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緒言 
 

近年の分子生物学の発展に伴い、がん細胞内分子を標的とする薬剤の開発が進めら

れ、臨床応用が図かられて来ている。 この中で、EGF 受容体ならびにそのシグナル

伝達物質（PKC, PI3K 等）を標的分子とするものも開発されて来ているが、その作用

については検証すべき部分も多いままとなっている。また、ヒト口腔扁平上皮癌細胞

は、EGFを多く含む口腔環境より発生し、例外なくEGF受容体を過剰発現し、例外なくEGF

刺激により増殖が抑制され、浸潤・転移能が亢進される希有な性質を具備している。 しか

しながら、その EGF 刺激による浸潤・転移能亢進機序、シグナル伝達の詳細な検討は国内

外において皆無であり、これを明かとする意義は大きい。 

   これまで、我々は、ヒト口腔扁平上皮癌細胞株を用い、上皮成長因子(EGF)が口腔癌細

胞の浸潤・転移に促進的に作用することを明らかにしてきており、その浸潤シグナル（運動能

亢進シグナル）が EGF 高感受性クローンでは、 

[ EGF 受容体リン酸化(erbB ホモ二量体) ⇒ PLCγ活性化 ⇒ PKC 活性化 ]  

又は 

[ EGF 受容体リン酸化(erbB, erbB3 ヘテロ二量体)  ⇒ PI3K 活性化 ⇒ PKC の活性化 ] 

の２つの経路により伝達され、nPKCδ, aPKCξの２つの分子種が関与していることが明

らかとなって来ている。  

そこで、本研究では、これまでの結果と樹立した細胞株などの材料を基に、より詳細な EGF 刺

激のシグナル伝達様式を解明するとともに、これらシグナル伝達物質を標的とする薬剤の効

果を検証し、口腔がんの浸潤転移能獲得機序および分子標的治療の Key Point を明らかとす

ることを目的として、以下の研究組織と補助金経費を活用し展開した。 
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EGF 受容体・シグナル伝達を分子標的とする口腔がん治療の基礎的検討  
 

研究成果の概略と推移 

 

ヒト口腔扁平上皮がん細胞株に上皮成長因子(Epidermal Growth Factor: EGF)を作用さ

せると、細胞増殖は抑制されるが、その運動能や細胞外基質分解酵素(MMP, u-PA)の産生が

増強され、浸潤・転移に促進的に作用することが明らかとなっている。 この現象は、我々

が追認し得た細胞株 5 系(SAS, Ca9-22, HSC-2, HSC-3,HSC-4)においても同様に観察され

ている(Tumor Biology 1997)。我々の実験系では、運動能の評価を金コロイド法を用いた

EGF 刺激後の random motility の変化として、その運動範囲面積の測定より算出して行っ

た（図１）。 
以下、我々は、この運動能の変化を指標として EGF 刺激による浸潤シグナル伝達様式の解

明と、その抑制、特に浸潤シグナル関わる伝達分子の制御・抑制による効果の検討を展開

した。 
 
 まず、浸順シグナル伝達の伝達様式を解明するために、ヒト口腔扁平上皮がん細胞株の

内、最も反応性のよかった株(Ca9-22)より限界希釈法によるクローニングを行い、EGF に

最も反応性の良いクローン s-1(sennsitive-1)と反応性の悪いクローン i-1(insennsitive-1)を
樹立した（図２）。継いで、EGF 受容体の自己リン酸化の抑制効果を検証するためにリン酸

化阻害剤 Erbstatin を持ちいて阻害作用を検討した所、Erbstatin は、EGF 刺激による運

動能の亢進を完全に抑制した。また、EGF 受容体の自己リン酸化後の伝達経路として PKC
を介する経路が良く知られ、この伝達経路を検証するために Psi-tectorigenin を用いて

PLCr の阻害を行った所、運動能の完全な抑制効果が観察された。 次いで、PI3K の阻害

剤である Wortmannin を作用させた所、EGF 刺激による運動能の促進効果の抑制が観察さ

れた。一方、PKC の活性剤である PMA を作用させた所、EGF 刺激と同等の運動能の亢進

が認められ、PKC の阻害剤である Calphostin C を作用させた所、EGF 刺激による細胞運

動の亢進は認められなくなった（図 3-7）。 さらに EGF 刺激後の細胞内における PKC の

局在様式を共焦点レーザー顕微鏡にて観察した所、PKC（ここでは pan PKC）は、経時的

に細胞膜面に移行するのが観察された図８）。 
以上の結果より、 
[ EGF 受容体リン酸化(erbB ホモ二量体) ⇒ PLCγ活性化 ⇒ PKC 活性化 ]  

