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【緒言】 

 

 歯肉癌（GSCC）は、口腔癌の約 10％を占め、舌癌、口腔底癌に次いで発生頻度が高

く、その大部分は組織学的に扁平上皮癌に分類される [1、2、3]。GSCC の特徴として、他

の部位の口腔癌と同様に潰瘍や腫瘤を形成するが、歯肉腫脹や歯牙動揺等の症状を示し、重

度の歯周病や抜歯窩治癒不全と誤診されて発見が遅れることがある [1-5]。また、歯肉・歯

槽部の解剖学的特徴として、歯の歯根が骨内に釘植しているため、歯肉癌は歯根周囲から骨

内部に浸潤しやすく [4]、進行した状態で発見されることも多い [5]。さらに、口腔癌発生

の誘因として一般的に喫煙や飲酒が挙げられているが [6]、GSCC は非喫煙者に多く発生

し、他の部位の口腔癌に比べると男性よりも女性に多く発生する特徴がある [7、8]。 

 細胞の悪性形質転換に伴って細胞には異常な糖鎖が出現し、癌細胞表面の異常糖鎖が浸潤

や転移に関与することが知られている [9、10]。糖鎖と特異的に結合するタンパク質を総称

してレクチンと呼ぶが、レクチンは癌細胞の異常糖鎖にも特異的に結合して、癌細胞の機能

に関与すると共に、癌の特異的マーカーとして有用なタンパク質である [9、10]。そのレク

チンの中に、β-ガラクトースに親和性を示す哺乳類由来の Galectins ファミリーがあり、

約 130 アミノ酸からなる糖認識ドメイン（carbohydrate recognition domain、CRD）を介

して β-ガラクトースに特異的に結合する [11-13]。Galectins ファミリーの中で最初に発見

された Galectins-1（Gal-1）は、14kDa の単量体または単量体が非共有結合したホモ二量

体として、細胞の核や細胞質、そして細胞膜や細胞外基質に分布している [11-13]。生理的

状況下において、Gal-1 は造血系や筋系細胞の分化 [14、15]、神経系の発達 [16]、さらに

免疫系の調整 [17] などの様々な細胞機能に関わっており、動物種間でアミノ酸配列の相同

性が高い重要なタンパク質である [18]。 
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この Gal-1 は、様々な悪性腫瘍において発現亢進が報告されており、頭頸部 [19-25]、胃 

[26]、乳腺 [27]、大腸 [28] や子宮頸部 [29] 等の悪性腫瘍における発現が知られている。悪

性腫瘍における Gal-1 発現の亢進は、Gal-1 の多岐にわたる機能を介して、腫瘍のリンパ節

転移や生存率の低下に関与する [11、12]。腫瘍細胞内の Gal-1 は、ras [30] や cadherin [31] 

などのタンパク質と結合して細胞内シグナルの活性化を促進し、細胞増殖や細胞骨格の改変

による運動能、浸潤能の亢進により腫瘍細胞の悪性形質の獲得に関与していることが in vitro

実験で報告されている [32]。細胞外に分泌された Gal-1 は、腫瘍細胞と細胞外基質タンパク

質との結合に介在して腫瘍細胞の浸潤能の調節  [33] や上皮 -間葉転換（Epithelial-

Mesenchymal Transition、EMT）[34] 等の悪性形質の獲得に関わっていることが in vitro

実験で示されている。また、in vitro 実験で、非腫瘍細胞にも結合し、腫瘍細胞と血管内皮細

胞との接着に介在して腫瘍血管の新生を引き起こすと共に [35、36]、腫瘍細胞とリンパ球の

T 細胞との結合や、T 細胞の表面タンパク質同士の架橋に介在して、T 細胞のアポトーシス

を誘導して腫瘍免疫を調節する事が in vitro 実験で示されている [17、37-39]。 

上記のように、悪性腫瘍において多岐にわたる機能が示唆されている Gal-1 であるが、生

体における癌の進展にどのように関与するのか、その詳細は不明な点も多い。本研究では、

歯肉に発生した扁平上皮癌に絞って生検時の病理組織を用いて、GSCC の Gal-1 発現と臨床

病理学的因子の関係を検討すると共に、Gal-1 が腫瘍免疫や癌の浸潤様式に及ぼす影響を解

析し、Gal-1 の GSCC における生命予後の予測因子としての有用性を検討した。 
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【材料と方法】 

 

１. 組織材料 

本研究では、昭和 62 年から平成 14 年の間に大阪大学歯学部附属病院にて、組織を採取さ

れ、歯肉扁平上皮癌（GSCC）と病理診断された症例より、放射線治療や化学療法を含めた

術前治療を受けていない、ホルマリン固定パラフィン包埋された GSCC の生検検体 80 症例

を選び、研究対象とした。80 症例の内訳は、男性 39 例、女性 41 例で、それらの年齢分布は

41 歳～84 歳（平均年齢 63.8 歳）であった。 

正常歯肉上皮における Gal-1 の発現を検討するため、正常歯肉、線維腫、線維性過形成、

エプーリスと病理診断された 10 例の歯肉病変を対照群とした。なお、これらの病理組織検

体および患者情報の利用に関しては大阪大学歯学部附属病院倫理審査委員会による承認を得

た（H27-E15-1）。 

 

2. 臨床病理学的因子 

GSCC 80 例のパラフィン包埋検体より、4 µⅿの薄切切片を作製した。通例に従って、薄

切切片はキシレンにて脱パラフィン後、アルコールに親水して、ヘマトキシリン-エオジン（H-

E）染色（武藤化学株式会社、東京）を施行し、検鏡して臨床病理学的因子を検討した。 

臨床的病理学的因子として、pT因子（TNM分類 [40]）、リンパ節転移の有無、pStage [40]、

組織学的分化度（WHO 分類 [41]、腫瘍の浸潤様式（Anneroth の分類 pattern of invasion 

[42]）を検討した。遠隔転移の有無は画像にて判断した。 

 

3. 免疫組織化学的染色（免疫染色） 
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80症例のGSCCのパラフィン包埋検体より、薄切切片を作製し、免疫染色に用いた。通例

