c S o c E x p B i oI M e d 1 95‥ 3 4
-4 3
･

1 99 0
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C e11 M otilit y F a ct o r s I n v oI v e d i n t h e I n v asi v e n e s s of H u m a n O r al S q u a m o 11 S C ell C ar Ci n o m a H i r o ki H ar ad a
,

D e p ar
t m e n t O f o r al a n d m a xill o f a ci al s u rg e r y , S c h o o l o f M e d i ci n e , K a n a z a w a U n i v e rs lty , K a n a z a w a 9 2 0

- 8 6 4 0
-

J ･ J u z e n

M ed S o c . , 1 07 , 1 6 3
-

1 7 3 ( 1 9 98)

K e y w o r d s a u t o c ri n e m o tili ty f a c t o r , 色b r o n e c ti n , m O d e o f i n v asi o n , O r al sq u a m o u s c e 11 c ar Ci n o m a , S C att e r f a c t o r

A b s t r a ct

T h e p r e s e n
t s tu d y w a s c o n d u c t e d t o cl ari fy th e m e c h an i s m th at d et e r mi n e s th e m o d e o f i n v a si o n o f h u m a n o r al s q u a m o u s

c e11 c ar ci n o m a s . T h r e e c e11 1i n e s d e ri v e d fr o m h u m a n or al s q u a m o u s c ell c a r ci n o m a s w i th d iff e r e n t m o d e s of i n v asi o n w e r e

as s a y ed f o r t
h ei r a b ili ty t o m lg r a t e O r i n v a d e i n vi tr o ･ T h e c e ll li n e s e m p l o y

e d w e r e H O C 3 1 3
,
O S C 1 9 a n d O S C 2 0 c ell s

,
W h i c h

r e sp e c ti v e
l y d e ri v e fr o m o r al t u m o rs of th e h i g h e s t ( g r a d e 4 D) , hi g h ( g r a d e 4 C) a n d m o d e r a t e ( g r a d e 3) i n v a si v e n e ss , A

p
h ag o k
i n e si s as s a y w ith g old p a rti cl e s d e m o n st r a te d th at , a m O n g th e th r e e c ell li n e s , th e r at e of m ig r ati o n i n s e ru m

- C O n tai n l n g

m edi a w a s r a n k e d i n th e f oll o w l n g O r d e r : H O C 3 1 3 ≫ O S C 1 9 > O S C 2 0 . I n s e r u m fr e e m e di a
,
H O C 3 1 3 c e ll s al s o e x hi b ite d

a hig h m o tili ty r a t e , W h e r e as O S C 1 9 a n d O S C 2 0 c ell s m l g r a t e d t o m u c h l e s s e r e x te n ts , S u g g e S tl n g th a t th e H O C 3 1 3 c e11 s

pr o
d u c e m o tility

f a c to r s th at a c t o n th e m s el v e s i n a n a u to c ri n e m a n n e r ･ N e x t
,
th e n at u r e o f this a c ti v ity w a s i n v e s tl g a te d ･

N o rth e rn b l o t a n al y si s r e v e al e d th a t th e g e n
e c o d i n g f o r a u t o c ri n e m o tili ty f a ct o r ( A M F) w a s e x tr e m el y s tr o n g ly e x p r es s e d i n

H O C 3 1 3 c ell s; t W O P r O m i n e n t h y b rid i zi n g b a n d s w e r e d e te c te d at 2 ･O a n d 4 ･O k b . O n th e o th e r h a n d
,
O S C 1 9 c e11 s e x p r e ss e d

th e 2 .O k b m R N A sp e ci e s at a l o w l e v e l , a n d O S C 1 9 c e11 s h ad b a r el y d e t e c t a bl e a m o u n ts o f A M F m R N A . A M F p r o tei n s w e r e

cl e ar 1 y m a r k e d b y i m m u n o hi s to ch e m i c al s t ai n l n g W i th a n ti
- A M F a n ti b o di e s i n H O C 3 1 3 c e11 s

,
b ut n o t i n O S C 1 9 a n d O S C 2 0

c ell s; th e i m m u n o r e a c tl V l ty W a S l o c ali z e d i n p s e u d o p o di a i n a g r a n ul a r p a tte rn . m R N A e n c o d i ng A M F r e c e pt o r w a s d e t e c t e d

at a hi g h l e v el i n H O C 3 1 3 a n d O S C 2 0 c ell s , a n d a t a l o w l e v el i n O S C 1 9 c ell s . I n W e s te rn bl o ttl n g , A M F r e c e p to r p r ot ei n s

