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研究成果の概要（和文）：従来の Jakobssonらの提唱した浸潤様式分類の 4型を 4C型と 4D型に

細分類したわれわれの浸潤様式分類は、口腔扁平上皮癌の臨床での重要な予後因子となってい

る。本研究では in vitro および in vivo の両方の浸潤モデルを用いた浸潤増殖像の検討、お

よび in vivo では浸潤モデルにおける浸潤像とリンパ節転移との関係についてそれぞれ検討

した。また、口腔癌の臨床組織を用いた免疫組織化学的研究も行った。免疫染色の結果では浸

潤様式が高度になるにつれて、癌胞巣周囲の基底膜の 4 型コラーゲンの連続性の消失と細胞間

接着分子の E-cadherinの消失を認めた。また高度浸潤癌では各種の MMPの発現亢進と低酸素で

発現する HIF-1αの発現の更新を認めた。In vitro の浸潤モデル実験には３種類の口腔扁平上

皮癌細胞株 OCS-20細胞 (浸潤様式 3型), OSC-19細胞 (浸潤様式 4C型),  HOC-313細胞 (浸潤

様式 4D 型)を用いた。その結果、コラーゲンゲルを用いた in vitro 浸潤モデルにおいて各癌

細胞の浸潤能に応じた浸潤像を再現することに成功し、浸潤様式が高度になるにつれゲル中へ

のび漫性の浸潤を認めた。また、浸潤様式 4D型の HOC-313細胞ではコラーゲンゲル中に線維芽

細胞を入れない状態でも、同様にび漫性の浸潤を認めた。これらの細胞の運動能を検討した結

果、浸潤能の高い細胞で浸潤時に AMF の高い発現を観察した。In vivo の浸潤実験では、マウ

スの舌に正所性移植すると OSC-20細胞と OSC-19細胞では、臨床で観察される浸潤像を再現す

ることが可能であった。また、OSC-19細胞ではリンパ節転移も再現できた。HOC-313 細胞では

移植に matrigel を使うことで一時的には移植が可能であった。さらに、OLC-01 細胞を用いる

ことで浸潤様式 4D型の浸潤像を再現できることが判明した。 
 
 
研究成果の概要（英文）：We have been studying the mode of cancer invasion as the important 
prognostic factor in patients with oral squamous cell cancer. Grade 4 of mode of invasion 
proposed by Jakobsson was subclassified into grades 4C (Cord-like type) and 4D (Diffuse 
type). The purpose of this study is to immunohistochemically and experimentally elucidate 
this modified grading system for the mode of invasion. Materials and methods used are 
human cancer materials and in vitro and in vivo invasion model by using 3 cell lines; 
OCS-20 (Gr.3), OSC-19 (Gr. 4C) and HOC-313 (Gr. 4D). In immunostained human cancer 
materials, the higher the grade of the mode of invasion was, the less continuous the type 
4 collagen was, and the less E-cadherin was. Majority of diffuse invasive cancers (Gr. 
4C and 4D) expressed MMPs and HIF-1. In cell invasion assay, HOC-313 showed the greatest 
motility (AMF). Cell lines cultured on 3T3 fibroblast-embedded collagen gels showed 
similar invasion pattern to their origin. Among them, only HOC-313 showed invasion even 
if fibroblast was not embedded. OSC-20 and OSC-19 implanted orthotopically in the tongue 
of nude mice grew and metastasized to lymph nodes. Their histologic appearance was similar 
to that of the origin. HOC-313 grew temporarily for several months by support of matrigel. 
In recent study, cell selected OLC-01 (Gr.4D) produced lethal tumorgenicity in nude mouse 
with similar histology to the origin.  
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１． 研究開始当初の背景 
 

研究代表者の山本は、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、研究分担者の川尻は、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）。今回は口腔扁平上
皮癌の臨床組織での免疫組織化学的検索と
この in vitro および in vivo の浸潤モデ
ルを用いてヒト口腔扁平上皮癌細胞の浸潤
機序を解明するため本研究を行った。 
 
