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緒 Eコ

上皮成長因子( E G F )は雄マウス顎下線抽出物か

ら上皮細胞の増殖を促進する因子として精製され

た 1 )さらにヒト尿中からもヒト EGF ( hEGF) が

分隊され 2\ これは従来報告されていた B ーウロ

ガストロンと同ーのものであることが確認されて

いる 3 )当初， E G F はヒトでは主に顎下腺腺房細

胞と十二指腸ブルンネル腺細胞によって産生され

ていると考えられていた 4 )が，近年の免疫組織学

的研究により甲状腺，膝や腎をはじめとする多く

の臓器での E G F 産生が示唆されている 6 ， B) この

ように E G F は全身に広く分布し，局所ホルモン様

物質として自己分泌または傍分泌機構により細胞

の増殖のみならず多様な役割を担っていると推測

されている

E G F の作用は細胞膜に存在する 170 k D a の E G F 受容

休を介して営まれる E G F が E G F 受容体に結合した

後，受容体のチ口シンキナーゼが活性化され受容

体の自己リン酸化が，次いで他の蛋白質のリン酸

化が誘導される 7 ) E G F の受容体結合後に生じる



細胞内シグナル伝達系の詳細は不明な点が多いが，

E G F は N a -K ポンプの活性化や細胞膜の ruffling な

どの膜変化や細胞質での糖代謝の元進，さらに核

での D N A 合成促進など，多様な生物活性を持つこ

とが徐々に明らかにされている 8. 9) 特に E G F 受

容体がガン遺伝子の v -e r b -B 遺伝子産物と高い相

向性を持つこと 1 0 )や，扇平上皮癌などの悪性撞

壊に過剰発現することが報告されて 1 1 - 1 3 )以来，

E G F や E G F 受容体が細胞の癌化や癌細胞の動態にも

密接に関係していると考えられている.

口腔粘膜は粘膜上皮と結合組織で構成されてい

る.口腔粘膜上皮の増殖・分化や癌化においても

E G F が重要な役割を担っていると推測されるが，

口腔粘膜における E G F の局在や口腔粘膜の癌化に

伴う E G F や E G F 受容体の発現変化についての報告は

なかった . そこで著者らはまず口腔粘膜組織にお

ける E G F と E G F 受容体の局在について免疫組織学的

に検索した 1 4 )その結果 E G F は上皮細胞に接した

間質部に特異的に局在し，その発現は上皮の悪性

化に伴って増強される所見を示した.また正常粘



膜上皮では基底細胞のみにみられた E G F 受容体陽

性細胞は悪性化に伴い増加し，肩平上皮癌では殆

どの癌細胞が E G F 受容休陽性を示した.以上の所

見から口腔扇平上皮癌の増殖に E G F が重要な役割

を持ち，また上皮一間葉聞には E G F を介したなん

らかの作用が存在するものと推測された.そこで

本研究では，コラーゲンゲル培養法を用いて口腔

扇平上皮癌細胞の増殖様式に与える E G F と線維芽

細胞の影響について解析を行なった

実験材料および方法

1 .細胞と培養

扇平上皮癌細胞として，ヒト口底癌由来の K B と

当講座にて組織片培養法， 6 )にて樹立した舌癌由

来の S C C K N 及び S C C T F の 3 種の細胞株を用いた.線

維芽細胞は外科的に切除された口腔粘膜組織から

組織片培養法， 6 )によって得られた.各細胞はい

ずれも， 1 0 "ウシ胎児血清 (FCS; M.ﾄ. Biopro-

ducts , Walkersville , MD , USA) を含む D u I b e c co 

変法 E a 9 I e 培地( D M E ;日水製薬，東京〉を増殖培



養液として 37 'C， 5 覧 C 0 2 気相下にて増殖させた.

継代培養は細胞が増殖飽和状態に達した時点で

行なわれた.すなわち， O. 0 8 %トリプシン〈阪大

微生物研究所，大阪〉と 1 • 4 %エチレンジアミン

四酢酸二ナトリウム( E D T A ;同仁化学研究所，熊

本〉を含むリン酸緩衝液( P B S )で 1 5 分間 3 7 'cで

処理することにより単一細胞を得た D M E にて洗

浄後，肩平上皮癌細胞は 2 x 1 0 4 個/ m I に，線維芽

細胞では分割比 1 : 3 になるように増殖培養液に

浮遊させたものを培養皿に加え細胞の継代を行な

った.なお，線維芽細胞は継代 1 0 代までのものを

実験に使用した

2 .線維芽細胞の C 0 n d i t i 0 n e d m e d i u m の調製

増殖飽和状態の線維芽細胞を O. 2 河ウシ血清ア

ルブミン (BSA; Sigma , St. Louis. MO. USA) を

含む D M E で 7 2 時間培養後，培養上清を 5000rpm ， 15 

分間遠心しその上清を採取し C 0 n d i t i 0 n e d m e d i um 

( C M )とした

3.  E G F の定量

16m m f歪マルチウエ jレ (Corning Glass Works , 
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Corning , NY , USA) で増殖飽和状態になった各細

胞を 0.2% BSA を含む o M E で培養し，培養上清中の E

G F を Hayashi らの方法 1 e )による 2 抗体サンドイツ

チ E L I S A 法を用いて定量した.すなわち， 96-well 

I m m u I 0 n m i c r 0 t i t e r p I a t e ( 0 y n a t e c L a b 0 I a -

tories , Inc. , Alexandria , VA , USA) の各ウエル

に 2. 5μ9 / m I の抗 EGF F (ab') 2 (湧永製薬，広島〉

を含む O. 1 M 重炭酸緩衝液( p H 1 0 )を 1 0 0μ| 加え

3 7 'tで 2 時間反応させた E I A 用緩衝液( O. 0 1 M 

リン酸ナトリウム， O. 15M N a C 1 , 1 m M M 9 C I 2 , O. 