に従って、薄切切片は脱パラフィン後、親水させてトリス緩衝生理食塩水（Tris-Buffred 

Saline、TBS）で洗浄した。Pascal（Dako North America、Inc.、CA、USA）を用いて

126℃で30秒間、Target Retrieval Solution（pH 9.0、Dako）中で加熱処理し、冷却後、

3 %過酸化水素水にて内因性ペルオキシダーゼ活性を除去し、10 % 牛血清アルブミン

（BSA）-リン酸緩衝生理食塩水（PBS）を用いてブロッキング処理を行った。その後、一

次抗体を滴下して4 ℃で一晩反応させた。一次抗体としては、マウス抗ヒトGal-1モノクロ

ーナル抗体（100倍希釈、25C1、Novocastra Laboratories、Ltd.、Newcastle、UK）、汎

T細胞の膜抗原を認識するマウス抗ヒトCD3モノクローナル抗体（200倍希釈、PS1、Leica 

Biosystems、Newcastle、UK）、ヘルパーＴ細胞の膜抗原を認識するマウス抗ヒトCD4モ

ノクローナル抗体（希釈済み、1F6、Leica）、細胞傷害性T細胞の膜抗原を認識するマウス

抗ヒトCD8モノクローナル抗体（希釈済、1A5、Leica）を用いた。免疫反応部位は、

LSAB法（ヒストファインSAB-POキット、ニチレイバイオサイエンス、東京）にて検出し

た。すなわち、一次抗体と反応させた組織切片は、TBSにて洗浄後、ビオチン標識ウサギ抗

マウス IgG+IgA+IgM 抗体を室温で30分間反応させ、ペルオキシダーゼ標識ストレプトア

ビジンを反応後、3,3’-ジアミノベンチジンテトラヒドロクロライド（DAB）（ニチレイバ

イオサイエンス）を用いて検出した。発色切片は、ヘマトキシリン（武藤化学）で対比染色

を行い、脱水、透徹、封入し、光学顕微鏡にて検鏡した。 

二重免疫染色では、一次抗体として、2 種類の抗体を組み合わせて滴下した。すなわち、

抗 CD3 抗体とウサギ抗ヒト Cleaved caspase-3（CC-3）ポリクローナル抗体（300 倍希釈、

Asp175、Cell signaling Technology、Inc.、MA、USA）、抗 CD8 抗体と抗 CC-3 抗体、抗

Gal-1 抗体とウサギ抗ヒト vimentin ポリクローナル抗体(希釈済み、SP20、Thermo 



5 

 

Scientific Inc.、CA、USA）を組み合わせて反応させた。免疫反応部位の検出には、Mach 2 

Double stain 2 キット（Biocare Medical, LLC.、CA、USA）による高分子ポリマー法（間

接酵素抗体法）を用いた。CD3、CD8、Gal-1 の局在部位は DAB（ニチレイバイオサイエン

ス）により茶色に発色し、CC-3 と vimentin の局在部位は Vulcan Fast Red Chromogen kit 

2（Biocare）により赤色に発色させた。2 色で発色後、ヘマトキシリンで対比染色を行い、

脱水、透徹、封入し、光学顕微鏡にて検鏡、撮影（DS-Ri1、Nikon、東京）した。 

 

4．免疫染色の評価 

免疫染色された組織切片は、以下に示す基準に従って、2 名の評価者が解析し記録を行っ

た。 

 

4-1. 癌胞巣における Gal-1 の発現レベルの評価 

癌胞巣における Gal-1 発現レベルは、Chiang らの判定基準 [20] に従い、生検検体におけ

る Gal-1 陽性領域の割合により 3 段階に分類した。すなわち、検体の癌胞巣における Gal-1

陽性範囲が約 10 %未満を Negative（図 1A、D）、Gal-1 陽性範囲が約 10 %以上から約 50％

未満を Weak（図 1B、E）、Gal-1 陽性範囲が約 50 %以上を Strong（図 1C、F）として、評

価を行った。 

 

4-2. 癌胞巣および間質に浸潤する T 細胞の浸潤レベルの評価 

癌胞巣および間質に浸潤する汎 T 細胞、ヘルパーＴ細胞、細胞傷害性 T 細胞の浸潤レベル

は、その各々について、Tsukahara らの判定基準 [43] により、軽度（Scattered or Mild、

以下 Mild）、中等度（Moderate）、高度（Diffuse）の 3 段階に分類した。 
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4-3. 癌胞巣および間質に浸潤する T 細胞のアポトーシスの割合 

アポトーシスに陥った汎 T 細胞、細胞傷害性 T 細胞の割合は、各々の T 細胞数における

アポトーシスの早期マーカーである CC-3 陽性細胞数の割合にて評価した。二重免疫染色さ

れた組織切片を光学顕微鏡下で、1 症例あたり癌胞巣を 3 視野（400 倍）、癌胞巣周囲の間質

を 3 視野（400 倍）撮影し、各 T 細胞におけるアポトーシス陽性率を算出した。 

 

4-4. 癌浸潤先端部に発現する Gal-1 の評価 

80 症例の GSCC より、病理組織切片の作製面において、癌胞巣と間質の境界が明瞭な 57

症例を選択し、癌浸潤先端部における Gal-1 と vimentin の発現の有無を評価した。また、

Anneroth の分類 [42] の pattern of invasion に従って、腫瘍の浸潤様式を Low grade

（Grade1、2）と High grade（Grade3、4）の２段階で評価した。 

 

5．癌細胞株の細胞培養 

Japanese Cancer Research Resources Bank（JCRB、大阪）より供与されたヒト口腔扁

平上皮癌細胞株 HSC-3（JCRB0623）を、10 %ウシ胎児血清（JRH Biosciences、東京）と

１％ペニシリンストレプトマイシン（和光純薬、大阪）を含む E-MEM（和光純薬、大阪）

で、37 ℃、5 %CO₂気相下で培養した。 

 

