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【鵜苫】

喫価 は苑船や柵 の進行 に関越す る｡特 に, 口腔 はタバ コ煙 に直接的に曝秀す る臓

署詮であ るoタバ コ煙 の粒子相 はタール とニ コチンを含むOタールは兇癌性物Tfを多

く合有す るが,ニ コチンは発嫡性物T耳ではな く依存症 に脚与す る｡ニ コチ ンは,大

郷分が1111川臼か ら吸収 され,残 りは口腔な どの粘JJ延か ら吸収 され る｡ニ コチ ンはニコ

チン性 アセチル コ リン受容体 (nAChR)に軒合す る｡nAC･hRはq1-10,β1-4,†,8,
Eのサ ブユニ ッ トか ら構成 され,中枢 神経系や MJ綻肪接合部 に存在 す るCニ コチン

が中脳 の似側被墓野 に存在す るnAChRに踏合す ると,槻床下部 にあ る側坐核 に過剰

の ドパ ミンが放出 され,鮒醐典へ投射 され.ることに よ り,多幸感や覚醜作用 をもた
らすo これが繰 り返 されニ コチン依存症が挺柑 され るo

JlAChRは主に抑縦系に局 ･むす る と考 え られていたが,磁近の研究で非神経系細胞

にも広 く7-ll.ir:す ることが明 らかにされた. また肺癌,乳櫛,肺癌,大腸癌で も発現

を認 め,鵬癌増補 の促進 に関与す ることが報告 されたo Lかし,口腔癌Hn胸 におけ

るニコチンの役WJについては分かっていない｡ そこで本研究では,ニ コチ ンーnACh

R系が 口腔癌削胞の増税 ･転町 こ与 える彫呼につ いて検討 を行 ったO

.【材料および方法 】

1)ニコチンが リンパ節拒移モデルに与える形響

5i馴伶雌 ヌー ドマ ウスの)a底皮下 に,転移形成価 を有す るヒ トロ腰掛 平上皮秘細

胞 のOSCIJ9細胞 (ヒューマーンサイエ ンス研究資 源 バ ンクよ り供Jj･)を移植す･るリン
パ節枢移軸物モデル を作製 した｡ニ コチ ン (1.5mg/kg)を隔 日で胞腔 IJg注射 し艇船

