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緒 言

喫煙は発癌や癌の進行に関連する1)｡国際がん研究機関 (IARC)の因果関係評

価によると,喫煙は口腔,咽頭,喉頭,肺癌,食道,冒,大腸,肝臓,勝臓,

腎細胞,腎孟 ･尿管,勝朕,子宮頭,卵巣に対 して発癌性ありと判定されてい

る｡特に,口腔,咽頭,喉頭,肺などのタバコ煙に直接的に曝露する臓器の危

険性が高い2)0

タバコ煙は粒子相 と気相に分類され,粒子相はタールとニコチン,気相は一

酸化炭素などの毒性物質をそれぞれ含む｡タールはベンゾピレンやニ トロソア

ミンなどの発癌性物質を多 く含有する3)｡ニコチンは依存症に関与するが発癌性

物質ではない4)｡そのため禁煙治療には,ニコチンをガムやパ ッチなどの形態で

補給するニコチン置換療法が行われる3)0
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タバコ煙中のニコチンは,大部分が肺胞から吸収され,残 りは口腔,気道,

冒,腸管の粘膜から吸収される5.6)｡ニコチンは,神経伝達物質であるアセチルコ

リンに分子構造が類似するため,ニコチン性アセチルコリン受容体 (nicotinic

acetyJchoJinereceptor:以下nAChR)に結合する7)｡nAChRはα1-10,β1-4,γ,8,

Cのサブユニットから構成されるホモもしくはへテロ5量体であり,中枢神経系

や神経筋接合部に存在する8)｡ニコチンが中脳の腹側被蓋野に存在するnAChRに

結合すると,視床下部にある側坐核に過剰の ドパミンが放出され,前頭葉へ投

射されることにより (報酬系),多幸感や覚醒作用をもたらす｡これが繰 り返さ

れニコチン依存症が獲得される9)｡

nAChRは主に神経系に局在すると考えられていた｡しかし気管支上皮,尿路

上皮細胞,皮膚細胞,血管内皮細胞,血管平滑筋細胞などの非神経細胞にも広

く存在することが明らかになった10117)｡また肺癌,乳癌,勝癌,大腸癌でも発現

を認め,腫癌増殖の促進に関与することが報告された18121)0

口腔は最も早期にタバコ煙中のニコチンに曝される臓器である｡正常口腔粘

膜上皮においてはnAChR発現が認められ,分化,アポトーシス,シグナル伝達

を促進する｡口腔癌細胞についての報告は全 くない｡正常上皮 と同様に,口腔

癌細胞においてもnAChR発現が認められる可能性が推測されるが,その役割に

ついては全 く分かっていない｡そこで本研究では,ニコチン-nAChR系が口腔癌

細胞の増殖 ･転移に与える影響について検討を行った｡

材料ならびに方法
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1.細胞培養

本研究には,ヒトEr腔南平上皮癌細胞株 HSC12,HSC-3(RIKEN より供与,

茨城),osc-19,OSC-20(ヒューマンサイエンス研究資源バンクより供与,大

阪)細胞を使用 した｡培養には,56oCで 30分間熱処理を行うことで非動化した

10% ウシ胎児血清 (FatalBovineSerum,以下 FBS:JRJiBioscience,Lenexa,

KS,USA)および 1% ペニシリン･ストレプトマイシン液(ⅠnvitrogenCo叩Oration,

GrandIsland,NY,USA)を含むDulbecco'sModifiedEagleMedium とHamF-12

Mediumの等量混合培地 (以下 DMEM/F12:Invitrogen)を用い,5%C0,,37oC

で培養した｡細胞に作用させるニコチン濃度は,喫煙者の血中ニコチン濃度が

0.1-1pM であるとの報告と,培養細胞を用いた諸家の報告を参考に決定した｡

ニコチン (Sigma-Aldrich,Missouri,USA)をDulbecco'sCa2十,Mg2'不含 phosphate

BufferedSalts(以下 pBS:TaKaRa,滋賀,日本)に0.5PM で溶解 し用いた｡

2.マウスリンパ節転移モデルの作製

癌のリンパ節転移の評価には,癌細胞浮遊液をヌー ドマウス足底の皮下に移

植するリンパ節転移動物実験モデルを用いた｡まずサブコンフルエントな状態

になるまでOSC-19細胞を培養し,移植を行う24時間前に培地の交換を行った｡

0,25%トリプシンー0.01%EDTA 液で細胞を分散し,DMEMノF12で 1.6×107個/ml

になるように調整し,癌細胞浮遊液を作製した｡5週齢雄 BALB/C系nu/nuヌー