２． 研究の目的 
 

口腔扁平上皮癌の培養癌細胞株を用いた 
in vitro および in vivo の浸潤モデルの成
果の一端はすでに報告したが、その結果、本
モデルで臨床での浸潤像と類似の浸潤像が
得られることが判明している。また、臨床材
料を用いた免疫組織学的研究では、間質成分
のⅣ型コラーゲン、その分解酵素であるマト
リックスメタロプロテナーゼ、腫瘍細胞間接
着のカドヘリンファミリーの一つであるデ
スモグレインが腫瘍の浸潤・転移や予後と密

接に関係する因子であることが示唆され報
告した。そこで、これらの点を明らかにする
ため、再現性のある本モデルを用い腫瘍の増
殖動態と浸潤像の変化について詳細に検討
するとともに、腫瘍胞巣周囲の基底膜の性状、
腫瘍細胞間および間質との接着能や基質分
解酵素の発現について免疫組織学的に検索
し、本モデルは転移も認めるため、浸潤像と
転移との関連性についての検討を行う。また、
臨床材料を用いた研究で自己分泌型運動促
進因子（AMF）や HGF、FGFについての研究が
行われており、これらと浸潤・転移との関係
についても興味深い結果が得られている。癌
細胞の運動能に関しても本モデルを応用し、
浸潤や転移との関係について検索する。基底
膜や間質結合織を破壊して浸潤する際に重
要な酵素の発現、および腫瘍接着能に重点を
おいた研究を行う予定で、免疫組織学的にそ
の局在を観察した後、酵素の同定や発現量な
ど生化学的に分析を行うと共に、これらの蛋
白が癌細胞の浸潤や転移に関与する意義に
ついて検討を行う。また、腫瘍血管新生およ
びリンパ管新生についての研究を遂行する。
腫瘍血管新生およびリンパ管新生と浸潤・転
移との関係について、実験的にも明らかにし
ていきたい。また、間質と分解酵素および接
着分子についてそれぞれ得られた結果から、
さらにそれらの相互作用についても研究を
進める。癌細胞が間質に接着しそれを分解し
て深部組織へ浸潤する過程を、in vitro お
よび in vivo の浸潤モデルを用い詳細に相
互関係を検討する。また、接着は酵素活性や
運動能を促進するとの報告もあり、癌細胞の
浸潤機序をこの点からも明らかにしたい。ま
た、浸潤様式 4D型モデルの開発も行う。 
これらの結果を総合し、口腔扁平上皮癌の

浸潤と転移の機序の解明を行うことを、本研
究の目的とした。 

 



 
３．研究の方法 
 

口腔扁平上皮癌の生体に近い浸潤像を再
現するモデルとして in vitroコラーゲンゲ
ル浸潤モデルがある。実験には当教室で改良
した、マウス胎児線維芽細胞由来である 3T3
細胞もしくはヒト由来線維芽細胞である HGF
細胞を組み込んだコラーゲンを用いた in 
vitro 浸潤モデルを使用する。すなわち、
0.3％のⅠ型コラーゲンを主成分としたコラ
ーゲンゲル作製時に 3T3細胞もしくは HGF細
胞をゲル中に1.5×106個/mlの濃度になるよ
うに混合し、培養液中で一晩培養した後、口
腔扁平上皮癌細胞をゲルの上で２時間程培
養し、癌細胞がゲル上に接着したしたことを
確認後、ゲルを浮遊培養する。通常では約２
週間の培養で癌細胞のコラーゲンゲル中へ
の浸潤像が観察される。この方法ではそれぞ
れ浸潤様式の異なる癌細胞の浸潤像を再現
することが可能であるので、浸潤能の異なる
癌細胞株、すなわち、浸潤様式 3型の OSC-20
細胞, OTC-01細胞、浸潤様式 4Ｃ型の OSC-19
細胞, OTC-02細胞、浸潤様式 4Ｄ型の TSU細
胞, HOC313細胞を用いて浸潤像の比較検討を
行う。ゲル中への浸潤像はＨＥ染色所見では
既に類似の組織像を再現できることが確認
済みであり、免疫組織化学的検討を中心に行
う。これまでの臨床材料を用いた検討から、
癌細胞が増殖し、周囲の間質を破壊、癌細胞
間の接着や間質との接着をコントロールし
つつ運動し、浸潤する際の各ステップに重要
であると思われる蛋白について検討する。具
体的な染色内容は、腫瘍増殖能については細
胞動態を検索できる抗 PCNA抗体、抗サイク
リンＤ１抗体、抗Ｋｉ６７抗体を用いる。ま
た、増殖に関連する遺伝子である P53、P21
抗体も用いる。基底膜成分の検索には基底膜
構成成分である抗ラミニン抗体、抗 IV型コ
ラーゲン抗体を用い、間質結合織の検索には
抗 I 型コラーゲン抗体、抗ファイブロネク
チン抗体を用い、基質分解酵素の検索には I 
型コラーゲンおよび IV 型コラーゲンの分
解酵素である抗マトリックスメタロプロテ
ナーゼ（MMP）1抗体、MMP-2抗体、MMP-3抗
体、MMP-9抗体、MT-1-MMP抗体、MT-3-MMP抗
体を用い、接着能の検索にはインテグリンフ
ァミリーとカドヘリンファミリーの各種抗
体を用い、癌細胞の運動能は自己分泌型運動
促進因子（AMF）およびＨＧＦの抗体を用い
て染色し、それぞれの局在と浸潤像との関係
を観察する。また、培養上澄中に放出される
酵素活性を測定する。 検討内容としては、
SDS-PAGEで各分子量の酵素の出現を観察し、
ゼラチンザイモグラフィーにて各分子量の
ゼラチナーゼの検出と上記の MMPs抗体を用
いたイムノブロット法にて各酵素の同定を