5% BSA , 0.1% NaN 3 , 0.05% Tween 20; pH 7.2) 

で洗浄後，各ウエルにサンプル及び標準 E G F (ア

ス製薬，兵庫〉を 100μ! 加えた.さらに. E I A 

用緩衝液で 100 倍に稀釈した ß -ガラクトシダーゼ

標識抗 EGF Fab ・〈湧永製薬〉を 5 0μ| 加え， 3 7 't 

で 2 時間反応を行なった E I A 用緩衝液で洗浄後，

基質液 (0.15mM 4- メチルウンベリフェリル- ﾟ -

o -ガラクトシピラノシド (Serva ， Heiderberg , 

Germany) , 0.01M リン酸ナトリウム， O. 15M 

NaCl , 1mM MgCI 2 , 0.5% BSA; pH 7.2) 100μ| を



加え 3 7 t で 6 0 分間反応を行なった後 ， 1 5 0μ| の反

応停止液( O. 5 M グリシン /NaOH ; pH 10.3) を加

えコロナマイクロプレートリーダ- (MTP-32 ，コ

ロナ電気，茨城〉で蛍光強度を測定した( E x 3 60 

nm. Em 450nm) 

4 .細胞の E G F 結合能の測定

H e 1 d i n らの方法 1 7 )に準じて，扇平上皮癌細胞

の E G F 結合能を測定した すなわち 5 x 1 0 4 個の細

胞を 1 1 • 3 m m 径マルチウエル( C 0 s t e r. C a m b r i d 9 e. 

Mass. USA) に加え. 4 日間培養した後 氷冷下

にて O. 25% B S A を含む P B S にて洗浄した O. 2 5 覧 BS

A を含む D M E に各濃度の[ '26 IJ EGF (ICN Radio-

chemicals , specific actiyity 115μC i/μ9 )を

加え 1μ9 / m 1 の E G F 存在下または非存在下で 4 t 

にて 4 時間反応させた.その後，氷冷下にて O. 25 

% B S A を含む P B S で 3 回洗浄した . 上清を除き， O. 

1 N N a 0 H 400μ| で細胞を溶解しガンマーカウンタ

(LKB-Wallac 1282 Compu-Gamma , Wallac , 

F i n 1 a n d )で放射活性を測定した後，測定結果を

S c a t c h a r d 解析した.



5 .肩平上皮癌細胞の増殖能の検討

16m m 径マルチウエルに 1 0 4 個/ m I の細胞を浮遊さ

せた増殖培養液 1 m I を加えた 2 4 時間後に各濃度

の E G F を加え 3 日ごとに培養液の交換を行なった.

7 日後にニグロシンで染色し生細胞数を血球計算

板にて算定した

6 .コラーゲンゲル内培養法

O. 3 % I 型希塩酸コラーゲン溶液〈高研，東京〉

5 倍濃度 D M E と再構成用緩衝液 (0. 05M NaOH , 2 

2mg/ml NaHC0 3 , O.2M HEPES) を冷却しながらそ

れぞれ 7 : 2 : 1 の比率で混合した後，最終濃度 10

先になるように F C S を添加しコラーゲン混合液を作

成した 16m m 径マルチウエルに 5 0 0μ| のコラーゲ

ン混合液を加え 3 7 CC でゲル化させ base layer とし

た.さらにその上に，扇平上皮癌細胞 5 x 1 0 4 個/

m I 浮遊させたコラーゲン混合液を 5 0 0μl 加えゲル

化させ top layer とした.ゲル上に 1 m I の増殖培

養液を加え 3 日ごとに培養液を交換した.

コラーゲンゲル内の増殖細胞数の算定は培養 12

日目に S a n f 0 r d らの方法 1 8 )に準じて行なった.す



なわち 150 U / m I コラーゲナーゼ〈新田ゼラチン

大阪〉にてゲルを溶解後， O. 1 M クエン酸 /0. 1 % 

クリスタルバイオレット溶液にて核染色し血球計

算板にて核数を算定した

形態観察のためにコラ ゲンゲルを 1 0 日中性ホ

ルマリン溶液にて固定し，通法に従いパラフィン

包埋した.切片をヘマトキシリン・エオジン( Hｭ

E )染色し光学顕微鏡にて検索した.

また，肩平上皮癌細胞の増殖に与える線維芽細

胞の影響を検討するため， 16m m 径ウエル内で密に

増殖した線維芽細胞単層上にコラーゲンゲルを作

製し，さらにその上で作製されたゲル内で扇平上

皮癌細胞を培養した〈図 1 -A ) 

7 .扇平上皮癌細胞の浸潤能の検討

前述の方法で 16m m 径ウエル内に作成した 500μ|

のコラーゲンゲル上に 2. 5x 10 4 個 / m I の細胞を含

む増殖培養液 1 m I を加え，以後 3 日ごとに培養液

の交換を行ない 1 2 日後にゲル内部ヘ侵入した細胞

を算定した.同時にゲルを 10% 中性ホルマリン溶

液で固定後パラフィン切片を作成し H _. E 染色にて
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形態学的検索を行なった

なお肩平上皮癌細胞の細胞浸潤に与える線維芽

細胞の影響については以下の方法にて検討した

あらかじめ 16m m 径ウエルで増殖飽和状態になった

線維芽細胞上にゲルを作製し，そのゲル上で扇平

上皮癌細胞を培養し 1 2 日後にゲル内の浸潤細胞数

を算定した〈図 1 -B ) 

8 . ザイモグラフィ

肩平上皮癌細胞の培養上清中の蛋自分解活性を

R 0 C h e らの方法 1 9 )に準じたカゼインを基質とする

ザイモグラフィーにて検索した.培養上清は増殖

飽和状態の肩平上皮癌細胞を各濃度の E G F を添加

した 0.2% BSA を含む D M E で 4 8 時間培養することに

よって得られた

培養上清を 2.5% SDS 及び 10% グリセリンを含む

O.0625M トリス塩酸緩衝液 (pH 6.8) になるよう

に調整し， O. 2 %ハマーステン・カゼイン( M e r c k, 

Darmstadt , Germany) 及び 1 5 0μ9 / m I のプラス~

ノーゲン( Sigma) を含む 10% S D S ーポリアクリル

アミドスラブゲルを支持休とし室温で 20m A の条件



で電気泳動を行なった . 泳動終了後 2. 5 %トリト

ン X -1 0 0 溶液で 1 時間洗浄した.さらに， O. 1 M 

N a C I を含むトリス塩酸緩衝液 (pH 7.6) で洗浄し，

同緩衝液で 3 7 'tで 6 時間反応させた後， O. 2 5 %ク

マシ-ブルー R 2 5 0 ( F I u k a , B u c h s , S w i t z e r I a nd) 

を含む 7 %酢酸/ 5 0 %メタノール溶液で染色し， 1 

o %酢酸/ 3 0 %メタノール溶液で脱色した.