ドマウス (日本クレア,東京,日本)をエスカイン吸入麻酔薬 (マイラン製薬,

pennsylvania,USA)により吸入麻酔を行い,30ゲージ注射針を用いて足底皮下

に癌細胞浮遊液を50ul(8×105個)移植 した｡癌細胞の移植の翌日から,ニコチ

ンをpBSで潜解し (1.5mg/kg,30ug/mouse),隔日で腹腔内注射 した｡移植 2週
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間後から腫癌体積を経時的に計測した｡移植 6週間後にマウスを屠殺 し,足底

の原発巣と膝下リンパ節をそれぞれ摘出して,10%中性緩衝ホルマリンで 24時

間浸漬した｡続いて冷エタノール系列で脱水後,パラフィンに包埋 した｡厚さ

叫mで切片を作製した｡-マ トキシリン ･エオジン (Hematoxilin&Eosin:HE)

染色を行い組織学的に検討した｡

原発巣におけるリンパ管新生は,抗マウスu VElウサギポリクローナル抗体

(abcam,Cambridge,UK)を用い,免疫組織化学的に検討を行った｡組織切片

を脱パラフィン後,0.3%過酸化水素を含むメタノールによる内因性ペルオキシ

ダーゼ阻止を行った｡ 抗原性の再賦活化法 としては O.olM クエン酸緩衝液

(pH6,0)中でマイクロウエーブ処理を行った｡1次抗体には抗ヒトLYVElウサ

ギポリクローナル抗体を1:100に希釈 した｡ 2次抗体にはEnvision+system-HRP

LabeHedPolymerAnti-rabbit(Dako,Carpinteria,CA,USA)を用いた｡発色はホ

ースラディッシュペルオキシダーゼ (HRP)を用いた酵素抗体法 (Envision

system,Dako,Carpinteria,CA,USA)を使用 した｡

なお,この実験は岡山大学動物実験管理委員会の指針に従い行った｡

3.細胞増殖能の検討

6wellmicroプレー トにOSC-19細胞を 1×105個ずつ播種 し,無血清 DMEM/F12

で24時間培養後,全自動セルカウンターTCIOTM (Bio-RadLaboratories,CA,

USA)を用いて細胞数を計測した｡計測後に培地を0.5%FBS含有 DMEM/F12に

交換後,ニコチンを添加 し経時的に計測を行った｡

4.細胞運動能の検討

細胞運動能の検討はwoundhealingassayで評価を行ったoosc-19細胞を6cm
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シャーレ上で 10%FBS含有 DMEM/F12で培養 した｡細胞密度がサブコンフルエ

ントに達 した後,無血清培地で24時間培養 し,シャーレ上をプラスチックチッ

プで引っ掻き,模擬的な創傷を作製 し経時的に創傷面積を測定 した｡作製直後

の創傷面積からの差を計算し評価 した｡面積の測定は画像解析ソフト Image∫

(versionl.43r,NIH,Bethesda,MD,USA)を用いた｡

5.細胞遊走能の検討

24wel1マトリゲルインページョンチャンバー (BDFalcon,NewJersey,USA)

のノンコー トインサー トを使用 した｡ポアサイズ 8pm のメンブレン上層に

osc-19細胞を3×104個ずつ播種 し,下層にニコチンを加え,24時間後に遊走能

を検討した｡メンブレン下層の細胞はデイフ ･クイック (国際試薬株式会社,

兵庫)で固定 ･染色し,細胞数を計測して評価 した｡

6.細胞浸潤能の検討

24wellマトリゲルインページョンチャンバーを使用 した｡ポアサイズ 8トm の

メンブレン上層にOSC-19細胞を3×104個ずつ播種 し,メンブレン下層にニコチ

ンを加え,24時間後に浸潤能を検討した｡メンブレン下層の細胞はデイフ ･ク

イック (国際試薬株式会社,兵庫)で固定 ･染色 し,細胞数を計測して評価 し

た｡

7.受容体発現の検討

nAChRの発現は定量的リアルタイム RT-PCRで評価 した｡口腔扇平上皮細胞

におけるnAChRはα3,α5,α7,α9,β2,β4のサブユニットの存在が報告され

ている｡OSC-19細胞を6cmシャーレに播種 し,サブコンフルエントに達 した

時点で無血清培地に交換後,24時間培養を行った｡ニコチンを添加 し8時間培
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養後にRNeasyMiniKit(QIAGEN,Hilden,Germany)を用いて totalRNAを抽