行い、癌浸潤との関連性について検討する。 
先に行った in vitro 浸潤モデルにおける

検討で実験に使用する癌細胞の性状を詳細
に検索し、その後に、癌細胞（OSC-20 細胞、
OTC-01細胞、OSC-19細胞、OTC-02細胞）を
ヌードマウスの口腔内に移植して in vivoで
の浸潤増殖像との比較検討を行う。すなわち、
培養中の各細胞を培養液中で 8.0×106個/ml
の濃度になるように調整し、ヌードマウスの
舌もしくは口底部に 0.25mlを 27G針付のマ
イクロシリンジにて移植する。移植後３〜６
週間でヌードマウスを屠殺し、局所腫瘍およ
び頸部リンパ節を切除し、実験に使用する。
正所性移植モデルにおける浸潤像はＨＥ染
色所見では類似の組織像を再現できること
が確認済みであり、in vitro モデルと同じ
く免疫組織化学的検討を中心に行う。具体的
な染色内容は、腫瘍増殖能については抗 PCNA
抗体、抗サイクリンＤ１抗体、抗Ｋｉ６７抗
体を、基底膜成分の検索には基底膜構成成分
である抗ラミニン抗体、抗 IV型コラーゲン
抗体を用い、間質の検索には抗 I 型コラー
ゲン抗体、抗ファイブロネクチン抗体を用い、
基質分解酵素の検索には MMP-1抗体、MMP-2
抗体、MMP-3抗体、MMP-9抗体、MT1-MMP抗体、
MT3-MMP抗体を用い、接着能の検索にはイン
テグリンファミリーとカドヘリンファミリ
ーの各種抗体を用い、癌細胞の運動能は AMF
およびＨＧＦの抗体を用いて染色し、それぞ
れの局在と浸潤像との関係を観察する。また、
本モデルではリンパ節転移を認めるが、その
時期と局所腫瘍の浸潤過程を比較し、局所の
浸潤像の変化とそれに伴う癌細胞の離脱か
ら転移部位での着床、転移巣形成までを観察
する。その他に、病理組織学的なリンパ節転
移巣の形成やサイトケラチン 19抗体を用い
た免疫組織化学染色による微小転移巣形成
についても観察する。また、浸潤様式 4D型
の浸潤像を再現できるモデルがないので、各
種の細胞を用い、4D型モデルの開発を行う。 
 
