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研究成果の概要（和文）：口腔扁平上皮癌における Maspin は 64.8%に陽性所見を認めたが、陽

性症例では陰性症例に比べて生命予後が良好であった。一方で、高度浸潤能を持つがん浸潤様

式（山本・小浜分類）4D 型では Maspin 発現の減弱を認めた。また、uPA/uPAR システムに

おける Maspin 発現は、uPA/uPAR 発現と逆相関し、uPA(+)/uPAR(+)/Maspin(-)の場合に最も

浸潤能が強く、生命予後が最も悪い組み合わせであることが判明した。 
 
研究成果の概要（英文）：Maspin expression in oral squamous cell carcinoma (OSCC) was 
detected in 64.8%. Patients with positive maspin expression had a significantly better 
prognosis. In contrast, maspin expression was lower in mode of invasion 
(Yamamoto-Kohama Critria) 4D type with high invasive potential. Moreover, Maspin 
expression showed a negative correlation with uPA/uPAR expression in the uPA/uPAR 
system. Expression pattern, uPA(+)/uPAR(+)/Maspin(-), exhibited a stronger invasive 
potential and the worst survival rate than other invasive grades of OSCC. 
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１．研究開始当初の背景 

難治性口腔扁平上皮癌は、高度ながん浸潤・

転移を来たし、外科療法・放射線療法・化学

療法を主体とした集学的治療を行ったとし

ても救命できない場合が多い。この難治性因

子は様々な遺伝子の発現変化により引き起
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こされると報告されている。これらの遺伝子

の多くは、特定の転写因子によって制御され

ており、多くの転移関連遺伝子やアポトーシ

ス抑制遺伝子の発現を制御している。これら

のことから、がんの悪性化において浸潤、転

移および薬剤耐性は個々に進行する面もあ

るが、一連の現象として遂行されている可能

性が考えられる。本研究は口腔扁平上皮癌の

悪性化の指標としてよく用いられているが

ん浸潤様式山本・小浜分類が、浸潤・転移能

に関わる細胞外マトリックス分解に働くプ

ロテアーゼの阻害因子である Maspin に与え

る影響を検討するものである。これまでの報

告では、がん細胞が悪性化の最も強い要素で

ある浸潤・転移能を強く持つ過程において、

上皮間葉移行との関連が認められており、そ

の上皮間葉移行のがん細胞性質が山本・小浜

分類の Grade４D に相当することが分かって

いる。また、浸潤・転移能には細胞外マトリ

ックス分解が強く働いており、同分解を抑制

する Maspin の働きが注目されている。Maspin

は口腔扁平上皮癌での新しい治療戦略のタ

ーゲットとして、予後因子として有用である

可能性が高いと考えられる。 

 

２．研究の目的 

とくに uPA/uPAR を抑制する働きがある

Maspin を用いて臨床病態学的所見による治

療法の選別を検討しており、がん浸潤様式山

本・小浜分類に基づいたがん悪性化の系統的

研究を進める。その系統的研究の一例として、

これらがん浸潤・転移に対して深く関わる因

子として、予後因子マーカーとして利用する

ことや浸潤・転移を制御する治療薬を臨床の

場で応用することを目的に本研究を行った。 

 

３．研究の方法 

（1）免疫組織化学染色法 

口腔扁平上皮癌における手術摘出による組

織を用いて、Maspin、uPA/uPAR タンパクと

浸潤関連因子との相関を検討することで、臨

床病理学的に特徴を捉える。実験対象として

は、金沢大学附属病院歯科口腔外科を

1988-2006 年に受診し、外科切除術を受けた

患者 54 名を対象とした。 

 

ⅰ)材料： 

Anti-maspin antibody (Lab Vision, USA) 1:300 

dilution 

Anti-uPA antibody, Anti-uPAR antibody 

(American Diagnostica Inc., USA)  1:200 

dilution 

 

ⅱ)評価： 

30%以上陽性所見があるものを positive とし

て、それ以下は Negative とした。 

 

（2）In vito では、これまでの研究成果から浸

潤様式由来が明確な細胞株 6 種を用いて、各

細胞株における遺伝子発現およびタンパク

発現を検討し、浸潤様式との関連を検討した。

また、siRNA 処理により Maspin 発現をノッ

クダウンさせた細胞株を組み入れて、3D 浸

潤モデルを作成し、Maspin の浸潤能について

比較検討した。 

ⅰ)細胞株 6 種 

Grade 3: 2 種 HSC-4, OSC-20 

Grade ４C：2 種 OSC-19, OTC-04 

Grade 4D: 2 種 HOC313, TSU 

細胞培養：各細胞株は10%ウシ胎児血清と1%

ペニシリン-ストレプトマイシンを添加した

最小必要培地 MEM（Sigma-Aldrich）にて

5%,CO2, 37℃の条件下で培養した。 

 