出した｡抽出したtotalRNA量は,NanoVue(GEHealthcare,UK)を用いて測

定した｡定量したtotalRNAを,TaKaRaRNAPCRKit(TaKaRa,滋賀,日本)

を用いて逆転写反応を行い,cDNAを作製 した｡定量的リアルタイムRTIPCR法

には,chromo4(Bio-RadLaboratories,CA,USA)を使用 した｡cDNA と1叫M

の各プライマーおよび SYBRGreenRealtimePCRMasterMix(Toyobo,大阪,冒

本)を使用 しpcR反応を行った｡内部標準 として β-actinmRNAの定量を上記 と

同様の条件で行った｡各種プライマーの塩基配列を以下に示す｡

標的遺伝子 プライマーの塩基配列

α3 F:5'一ccATGTCTCAGCrGGTG-3'

R:5'-GTCCTTGAGGTTCATGGA-3'

α5 F:5'-CTGCTGCTCTTGGTCCAGCT-3'

R:5'-TAAAAGAGAGGCAGGCGCrTG-3'

α7 F:5'-CTCCTGCACTGCGGCGCAT-3'

R:5'-TAGAGTGTCCrGCGGCGCAT-3'

α9 F:5'-GAAAGCAGCCAGGAACAAAG-3'

R:5'-GCAm GGCGATGTACTCAA-3'

6



F:5'-CAGCTCATCAGTGTGCA-3'

R:5'-GTGCGGTCGTAGGTCCA-3'

F:5'-CTGAAACAGGAATGGACT-3'

R:5'-CCATGTCTATCTCCGTGTl3'

β-Actin F:5'-GACGATATCGCTGCGCTGGT-3'

R:5'-m GCTCTGGGCCTCGTCAC-3'

8.細胞内シグナル伝達経路の検討

細胞内シグナル伝達経路はウェスタンブロット法を用い検討した｡nAChRの

非選択的阻害薬であるメカミラミン塩酸塩 (SIGMA,St.Louis,MO,USA)と

cL7選択的阻害薬のcL-ブンガロトキシン (abcam,Cambridge,UK)を用い,Akt

とERKのリン酸化について検討した｡

osc-19細胞がサブコンフルエントに達した時点で無血清培地に交換後,24時

間培養を行った｡その後メカミラミン塩酸塩(50nM),cLブ ンガロトキシン(luM)

をそれぞれ添加 し 1時間後 にニ コチンを添加 した｡細胞溶解液 [50mM

Tris(ph7.2),150mM NaCl,1%NP-40,0.5%DeoxychoJate,lmM sodium vanadate,

20mM leupeptin,lmM phenylmethylsulfonyifluoride, 1%aprotinin]で細胞を可溶

化し蛋白を回収した｡蛋白濃度はproteinAssaySystem⑧(Thermo,Rockford,USA)

を用 いて定量 を行 なった.20LLg の蛋 白質 を含 む各サ ンプル を sample

buffer(Bio-Rad)とβ-メルカプトエタノールと混合 して95oC,5分間の加熱によっ
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て還元 した後に,泳動用緩衝液汀ris,Glycine,SDS)を用いてポリアクリルアミ

ドを10%含有するゲルにて 100Vの定電圧下にて約 80分間泳動することで蛋白

を分画した｡分画した蛋白は転写用緩衝液(Tris,glycine,methanol)中 100Vの定

電圧下にて 90分間ポリフッ化ビニリデン膜 (以下 pvDF膜 :Immobilon-P;

