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研究成果の概要（和文）：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、腫瘍間質の線維芽細胞と腫瘍血管の役割を解明するため、抗癌剤と血管新生阻害剤を投与し検討した。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ベバシズマブを用いて、癌の増殖と浸潤、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 o
f oral cancer can be reproduced, we investigated the inhibitory effects of anti-fibroblastic agent and ang
iogenesis inhibitor on invasion and metastasis. A highly invasive and metastatic human oral squamous cell 
carcinoma cell line, OSC-19, was implanted into the tongue or oral floor of nude mice, and tranilast or be
vacizumab were administered to the mice after the implantation. The effects of each drug on cancer invasio
n and metastasis were investigated. Tumor size and the ratio of proliferating cell nuclear antigen positiv
e cells were significantly reduced. The rate of metastasis in the cervical lymph node was significantly de
creased. The tumor stage progression in the metastatic lymph nodes was also inhibited. The use of anticanc
er agent and angiogenesis inhibitor considering these effects may be clinically very useful.
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１．研究開始当初の背景 
当教室では先代の教授である山本が、1983
年に新しい浸潤様式分類を発表（Yamamoto 
E. et al.: Cancer 51: 2175-2180, 1983.）して
以来、口腔癌の浸潤像と転移や予後との関連
性についての研究を行ってきた。その結果、
臨床病理学的には浸潤像が転移や予後と最
も相関する因子であることが明らかになり、
浸潤機序の解明が治療成績の向上につなが
るものと確信し以後は基礎的研究を併せて
行っている。浸潤機序を解明するには再現性
のある実験モデルを用いた研究が必須であ
る。しかし、口腔領域ではそのモデルに乏し
く、忠実に生体での現象を再現できるものは
なかった。そこで、研究代表者の川尻は、ヌ
ードマウスの口腔内に口腔癌を移植する正
所性移植法を用いた in vivo の浸潤・転移モ
デルを作製したところ、このモデルにおいて
は臨床における浸潤や転移の病態を忠実に
再現できることが判明した（Eur J Cancer, 
Oral Oncology 31B(4): 216-221, 1996）。本研
究計画においては、通常の臨床で用いている
抗癌剤および最近臨床応用が期待される血
管新生阻害剤および線維芽細胞増殖抑制剤
が口腔癌の増殖、浸潤や転移を抑制する効果
を有するか否か、この自然転移モデルを用い
て検討する。 

 
２．研究の目的 
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である。
しかしながら、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 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。そこでわれわれ
はこの間質成分の何が浸潤・転移に関与して
いるのか、具体的に検索するとともに、その
影響を検討し、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。
これまでわれわれは in vivo の浸潤・転移モ
デルを開発し、臨床での浸潤像と類似の浸潤
像を再現するとともに、頸部リンパ節への転
移を再現することに成功している。本研究で
はこのモデルを用いて、線維芽細胞増殖抑制
剤や血管新生阻害剤を使用し、腫瘍の間質を
抑制した際に、癌の浸潤や転移が抑制される
のか否か検討し、癌の浸潤や転移に腫瘍間質
や血管・リンパ管の果たす役割を明らかにす
る。血管新生阻害剤はアバスチン、線維芽細
胞増殖抑制剤トラニラスト（現在術後の瘢痕
形成抑制やケロイド治療薬として市販され
臨床ですでに用いられている）を用いる。な
お、トラニラストは腫瘍間質の線維芽細胞の

増殖を抑制すると共に血管新生も阻害する
ことが明らかとなっている。また同様に、腫
瘍の縮小効果、浸潤様式のダウングレード、
リンパ節転移抑制効果、抗癌剤の組織学的抗
腫瘍効果との関係やその機序についても検
討する。 