(g p 7 8) w e r e d e t e c te d a t a h ig h l e v el i n H O C 3 1 3 c ell s , at a l o w l e v el i n O S C 2 0 c e11s , a n d n o t a t all i n O S C 1 9 c e ll s ･ R ela ti v e

a m o u n ts o f th e A M F a n d A M F r e c e p t o r p
r o te i n s i n th r e e c ell li n e s w e r e w ell c o r r el a t e d w i th th e i r m o tili ty r a t e s . T h e

m lg r ati o n o
f H O C 3 1 3 c ell s i n s e ru m - fr e e m e di a w a s m a r k e dl y b l o c k e d b y a n ti

- A M F a n ti b o di e s . F u r th e r
,
e X O g e n O u Sly ad d e d

glu c o s e 6 r p h o s p h ate is o m e r a s e , W h i c h i s k n o w n t o h a v e th e s a m e a m i n o a ci d s e q u e n c e a s A M F , S ti m ul at e d H O C 3 1 3 c e11

m o tility l n a d o s e
- d e p e n d e n t m a n n e r . T h e s e r e s u l ts i n di c ate th at A M F w o u l d a t l e a s t p a rtly a c c o u n t f o r th e h ig h m o ti 1i ty o f

H O C 3 1 3 c ell s
,
a n d th i s i s th e fi r st d e m o n s tr a ti o n th a t s q u a m o u s c ar Ci n o m a c e ll s p r o d u c e a n a u to c ri n e fa ct o r th a t i n d u c e s th ei r

O W n m Otili ty . T h e p r e s e n t s t u d y al s o e s ta b li s h e d th e e ff e c ts o f h e p at o c y t e g r o w th f a c to r ( H G F) / s c a tt e r f a c t o r ( S F) a n d

e x tr a c ell u l a r m a tri x c o m p o n e n ts s u c h a s fib r o n e c ti n a n d vit r o n e c ti n o n th e c h e m o t a x i s o f th e o r al s q u a m o u s c ar Ci n o m a c ell s .

H G F / S F s ti m u l a t e d i n a d o s e d e p e n d e n t m a n n e r th e H O C 3 1 3 c ell m l g r a ti o n th r o u g h 8 p m p o r e si z e d filt e r t o th e h ig h e st

e x te n t . O S C 2 0 c ell s e x h i b it e d a m o d e r at e m l g r a ti o n to w a rd H G F / S F , W h il e O S C 1 9 c ell s di d n o t r e sp o n d t o it . Fi b r o n e c ti n

a n d vi tr o n e c ti n w e r e al s o f o u n d t o sti m u l a te th e m l g r a ti o
n o f H O C 3 1 3 c ell s .

T h e m l g r a ti o n o f O S C 1 9 c e11 s w as m u c h l e s s

afft c te d b y fib r o n e c ti n a n d v itr o n e c ti n , a n d O S C 2 0 c e ll s f ail e d t o r e s p o n d at a11 . T h e r e s u lt s o b t ai n e d s u g g e s t th at f o r h u m a n

O r al sq u a m o u s c ell c a r ci n o m a s , th e g r e a t e r th e y e x p r e s s A M F a n d it s r e c e p to r , a n d th e h ig h e r th ei r r e s p o n si v e n e s s t o p a r a c ri n e

H G F / S F a n d to e x t r a c ell ul a r m a tri x c o m p o n e n ts li k e fi b r o n e cti n a n d v i tr o n e cti n th e m o r e i n v a si v e th e y b e c o m e ･ T h e p r e s e n t

S tud y w o u l d th u s s e e m t o e x pl ai n th e b a si s o f th e i n v a si o n a n d m e t a s ta si s o f o r al s q u a m o u s c ell c a r ci n o m as ･ T h e s e m o tility

f a ct o r s c a n th e r e f o r e b e r e g a rd e d a s p o te n ti al m o l e c u l a r t a r g et s i n fu t u r e tr e at m e n ts o f th e s e s ti11 1i ft
- th r e a t e n l n g O r al c a n c e r s ･