Millipore,Bedfored,MA,USA)へ転写した｡その PVDF膜は 1%BSA溶液に

60分浸して,ブロッキング操作を行なった｡その後,1次抗体 としてAkt,pAkt

ser473,ERKl/2,pERKl/2(CellSignalingTechnology,Beverly,USA)をCanget

signal⑧Solutionl(TOYOBO,大阪,日本)に 1:1000で希釈し4oCで overnjght

にて反応させた｡2次抗体はHRP標識ポリクローナル抗体 (AmershamPharmacia

Biotec,Buckjnghamshire,UK)をcangetsignal⑧Solution2(TOYOBO,大阪,日本)

に 1:1000で希釈 し,90分間反応させた後,ECLシステム (Amersham Pharmacia

Biotec)を用いてX線フィルムに化学 徳光した｡

9.統計分析

有意差検討にはunpairedStudent'st一検定,chi-squaretestを用いて行い,危険率

5% 未満を有意差ありと判定 した｡

結 果

1. ニコチンがリンパ節転移モデルに与える影轡

OSC-19細胞を5週齢雄のヌー ドマウスの足底の皮下に移植 し (図1-A),ニコチ

ン投与群 と対照群の腫癌体積を経時的に計測 した (図1-B)｡腫場の定着を認め

たのは,ニコチン投与群 と対照群それぞれ30匹中23匹であり同数であった0両
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群 ともに経時的に腫療体境は増加 し,移植6週間後に腫療体積はニコチン投与群

298.3士66.4mm3,対照群181.4±69.7mm3になった｡ニコチン投与群が対照群 と比べ

て有意に腫癌体横が大きかった｡

膝下リンパ節への転移については,摘出したリンパ節をH-E染色 し評価 した

(図LC)｡対照群は23匹中3匹 (13%)に,ニコチン投与群は23匹中9匹 (39%)

にそれぞれ転移巣を認め,ニコチン投与群が対照群に比べて有意にリンパ節転

移を高い頻度で認めた (図トD)0

また原発巣におけるリンパ管新生については, リンパ管内皮細胞の特異的マ

ーカーであるLYVElに対する抗体を用いて免疫組織化学的に検討 した (図1-E)｡

リンパ管密度の高い部位を100倍視野下で3視野選び,リンパ管数を計測して平

均値を算出し評価 した｡リンパ管数はそれぞれ対照群18.5±7.2個,ニコチン投与

群18.1±9.3個でリンパ管数には有意差は無 く,ニコチン投与によりリンパ管新生

の克進は認められなかった (図1-F)0

2.ニコチンがヒト口腔南平上皮癌細胞の増殖,運動,遊走,浸潤に与える影響

HSC-2,HSC-3,OSC-19,OSC-20を用いて細胞増殖能を検討 した｡いずれの

細胞においてもニコチン添加群が対照群 と比較 して増殖能を促進 していた (図

2-A)｡

osc-19細胞を用いてwoundheaIingassayで運動能を検討 した (図2-B)｡ニコチ

ン添加群が対照群 と比較 して創傷面横を縮小させ,運動能が有意に促進 してい

た (図2-C)｡

oscl19細胞を用いてmigrationassayで遊走能を検討 した (図3-A)｡メンブレン

下層へ遊走 した細胞数は,対照群196,7±17.6個,ニコチン添加群302.7±24.2個で
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あり,運動能 と同様にニコチン添加群が対照群 と比較 して遊走能が有意に促追