5-1．癌細胞株の二次元遊走モデル 

24×32 mm のカバーグラス（松波硝子工業株式会社、大阪）を 35 mm シャーレ（Corning 

Incorporated、NY、USA）底面に敷き、19.2 × 10⁴個の HSC-3 を播種し、一晩培養した。
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翌日、細胞がコンフルエント状態であることを確認した後、スクレイパー（Corning）を用い

てシャーレ内のスライドガラス中央部より幅 0.5 ㎝の範囲で細胞を除去し、E-MEM で 2 回

洗浄した後、72 時間培養して 4 %パラホルムアルデヒド含有 0.1 M リン酸緩衝液（pH 7.4）

にて室温 1 時間、または 50 %メタノールと 50 %アセトンの混合液で‐20 ℃で 20 分間固定

した。 

固定後、0.2 % tween 20（Sigma-Aldric Co. LLC.、MO、USA）にて細胞膜透過処理後、

10 %BSA-PBS にてブロッキング処理し、一次抗体として抗 Gal-1 抗体（抗 vimentin 抗体、

マウス抗ヒト E-cadherin モノクローナル抗体（NCH-38、Dako North America Inc.、CA、

USA）を 4 ℃で一晩反応させた。TBS で洗浄後、Alexa Fluor 488 標識ロバ抗ウサギ IgGs

抗体（300 倍希釈、Cell Signaling Technology Inc.）、および Alexa Fluor 594 標識ロバ抗マ

ウス IgGs 抗体（300 倍希釈、Thermo Fisher Scientific Inc.）、あるいは Alexa Fluor 594 標

識 Phalloidin (500 倍希釈、Thermo Fisher Scientific Inc.）を、室温で一時間反応させ、

DAPI含有封入剤（Thermo Fisher Scientific Inc.）にて封入し、蛍光顕微鏡（AxioCam MRm、

ZEISS、Germany）にて検鏡、撮影した。 

   

5-2．癌細胞株の三次元浸潤モデル 

6 well dish（Corning）内に 0.4 %に希釈したⅠ型コラーゲン溶液（高研、東京）を各 1.5 

mL 添加し、37 °C で 30 分ゲル化させた。ゲル上に 3.5 × 10⁶個の HSC-3 を含む E-MEM を

1.5 ⅿL 加え、癌細胞株の三次元浸潤モデルを作製した。14 日間培養した後、4 %PFA にて

固定し、パラフィン包埋して 4 µⅿ厚の切片を作製した。 

蛍光免疫染色のため、脱パラフィン後、Proteinase K（Millipore、Bedford、MA、USA）

処理し、抗 Gal-1 抗体、マウス抗ヒト laminin モノクローナル抗体（100 倍希釈、LAM-89、
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Sigma）、ウサギ抗ヒト F-actin ポリクローナル抗体（200 倍希釈、bs-1571R、Bioss Inc.、

MA、USA）を 4℃で一晩反応させた。TBS にて洗浄後、Alexa Fluor 488 標識ロバ抗ウサ

ギ IgGs 抗体および Alexa Fluor 594 標識ロバ抗マウス IgGs 抗体を室温にて一時間反応させ

た後、DAPI 含有封入剤にて封入し、蛍光顕微鏡（AxioCam MRm）にて検鏡、撮影した。 

  

6．統計学的解析 

統計処理は STATCEL（add-in software for Microsoft Excel、[44]）を用いて行った。Gal-

1 発現レベルと臨床病理学的因子との関連性の検討には m × n 検定を行った。Gal-1 発現レ

ベルと、アポトーシスに陥った各 T 細胞の割合との関連の検討には Kruskal-Wallis 検定法

にて分散分析を行い、統計学的有意差を確認した後、Steel-Dwass 法にて多重比較検定を行

った。全生存率における有意差検定はLog rank検定で行い、全生存率の算出はKaplan-Meier

法で行った。癌浸潤先端部における Gal-1 発現と vimentin 発現との相関、Anneroth 分類の

浸潤様式との関連の検討には m × n 検定を用いた。いずれも P < 0.05 の場合を有意差あり

と判定した。 
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【結果】 

 

1. GSCC における Gal-1 発現 

 GSCC の対照群として、正常歯肉を用いて Gal-1 発現を検討した。その結果、正常歯肉上

皮では Gal-1 陽性反応は認められず、非上皮成分である線維芽細胞や炎症細胞に Gal-1 陽性

反応が認められた（図 2A、B）。また、線維腫、線維性過形成、エプーリスに含まれる正常歯

肉上皮にも、Gal-1 陽性反応は認められなかった（表 1）。 

 GSCC における Gal-1 発現は、癌胞巣に Gal-1 陽性反応が認められ（図 2C、D）、その反

応は癌細胞の細胞質および核にみられた（図 2D 挿入図）。非癌部歯肉上皮に Gal-1 陽性反応

は認められなかった（図 2C、D）。癌胞巣における Gal-1 陽性反応の分布は GSCC の組織学

的分化度により相違がみられた。すなわち、高分化型 GSCC では癌胞巣辺縁部に Gal-1 陽性

反応がみられ（図 2E、F 矢印）、低分化型 GSCC では癌胞巣全体に Gal-1 陽性反応がみられ

る傾向があった（図 2G、H）。また、癌胞巣周囲の間質では、線維芽細胞、炎症細胞、血管

内皮細胞等に Gal-1 陽性反応が認められた（図 2D、F、H）。これらの GSCC における Gal-

1 発現分布は、すでに報告されている GSCC 以外の頭頸部扁平上皮癌における発現と一致し

ていた [20、22-24]。 

 

2. GSCC における Gal-1 発現と臨床病理学的因子との関係 

 80 症例の GSCC における Gal-1 発現レベルを Chiang らの方法 [20] を用いて半定量的

に評価した結果、GSCC の 80 症例中、Negative: 22 症例、Weak: 36 症例、Strong: 22 症例

であった（表 2）。Gal-1 発現レベルと臨床病理学的因子との関連性について統計学的に解析

した結果、Gal-1 発現レベルが Strong の症例では、リンパ節に有意に転移が有り（P < 0.05）、
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組織学的分化度が有意に低かった（P  0.001）（表 2）。年齢、性別、発生部位、pT 因子、

pStage に明らかな統計学的有意差は認められなかった（表 2）。さらに、Gal-1 発現レベルと

生命予後との関係について統計学的に解析した結果、Gal-1 発現レベルが Strong の症例は、

Negative または Weak な症例に比べて有意に生命予後が悪いことが示された（全生存率、P 

< 0.05）（図 3）。 

 