9 .逆相ザイモグラフィー

扇平上皮癌細胞の培養上清中のプラスミノーゲ

ンアクチベーターインヒピター( P A I )活性を

E r i c k s 0 n らの方法 2 0 )に準じた逆相ザイモグラフ

ィーにて検索した.すなわち，扇平上皮癌細胞の

培養上清を 1 0 覧 S D S ポリアクリルアミドスラブゲ

ルを支持休として電気泳動を行ない，泳動終了後

スラブゲルを 2.5% トリトン X -1 0 0 溶液で 1 時間洗

浄した 洗浄後スラブゲルをあらかじめ以下のよ

うに調整されたフィプリン・アガロースゲル上に

重ね合わせ 3 7 't湿箱中で 4 時間反応させ，フィプ

リン・アガロースゲルを O. 1 %アミドブラック〈和

光純薬，大阪〉を含む 10% 酢酸/ 4 5 %メタノール
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溶液で染色し， , 0 %酢酸/ 3 0 覧メタノール溶液で

脱色した.なおフィプリン・アガロースゲルはア

ガフィクス〈和光純薬〉上で， %アガロース〈フ

ナコシ，東京) , 2 5μ9 / m 1 プラスミノゲーゲン

(Sigma) , O.5U/ml トロンピン (Sigma) , 2.4 

m 9 / m 1 フィブリノーゲン( Sigma) 及び O.05U/ml

ウロキナーゼ (Protogen AG , Laufelfingen , 

S w i t z e r 1 a n d )を含む P B S をゲル化させることによ

り作製された

10. 蛋白量の測定

O. , M 水酸化ナトリウム溶液で細胞を溶解した

後， Bradford の方法 2 1 )で B S A を標準として細胞蛋

白量を測定した

結果

肩平上皮癌細胞の E G F 結合能の測定

口腔肩平上皮癌細胞の E G F に対する応答性を検

索するにあたり.まず標的細胞として用いた S C C K N, 

S C C T F 及び K B の E G F 受容体の発現を[ 126 1] EGF 

b i n d i n 9 a s s a y にて検討した.その結果， SCCKN と

, ，一



K B は解離定数 K d がそれぞれ 1 . 4 n M と 1 6. 5 n M の 1 種

類の受容体を有していた.これに対し， SCCTF は

K d 値 0.54nM の高親和性と K d 値 4. 5 n M の低親和性の

2 種類の受容体を有していることがわかった.細

胞あたりの受容体数は S C C K N で 6.2x 10 4 個 ， K B で

4.7x 10 4 個であり ， SCCTF では高親和性 1 3. 4 x 1 04 

個，低親和性 81.0x 10 4 個の受容体を保有してい

たく図 2 ) .なお， [1251J EGF の結合の経時的

変化を検討したところ 4 時間で特異的結合〈全結

合一非特異的結合〉が最大となったため実験の反

応時間は 4 時間とした.また [1251J EGF の非特

異的結合は添加した [1251J EGF の 2 覧未満であっ

た

2 .扇平上皮癌細胞の増殖能に対する E G F の影響

扇平上皮癌細胞を各濃度の E G F を含む増殖培養

液で培養しその増殖細胞数を算定した. E G F は濃

度依存性に肩平上皮癌細胞の増殖を抑制し， 1 0 0 

ng/ml EGF 添加により S C C K N は 5 7 % , S C C T F は 7 2 %, K 

B は 5 2 出まで増殖が抑制された〈図 3 ) 

3 .扇平上皮癌細胞のコラーゲンゲル内での増殖
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に対する E G F の影響

扇平上皮癌細胞をコラーゲンゲル内で培養し，

肩平上皮癌細胞の増殖様式に与える E G F の影響を

3 次元的に解析した s C C K N, S C C T F はゲル内培養

4 日目頃より球形のコロニーを形成した.一方，

K B はゲル内での増殖が悪く培養 1 2 日目でもコロー

ーを形成しなかった S C C K N 及び S C C T F のコ口一

形態は培養系に E G F を添加することにより著しく

変化した.すなわち，均一な大きさのコロニーが

10ng/ml 以上の E G F を添加することにより辺縁不整

の不定型のコロニーに変化し，コロニーの切片の

H -E 染色所見でより明らかに認められた E G F 無添

加では密な細胞集団からなる円形のコロニーが形

成されるのに対し， 10ng/ml の E G F 添加時にはコロ

ー は拡張し細胞配列が疎となり，一部に周囲の

コラーゲンゲルへ浸潤増殖を示唆する所見が認め

られた〈図 4 ) 

ゲル内の扇平上皮癌細胞の増殖細胞数を培養 12

日目に算定した結果， E G F はゲル内においても扇

平上皮癌細胞の増殖を濃度依存性に抑制すること

1 3 一



がわかった E G F による増殖抑制は 10ng/ml 以上の

濃度で著明で， SCCKN と S C C T F の増殖は無添加時の

約 50"" 6 0 %まで抑制された〈図 5 ) . K B はゲル内

増殖が極めて悪いため，ゲル内での増殖能の判定

を行なわなかった

4 . 肩平上皮癌細胞の浸潤能に対する E G F の影響

ゲル内培養の結果より E G F が S C C K N 及び S C C T F の

ゲルへの浸潤を促進することが示唆された . そこ

で，浸潤細胞数を算定するためにコラーゲンゲル

上で扇平上皮癌細胞を培養しゲル内への侵入細胞

数から浸潤能の評価を行なった.ゲル上培養開始

後，約 4 日目よりゲル内への侵入細胞がみられた

培養 1 2 日目に侵入細胞数を算定すると， SCCKN で

は総細胞中 O. 62% の細胞が，また S C C T F で 1 . 2 0 % , 

K B では O. 0 1 3 %の細胞がゲル内に侵入していた.

ゲル内への侵入細胞数は 1 0 n 9 / m I 以上の E G F 添加

によって増加し ， 10ng/ml の E G F 添加では無添加の

場合に比べ S C C K N で 3 2 倍， SCCTF では 6. 5 倍まで侵

入細胞数の増加がみられた〈図 6 ， 7)  .図 8 に

E G F 存在下あるいは E G F 非存在下で S C C K N をゲル上
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培養した切片の H -E 染色所見を示している E G F 無

添加では細胞はコラーゲンゲル表面に密に配列し

ゲル内部への侵入細胞が少ないのに対し， 1 0 n 9 / 

m I の E G F を添加することによりゲル表面の細胞配

列は疎となりゲル内へ多数の細胞が侵入していた

一方，ゲル内増殖が不良であった K B はコラーゲン

ゲルに対する浸潤能も極めて低く， E G F 添加によ

っても細胞浸潤は促進されなかった〈図 6 ) 

5 .扇平上皮癌細胞の P A 及び P A I 産生とそれに対

する E G F の影響

E G F がコラーゲンゲルへの細胞浸潤を促進させ

る一つの可能性として扇平上皮癌細胞の蛋自分解

活性の冗進が考えられた.そこで肩平上皮癌細胞

の蛋自分解酵素産生能とそれに対する E G F の影響

をカゼインを基質とするザイモグラフィーにて解

析した.扇平上皮癌細胞を無血清培養液にて 4 8 時

間培養し，得られた培養上清を標品とした S C CK 

N 及び S C C T F のプラスミノーゲン存在下のザイモグ

ラムは 100kDa ， 54kDa , 33kDa 附近に 3 本の強い

I y t i c b a n d を示した.なお，スラブゲルよりプラ
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スミノーゲンを除くことにより I y t i c b a n d はすべ

て消失し これらはいずれもプラスミノーゲンア

クチベ タ ( P A )であることが確認された <...... 