していた (図3-良)0

osc-19細胞においてマ トリゲルインページョンチャンバーを用いたinvasion

assayで浸潤能を検討した (図3-C)｡マ トリゲルを破壊しメンブレン下層へ浸潤

した細胞数は,対照群121.7±29.3個,ニコチン添加群254±48.6個であり増殖能,

運動能,遊走能と同様にニコチン添加群が対照群 と比較 して浸潤能が有意に促

進していた (図3-D)｡

3. ニコチンがOSC-19細胞のnAChRに与える影響

osc-19細胞のnAChRの発現は定量的リアルタイムRT-PCRで評価 した (図4)0

口腔扇平上皮細胞での発現が報告されているα3,α5,α7,α9,β2,β4のサブユ

ニットについて検討した｡ニコチン添加8時間後にtotalRNAを抽出し,定量的リ

アルタイムRT-PCRを行ったところ,ニコチン添加群は対照群 と比較 してα3,α5,

ct7,β2,β4の発現増加を認めた｡ct9についてはニコチン添加により対照群と比

較して増加傾向を示 したが,有意差は認めなかった｡

4. ニコチンがOSC-19細胞の細胞内シグナル伝達経路に与える影響

ニコチンがOSC-19細胞の細胞内シグナル伝達経路に与える影響を検討するた

めにウェスタンブロット法を用いて評価 した (図5)｡ nAChRの非選択的阻害剤

メカミラミン塩酸塩 とcL7選択的阻害剤cL-ブンガロトキシンを添加 し,ニコチン

によるAktおよびERXのリン酸化の発現について検討 した｡osc-19細胞にニコチ

ンを添加 したところ, リン酸化ERXは経時的に上昇し,ニコチン添加30分後に

最大 となった｡ しかし,メカミラミン塩酸塩およびα-ブンガロ トキシンを添加

してもリン酸化ERKの発現の減少を認めなかった｡またリン酸化Aktもニコチン
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添加により発現の増加を認めた｡メカミラミン塩酸塩添加およびα-ブンガロト

キシンの添加によってリン酸化Aktの発現が減少していた｡

考 察

喫煙は亡l腰痛の危険因子である1)｡本邦における喫煙 と口腔癌での死亡につい

ての相対リスクは男性で2.7,女性で2.0である22)｡タバコの成分の1つであるニコ

チンは世界保健機関の国際疾病分類第10版 (ICD-10)で規定される依存性薬物

である23)｡ニコチンに発癌性は認めないが,細胞増殖や血管新生を促進 しアポ ト

ーシスを抑制することで,肺癌,乳癌,腰痛の増殖と転移に影響を与えると報

告されている24)｡

最近の研究で,不死化口腔扇平上皮細胞 と口腔癌細胞においてニコチンが細

胞周期や分化に関与することが明らかになった25)｡しかし,ニコチンが口腔癌の

増殖や転移に与える影響についての報告はない｡本研究では,口腔癌細胞をヌ

ードマウスの足底皮下に移植してリンパ節転移モデルを作製し,原発巣の腫癌

体積 とリンパ節転移の歩度を評価 した｡ニコチン投与群は対照群 と比較して腫

癌体積が増大し,リンパ節転移は促進されていた｡

腫癌体積の増加については,肺癌細胞を用いた動物モデルにおいても報告さ

れている 18)｡これはヌー ドマウス背部皮下に肺癌細胞を移植 し,ニコチンを腹

腔内投与もしくはパッチの形態で経皮的に投与 した｡腹腔内投与群,パッチ群

ともに腫癌体積の増大を認めた｡本研究において用いた口腔癌細胞株のいずれ

においても,ニコチン添加群は対照群 と比較 して有意に細胞増殖が促進されて

ll



いた｡これは,現在までにニコチンによる細胞増殖の促進効果の報告があった

肺癌,乳癌,肺癌と同様の結果である｡細胞増殖については動物実験の結果と

整合しており,ニコチンが口腔癌細胞において腫療増殖に影響を与えると考え

られた｡

癌組織内ではリンパ管新生が誘導されている 26)｡リンパ管新生はリンパ管内

皮細胞が遊走し,増殖して新しいリンパ管を形成する一連の過程である｡ 癌組

織内のリンパ管数が増えることで,癌細胞がリンパ管内に浸潤する割合が増加

し,リンパ節転移が惹起される｡本研究において,ニコチンはリンパ節転移を

促進した｡ニコチンによって原発巣でのリンパ管新生が誘導されているか否か

について,リンパ管内皮細胞の特異的マーカーLYVElに対する抗体を用いて免

疫組織化学的に検討した｡ニコチン投与群と対照群でリンパ管数に有意差は認

められず,ニコチンによってリンパ管新生は促進されていなかった｡本研究に

おいて認められたニコチンによるリンパ節転移の頻度の増加は,リンパ管新生

以外に原因があると考えられた｡

ニコチンはさまざまな癌細胞の浸潤 ･転移に影響を与える 24)｡本研究では口

腔癌細胞の運動能,遊走能,浸潤能についても,ニコチン添加群と対照群で比

較検討した｡これらはいずれもニコチン添加群が対照群よりも有意に促進して

いた｡乳癌細胞においてもpKCや cdc42などのシグナル伝達因子を介しニコチ

ンが運動能を克進し,肺転移を促進しているとの報告がある 20)｡また肺癌細胞

においてもニコチンは浸潤能を促進する 27)｡以上のことから,ニコチン投与に

よるリンパ節転移の促進については,癌細胞の運動能,遊走能,浸潤能の克進

が関与すると考えられた｡
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Epithelial-MesenchymalTransition (EMT,上皮間葉移行)は上皮細胞が間葉系