3. 癌胞巣における Gal-1 発現と腫瘍免疫について  

 癌が発現する Gal-1 は、癌胞巣周囲に浸潤する T 細胞にアポトーシスを誘導して腫瘍免疫

の抑制に関与することが、in vitro の実験で示唆されている [11-13]。そこで、GSCC の病理

組織において、癌胞巣の Gal-1 発現と腫瘍免疫に関与する T 細胞浸潤との関係について検討

した。 

まず、GSCC の病理組織に浸潤する CD3 陽性・汎 T 細胞、CD8 陽性・細胞傷害性 T 細

胞、CD4 陽性・ヘルパーT 細胞を免疫染色により同定し、80 症例の GSCC における各 T 細

胞の浸潤レベルを、Tsukahara らの判定基準 [43] により、Mild、Moderate、Diffuse の 3

段階で評価した。その結果、ヘルパーT 細胞の浸潤レベルはいずれの症例においても Mild と

評価されたため、以後の検討から除外した。汎 T 細胞の浸潤レベルは、Mild: 17 症例、

Moderate: 38 症例、Diffuse: 25 症例であり、細胞傷害性 T 細胞浸潤レベルも、Mild: 17 症

例、Moderate: 38 症例、Diffuse: 25 症例であった。Gal-1 発現レベルと、汎 T 細胞および細

胞傷害性 T 細胞の浸潤レベルとの関連性を統計学的に解析したところ、Gal-1 発現レベルと、

汎 T 細胞および細胞傷害性 T 細胞の浸潤レベルは負の相関を示した（P < 0.01）（表 2）。す

なわち、Gal-1 発現レベルが Strong の症例では、汎 T 細胞および細胞傷害性 T 細胞の浸潤

レベルは Mild になる傾向があり（図４A a）、Gal-1 発現レベルが Negative の症例では、汎
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T 細胞および細胞傷害性 T 細胞の浸潤レベルは Diffuse になる傾向がある（図４A d）。 

 

4. 癌胞巣における Gal-1 発現と T 細胞のアポトーシスについて 

癌細胞の Gal-1 発現と T 細胞のアポトーシスとの関係について検討するため、早期アポト

ーシスマーカーである CC-3 発現を汎 T 細胞と細胞傷害性 T 細胞において検討した。汎 T 細

胞で CC-3 陽性細胞（図 4A b,e）、また、細胞傷害性 T 細胞で CC-3 陽性細胞（図 4A c,f）は

アポトーシスを起こした T 細胞として、各々の T 細胞数に対する割合を算出した。その結

果、癌胞巣における Gal-1 発現レベルが Negative、Weak、Strong の症例群においてアポト

ーシスを起こした汎 T 細胞の割合は、各々において 7.9 %、11.3 %、27.7 %で、細胞傷害性

T 細胞においては、各々において 10.6 %、18.0 %、25.6 %であった。多重比較検定を行った

ところ、汎 T 細胞では、癌胞巣の Gal-1 発現レベルが Strong である症例は、Negative また

は Weak である症例に比べてアポトーシスを起こす割合が有意に高かった（P < 0.01）（図

4B）。細胞傷害性 T 細胞では、癌胞巣の Gal-1 発現レベルが Negative、Weak、Strong へと

高くなるほど、アポトーシスを起こす割合が有意に高くなることが示された（P < 0.01）（図

4C）。 

 

5．二次元遊走モデルにおける口腔扁平上皮癌細胞の Gal-1 発現について 

 癌胞巣における Gal-1 発現は、高分化型でも低分化型でも癌胞巣の辺縁に認められること

や（図 1F、H）、Gal-1 発現が口腔癌細胞株の仮足伸長に関わると報告されていることから 

[32]、癌胞巣の運動先端部には Gal-1 が発現するのではないかと考えて、二次元遊走モデル

において癌細胞株（HSC-3 細胞）の Gal-1 発現を検討した。二次元遊走モデルでは、HSC-

3 細胞が密な領域（非遊走部）より疎な領域（遊走部）へと遊走すると、HSC-3 細胞は線維
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芽細胞様形態へと変化する（図 5Ae, f）。また、遊走部の HSC-3 細胞では、上皮性形質の指

標となる E-cadherin 発現は低下するが（図 5A f, g）、間葉性形質の指標となる vimentin 発

現は亢進し（図 5A e, g）、上皮-間葉形質転換（Epithelial-mesenchymal transition、EMT）

が起こることが確認された（図 5Ae, f）。さらに、遊走部の線維芽細胞様の HSC-3 細胞で

は、細胞骨格であるストレスファイバー（F-actin）が明瞭化し、重合と再構成が促され、仮

足伸長がみられた（図 5Ah 矢頭）[45]。 

この二次元遊走モデルにおいて Gal-1 発現を検討したところ、HSC-3 細胞の遊走部先端の

vimentin 発現領域に一致して Gal-1 発現がみられた（図 5B）。また、HSC-3 細胞の遊走に

伴い再構成されるストレスファイバー（F-actin）は、遊走部で明瞭化しており、同領域に一

致して Gal-1 発現が認められた（図 5C）。 

 

6. 三次元浸潤モデルにおける口腔扁平上皮癌細胞の Gal-1 発現について 

生体における癌浸潤の現象を模倣した三次元浸潤モデルを用いて、癌細胞株 (HSC-3 細胞) 