体桝 を締時的に刑.測 した｡移植6週11l'.]後 にマ ウス をIPT織 LJlii'発巣 と傭下 リンパ節を

棉.'JJIL,机抑学的 に帖移 の有銀 を枚.付した｡原発娘における リンパ管新生 は,抗マ

ウスLYVElウサギポ リクローナル抗体 を用 い免疫組織 化学劾色 を行 い評価 した｡

2)ニコチンが口腔癌細胞に与える影響

Invilroで は ヒ ト口腔荊jIヱ上皮癌BII胞のHSC12,HSC-3,OSC-19,OSC-2州J胞の

培掛 政中にニ コチン (0.5pM)を添加 し,脚難髄 を検討 したO またOSC-19細胞 にニ

コチン (0.5pM) を綿加 し,woIJndhLtalirLgaS.myで迎劫能,nligrationassilyで迎光

舵,invasionassayで日子7･l･tJfl垣を仲価 した｡

3)ニコチンが 口腔癌細胞のnAChRと細胞内シグナル伝達に与える影響

ニ コチンがosc-19抑胞のnAChltに与 える影幣 は,正仰の口腔上皮 鮒l胸で発現が認

め られているα3,α5,a7,a9,β2,β4のサ ブユニ ッ トについて,定量 的 リアルタ

イムRT-PCRでJ､ド価 した.抑胞 内シグナル伝達経路 は,nAChR非選択的阻IhL(薬のメカ

ミラ ミン塩酸塩 とcL7遡択的阻害薬のa-アンガロ トキシンを用 い,ウェス タンブロッ

ト法で検討 したD
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【蘇果】

)) リンパ節転移動物モデルにおいて･ニ コチンが腰将増卿 とリンパmJ'転移 に与 え

る形菅 を胤TIFした0秒NL'6遡川fJ後 に鷹泊体棟 は,ニ コチン琴与群298.3土66.4mm3,対

照 仰 181.4士69.7mm3とな り,ニ コチ ン投与桝が対JL(t肝 と比べ て有馴 こJJ･n糊体A-1が榊

;urJしたo また リンパ附に椎 はニ コチン111与Irfが3t)%,対ftr.tW 13馴こ話Aiめ,ニ コチン

Bと与肝が対仰群 と比べて何',736こリンパ帥剛 ･8を認 めたo免唆組納化学敢色では対照

群 とニ コチン111-与･lff･lこおけ る)#雅-F犯の リンパ ,Tt'数 は変化 を認めず,ニ コチン投与で

リンパ管新生 は捉lLBされていない と考 え られた0

2) HSC-2,HSC-3,OSC-19,OSC-20aII胞の1-出･推液 にニ コチ ンを添加す ると,鯉時

的に釧胞増如 し,ニ コチ ン添加'7n!が対日.(!肺 と比べて有.か こ増殖雌 を促進 した. また

osc_19ml胸で迎動地,避止-舵,削 判継 を検討 した ところ,ニ コチン添加肝が対n引群

と比べて有意 に迎肋稚,避止fJ控,i.11討MEを促進 した｡

3) ニ 占ナ ンがOSC-19鮒胞 のnAChRに与 える膨饗 について検討 した ところ,ニコチ

ン添加 に よ りcL3, α5,.cL7, β2･β4のサブユニ ッ トにおいて雅現増hnを此めた｡ α9
のサ ブユニ ッ トにつ いては増加 軌 LTgを示 したが,有意差 は認めなか った｡ またシグ

ナル伝達 因子であ るERXl/2,Aktはニ コチン悌加 によ りリン軟化 を改めた｡ERKは

鮭時的に活性化が上 昇 し,ニ コチン添JnI30分後 に最大 となったOメカ ミラミン塩酸

塩 とα_ブンガ ロ トキシンの添加 によ りAktの リン酸化 が抑制 ざれ たが,ERJ(1/2の 1)

ン酸化 は変化 を'&めなかった｡

【考察】
リンパ節転移動物 モデルにおいて,ニコチン投与群 は対照群 と比較 して鹿脇休耕

が増大 しリンパ節搬移 は伽過 されていたO鹿題体群の卿加 は,JJI"癌細胞 を用 いた動

物モデルにおいて も報告 されている凸また本研究のin vitroの実験系 において,ニコ

チン添加群 は対照群 と比較 して鮒胸増雅が促進 されていた｡以上か らニ コチンが口

腔RW J!J出の増雛 を促進 してい る と考 えられた｡

動物 モデルにおいて, I)ンパ筋転移が促iLkされ ていたが,ニ コチン投与群の原発

頻 において リンパ管新生 は促進 されてお らず,リンパ管新生 以外 にJlB陸け ると考 え

られ た｡OSC-1州rI胸の迎勅使,退避憾,浸潤'朋 につ いて,いずれ もニコチン添加群

が対 l附群 よ りIu過 されていた こ とか ら, リンパ節転移 の促進 につ いては,ニ コチン

による リンパ竹･Wr先ではな く,秘削胞 の迎勅f肥,道北髄,鎚池能の克進が関与す る

と考 え られた｡
ニ コチ ン添;uHに よ りosC-19細胞o)nAChR発現が上昇 した o nAChRの発現変化 につ

いて は肺癌細胞では発現増加 を,乱掘仙胞では発現の変化 を紀めず,那胞庫 によ･り

異 な るよ うである｡ またニ コチ ン添加 によ り.シグナル伝述 凶子ERKlノ2とAktの リ

ン概化 を認 めた｡メカ ミラ ミン塩酸胤 とcL-プンガ ロ トキシ ンの添加 によって もERK

1/之の リン酸化 は変化 を認めず,上記のnAChR阻害薬で は阻害で きないサ ブユニ ッ ト

の存在 を推洲 させ た｡Aktの リン酸化については, メカ ミラ ミン敬酸塩 とcL-ブンガ

ロ トキシ ンの添加 によ り抑制jされ,少な くともAktの活性化 にG7がr凋与 していると

考 え られ た｡

以上 の ことか ら,ニ コチンは口腔癌細胞においてnAChRの発現 を柄加 させ,シグ

ナル伝道 因子ERJ(1/2お よびAktを活性化 し鹿弧増殖 とリンパ節転移 を促池 している

可能性が あ ると考 え られ た｡
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学位論文審査結果の要旨