れらの b a n d は E G F 添加によりさらに増強されるこ

とがわかった〈図 9 ) .なお， P A 活性が著明に促

進される E G F 濃度は， SCCKN (図 10) , SCCTF (デ

タ省略〉ともに 10ng/ml 以上であった K B では

極めて弱い I y t i c b a n d を認めるのみで，これらの

b a n d は E G F 添加によっても増強されなかった.次

に扇平上皮癌細胞 3 株のプラスミノーゲンアクチ

/、ミ タ インヒピタ ( P A I ) の発現をフィブリ

ンを基質とする逆相ザイモグラフィ を用いて検

討した その結果， 肩平上皮癌細胞 3 株は 5 4 k D a 

附近に P A I の b a n d を示した この b a n d は S C C K N や SC

C T F では極めて弱いかあるいは殆ど認められない

のに対し， K B は強い P A I 活性を示唆するフィブリ

ン非溶解 b a n d を示した . なおこれらの P A I の b a n d 

は E G F 添加によっても変化を示さなかった〈図 1 1)

6 .肩平上皮癌細胞のコラーゲンゲル内増殖に与
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える線維芽細胞の影盤

次に，扇平上皮癌細胞の増殖に対する線維芽細

胞の影響を検討した 増殖飽和状態の線維芽細胞

上にコラーゲンゲルを作成し ゲル内で肩平上皮

癌細胞の培養を行なった〈図 1 -A ) S C C K N や S CC 

T F は前述のようにコラ ゲンゲル内で密な細胞集

団からなる球形のコ口一 を形成した.一方， <-

れらのコロニーは線維芽細胞と混合培養すること

により， E G F 添加時と類似した形態変化を示した.

すなわち，細胞配列は疎となり辺縁不整の拡張し

たコロニ に変化し ゲルへの浸潤増殖を示唆す

る所見が認められた なお，この形態変化は 1

μ9 / m I の抗 E G F モノクロ-ナル抗体( Oncogene 

Science Inc.. Manhasset. NY. USA) を添加する

ことにより阻止された(図 12)

7 .肩平上皮癌細胞の浸潤能に対する線維芽細胞

の影響

線維芽細胞を密に増殖させたウエル上に作製し

たコラーゲンゲル上で薦平上皮癌細胞を培養し，

浸潤能の判定を行なった〈図 1 -B) .ゲル内部ヘ
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の侵入細胞数は線維芽細胞と混合培養することに

より S C C K N で 1 0 倍， SCCTF で 2. 5 倍に増加した.一

方， 1μ9 / m I の抗 E G F モノクローナル抗体を添加

することにより，線維芽細胞による細胞浸潤促進

効果はそれぞれ約 1/3 と 1/2 に抑制された.なお，

K B では線維芽細胞による細胞浸潤の促進は見られ

なかった〈図 13)

8 .肩平上皮癌細胞の P A 産生に与える線維芽細胞

の影響

線維芽細胞による癌細胞の浸潤促進に蛋自分解

酵素が関与しているか否かを検討するため，肩平

上皮癌細胞に 3 0 %濃度の線維芽細胞の C M を加え培

養上清中の蛋自分解酵素活性の変化をザイモグラ

フィーにて検索した.その結果， C M 添加によって

S C C K N と S C C T F は P A 産生の冗進を受けることが明ら

かとなった.一方， K B に対するこの効果はみられ

なかった〈図 1 4 ) 

9 .各種培養細胞の E G F 産生量

口腔扇平上皮癌細胞 3 株と正常口腔粘膜及び口

腔癌組織から分離した線維芽細胞の E G F 産生能に
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ついて検索した.各細胞を 0.2% B S A を含む D M E で 4

8 時間培養した後，培養上清中の E G F 量を測定する

と，正常粘膜及び癌組織由来の線維芽細胞はいず

れも，細胞蛋白 1 m 9 あたり約 1 0 ~ 5 0 p 9 / m I の E G F を

産生していた . これに対し，肩平上皮癌細胞は約

400~ 1200pg/ml と多量の E G F を培養液中に産生す

ることがわかった〈表 1 ) 

1 O. SCCKN の E G F 産生に対する線維芽細胞の影響

線維芽細胞との混合培養により肩平上皮癌細胞

のゲルへの細胞浸潤は促進され，この促進効果は

抗 E G F 抗体添加により抑制された . この事実から

肩平上皮癌細胞の線維芽細胞との混合培養による

内因性の E G F の変化が示唆されたので， SCCKN の EG

F 産生に対する線維芽細胞の影響について検討し

た S C C K N に 30% 濃度の線維芽細胞の C M を加えてか

ら 1 日目， 2 日目， 4 日目の S C C K N の培養液中の

E G F 量を定量した.その結果， SCCKN の培養液中の

E G F 量は線維芽細胞の C M の添加により 2 日目で無

添加時の約 1 . 4 倍， 4 日目で約 1 . 8 倍に増加してい

たく図 1 5) .なお， SCCKN の C M を線維芽細胞に加
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えても線維芽細胞の E G F 産生量の増加はみられな

かった〈データ省略〉

考察

細胞の増殖や分化は細胞外基質や液性因子など

の細胞聞に介在する微小環境に制御されている.