侵入における Gal-1 発現を検討した。三次元浸潤モデルでは、コラーゲンゲル上に HSC-3 細

胞が 3-5 層の粘膜上皮様に重積して増殖した後、コラーゲンゲル内に 2-4 個の HSC-3 細胞

が集簇して癌胞巣様に侵入する組織像が観察された（図 6A）。HSC-3細胞の基底膜を laminin

免疫染色により検出すると、表層の HSC-3 細胞はコラーゲンゲルとの界面に線状の基底膜

分布を示すのに対し、コラーゲンゲル内の HSC-3 細胞はその周囲に点状の基底膜分布を示

すとともに（図 6B）、間葉性形質の指標となる vimentin 発現が認められ（図 6C）、HSC-3

細胞のコラーゲンゲル内への侵入は癌浸潤に準ずるものと考えられた。Gal-1 発現は、表層

の HSC-3 細胞には認められず、コラーゲンゲル内に侵入した HSC-3 細胞に認められた（図

6D）。さらに、コラーゲンゲル内で Gal-1 を発現する HSC-3 細胞（図 6E 破線より下方）で
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は、コラーゲンゲル表層の HSC-3 細胞（図 6E 破線より上方）と比較してストレスファイバ

ー（F-actin）が明瞭に認められた（図 6E 破線下方）。 

 

7．癌浸潤先端部における Gal-1 発現について 

前述の遊走および浸潤モデル実験の結果から、Gal-1 発現は浸潤する癌細胞に発現して、

癌浸潤先端部の EMT 誘導への関与やストレスファイバー（F-actin）の再構成による細胞運

動の促進に関与することが推測された。そこで、癌浸潤先端部における Gal-1 発現の意義を

検討するため、病理組織において、Gal-1 発現と、EMT を示唆する vimentin 発現ならびに

細胞運動が関与する癌の浸潤様式との関係を検討した。 

GSCC の 80 症例より、癌胞巣と間質の境界が明瞭な 57 症例を選択し、Gal-1 と vimentin

発現の有無を検討したところ、癌の浸潤先端部に Gal-1 と vimentin の発現が共に認められ

なかった症例が 35 例（図 7A a）、Gal-1 または vimentin の発現のどちらか一方が認められ

た症例は 8 例（図 7A b, c）、Gal-1 と vimentin の発現が共に認められた症例は 14 例（図 7A 

d）であった（表 3）。統計学的検討を行ったところ、浸潤先端部のGal-1発現は同部の vimentin

発現に相関することが明らかとなった（P = 0.01）（表 3）。 

次に、浸潤先端部における Gal-1 発現と癌の浸潤様式との関係を検討するため、Anneroth

分類の Pattern of invasion に基づいて癌の浸潤様式を分類し（図 7B 上段）、Gal-1 発現との

相関を検討した。Anneroth の分類によると、57 症例の GSCC は、Grade 1 は 15 例、Grade 

2 は 24 例、Grade3 は 12 例、Grade 4 は 6 例であった（表４）。Grade 1 と Grade 2 を Low 

grade、Grade 3 と Grade 4 を High grade と定義して分類すると（図 7B 上段）、浸潤先端

部に Gal-1 発現の有る症例は high grade の浸潤様式、Gal-1 発現の無い症例は low grade の

浸潤様式を示す傾向がみられた（図 7B、表４）。この傾向を統計学的に解析すると、癌の浸
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潤先端部に Gal-1 発現が有る症例は、High grade の浸潤様式を有意に示すことが分かった

（P < 0.01）（表４）。 
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【考察】 

 

 本研究では、これまで詳細に検討されていなかった GSCC における Gal-1 発現に関し

て、免疫組織化学的手法を用いることにより、Gal-1 発現が GSCC のリンパ節転移能、低

分化な浸潤態度、EMT といった悪性形質に関与し、予後不良因子となることを明らかにす

るとともに、in vitro 実験で示唆された癌組織が発現する Gal-1 を介した腫瘍免疫の抑制を

in vivo で証明した。 

 様々な悪性腫瘍におけるGal-1の発現亢進は、浸潤能や転移能の亢進等の悪性形質の獲得

に関与することが報告されており [11-13]、口腔癌を含む頭頸部癌においてもGal-1発現が

亢進することが報告されている [20、22、25、46]。本研究において、ホルマリン固定パラ

フィン包埋された病理組織を用いて、正常歯肉上皮とGSCCにおけるGal-1発現を免疫染色

にて解析した結果、Gal-1発現は正常歯肉上皮や非癌部歯肉上皮には認められないが、

GSCCの癌胞巣には認められた。正常の粘膜上皮におけるGal-1発現の有無については、

ChiangらはGal-1発現が正常の口腔粘膜上皮に認められると報告しており [20]、本研究の

歯肉上皮の結果とは異なっている。この違いについては、Chiangらの使用したポリクロー

ナル抗体とは異なって、報告論文に頻用されているモノクロナール抗体を用いたことが主な

原因と考えられる。また、角化上皮の歯肉上皮に限定した本研究と違って、Chiangらの検

討した口腔粘膜上皮には特殊粘膜上皮の舌粘膜上皮も含まれており、上皮の種類の違いによ

る差があるのかもしれない。 

 癌組織におけるGal-1発現分布に関しては、本研究で得られた結果と、口腔扁平上皮癌を

用いた他の研究とは、概ね一致している [20、22、23]。Gal-1は、細胞質リボソームで合

成され、細胞質内に分布、または細胞外に分泌されて細胞外基質または細胞膜表層に分布、
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あるいは核内に移行する [12、47]。細胞外に分泌されたGal-1は、腫瘍細胞—腫瘍細胞間の