又は 

[ EGF 受容体リン酸化(erbB, erbB3 ヘテロ二量体)  ⇒ PI3K 活性化 ⇒ PKC の活性化 ] 

の二つの経路によって EGF 刺激後の運動能の亢進が伝達されていることが示された。 
また、共焦点レーザー顕微鏡にて EGF 刺激後の PKC 各分子種細の胞内局在様式を観察



した所、nPKCδ, aPKCξの２つの分子種が関与していることが明らかとなった（図 9,10）。さら

に、この二つの分子種について、EGF 刺激と各種阻害剤との関連をあきらかとするために

Western blotting を行った所、EGF 受容体リン酸化(erbB ホモ二量体) ⇒ PLCγ活性化 ⇒ 

PKC 活性化の経路では nPKCδ活性化が関与すること、EGF 受容体リン酸化(erbB, erbB3 ヘ

テロ二量体)  ⇒ PI3K 活性化 ⇒ PKC の活性化経路では aPKCξ活性化が関与すること

が明らかとなった（図 11、12）。 また、重要な点は、これら二つの経路の内、何れか一方の抑

制・阻害により運動能の亢進は見られなくなることで、図 13 に示す、現在開発が進められてい

る EGF 関連の各分子ないし受容体そのものも一定の効果を示し得ると考えられるが、更に進

めて aPKCξないし nPKCδを標的とする戦略もあり得ると考えられた。 この様に分子標的を

絞り上げることにより、よりがん細胞特異的な効果が期待されると考えられた。 

 
一方、本研究を開始する契機となった SHR ラット乳がん細胞より樹立された極度に造腫

瘍性・転移能の低下した ER-1 においては、ヒト口腔扁平上皮がん細胞と同様に、EGF 刺

激により造腫瘍性・浸潤転移能の亢進が観察され、さらに、in vitro での EGF 長期間（１

ヶ月間）刺激により、その後、２月間（最低）は、高い造腫瘍性・浸潤転移能を維持した

まま（悪性形質の獲得）であることが示されている（図 14）。この悪性形質の獲得機序とし

て、EGF 刺激後に細胞内に生じる Reactive oxygen radicals: ROS が重要な鍵を握ってい

る事が示されて来た。 即ち、EGF を ER-1 細胞に作用させると、細胞内に Reactive oxygen 
radicals が発生し、8-OHDG の増加と peroxydase の枯渇が観察された。一方、Reactive 
oxygen radicals の scavenger を誘導する NAC、Selenium 添加培地で培養すると上記の現

象は消失・抑制され、in  vivoにおける造腫瘍性・浸潤転移能も亢進されなかった(図15-25）。 
この現象は、EGF 刺激が特に EGF 受容体およびその下流のシグナル伝達分子を介するこ

となくがん細胞の形質に影響を及ぼす可能性を示し、本研究で行って来た PKC を主体とす

る運動能の亢進とは別次元ないし全く別の作用機序が存在する可能性を黙示した。 
 
そこで、我々は EGF 刺激がヒト口腔がん細胞に及ぼす影響を網羅的に解析するために（即

ち、前述した、別次元の現象が存在するか否かを検証するため）EGF 刺激後の s-1 細胞と

i-1 細胞のｍRNA の変化を DNA チップにてし測定した（図 26-32）。 
この結果、EGF 刺激による反応系として約 20-30 の遺伝子が変化することが示され、ヒト

口腔扁平上皮がん細胞の 24 時間処理では、Reactive oxygen radicals に関わる因子の変化

は観察されなかった。しかしながら、長期間処理となった場合には留意が必要と考えられ

た。 章を閉じるに当たり、EGF 高感受性クローン s-1 に EGF を作用させた場合の mRNA
の動きにおいて有意に変化したものの表を添付した。まだ纏めることの出来ていない生の

データであるが、WNT1,ESTs に関わる遺伝子の動きが見られるのと、細胞がマトリックス

分解酵素関連の遺伝子変化が観察され今後の展望において大いなる示唆を感じている。 
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