 
３．研究の方法 
口腔癌の浸潤過程における腫瘍間質およ
び血管・リンパ管新生について検討する。用
いる浸潤・転移モデルに関する基礎的な研究
は既に行われており、本年度は以前の報告に
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口腔内に移植
し、移植後経時的にマウスを採取して、その
間質および血管・リンパ管像を観察する。 
通常の病理組織切片での腫瘍間質および
血管・リンパ管像の観察以外に、墨汁還流法
および血管・リンパ管の観察のため血管とリ
ンパ管をそれぞれ染め分けることが可能な
ALP-5’nase２重染色法を用いる予定である。
すなわち、墨汁還流法では生体墨汁をマウス
の心尖より還流後に屠殺、組織を採取し、通
法に従いパラフィン包埋してブロックを作
製、そこから 100μm の組織切片を作製し、
キシレンにて透明標本とする。この方法の利
点としては、確実に血管のみが染色されるこ
と、厚みのある切片を用いることにより、血
管の立体的構築像が観察できる点にある。 
また、血管内皮細胞に特異的な CD31、CD34
抗体、リンパ管に特異的な LIVE-1 抗体や
D2-40 抗体を用いた免疫染色法による観察も
行う。同部位の薄切切片を同時に作製し、腫
瘍の性状と血管・リンパ管の構築を交互連続
切片で比較検討し、経時的な腫瘍と血管・リ
ンパ管の変化を詳細に調査する。腫瘍間質の
変化についてはアザン染色を行い間質コラ
ーゲン量の変化を検討するとともに、間質中
の線維芽細胞の性質の変化についても検討
する。 また、MMP-2 の発現、FGF-2 の発現、
α-SMA の発現を免疫組織化学染色し、それぞ
れ検討する。 
繊維芽細胞増殖抑制剤、血管新生阻害薬に
よる浸潤や転移の阻止実験をヌードマウス
の浸潤・転移モデルを用いて口腔扁平上皮癌
細胞を移植して行い、浸潤や転移における腫
瘍間質および血管新生の意義について明ら
かにしていきたい。すなわち、血管新生阻害
剤にはアバスチンを、線維芽細胞増殖抑制剤
にはトラニラストを用いる。なお、トラニラ
ストは腫瘍間質の線維芽細胞の増殖を抑制
すると共に血管新生も阻害することが明ら
かとなっている。腫瘍の縮小効果、浸潤様式
のダウングレード、リンパ節転移抑制効果の
他に血管構築像、血管数、血管の大きさや形
態の観察、リンパ管の変化を詳細に調査する。
また、増殖細胞核抗原（PCNA）抗体、上皮成
長因子（EGF）および血管内皮細胞増殖因子
（VEGF）抗体 、血管内皮細胞に特異的な CD31、
CD34 抗体、リンパ管に特異的な LIVE-1 抗体



やD2-40抗体を用いた免疫染色するとともに、
腫瘍間質の変化についてはアザン染色を行
い間質コラーゲン量の変化を検討するとと
もに、間質中の線維芽細胞の性質の変化につ
いても検討し、浸潤や転移に腫瘍間質や血
管・リンパ管の果たす役割を明らかにする。 
 