結合、腫瘍細胞—細胞外基質タンパク質との結合、さらには血管内皮細胞や炎症細胞等の間

質細胞との結合に介在して腫瘍細胞の浸潤能 [11、12、33]、腫瘍血管の新生 [35、36]、腫

瘍免疫の調節 [11-13] に関与するが、細胞質内のGal-1機能に関して不明な点が多い [47、

48]。細胞質内のGal-1は、CRD非依存性に腫瘍の細胞増殖活性に関わると報告されている

が [30]、その一方で、腫瘍増殖に抑制的に働いているという報告もある [31]。核内のGal-

1は、mRNA前駆体のスプライシング過程に関わっていることが報告されているが [47、

48]、腫瘍の生物学的態度における意義は不明である。本研究では、正常歯肉およびGSCC

周囲の間質ともに、線維芽細胞、炎症細胞、血管内皮細胞等にGal-1発現が認められたが、

癌周囲の間質におけるGal-1発現の亢進は、頭頸部 [49]、甲状腺 [50]、大腸 [51]、子宮頸

部 [29]、卵巣 [52]、乳腺 [27]、膵臓 [53]、や前立腺 [54]の悪性腫瘍において報告されて

いる。癌周囲の間質には、癌細胞から産生・分泌されたTransforming Growth Factor-

（TGF-）等の因子により活性化した筋線維芽細胞である癌随伴線維芽細胞（cancer-

associate fibroblast、CAF）が存在する [55]。これら間質のCAFがGal-1を発現すると報告

されており、免疫染色を用いた臨床病理学的研究により、癌周囲の間質のGal-1発現レベル

が、臨床病期 [27、54]、リンパ節転移 [29]、腫瘍浸潤 [27、29]に関与することが報告さ

れている。しかし、Gal-1は線維芽細胞を活性化するTGF-様作用も有しており [56-58]、

このTGF-様作用により誘導されたCAFが癌周囲間質にGal-1を産生すると考えられ、癌胞

巣のGal-1発現レベルが癌組織全体のGal-1発現量を決定する可能性がある。実際、口腔癌

では、癌周囲間質のGal-1発現より、むしろ癌胞巣のGal-1発現がリンパ節転移や臨床病期

に関与する重要な因子であることが報告されている [20]。 

本研究では、GSCC の癌胞巣における Gal-1 発現レベルと、臨床病理学的因子のリンパ
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節転移、組織学的分化度の低下、全生存率の低下と相関が認められ、リンパ節転移 [24]、

組織学的分化度の低下 [22、23] との相関に関しては、口腔扁平上皮癌を対象としたこれま

での報告と一致している。しかし、これまでに Gal-1 発現レベルとの相関が報告されてい

る pT [25] や pStage（pTNM）[24、25] については、本研究では統計学的な有意差が認め

られなかったが、この相違には、様々な臨床的因子や癌産生因子を考慮する必要があると思

われる。これらの報告では癌胞巣と癌周囲間質を含めた癌組織全体を解析対象としており 

[24、25]、癌胞巣に加えて癌周囲間質の Gal-1 発現が加味された事に由来するのかもしれな

い。また、本研究では、Gal-1 発現レベルと全生存率の低下との間に相関が認められた（図

３）。全生存率に関しては、本研究と同様の結果が早期（T1、T2）口腔癌において報告され

ている [20]。本研究で用いた GSCC の臨床病理学的因子と予後との関係について、Cox の

ハザードモデル（表に示さず）を用いて解析したところ、年齢（ ≥ 65（不良）/< 65（良

好）、ハザード比 0.94、95 %信頼区間 0.89−1.01、P = 0.115）、性別（男（不良）/女（良

好）、ハザード比 0.72、95 %信頼区間 0.22−2.39、P = 0.592）、発生部位（下顎（不良）/

上顎（良好）、ハザード比 0.38、95 %信頼区間 0.12−1.16、P = 0.089）、pT（3 + 4（不

良）/1 + 2（良好）、ハザード比 6.40、95 %信頼区間 0.68−60.55、P = 0.106）、リンパ節

転移（有（不良）/無（良好）、ハザード比 3.47、95 %信頼区間 0.91−13.29、P = 0.069）、

臨床病期（III + IV（不良）/I + II（良好）、ハザード比 0.42、95 %信頼区間 0.02−7.19、P 

= 0.1549）、組織学的分化度（中/低分化型（不良）/高分化型（良好）、ハザード比 1.75、

95 %信頼区間 0.43−7.18、P = 0.436）、癌胞巣の Gal-1 発現（Strong（不良）/Negative + 

Weak（良好）、ハザード比 3.49、95 %信頼区間 1.15−10.56、P = 0.028）のうち、癌胞巣

の Gal-1 発現、pT 因子、リンパ節転移はハザード値が大きく、癌胞巣の Gal-1 発現のみに

統計学的有意差が見られた。この結果より、癌胞巣における Gal-1 発現は、pT 因子に次い
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で、リンパ節転移とは同等程度に、生命予後を左右する因子であるが、癌胞巣の Gal-1 発

現は独立した予後因子となり得ることが示された。しかし、この研究結果には、生検採取後

の治療法や術後療法の違いに関する臨床情報は考慮されておらず、今後さらなる詳細な臨床

情報の解析が必要である。 

近年、癌の生物学的特性を理解するにあたり、癌の浸潤先端に注目が集まっている 

[59]。浸潤先端周囲の間質には癌細胞と相互に作用する間質細胞や液性因子が豊富に存在し

ている [59]。浸潤先端における癌細胞は、腫瘍表層部の癌細胞より組織学的分化度が低

く、EMT が誘導されることが様々な腫瘍で報告されている [59-62]。口腔癌においても同

様の現象が見られ、浸潤先端における癌胞巣の組織学的特徴は、癌組織全体を評価する

pTNM や組織学的分化度よりも正確に癌の生物学的特徴を把握できると言われている 

[62、63]。また、癌浸潤の最深部が病理組織に含まれない事が多い生検採取時の標本でも、

癌胞巣と間質の境界を形態学的に評価することで、癌浸潤の最深部と同等の生物学的特徴を

把握して、生命予後予測が可能と言われている [63]。本研究では、口腔癌細胞株を用いた

in vitro の遊走・浸潤実験は、浸潤先端に相当する遊走・浸潤する癌細胞には Gal-1 発現が

認められるとともに EMT が誘導され、ストレスファイバー形成がみられた。さらに、本研

究の病理組織解析では、GSCC 浸潤先端における Gal-1 発現が、浸潤先端部の間葉系形質

の獲得（vimentin 発現）と低分化な浸潤態度（Anneroth の分類の Grade3,4）[42] に相関

を示した。また、他の研究グループの in vitro 実験結果から、癌細胞は Gal-1 発現により

EMT が誘導されて、Rho シグナルを介して浸潤能を獲得することや、Gal-1 発現により

matrix metalloproteinase(s) 発現が亢進すると報告されている [32]。以上の本研究結果を

含めた情報から、in vitro 実験で得られた癌細胞の Gal-1 発現に伴う EMT 誘導や細胞運動

や基質分解酵素の活性化による浸潤能の亢進が、Gal-1 発現を認める癌の浸潤先端部の組織
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学的変化に反映されていると考えられる。 