口腔粘膜組織は粘膜上皮と結合組織で構成されて

おり，上皮一間葉聞には細胞間物質を介した相互

作用が存在し ， 口腔粘膜の増殖や分化に影響を与

えていると考えられる

細胞聞に介在する液性因子のなかで E G F は上皮

細胞の増殖を促進させる因子として最も古くから

知られているポリペプチドである ， ) しかし ， E 

G F が生体でどのような調節機構でいかなる役割を

持っかについては不明な点が多い.口腔粘膜組織

における E G F の作用や動態を理解するため，著者

らは E G F と E G F 受容体の局在について免疫組織学的

に検索したところ ， 口腔粘膜上皮の悪性化に伴っ

て E G F と E G F 受容体の発現が増強される所見を得た

り . 特に肩平上皮癌細胞の殆どが E G F 受容体陽性
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を示し ， 癌細胞周囲の間質が抗 E G F 抗体によって

強く染色された . 上記のように免疫組織学的には

E G F は上皮細胞に近接した結合組織中に局在する

所見を示し. E G F 産生細胞を同定することができ

なかった.そこで肩平上皮癌組織より分離された

培養細胞における E G F 産生量を E L I S A 法を用いて測

定した . その結果 ， 扇平上皮癌細胞 S C C K N. S C C TF 

及び K B は線維芽細胞に比較して高い E G F 産生能を

持つことがわかった i n v i V 0 及び i n V i t r 0 で得

られた所見から，肩平上皮癌組織において E G F は

主として癌細胞から産生され，癌間質に蓄積され

ているものと推察された.なお ， このような上皮

細胞によって分泌された E G F が間質に蓄積される

ことを示す所見は腎組織においても報告されてい

る自〉

E G F や E G F 受容体と癌化との関連を示唆する知見

は，はじめ D 0 W n W a r d らによって得られた.彼らは

トリ赤芽球ウイルスのガン遺伝子の v -e r b -B 遺伝

子産物が E G F 受容体と高い相向性を有することを

示した， 0 ) その後. E G F あるいはトランス 7 ォーミンク e ク 1
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ース ì 7 クター - a (TGF- a ) と E G F 受容体が共に多くの

悪性腫霧において高発現することが明らかにされ

ている 13 ， 22 - 24) これらは癌細胞自らが分泌し

た成長因子によって自律性増殖を示すという a u toｭ

c r i n e h y p 0 t h e s i s を支持する所見である . 本研究

においても口腔肩平上皮癌細胞が高い E G F 産生能

を持ち ， E G F 受容体を発現していることが示され

た . しかし ， 最近の K a m a t a らの報告 2 6 ) は E G F によ

るヒト肩平上皮癌細胞の自律増殖機構に疑問をな

げかけている.彼らは他の細胞に増殖促進を示す

濃度の E G F がヒト肩平上皮癌細胞の増殖を抑制す

ると報告している.この報告と同様に ， 今回用い

た 3 種の口腔肩平上皮癌細胞株の単層培養下での

増殖は，濃度依存性に E G F によって抑制された.

コラーゲンゲル培養法は細胞を生休に近い条件

で増殖させることができ，また増殖様式を 3 次元

的に観察することが可能であるため，器官発生や

組織分化の研究に，よく用いられている 2 e - 2 自〉

そこで，コラーゲンゲル培養法を用いて肩平上皮

癌細胞の増殖様式を観察した.その結果， E G F は
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単層培養時と同様にゲル内での薦平上皮癌細胞の

増殖を抑制したが，その一方で ， 増殖様相を著し

く変化させることがわかった.すなわち， E G F 添

加によって K B を除く薦平上皮癌細胞のゲルへの細

胞浸潤が著明に促進されることが示された

癌細胞の浸潤機構の解析のために B 0 y d e n 

chamber を用いた i n v i t r 0 実験モデルがよく用い

られている 29 -31) この方法は細胞の遊走性〈

c h e m 0 t a x i s や h a p t 0 t a x i s )を判定するのには有用

である.今回用いたゲル上培養法は癌細胞の浸潤

を定量評価できることに加え，組織学的な検索も

可能であり，癌の浸潤機構を解析する上で有用な

モデルになり得る考えられた.このコラーゲンゲ

ル内への細胞浸潤度は P A 活性と極めてよく相関し

ていた . SCCKN と S C C T F の P A 産生とコラーゲンゲル

への細胞浸潤はともに 1 n 9 / m I 以下の E G F ではあま

り影響を受げなかったが，

おいて顕著に促進された

10ng/ml 以上の濃度に

また， E G F により P A 活

性の促進を受けなかった K B は E G F によるゲル内へ

の浸潤促進も認められなかった . このように，コ
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ラーゲンゲル培養でみられる細胞浸潤は蛋自分解

活性を反映しているものと考えられた

セリンプロテアーゼである P A は 7 0 k D a の組織型

PA (tPA) とウロキナーゼ型 PA(uPA) に分類され

る.さらに， u P A は 5 4 k D a と 3 3 k D a の高分子量及び

低分子量 u P A の 2 型に細分される 32 ， 33) SCCKN と

S C C T F は高分子量及び低分子量 u P A に加えて， 1 0 0 

k D a の u P A と P A I との複合体 3 4 )を産生しており <-

れらの活性はすべて E G F 添加によって増加した

u P A は細胞の悪性転化に伴い産生が冗進されるこ

とから ， 癌細胞の浸潤 転移に重要な作用を担っ

ている蛋自分解酵素であると推測されている

3 6 ) u P A は t P A と同様に，血清中のプラスミノー

ゲンを基質とし プラス 、ンを産生する 3 3 , 3 e , 37) 

プラスミンはラミニン フィブロネクチンやプ

ロテオグリカンなどの細胞外基質を分解する他，

コラ ナゲ ゼや IV 型コラーゲナーゼをはじめと

する蛋自分解酵素を不活性型から活性型ヘ転換す

る作用を有している コラーゲナーゼなどの蛋白

分解酵素は不活性型で分泌され，生理活性を持つ
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にはプラスミンによる活性化が必要であるとされ

ている 33.38 - 40) すなわち， P A は蛋白分解力ス

ケードの初期酵素であり，特に u P A による種々の

不活性型酵素の活性化が癌浸潤の第一歩であると

考えられる 肩平上皮癌細胞のゲルへの浸潤増殖

が細胞のコラーゲン分解能に関係していることは

E G F により細胞浸潤が促進された細胞の培養上清

中にヒドロキシプロリンの含有量が E G F 無添加の

ものに比較し高いことからも示唆された〈データ

省略〉

一方，種々の蛋自分解酵素に対する阻害因子が

生体に存在することも明らかにされている . 特に

P A の阻害因子である P A I は血管内皮細胞，線維芽

細胞及び平滑筋細胞などの正常細胞のみならず癌

細胞においても存在することが明らかにされてい

る 41-48) 特に最近，癌細胞の浸潤が u P A と P A I と

の相互作用によって制御を受けていることを示唆

する研究結果が多数報告されている 44-48) PAI 

の発現を逆相ザイモグラフィーで検索した結果，

扇平上皮癌細胞 3 株全てに P A I の発現を認めた .
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特にコラ ゲンゲル内での増殖や細胞浸潤が極め

て低かった K B では強い P A I 発現が認められ，その

活性は E G F 添加によっても変化を受けなかった

SCCKN , SCCTF 及び K B ~、ずれの細胞も E G F によっ

て増殖が抑制された.一方， K B は E G F による細胞

浸潤や P A 及び P A I 活性の変化を受けなかった.そ

こで，扇平上皮癌細胞の E G F に対する応答能の差

異を E G F 受容休数と結合能の差異に求めようとし

た . しかし， E G F 受容体の数やリガンド結合能の

差異でこれを説明することはできなかった.本研

究で用いた肩平上皮癌細胞 3 株は，それぞれ異な

る E G F 受容体数及び結合能を示したが，増殖に対

する E G F の効果は 3 株とも極めて類似していた.