４．研究成果 
 

口腔扁平上皮癌臨床例の免疫組織化学染
色の結果、PCNA陽性細胞率および変異型 p53
の陽性細胞率は発現が高度になるほど予後
は不良であった。その他の p21、bcl-2、bax
の発現については予後との関連を認めなか
った。われわれの印象からは、癌細胞の増殖
や不死化は、癌としての性質としては極めて
重要な所見ではあるが、癌の悪性度に関して
は直接的な働きはしていないように思われ
た。また、癌細胞間の接着に関しては
Desmoglein I、E-cadherin、β-catenin を、
癌細胞と間質との接着に関しては Integrin 
β1、Integrin α3 を検索した。細胞の運動
能については AMFの発現を検索した。その結



果、浸潤様式が高度になるにつれ、細胞間接
着分子の発現が消失傾向にあり、最も高度な
4D 型ではその発現をほとんど認めなかった。
Integrin に関しては基底膜成分である４型
コラーゲンと接着する Integrin β1 が腫瘍
胞巣周囲での発現低下を認め、浸潤様式との
相関を認めた。すなわち、接着分子の減弱は
浸潤様式と明瞭な関連を認め、癌細胞が浸潤
する際には接着分子のコントロールが非常
に重要であると考えられた。また、AMF の発
現に関しては、浸潤様式が高度の症例で腫瘍
部が強陽性を呈する傾向にあった。また高度
浸潤癌の HOC-313細胞では癌細胞自身が細胞
運動能を促進させ、浸潤していくことが浸潤
モデルから明らかとなった 。基底膜成分で
ある４型コラーゲンを免疫組織染色し浸潤
様式別に検討した。その結果、浸潤様式が高
度になるほど基底膜の広範囲な消失を認め
るようになり、4D型では広範囲に消失してい
た。一方、間質を破壊する重要な酵素である
MMP および uPA について発現を検討した。そ
の結果、MMP-2、MT1-MMP、uPA、uPAレセプタ
ーが浸潤様式と関連し、高度浸潤癌ほど間質
を破壊する酵素が活発に働いていることが
伺われた。間質を増生誘導する FGF-2の発現
も検討した。その結果、浸潤様式の高度な癌
では、癌細胞においても FGF-2の発現が上昇
しているが、さらに癌の浸潤部の線維芽細胞
において FGF-2の発現が上昇していることが
明らかとなった。さらに、癌の浸潤部の間質
コラーゲン線維束を定量化して浸潤像との
関係について検討した。その結果、浸潤様式
1型から4C型にかけてコラーゲン量は徐々に
減少したが、4D 型では特に高値を示し、4D
型の腫瘍が他と比較し間質コラーゲン量が
非常に多いことを見出した。すなわち、4D型
では浸潤像形成時に多量の結合組織を誘導
していることが予想された。4D型の腫瘍で誘
導される間質の線維芽細胞はαSMA 陽性であ
ることから、この間質はいわゆる癌関連線維
芽細胞（ cancer associated fibrobrasts: 
CAF）であることが予想され、4D 型は癌細胞
のみならず間質までもが、強力に浸潤に働い
ていると考えられた。CD34抗体による血管の
免疫組織化学染色、D2-40 抗体によるリンパ
管の免疫組織化学染色を行い、その密度と浸
潤様式との関係について検討した。その結果、
血管密度は浸潤様式が高度になるほど減少
する傾向があり、浸潤様式 4D 型では最も低
値を示した。また、リンパ管密度との相関に
ついては、リンパ節転移、浸潤様式ともにリ
ンパ管密度との相関は認められなかった。し
かしながら、浸潤様式が高度な癌では VEGF
の発現や VEGF レセプターが上昇しているこ
とが、浸潤モデルを用いた実験で明らかとな
った 。また、これまで浸潤様式 4D 型を in 
vivo で再現できるモデルは存在しなかった。

そこで多くの 4D 型の症例から採取された癌
細胞を用いて、ヌードマウスに正所移植し、
モデルの開発を行った。その結果、OLC-01細
胞を用いる事で、実験動物に 4D 型の浸潤像
を再現可能であることが判明した。 

以上の結果から、口腔扁平上皮癌の浸潤転
移機序の一端を解明できたものと思われる。
しかしながら、高度浸潤癌の患者の予後はま
だまだ不良であり、今後の研究成果が期待さ
れる。 
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