Gal-1 をはじめとする Galectins ファミリーは炎症反応や免疫反応にも深く関わっている 

[13]。腫瘍においては、in vitro 実験で Gal-1 がリンパ球の T 細胞をアポトーシスに導くこ

と [39]、T 細胞の活性化を阻害すること [64] や、T 細胞を誘導する proinflammatory 

cytokine を抑制する [65] ことから、腫瘍で Gal-1 は T 細胞を介した腫瘍免疫の抑制に関

与することが知られている。GSCC の病理組織を用いた本研究の結果、Gal-1 発現レベル

は、汎 T 細胞と細胞傷害性 T 細胞の浸潤レベルと負の相関を示した（表２）。他の研究グル

ープは、癌周囲間質の Gal-1 発現亢進が汎 T 細胞の浸潤レベルを抑制すると報告している

が [49]、本研究では、癌胞巣における Gal-1 発現亢進が T 細胞の浸潤レベルを抑制し、さ

らに T 細胞のアポトーシスを誘導することが示された。Gal-1 によるアポトーシスのシグナ

ル伝達は、Caspases 活性 [66] や Caspase 非依存性に Endonuclease G の核内移行により

アポトーシスが誘導されるとの報告もある [67]。よって、本研究で caspase 活性依存性の

早期アポトーシス指標（CC-3）を用いて算出した T 細胞数より、実際には多くの T 細胞に

アポトーシスが誘導されている可能性がある。 

癌細胞が産生した Gal-1 は、前述したように、間質に浸潤する T 細胞に作用し、腫瘍免

疫を抑制するが、線維芽細胞や血管内皮細胞などの癌周囲の間質細胞も Gal-1 を産生し、

細胞外にも分泌されることから、癌細胞が産生した Gal-1 が作用するのか、癌周囲の間質

細胞が産生した Gal-1 が作用するのか、また、細胞膜表層に結合した Gal-1 が作用するの

か、細胞外基質中の Gal-1 が作用するのかに関しては様々な報告がある。Gal-1 を添加した

細胞外基質のマトリゲル内で T 細胞を培養すると、T 細胞にアポトーシスが誘導されると

いう報告 [68] や、液性因子としての Gal-1 が T 細胞のアポトーシスを誘導するという報告 

[37] があり、生体内でも細胞外基質中の Gal-1 は T 細胞にアポトーシスを誘導すると考え
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られる。Gal-1 は、細胞から分泌され、細胞表層に結合し、T 細胞の表面受容体である様々

な CD タンパク質に結合するが、その中で CD7、CD43、CD45 への Gal-1 結合がアポトー

シスに直接的に影響するとされている [12、37]。そこで、産生・分泌した Gal-1 が細胞表

層に結合する Chinese hamster ovary（CHO）細胞と、CHO 細胞の UDP-galactose 輸送

活性を欠失させて、産生・分泌した Gal-1 が細胞表層に結合できずに全ての Gal-1 が細胞

外基質中に分泌される変異 CHO 細胞を用いて T 細胞と共存培養した研究があり、CHO 細

胞は T 細胞に高率にアポトーシスを誘導するが、変異 CHO 細胞ではアポトーシス誘導が減

弱するという結果が報告されている [68]。従って、癌の細胞外基質中の Gal-1 に接着した

T 細胞より、Gal-1 を産生する癌細胞や癌周囲の間質細胞と接着した T 細胞に高率にアポト

ーシスが誘導されると考えられる。腫瘍免疫に重要な T 細胞にアポトーシスを誘導する

Gal-1 の供給源として、癌細胞と癌周囲の間質細胞のどちらが重要かを明確に示した報告は

ない。しかし、Rubinstein らは、Gal-1 を高発現する癌細胞を B6 マウスに移植すると腫瘍

免疫は抑制されるが、癌細胞の Gal-1 発現を抑制すると腫瘍免疫が亢進すると報告してお

り [69]、これは癌細胞が産生する Gal-1 が腫瘍免疫抑制に貢献する重要な供給源であるこ

とを示唆している。本研究では、癌胞巣における Gal-1 発現を検討し、Gal-1 発現亢進が T

細胞のアポトーシスを介して腫瘍免疫を抑制することを示した。この GSCC の病理組織の

解析結果は、生体でも癌細胞由来の Gal-1 が腫瘍免疫抑制に貢献することを示すものであ

る。一方で、癌周囲の間質の Gal-1 発現が腫瘍免疫に作用するという病理組織学的研究が

あるが [27、54]、これらの研究報告では、癌胞巣周囲のどこまでを癌周囲間質とするか等

の評価範囲設定が曖昧であり、癌胞巣での発現との腫瘍免疫との相関と併せて、さらなる検

討が必要と思われる。 

以上より、GSCC の癌胞巣における Gal-1 発現の亢進は、癌の浸潤先端部では EMT や浸
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潤性性格に関与し、癌胞巣周囲では T 細胞にアポトーシスを誘導して腫瘍免疫を抑制し、

癌の転移や予後の悪化に関わる重要な因子であることが分かった。また、GSCC の生検を

用いた解析結果から Gal-1 発現レベルにより生命予後に差があったため、Gal-1 免疫染色に

よる評価は早期の予後予測マーカーとして有用であると考えられる。さらに、GSCC の癌

胞巣が発現する Gal-1 は、癌進展に多面的に関与しており、Gal-1 結合阻害剤など治療標的

薬が多数開発されているが、GSCC に適用できる可能性もある。 
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【総括】 