また E G F により最も強くコラーゲンゲルへの細胞

浸潤と u P A 産生の促進を受けた S C C K N の E G F 受容体

は S C C T F に比較して E G F 結合能，数ともに低いもの

であった 3 株のうち， K B の受容体は結合能・数

とも他の 2 株に比較し低かった. しかし，高濃度

の E G F を K B に添加しでもゲルへの細胞浸潤や蛋白

分解酵素発現を変化させることはできなかった.
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このように E G F に対する細胞の応答が，単純に細

胞の E G F 受容体の数や結合能と相関しないことは

すでに種々の細胞系において報告されている

8 ) 

リガンドである E G F が受容体に結合し，そのチ

ロシンキナーゼが活性化を受けることはよく知ら

れている 7 ) しかし以後のシグナル伝達系につい

ては不明な点が多い E G F に対する細胞応答の差

異は受容体のチロシンキナーゼ活性化以降のシグ

ナル伝達系の違いによるものと推測される.少な

くとも 3 株の E G F に対する応答性をみる限り，細

胞増殖と浸潤に強く関与する蛋自分解酵素調節は

別経路のシグナル支配を受けている思われた.な

お癌の浸潤と増殖の聞に相関性のないことは種々

の腫霧細胞系で報告されている 1 5 . 4 9 ) 

生体において癌の浸潤増殖は線維芽細胞をはじ

めとする種々の間質成分の影響下で行なわれてい

る.癌細胞と間質問には成長因子を介した相互作

用が存在し，互いの増殖様式に影響を与えている

ものと考えられる 5 O. 5 1 )そこで，線維芽細胞と

27-



の共存下で肩平上皮癌細胞がいかなる増殖様式を

示すかコラーゲンゲルを用いて検討した s C C K N 

や s C C T F を線維芽細胞存在下で培養すると，これ

らの肩平上皮癌細胞は E G F 添加持と問機の所見を

示した.肩平上皮癌細胞のゲルへの細胞浸潤は線

維芽細胞との混合培養によって促進された.さら

に線維芽細胞存在下での浸潤促進効果は 1μ9 / m I 

の抗 E G F 抗体の添加により抑制され，混合培養に

よる細胞浸潤の促進に扇平上皮癌細胞あるいは線

維芽細胞のいずれかの内因性の E G F の関与が示唆

された.線維芽細胞から産生される E G F 量は微量

であり，肩平上皮癌細胞の培養上清添加により線

維芽細胞の E G F 産生量は影響を受けなかった.

方，線維芽細胞の培養上清で肩平上皮癌細胞を処

理すると E G F 産生の促進がみられた.

以上の研究結果から生休での扇平上皮癌細胞と

E G F との関係を以下のように説明することができ

る.扇平上皮癌細胞は自ら E G F 産生能を持ち， E GF 

受容体を発現している.肩平上皮癌細胞の E G F 分

泌は線維芽細胞の液性因子によって促進される.
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分泌された E G F は肩平上皮癌細胞の増殖を抑制す

る一方で，蛋自分解酵素産生を冗進し細胞の浸潤

能を促進させる.一方，線維芽細胞との混合培養

によってみられた扇平上皮癌細胞の細胞浸潤促進

は過剰の抗 E G F 抗体によっても完全に阻止されな

いことから，生体における癌浸潤には IE G F 以外の

因子の関与も推測される E G F が癌細胞の浸潤に

強く関与することを示唆する免疫組織学的所見は

胃癌や勝脱癌などにおいて報告されている 2 4. 6 2) 

本研究で得られた上記の仮説の確認やそれらの調

節機構の解明のために，多数の癌細胞株を用いた

E G F 及び E G F 受容体と増殖，蛋自分解酵素，阻害因

子及び浸潤能など互いの関係の解析や，線維芽細

胞が産生する E G F 産生促進因子の分離・同定が今

後の研究課題と考えている.

結

肩平上皮癌細胞の増殖様式に E G F と線維芽細胞

がいかなる影響を及ぼしているか検討し以下の結

果を得た.
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1 .扇平上皮癌細胞は E G F 受容体を保有するとと

もに線維芽細胞に比較し高い E G F 産生能を有して

いた

2.  E G F は扇平上皮癌細胞の増殖を抑制する一方

で，コラーゲンゲルへの細胞浸潤を促進させた.

3 .上記の細胞浸潤促進には蛋自分解活性の冗進

が関与していた.

4 .線維芽細胞は扇平上皮癌細胞の浸潤促進活性

を有し，この浸潤促進においても E G F の関与が示

唆された.

稿を終えるにあたり，本研究課題を与えられ御

指導を賜わった松矢篤三教授，本研究の実施に際

し終始変らぬ御指導を頂いた口腔外科学第一講座

白砂兼光助教授に心から謝意を表します.また，

研究の円滑な進展のために特別の御配慮を頂いた

口腔外科学第一講座の教室員の方々に深謝致しま

す.
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Partlclpatlon of Epldermal Growth Factor (EGF) and Flbroblasts ln 

Invaslve Growth of Oral Squamous Cell Carclnoma Cells 

Yasutaka HAYASHIDO 
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Osaka Unlverslty Faculty of Dentlstry 