４．研究成果 
口腔扁平上皮癌の浸潤と転移を臨床に近
い状態で再現できる正所性移植モデルを用
いて、特に日常の臨床で使用している抗癌剤
に増殖のみならず、浸潤や転移に対する抑制
効果があるのか否かを検討した。高浸潤高転
移性のヒト口腔扁平上皮癌細胞株の OSC-19
細胞をヌードマウスの口底もしくは舌に移
植した後に、シスプラチンまたはペプロマイ
シンを移植後 7日目または 14日目に投与し、
各抗癌剤ならびに各投与時期の違いによる
腫瘍増殖に対する効果、浸潤に対する効果、
転移に対する効果について検討した。増殖抑
制効果では抗癌剤投与により平均 38％の腫
瘍縮小効果が認められ、PCNA 陽性細胞率も有
意に低下した。対照群の口底腫瘍は 4C 型の
浸潤様式を呈していたが、抗癌剤投与群の浸
潤様式は 3型が 72.7〜81.8％と多く、いわゆ
る浸潤様式の抗癌剤投与によるダウングレ
ードが認められ、抗癌剤投与によって腫瘍の
浸潤抑制効果が観察された。対照群の頚部リ
ンパ節転移形成率は 90.9％であったのに対
して、抗癌剤の 7日目投与群ではリンパ節転
移形成率は 45.5％と有意に低下し、また転移
リンパ節内での腫瘍進展度も抑制されてい
た。すなわち抗癌剤投与により腫瘍の増殖の
みならず浸潤や転移を抑制していた。 
線維芽細胞増殖抑制剤（トラニラスト）を
用いて OSC-19 細胞（浸潤様式４C型）を移植
したモデルでの同様の検討をした結果でも、
増殖、浸潤、転移にそれぞれ抑制効果が認め
られた。また、血管新生阻害剤（アバスチン）
を本モデルに同様に使用し、増殖、浸潤なら
びに転移抑制効果の有無についても検討を
行った。その結果では、増殖、浸潤、転移に
それぞれ一定以上の抑制効果が認められた。
しかしながら、本剤においては特に局所腫瘍
の増殖に対しての効果が大きく、それにつれ
て浸潤や転移の時期が遅くなっている印象
であった。 
しかしながら、同様に線維芽細胞増殖抑制
剤（トラニラスト）と血管新生阻害剤（アバ
スチン）を高浸潤性のヒト口腔扁平上皮癌細
胞株の OLC-01 細胞（浸潤様式 4D 型）をヌー
ドマウスの口底もしくは舌に移植したモデ
ルを用いた結果では、移植腫瘍の大きさの平
均はコントロール群とトラニラスト投与群、
アバスチン投与群では差が認められなかっ
た。リンパ節転移に関しても両群に差は認め
られなかった。病理組織像で移植腫瘍がトラ
ニラスト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、
腫瘍組織の低酸素状態を観察するために低
酸素誘導性因子 HIF-1α抗体を用い免疫染色
を行ったところトラニラスト投与群で陽性
率が高かった。さらに、間質および血管・リ
ンンパ管を検討した。また、通常の病理切片
での腫瘍間質および血管・リンンパ管の観察
以外に、血管とリンパ管をそれぞれ、血管内
皮細胞マーカーである CD34 抗体、リンパ管
内皮細胞マーカーに D2-40 抗体を用いた、免
疫組織化学染色を行った。その結果では浸潤
像と血管の密度やリンパ管の密度との間に
は関連性が認められなかったが、腫瘍の増殖
脳との関連を認めた。また、間質の線維芽細
胞の性質の変化についても検討した。その結
果、浸潤が高度になるにつれて、腫瘍細胞の
みならず間質線維が細胞にも、MMP-2 発現の
上昇、FGF-2 発現の上昇、α-SMA の発現が上
昇した。したがって、口腔扁平上皮癌の浸潤
時には癌細胞のみならず、間質線維芽細胞も
浸潤のサポートをしていると考えられた。ま
た、これらの間質反応を線維芽細胞増殖抑制
剤であるトラニラストや血管新生阻害剤で
あるアバスチンにより抑制することで、癌細
胞の浸潤や転移を抑制する可能性が示唆さ
れた。 
今回の結果から、浸潤様式４C 型の癌細胞
で浸潤・転移にも効果が見られた抗癌剤（シ
スプラチン）、線維芽細胞増殖抑制剤（トラ
ニラスト）と血管新生阻害剤（アバスチン）
が、しかしより高悪性度の４D 型の癌細胞で
は、増殖には若干効果を認めるものの、それ
ぞれ単剤では浸潤や転移には効果が見られ
なかった。現在はトラニラストやアバスチン
と抗癌剤（シスプラチン）との併用の実験を
行いそれぞれの効果を検討している。 
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