【緒言】タバコ煙に含まれるニコチンは,大洲分が肺胞から吸収され,残 りは口腔などの粘膜から吸収

される｡ニコチンはニコチン性アセチルコリン受容体 (nAChR)に結合する｡nAChRはα卜10,β卜4,γ,

6,Eのサブユニッ トからなり中枢神経系に存在 し依存症に関与する.nAChRは神経系のみならず,最近

の研究ではnAChRは非神経系細胞にも存在することが明らかとなった｡またnAChRは肺癌,乳軌 肝癌,

大腸癌で発現を認め,ニコチンが腫癌増殖の促進に関与することが報告されたO しかし,口腔癌におけ

るニコチンの役割は不明である0本研究はニコチンーnAChR系が口腔癌の増殖 ･転移に与える影響を検討

した｡

【材料および方法】ヌー ドマウスの足底皮下にヒ ト口腔局平上皮癌細胞を移植す るリンパ節転移動物モ

デルを作製 した｡ニコチンを隔日で腹腔内注射 し腫癌休耕を経時的に計測 したO移拙6週間後にマウスを

屠殺 し移植部と膝下 リンパ節を組織学的に検討 した｡リンパ管新生は,抗マウスLYVEl抗体を用い免疫組

織化学姓色を行い評価 したolnvitroではヒ ト口腔届平上皮癌細胞の培養液中にニコチンを添加 し増殖

鰭 (cellcount),運動能 (voun･dhealingassay),遊走能 (migrationassay),浸潤儲 (invasion

assay)を.搾価 したonAChR発現は定量的 リアルタイムRT-PCRで,柵胸内シグナル伝達経路は,nAChRの非

選択的阻害薬であるメカ ミラミンとα7選択的阻害薬のαプンガロ トキシンを用い,ウェスタンブロット

法で検討 した｡

【結果Iリンパ節転移動物モデルにおいて,ニコチン投与群では腫療体横が増加 し, リンパ節転移が促

進 された｡対照群 とニコチン投与群における癌移植桃のリンパ管数は差を隈めなかったO ヒ ト口腔偏平

上皮癌細胞の培養液にニコチンを添加すると,増殖能,運動能,遊走能,浸潤能が促進 された｡nAChR

の発現については,ニコチン添加によりα3,α5,α7,β2,β4の発現増加を罷めたOシグナル伝達因子

ERK】/2,Aktはニコチン添加によりリン酸化を認めたDメカミラミンとαプンガロ トキシンの添加により

Aktのリン酸化が抑制 されたが,ERKl/2の リン酸化は変化を認めなかった｡

【考療】リンパ節転移動物モデルにおいて,ニコチンは腫癌を増大させ,リンパ節転移は促進 したoin

vitroの実験系も,ニコチン添加群は細胞増殖を促進 した｡動物モデルで リンパ節転移が促進 されていた

が,ニコチン投与群では移植緋でのリンパ管新生は促進 されてお らず, リンパ管新生以外の要因に起因

すると考えられた｡ ヒト口腔届平上皮癌細胞の運動能,遊走能,浸潤能について,いずれもニコチン添

加群が対照群より促進 していたことから, リンパ節転移の促進はこれらの要因によると考えられた｡ま

たニコチン添加によりヒ ト口腔属平上皮癌細胞のnAChR発現が上昇 し,ERKl/2とAktのリン酸化を洛めたo

メカミラミンの添加によってもERKl/2のリン酸化は変化をしなかった｡メカミラミンはnAChRを非選択的

に阻害するが,サブユニッ ト間において括抗作用の違いがあり,それに起因すると推察された｡Aktの リ

ン酸化は,メカミラミンとαプンガロ トキシンの添加により抑制され,少なくともAktの活性化にα7が

関与 していると考えられたO以上のことから,ニコチンはヒト口腔届平上皮癌細胞においてnAChRの発現

を増加させ,ERKl/2およびAktを活性化 し腫療増殖 とリンパ節転移を促進 していると推奏された｡

本倫文は,ニコチンに口腔癌の増殖および リンパ節転移を促進する作用があることを示す重要な知見

である｡よって論文審査担当者は一致 して,本給文に博士 (歯学)の学位論文 としての価値を藩める｡


