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論文内容の要旨

研究目的

癌の臨床的特性の 1 つに転移形成があり，口腔扇平上皮癌もその例外ではない。口腔扇平上皮癌の治療対応におい

ては，原発巣の制御はかなりの程度まで可能となってきているが，口腔癌の予後を大きく左右する因子は転移形成の

制御にかかっているのが現状である o これまで当教室で行われてきた臨床的研究の結果，所属リンパ節転移の有無は，

原発巣の大きさのみによるのではなく，むしろそれぞれの癌細胞が持つ腫壕生物学的特'性に起因することがわかって

きた。そこで本研究は， このような悪性度の高い腫壌における浸潤・転移の機序を，特に腫虜と宿主線維芽細胞との

相互作用に焦点を絞り，解析することを目的とした。

研究方法

1) IF 細胞の樹立と培養:口腔扇平上皮癌患者より得られた癌組織を用い， Explant outgrowth 法にて扇平上皮癌

培養細胞株(IF 細胞)を確立した。 IF 細胞は10%仔ウシ胎児血清 (FBS) 含有 αMEM 培地中にて継代培養を行っ

た。 2 )細胞培養液 (CM) : IF細胞を10% FBS-αMEM 中で48時間培養し， 60% -70% confluent になった時， seｭ

rum free FBS-αMEM に交換し， 24時間培養した CM を使用した。 3) Cell Scattering Assay : MDCK 腎上皮細

胞または GB-d1 胆嚢癌細胞を10% FBS-DMEM 中で2.5X 103個/Crrf播種し 24時間培養後，癌細胞の CM や各種成長

因子，抗体を添加し，更に24時間培養後，形態的変化を顕微鏡下で撮影した。 4) HGF の測定:培養上清中の HGF

濃度は ELISA 法にて測定した。 5) in vitro Migration Assay : 8μmの孔の開いた膜付きトランスウエルチャン

パーの上室に，癌細胞を 5 X 104個/Crrf播種し， 24時間培養した。エタノール固定後， H&E染色を施し，孔を通過

し膜下面に達した細胞数を顕微鏡下でカウン卜した。 6) in vitro Invasion Assay :マトリゲルをコートした 8μm

の孔付きトランスウエルチャンパーの上室に癌細胞 1 X 105個/Crrfを播種し， 24時間培養後，膜下面に達した細胞数

を上記と同様にカウン卜した。また， Type I collagen ゲソレ中に IF 細胞 5 X 105個/ml を播種し， 7 日間培養した後，

形態的変化を顕微鏡下で撮影した。

研究結果

MDCK および GB-dl 細胞は， IF-CM 添加により scattering 活性を示し，その活性は抗 TGF-α または抗 TGF-ß
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1 抗体により，部分的に抑制されたが，抗 HGF 抗体では抑制されなかった。 IF 細胞の migration 活性は， TGF・ α ，

TGF-β1 また HGF により濃度依存的に促進され， IF-CM 中の migration 活性は，抗 TGF-α および抗 TGF-ß 抗体

の同時添加によりほぼ完全に中和された。また， ヒト線維芽細胞による HGF 産生は IF-CM 濃度依存的に促進され，

IL-l 受容体アンタゴニス卜で完全に抑制されたことより， IF 細胞は線維芽細胞による HGF 促進因子として， IL-l を

産生していることが判明した。即ち， IF 細胞の運動性は， TGF-α ， TGF-゚  1 によるオートクライン運動促進因子と

線維芽細胞が産生する HGF によるパラクライン運動促進因子により制御されていることが明らかになった。

次に，マトリゲ‘ルをコートしたトランスウエルを用いた in vitro Invasion Assay の結果， TGF-α または TGF-ß

1 は明らかな浸潤活性を示さなかったが， HGF のみが強い浸潤活性を示した。また，線維芽細胞の CM 中の浸潤活

性も，抗 TGF-α 抗体または抗 TGF-β抗体では抑制できなかったが，抗 HGF 抗体の添加により抑制された。さらに，

IF細胞の浸潤性をコラーゲンゲル基質中の培養下で、調べると，非添加， TGF-α または TGF-β1 を添加したものは

嚢胞様構造の非浸潤性を示したのに対し，線維芽細胞の CM または HGF を添加したものは細胞間接着がなくなり，

浸潤性を示していた。すなわち， HGF は IF 細胞の基底膜やコラーゲンへの浸潤を促進する活性を有していることが

明らかとなった。 IF 細胞の増殖に対する各因子の影響では， TGF-α ， HGF は弱し、促進， TGF-゚  1 は抑制を示した。

以上の研究結果から，臨床的に悪性度の高い IF 細胞においては，宿主線維芽細胞と相互作用しながら，細胞運動

活性や浸潤活性を持ついくつかの因子を，オートクラインあるいはパラクラインに，巧みに利用しながら腫蕩微小環

境下で高い浸潤，転移能が調節されている機序の一端が示された。

論文審査の結果の要旨

癌の特徴である癌細胞の浸潤・転移機構を解明する目的で，癌細胞と宿主線維芽細胞との相互作用に焦点を絞り，

癌細胞の運動促進因子を検討した。

まず，本実験の目的に適合した実験モデ、ルを作成した。すなわち，口腔扇平上皮癌から浸潤・転移性の高い細胞株

を作成した。その後， この細胞を用いた運動促進因子の解析を行った。

その結果，本細胞は TGF-α ， TGF・ ß 1 によるオートクライン運動促進因子と，本細胞が産生する IL-l によって

線維芽細胞から産生される HGF によるパラクライン運動促進因子により制御されていることが明らかとなった。

さらにこの HGF は癌細胞株の基底膜やコラーゲンへの浸潤を促進する活性を有していることを明らかにした。

以上の結果は口腔癌の浸潤・転移機構を解明する上で極めて重要なデータを提供したものであり，博士(歯学)の

学位を取得する資格があるものと認める o
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