1-8 , Yamadaoka , Sul ta , Osaka 565 , .Japan 

Key words Oral squamous cell carclnoma , Invaslon , 

Flbroblast , Eplthellal-mesenchyr日 al lnteractlon 
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Our prevlous lmmunohlstochemlcal study lndlcated lncreased 

expresslon of epldermal growth factor (EGF) and EGF receptor 

(EGFr) wlth eplthellal mallgnancy of oral mucosa , and characｭ

terlstlc locallzatlon of extracellular EGF ln the underlylng 

connectlve tlssue and ln stroma of oral squamous cell carclnoma 

(SCC). These observatlons suggest an lmportant bl010glcal effect 

of EGF on the growth of SCC cells. In thls study , effects of 

EGF on oral SCC cell 1lnes , SCCKN , SCCTF and KB , were thus exam-

lned. The growth of the three SCC cell 11nes ln conventlonal 

monolayer culture decreased wlth addltlon of EGF ln a concentraｭ

tlon-dependent mannner. When SCC cells were plated and cultured 

on type 1 collagen gel , some cells penetrated lnto the gel. The 

penetratlng abl1lty of the dlfferent 11nes varled; 0.62 % of 

SCCKN , 1.2 % of SCCTF and 0.013 % of KB penetrated lnto the gel 

when measured on day 12. At concentratlons hlgher than 10 ng/ml , 

EGF was found to lnhlblt the growth but stlmulate the abl1lty of 

SCCKN and SCCTF cells to lnvade the collagen gel whl1e such 

- ~1-



stlmu1atlng effect of EGF was not seen ln KB. The lncrease ln 

number of penetratlng ce11s lnto the ge1 by EGF was we11 corre-

1ated wlth an lncrease ln amount of uroklnase type p1asmlnogen 

actlvator (uPA). Name1y , the same concentratlons (hlgher than 

lOng/m1) of EGF 1ed to an lncrease ln productlon of uPA by SCCKN 

and SCCTF ce11s , but KB fal1ed to demonstrate EGF lnduced-uPA 

productlon. Reverse flbrln-agarose zymography demonstrated the 

presence of p1asmlnogen actlvator inhlbltor (PAI) ln KB whi1e the 

expression of PAI was neg~lglb1e in SCCKN and SCCTF. Without 

EGF , the lncrease ln number of SCC ce11 penetratlng lnto the 

co11agen ge1s was a1so observed by cocu1turing human fibrob1asts. 

The enhancement by flbrob1asts was lnhlblted Iby co-additlon of 

antl-EGF antlbody , suggestlng partlclpatlon of endogenous EGF ln 

SCC ce11 invasion of ge1. Enzyme-1inked lmmunosorbent assay 

showed that SCC ce11s were ab1e to dlsp1ay the potentia1 for 

secretlon of EGF , and their secretion was enthanced by medlum 

condltloned with human ora1 fibrobasts , suggesting that the 

fibrob1asts are capab1e of produclng a factor(s) which induces 

EGF secretion by SCC ce11s. 

In conc1usion , the resu1ts suggest a possib1e epithe1ia1-

mesenchyma1 interactlon in EGF secretlon , and a ro1e for EGF in 

the regu1ation of invasive growth of SCC ce11s , which requires 

the productlon of protelnase for degradation of extrace11u1ar 

matrix. Studies on 1arge number of SCC ce11 1ines wl11 be reｭ

quired to estab1ish more preclse1y the mutua1 re1ationships among 

tumor invaslveness , EGF and EGFr expresslon and the 1eve1 of uPA. 
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図・表の説明

図 1 線維芽細胞存在下でのコラーゲンゲル培養

法

16m m 径ウエル内で増殖させた線維芽細胞単層上

で 500μl のコラーゲン混合液を加えゲル化させた

そのゲル上で 2.5x 10 4 個の扇平上皮癌細胞を含む

コラーゲン混合液または増殖培養液を加えた ( A, 

コラーゲンゲル内培養法， B ，コラーゲンゲル上

培養法〉

図 2 肩平上皮癌細胞の E G F 受容体の S c a t c h a r d 

解析

扇平上皮癌細胞を 4 日間増殖培養液で培養した

後， H e I d i n らの方法， 7 )により E G F 結合能を測定し，

結果を S c a t c h a r d 解析した

図 3 薦平上皮癌細胞の増殖に対する E G F の影響

16m m 径ウエルに 10 4 個の SCCKN (. ) , SCCTF (ﾂ 

〉及び K B ( ・ 〉を加え 2 4 時間後に各濃度の E G F を

4 9 -



加え培養し， 7 日後に増殖細胞数を算定した.値

は E G F 無添加時の細胞数を 1 00% として表示した( 3 

ウエルの平均値±標準備差) .なお E G F 無添加時

の SCCKN ， SCCTF 及び K B の増殖細胞数はそれぞれ

28.0x 10 4 個 ， 25.1X 10 4 個及び 20.8x 10 4 個であ

った.各扇平上皮癌細胞は E G F によって濃度依存

性に増殖が抑制されている

図 4 肩平上皮癌細胞のコラーゲンゲル内培養時

のコロニー形態

2. 5x 10 4 個の S C C K N を各濃度の E G F 存在下( A. G, 

Ong/ml; B , 10pg/ml; C, 100pg/ml; D, 1 ng/ml 

E, H, 10ng/ml; F , 100ng/ml) でコラーゲンゲ

ル内にて 1 2 日間培養したく A -F ，位相差顕微鏡所

見， G, H ，パラフィン切片の H -E 染色;倍率 x 5 0 ) • 

E G F 無添加では密な細胞集団よりなる球形のコ口

二ーを形成するく A ， G )のに対し， 10ng/ml 以上の

E G F を添加することによりコロニーは拡張し細胞

配列が疎となり，周囲のゲルに浸潤増殖を示唆す

る像を示しているく E. F. H) 
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図 5 扇平上皮癌細胞のコラーゲンゲル内増殖に

対する E G F の影響

2.5x 10 4 個の SCCKN C.) 及び SCCTF C.&) をコ

ラーゲンゲル内で各濃度の E G F 存在下で 1 2 日間培

養した後，増殖細胞数を S a n f 0 r d らの方法 1 8 )に準

じて算定した.値は E G F 無添加時の細胞数を 100 覧

として表示した C 3 ウエルの平均値±標準偏差) . 

ゲル内においても， E G F は濃度依存性に肩平上皮

癌細胞の増殖を抑制し，増殖抑制は 10ng/ml 以上

の濃度で著明である

図 6 コラーゲンゲルへの肩平上皮癌細胞の浸潤

増殖に対する E G F の影響

コラーゲンゲル上に 2.5x 10 4 個の肩平上皮癌細

胞を加え 1 0 n 9 / m I の E G F 存在下あるいは非存在下で

1 2 日間培養した 1 2 日目にゲル内部への侵入細胞

数を位相差顕微鏡にて各ウエル当り 1 0 視野算定し

た . 視野面積 C 6. 38mm っと総表面積 C 200. 96mmつ

から求めたウエル当りの侵入細胞数とコラーゲン

ゲルに存在する総細胞数より細胞 1 0 4 個当りの侵
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入細胞数を算出した( 3 ウエルの平均値±標準偏