1. 正常歯肉上皮に Gal-1 発現は認められず、歯肉扁平上皮癌胞巣に Gal-1 発現を認めた。

Gal-1 は癌細胞の細胞質および核に局在した。 

2. 歯肉扁平上皮癌生検検体 80 例の癌胞巣における Gal-1 発現レベルの亢進は、組織学的

分化度の低下、リンパ節転移の発生、全生存率の低下に相関した。 

3. 歯肉扁平上皮癌生検検体 80 例の癌胞巣における Gal-1 発現レベルは、汎 T 細胞の浸潤

レベルと細胞傷害性 T 細胞の浸潤レベルと負の相関を示した。 

4. Gal-1 発現レベルが亢進すると、アポトーシスを起こす汎 T 細胞や細胞傷害性 T 細胞の

割合が増加することが歯肉扁平上皮癌組織において示された。 

5. 口腔癌細胞株 HSC-3 を用いた in vitro 遊走実験では、間葉系マーカーの vimentin を発

現、上皮性マーカーの E-cadherin 発現が減少し、ストレスファイバー形成を伴って遊

走する HSC-3 細胞に Gal-1 の発現が認められた。 

6. 口腔癌細胞株 HSC-3 を用いた in vitro の浸潤実験では、vimentin を発現、F-actin が明

瞭化しコラーゲンゲル内に侵入した HSC-3 細胞胞巣に Gal-1 発現が認められた。 

7. 歯肉扁平上皮癌 57 例の浸潤先端部の解析において、浸潤先端部に Gal-1 発現を認める

症例は、同部に EMT が生じ、High grade の浸潤様式を示す事が分かった。 
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【結語】 

 

GSCC 癌胞巣における Gal-1 発現亢進は、癌の浸潤先端部における EMT 誘導や低分化な浸

潤様態度といった悪性形質の獲得に関与すると共に、T 細胞のアポトーシスを誘導して腫瘍

免疫を抑制して、リンパ節転移や生命予後の悪化に関与する重要な因子であると考えられる

（図 8）。 
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表 1．正常歯肉上皮における Gal-1 発現 

組織診断 年齢     性別 部位      上皮における Gal-1 発現 

Normal mucosa 73  女性 下顎 Negative 

Fibroma 54  女性 下顎 Negative 

Fibroma 63  男性 上顎 Negative 

Fibrous hyperplasia 47  男性 上顎 Negative 

Fibrous hyperplasia 47  男性 上顎 Negative 

Fibrosis 42  男性 下顎 Negative 

Epulis fibrosa 55  女性 上顎 Negative 

Epulis osteoplastica 54  女性 下顎 Negative 

Gingival hyperplasia 7  女性 下顎 Negative 

Gingival fibromatosis 46  男性 上顎 Negative 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

表 2.歯肉扁平上皮癌における Gal-1 発現と臨床病理学的因子との関係 

    Gal-１発現レベル*    

臨床病理学的因子 症例数 Negative Weak Strong  P 値† 

症例数  80 22 36 22 

年齢      

 <65  39 10 16 13   0.521 

 ≥65 41 12 20 9  

性別      

男性 39 11 15 13   0.432 

女性 41 11 21 9  

部位     

 上顎  30 6 16 8    0.420 

 下顎 50 16 20 14  

pT 因子‡     

 pT1/pT2  40 12 18 10   0.834  

 pT3/pT4 40 10 18 12  

リンパ節転移      

 無し  57 18 28 11   <0.05 

 有り 23 4 8 11  

pStage (pTNM) ‡                 

I/II 34 10 18 6 0.224 

III/IV 46 12 18 16  

組織学的分化度§      

高分化 37 18 16 3  <0.001 

中/低分化 43 4 20 19  

T 細胞浸潤レベル|| 

汎 T 細胞 

Mild 17 4 5 8  <0.01 

Moderate 38 8 20 10  

Diffuse 25 10 11 4   

細胞傷害性 T 細胞 

Mild 17 4 5 8  <0.01 

Moderate 38 8 20 10  

Diffuse 25 10 11 4    

* 癌胞巣における Gal-1 陽性領域が 10%未満を Negative、Gal-1 陽性領域が 10%以上から

50%未満を Weak、陽性領域が 50%以上を Strong とした。†統計処理は STATCEL（add-in 

software for Microsoft Excel [44]）を用いて行った。Gal-1 の発現と臨床病理学的因子との

関連の検討には m  n 検定で行った。いずれも P < 0.05 の場合を有意差ありと判定した。‡ 

TNM 分類 [40]。§ WHO 分類 [41]。|| 軽度（Mild）、中等度（Moderate）、および高度（Diffuse）

[43]。 



 

表 3. 癌浸潤先端部における Gal-1 発現と vimentin 発現との関係 

    Gal-1 発現* 

  症例数 無し  有り P 値† 

症例数 57 37  20  

 

 無し 41 35  6 < 0.01 

 有り 16 2  14    

* 癌浸潤先端部での Gal-1 と vimentin の発現の有無を評価した。†2検定にて解析、P < 0.05

の場合を有意差ありと判定した。統計処理は STATCEL（add-in software for Microsoft Excel 

[44]）を用いて行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

表 4．癌の浸潤様式と Gal-1 発現の関係 

    Low grade High grade  

Pattern of invasion*  Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4    P 値†  

症例数   15  24  12   6 

Gal1 発現‡ 

 無し   13  19  3   2   < 0.01 

 有り   2  5  9   4   

* 歯肉扁平上皮癌 57 症例を Anneroth の分類の pattern of invasion [42] に基づき、浸潤様

式を Grade 1-4 に分類し、Low grade（Grade1, 2）、High grade（Grade3, 4）の 2 段階で

評価した。† Spearman's rank correlation coefficient test と2 検定を STATCEL（add-in 

software for Microsoft Excel [44]）を用いて行った。P < 0.05 の場合を有意差ありと判定し

た。‡ 浸潤先端部での Gal-1 発現の有無。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 



 

 



 

 

 

 

 

 

 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 

 

 

 

 