様細胞に形態変化する現象であり,癌細胞の浸潤に関連する｡肺癌細胞 と乳癌

細胞において,ニコチン曝露により上皮系マーカーの E-カドヘリンとβ-カテこ

ンの減弱と,間葉系マーカーのフィブロネクチンとビメンチンの増強を認め,

上皮間葉移行を認めたと報告されている 24)｡本研究では,ニコチン刺激で口腔

癌細胞の明らかな形態的変化は認めなかったが,上皮間葉移行が関与 している

可能性はあると考えられる｡

口腔粘膜上皮細胞での発現が既に報告されているnAChRサブユニットα3,α5,

α7,α9,β2,β4について,口腔癌細胞において検討した｡α3,α5,α7,α9,β2,

β4サブユニットの発現を認め,ニコチンの添加によりα3,α5,α7,β2,β4サ

ブユニットの発現は増加した｡口腔癌細胞ではニコチンによりnAChR発現が制

御されていた｡ニコチンによるnAChRサブユニットの発現変化については,肺

癌細胞では発現増加を,乳癌細胞では発現の変化を認めず,細胞種により異な

るようである 1820).肺癌や大腸癌においてはcL7サブユニットが細胞増殖に関与

していると考えられている 18･19)｡また腰痛においては,ニコチンは nAChR下流

のシグナル伝達因子を活性化させることで,細胞増殖や転移をもたらし,α7サ

ブユニットの阻害によって細胞増殖は抑制されたと報告された 21)｡また口腔扇

平上皮細胞においてα7サブユニット 下流のERKl/2経路を活性化することが報

告されている25)｡ERKl/2経路は細胞増殖に関与することが報告されている28)｡

本研究ではニコチン添加によりERKl/2活性化を認めた｡ しかしnAChR阻害剤

のメカミラミン塩酸塩や α-ブンガロトキシン添加で ERKl/2活性化の低下を認

めなかった｡(1-ブンガロトキシンはα7選択的阻害剤であり,メカミラミン塩酸

13



塩は nAChRの非選択的阻害剤である｡ERKl/2の活性化については,口腔癌細

胞においてメカミラミン塩酸塩および α-ブンガロトキシンでは阻害できない

nAChRサブユニットの存在を推測させるが,詳細は分からない｡ニコチンが活

性化させるERKl/2経路を介 して細胞増殖が促進された可能性がある｡また細胞

の生存とアポトーシスの調整に重要な役割を果たす Aktは,ニコチン添加によ

り活性化を認めた｡メカミラミン塩酸塩および α-ブンガロトキシンを添加 した

ところAktのリン酸化の抑制を認めた｡これはニコチンが nAChRを介 しAkt経

路を活性化 していると考えられた｡また,少なくとも Aktの活性化に関与して

いるnAChRサブユニットに α7が含まれると考えられる｡口腔癌細胞において

ニコチンが Akt経路を活性化することで抗癌剤耐性に関与することが報告され

ている25)｡活性化 したAktがアポトーシス抑制的に働 くsurvivin蛋白の発現を増

加させることで抗癌剤であるシスプラチンが促進するアポ トーシスを阻害 した｡

原発巣から離脱 した癌細胞は,足場依存性の成長をH阻害きれいアポ トーシス (ア

ノイキス)が促進される｡本研究において,原発巣を離脱 しリンパ管に侵入 し

た細胞において促進されるアポ トーシスを,ニコチンが抑制 している可能性が

考えられた｡

まとめ

口腔癌細胞において,ニコチンはrLAChRの発現を増加させ,シグナル伝達因

子AktおよびERKを活性化 し,細胞増殖とリンパ節転移を促進 している可能性が

あると考えられた｡
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図1:ニコチンがマウスリンパ節転移モデルにおける原発巣と転移巣に与える影響