差〉

図 7 コラーゲンゲルへの肩平上皮癌細胞の浸潤

増殖に対する E G F 濃度の影響

コラーゲンゲル上に 2. 5x 10 4 個の SCCKN (・〉

及び SCCTF (Â) を加え各濃度の E G F 存在下で 1 2 日

間培養し，細胞 10 4 個当りのゲル内への侵入細胞

数を算出した . 値は E G F 無添加時を 1 00% として表

示した( 3 ウエルの平均値±標準偏差〉

図 8 扇平上皮癌細胞のコラーゲンゲル上培養所

見

コラーゲンゲル上で 2. 5x 10 4 個の S C C K N を 1 2 日

間培養し， 1 0 %中性ホルマリンにて固定後，パラ

フィン切片を作製し H -E 染色を行った (A ， EGF 無

添加; B , EGF 10ng/ml 添加;倍率 x 2 0 0 ) 

図 9 ザイモグラフィー

増殖飽和状態の扇平上皮癌細胞を 10ng/ml の E GF 

5 2 -



を含むあるいは含まない無血清培養液で 4 8 時間処

理することによって得られた培養上清に対してプ

ラスミノーゲン存在下( A) あるいはプラスミノ

ゲン非存在下( B) でカゼインを基質とするザ

イモグラムを行なった s C C K N 及び s C C T F は 1 0 0 k Da , 

54kDa , 33kDa の u P A 活性を示す.これらはいずれ

も 10ng/ml の E G F 添加によって増強されている KB

は極めて弱い u P A 活性を認めるのみで E G F 添加によ

っても増強されていない.

図 1 0 扇平上皮癌細胞 s C C K N の u P A 産生に対する EG

F 濃度の影響

増殖飽和状態の s C C K N を各濃度の E G F を含む無血

清培養液で 4 8 時間処理することによって得られた

培養上清に対しプラスミノーゲンを含むカゼイン

を基質とするザイモグラフィーを行なった 1 0 ng 

Iml 以上の E G F 添加により著明に u P A 活性が促進さ

れている. H u P A 及び L u P A のレーンはそれぞれ 1 0 -3 

U の高分子量ウロキナーゼ( P r 0 t 0 r 0 9 e n A G )と低

分子量ウロキナーゼ( P r 0 t 0 r 0 9 e n A G )を泳動し
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た

図 1 1 逆相ザイモグラフィー

増殖飽和状態の扇平上皮癌細胞を 1 0 n 9 / m I の E GF 

を含むあるいは含まない無血清培養液で 4 8 時間培

養することによって得られた培養上清に対しフィ

ブリン . アガロースゲルを用いて逆相ザイモグラ
フィ を行なった s C C K N s C C T F 及び K B ~、ずれも

5 4 k 0 a 附近に P A I 活性を示すフィプリン非溶解 b a nd 

が認められる K B は s C C K N 及び s C C T F に比較し強い

P A I 活性を示す . なおこれらの b a n d は E G F 添加によ

っても影響を受けていない.

図 1 2 扇平上皮癌細胞のコラーゲンゲル内での増

殖に及ぼす線維芽細胞の影響

図 1 -A に示したように増殖飽和状態の線維芽細

胞上に作製したコラ ゲンゲル内で扇平上皮癌細

胞を 1 2 日間培養した( A. C. E ，位相差顕微鏡所見

B. D. F , H-E 染色;倍率 x 5 0) . 線維芽細胞非存

在時に観察される密な細胞集団からなる球形のコ

5 4 -



口二一( A. B) は線維芽細胞との混合培養により

辺縁不正の拡張したコロニーに変化した.また，

周囲のコラーゲンゲルへの浸潤増殖を示唆する所

見も認められる( C. 0) .抗 E G F モノクローナル抗

体を添加することにより線維芽細胞によるコロニ

ーの形態変化は阻止されている〈仁 F ) 

図 1 3 コラーゲンゲルへの浸潤増殖に対する線維

芽細胞の影響

図 1 -B に示したように線維芽細胞存在下で扇平

上皮癌細胞をコラーゲンゲル上で 1 2 日間培養した

後，細胞 1 0 4 個当りのゲル内への侵入細胞を算定

した( 3 ウエルの平均値±標準偏差) .線維芽細

胞と混合培養する( + fib.) ことにより，線維芽

細胞非存在下( cont.) に比較し浸潤細胞数は S CC 

K N で 1 0 倍. SCCTF で 2. 5 倍に増加している.一方，

抗 E G F モノクローナル抗体を添加するく+ f i b. + 

a n t i -E G F )ことにより，細胞浸潤促進はそれぞれ

約 1/3 と 1/2 に抑制されている K B では線維芽細胞

による細胞浸潤の促進はみられない
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図 1 4 扇平上皮癌細胞の u P A 産生に与える線維芽

細胞の影響

増殖飽和状態の各肩平上皮癌細胞を 3 0 見漫度の

線維芽細胞の C M で 4 8 時間処理することによって得

られた培養上清に対してカゼインを基質とするザ

イモグラフィーを行なった.線維芽細胞の C M を添

加する( + )ことにより s C C K N 及び s C C T F の u P A 活

性は無添加時〈一〉に比較して促進されている.

K B の u P A 産生は線維芽細胞の C M により影響を受け

ていない なお，線維芽細胞の CM (fib.CM) 中に

は僅かに u P A 活性を認めるのみである.

図 1 5 扇平上皮癌細胞 s C C K N の E G F 産生に対する線

維芽細胞の影響

増殖飽和状態の s C C K N を 3 0 %濃度の線維芽細胞の

C M を含む( + C M )あるいは含まない〈一 C M )無血

清培養液で培養し， 1 日目， 2 日目， 4 日目の培

養上清中の E G F 量を 2 抗体サンドイツチ E L I S A 法に

て測定した( 3 ウエルの平均値±標準偏差〉
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表 1

増殖飽和状態の各培養細胞を無血清培養液で 48

時間処理することによって得られた培養上清中の

E G F 量を 2 抗体サンドイツチ E L I S A 法にて測定した

( 3 ウエルの平均値±標準偏差) group 1 及び

group 2 はそれぞれ正常口腔粘膜及び肩平上皮癌

組織から得た線維芽細胞を示す .
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表1

細胞

KB 

SCCKN 

SCCTF 

group 1 

fibroblast 1 

fibroblast 2 

fibroblast 3 

group 2 

fibroblast 4 

fibroblast 5 

fibroblast 6 

各種培養細胞のEGF産生量

EGF 産生量

(pg/ml/mg cellular protein) 

350. 6 + 51. 4 

1210. 8 :t 250.5 

45 O. 0 + 80. 7 

27. 5 + 8. 5 

40. 2 + 11. 2 

12. 6 + 4.4 

55. 8 + 13. 8 

24. 8 + 4. 5 

32. 3 + 9. 1 
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