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論文内容の要旨

上皮成長因子 (EGF) は EGF受容体を介して各種細胞に対し増殖促進のみならず多様な生物活

性を示すことが知られている。 EGF受容体がガン遺伝子の V-erb-B 遺伝子産物と高い相向性を持つ

ことや扇平上皮癌などの悪性腫蕩に過剰発現することが報告されて以来， EGF や EGF受容体が細

胞の癌化や癌細胞の動態に密接に関与していると考えられるようになった。生体において成長因子は

細胞間で複雑に関連し合い，種々の生物活性を発揮すると推察されるが，その詳細は明らかにされて

いない。

口腔粘膜は粘膜上皮と結合組織で構成されておりその増殖・分化や癌化，さらに口腔粘膜癌の増殖・

浸潤においても成長因子を介した上皮一間葉相互作用が関与していると推測される。そこで口腔肩平

上皮癌の増殖や浸潤に EGFや間質の線維芽細胞がどのように関与しているかを明らかにする目的で，

コラーゲンゲ、ル培養法を用いて口腔肩平上皮癌細胞の増殖・浸潤機構の解析を行なった。

(方法と結果)

実験にはヒト口底癌由来のKB ，当講座にて樹立した舌癌由来の肩平上皮癌細胞株 SCCKN と S

CCTF及び正常口腔粘膜組織ならびに口腔癌組織から組織片培養法によって得られた線維芽細胞を

用いた。

1.扇平上皮癌細胞の増殖に対する EGF の影響

単層培養下での肩平上皮癌細胞の増殖は 3 株とも EGF添加により濃度依存性に抑制され，無添

加時に比較し100n g/mlの EGF添加でKB は52% ， SCCKN は57% ， SCCTF は72%に増殖

が抑制された。またコラーゲンゲソレ内培養においても10n g/ml以土の EGF添加により SCCK
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N及びSCCTFの増殖は約50%.......60% に抑制された。

2. 扇平上皮癌細胞の EGF結合能の測定

各扇平上皮癌細胞の EGF受容体の発現を [1お 1 ] EGF binding assay にて検索した。 SCCKN は

解離定数 Kd がl .4 nMの受容体を細胞あたり 6.2 X 104個 ， KB は Kd 値16.5n Mの受容体を細胞あた

り 4.7 X 104 個有していた。 SCCTF は Kd 値0.54n Mの高親和性と Kd 値4.5nMの低親和性の受

容体をそれぞれ細胞あたり 13 .4 X 104個 ， 81.0 X 104 個保有していた。

3. コラーゲンゲルに対する扇平上皮癌細胞の浸潤能

コラーゲンゲ、ノレ上に2.5 X 104 個の肩平上皮癌細胞を加え12 日間培養後にゲル内に侵入した浸潤細

胞数を位相差顕微鏡にて算定した。 10n g/ml以上の EGF添加により浸潤細胞数の増加がみられ，

10n g/mlの EGF添加で無添加時に比べSCCKNでは32倍， SCCTF では6.5倍に浸潤細胞数

が増加した。

また線維芽細胞単層培養上に作製されたコラーゲンゲ、ル上で扇平上皮癌細胞を培養すると SCC

KN と SCCTF のゲ、ル内への浸潤細胞の増加がみられた。なお，この浸潤促進は抗EGF抗体を

加えることにより抑制された。一方 KB では EGFや線維芽細胞による細胞浸潤の促進はみられ

なかった。

4. 肩平上皮癌細胞の蛋白分解活性

肩平上皮癌細胞の培養上清に対しカゼインを基質とするザイモグラフィーを行い肩平上皮癌細胞

のプラスミノーゲンアクチベータ (P A) 産生を検討した。 SCCKN及びSCCTF は強いウロ

キナーゼ型プラスミノーゲンアクチベーター (u P A) 活性を有するのに対し， KB の uPA活性

は極めて弱かった。 SCCKN と SCCTF の uPA産生は10ng/ml 以上の EGF を添加する

ことにより著明に促進された。一方 KB では EGF による uPA産生の冗進はみられなかった。

また， u PA活性の冗進は線維芽細胞の培養上清で扇平上皮癌細胞を処理することによっても認め

られた。同時にフィプリンを基質とする逆相ザイモグラフィーにて扇平上皮癌細胞のプラスミノー

ゲンアクチベーターインヒビター (P A 1) 産生を検索した。 SCCKN と SCCTF では PAI

活性が極めて弱いかあるいはほとんどみられないのに対し， KB では強い PAI 産生が認められた。

なお， EGF添加によるこれらの PAI 活性の変化は認められなかった。

5. 肩平上皮癌細胞の EGF産生に対する線維芽細胞の影響

扇平上皮癌細胞及び線維芽細胞の培養上清中の EGF量を 2 抗体サンドイツチ ELISA法にて

測定した。線維芽細胞では細胞蛋白 1mg あたり約1O.......50pg/ml の EGFを培養上清中に産生

するのに対し肩平上皮癌細胞では約400.......1200 P g /m  1 と多量の EGF を産生していた。さらに，

肩平上皮癌細胞による EGF産生は，線維芽細胞の培養上、清の添加により促進された。

(結論)

以上の結果より肩平上皮癌細胞は EGF受容体を発現しているとともにEGF産生能を有しており，

その EGF分泌は線維芽細胞の産生する液性因子により促進されること，また EGF は扇平上皮癌細

胞に対して増殖を抑制する一方で，蛋白分解酵素産生を冗進することにより細胞浸潤を促進させるこ
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とが示唆された。

論文審査の結果の要旨

本研究はコラーゲンゲルを用いた in vitro 細胞浸潤実験モデルを開発し 口腔扇平上皮癌細胞の浸

潤増殖に与える上皮成長因子 (EGF) の影響について検討したものであるO その結果， EGF が扇

平上皮癌細胞の増殖を抑制する一方で蛋白分解活性を冗進し細胞浸潤を促進させることを明らかに

している O さらに肩平上皮癌細胞の浸潤促進が線維芽細胞との混合培養によってもみられることを示

し，その機序の一部に線維芽細胞の液性因子による癌細胞内因性EGF の発現促進が関与しているこ

とを示唆した。本研究のin vitro 浸潤モデルは生体で、の癌細胞浸潤特'性をよく再現しており，得られ

た知見は癌の浸潤様式を理解する上で価値のあるものである。

従って，本研究者は博士(歯学)の学位を得る資格があるものと認める。
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