ヒト口腔偏平上皮癌細胞osc-19を5週齢雄ヌー ドマウスの足底皮下に8×105個移植 した｡移植6

週後の写真 (A)を示す｡移植翌日から隔日にPBSで溶解 したニコチンを1･5mg/kg(約30pg)で腹
腔内注射 した｡移植2週後から腫癌体積を経時的に計測した (B)｡移植6週間後にマウスを屠殺
し,膝下リンパ節を摘出した｡摘出したリンパ節のH.E.染色を行い (C),転移 リンパ節数を検
討した (D)｡原発巣も掃出し,抗は vEl抗体で免疫組織化学染色を行い (E),リンパ管密度

の高い部位を100倍視野下で3視野選び,リンパ管数を計測 して平均値を算出し,リンパ管新生
について評価 した (F)｡平均値±標準偏差 (n=3)を示す｡

* ‥対照群に対するニコチン添加群の統計的有意差を示す (pく0.05)0
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図2:ニコチンがヒト口腔属平上皮癌細胞の増殖能と運動能に与える影響

6welJプレー トにHSC-2,HSC-3,OSC-19,OSC-20を1×105個ずつ播種し,サブコンフルエ
ン トに達した後,無血清DMEMノF12で24時間培養 し,細胞数を計測 した｡計測後に培地を

0.5%FBS含有DMEMノF12に交換 し,ニコチン (0.5pM)を添加 し,経時的に細胞数を測定し
増殖能を検討 した (A)｡運動能の検討は,woundheaJingassayで評価を行った｡ osc-19を
培養 し,サブコンフルエン トに達した後,無血滑DMEMノF12で24時間培養 し,シャーレ上を

プラスチックチップで引っ掻き,模擬的な創傷を作製 した｡ニコチン (0.5PM)を添加 し,
経時的に創傷面積を測定した (B,C)｡平均値±標準偏差 (n=3)を示す｡

* :対照群に対するニコチン添加群の統計的有意差を示す (p<0.05)｡
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図3:ニコチンが口腔届平上皮癌細胞細胞の遊走能と浸潤能に与える影響

遊走能の評価には,24weJ)のマ トリゲルインページョンチャンバーのノンコー トイン

サー トを使用 した｡ポアサイズ8ト爪のメンブレン上層にOSC-19を3×104個ずつ播種 し,下

層にニコチン (0,5PM)を加えた｡24時間後にメンブレン下層の細胞をデ ィフ ･クイック
で固定 ･典色を行い細胞数を計測し,対照群 (0.5%FBS含有DMEM/F12)と遊走能を比較
検討した (A,B)｡

浸潤能の評価には,24weHのマ トリゲルインページョンチャンバーを使用した｡ポアサ

イズ叫mのメンブレンを使用し,遊走能の検討と同様の条件で行い,メンブレン下層の細
胞はディフ ･クイックで固定 ･染色し,細胞数を計測して評価 した (C,D)｡平均値
±標準偏差 (n=3)を示す｡

*:対照群に対するニコチン添加群の統計的有意差を示す (pく0.05)0
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図4:ニコチンが口腔属平上皮癌細胞のnAChRに与える影響

OSC119のrLAChRの発現はリアルタイムRT-PCRで評価 した｡OSCl19細胞を6cmシャーレ
に播種 し,サブコンフルエン トに達した時点で無血清DMEM/F12に交換後,24時間培養

を行った｡ニコチン (0.5uM)を添加 し,8時間培後に対照群とともにtotalRNAを抽出し

た.定量したtotal RNAを逆転写反応を行い,cDNAとした｡cDNAと10PMの各プライ
マーおよびSYBRGreenRea帖mePCRMasterMixを使用 し,PCR反応を行った｡内部標準

としてβ-actin mRNAの定量を上記と同様の条件で行った｡口腔偏平上皮細胞で発現が認
められているα3,α5,α7,α9,β2,β4のサブユニットについて検討 した｡
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図5:ニコチンが口腔届平上皮溝細胞のシグナル伝達に与える影響

nAChRの非選択的阻害薬であるメカ ミラミン塩酸塩 とα7選択的阻害薬のcrブンガ

ロトキシンを用い,ERKl/2,Aktならびにのリン酸化ERXl/2,Akt発現の経時的変化

をウェスタンブロット法にて検討した｡タンパクはニコチン投与前,ニコチン投与
5,15,30分後にそれぞれ回収した｡