ⅱ)Reverse transcriptase-PCR 法 

Primer: 



 

 

uPA: 5’-CGG TGC ATG CAG TGT AAG 

AC-3’(forward), 5’-AGC AGG AGA CAT CAA 

TGT GG—3’(Reverse) 

uPAR: 5’-AAG GAC TAC AGC GCT GAC 

AC—3’ (forward), 5’-AAC TCC TGC 

AGG CTT CAG TC—3’(Reverse) 

Maspin: 5’-CAG GCA CAA CAA AAC TCG 

AA—3 (forward),5’-AAT CGG CAT CCA CAG 

AAA AG —3’(Reverse) 

ß-actin: 5’-GAA AAT CTG GCA CCA CAC CTT 

—3 (forward), 5’- TTG AAG GTA GTT TCG 

TGG AT—3’(Reverse) 

 

ⅲ)Western blotting 法 

タンパク質の抽出は研究時間の節約から

M-Per（PIERCE）を用いて行った。Apply 量

は 25ug として統一した。 

抗体はそれぞれ Maspin, uPA, uPAR, ß- actin を

用いた。 

 

ⅳ）siRNA 処理  

Maspin siRNA(Qiagen)濃度 5nM にて 48 時間

のトランスフェクションを行い、RT-PCR お

よびWestern blotting法にてノックダウン率を

コントロール群と比較して計測した。 

 

ⅴ)3-D invasion model assay 

BD バイオコートマトリゲルインベージョン

チャンバー（BD Bioscienes）を用いて各がん

細胞の浸潤能を検討した。0.1%BSA 添加無血

清 Eagle-MEM を用いて 5 x 104/mL の細胞浮

遊液を作り、チャンバー上室に各細胞株を 2.5 

x 104個（500 μl）ずつ播種し、24 時間培養し

た。光学顕微鏡（x100）にてメンブレン下面

に観察された細胞を浸潤細胞として細胞数

を計測した。また、バイオコートコントロー

ルインサート（BD Biosciens）を用いて同様

の操作を行い、メンブレン下面に観察された

細胞を移動細胞として細胞数を計測した。浸

潤率は浸潤細胞数/移動細胞数 x 100 として

計算した。 

 

４．研究成果 

細胞外マトリックス分解に働くプロテアー

ゼ阻害因子 Maspin 発現とがん浸潤様式との

関連性を検討したデータを元に、細胞外マト

リックス分解に働くプロテアーゼ uPA, uPAR

の発現も加えて比較検討した。これまでのが

ん浸潤様式(山本・小浜分類)に基づいた系統

的研究の中でその由来が明確な口腔扁平上

皮癌細胞株 6 種を実験に供し、Maspin、uPA, 

uPAR 発現を遺伝子レベルとタンパク質レベ

ルで調べ、浸潤様式との関連を検討した。そ

の結果、最も浸潤能が高い 4D 型由来の細胞

株では、他の浸潤様式に比較すると、Maspin

発現が減弱していた一方で、uPA, uPAR の発

現亢進が認められた。また、Maspin siRNA に

より maspin 機能減弱させたがん浸潤様式 3

型由来 HSC-4 細胞株を用いて、3D 浸潤モデ

ルを利用した invasion assay をしたところ、コ

ントロール群に比べて、Maspin siRNA 群では

浸潤能亢進を有意に認めた。また in vivo では、

金沢大学附属病院歯科口腔外科を受診した

口腔扁平上皮癌患者より得られた病理組織

切片 54 症例を対象として Maspin, uAP, 

uPAR をそれぞれ一次抗体とした免疫組織化

学的染色法に取り組んだ。その染色結果では、

浸潤様式が高くなるにつれて Maspin 発現は

減弱する一方で、uPA, uPAR の発現亢進が認

められた。さらに Maspin-/uPA+・uPAR+の症

例群が最も予後不良な組み合わせであるこ

ともわかり、Maspin 発現は浸潤・リンパ節転

移に逆相関を認め、反対に uPA, uPAR は正の

相関を示していることがわかった。これらの

ことより、Maspin, uPA, uPAR の発現が予後



 

 

予測因子として利用できる可能性を示唆し

た。 
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