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Abstract
　Among in human oral squamous cell carcinoma (OSCC) cell lines HSC2, HSC-3, HSC-4, and OSC-19, HSC-2 and 
OSC-19 cell lines that were highly expressed VEGF-A mRNA showed high of VEGF-C mRNA expression. The 
purpose of the present study was to clarify that interaction of VEGF-A, VEGF-C, and VEGF receptors 
(VEGFR(VEGFR-1, VEGFR-2, and VEGFR-3)) in human OSCC cell lines.
　We investigated the expression of VEGFR in human OSCC cell lines (HSC-2, HSC-3, HSC-4, and OSC-19) by 
reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). Furthermore, whether the expression levels of 
VEGF-A, VEGF-C, and VEGFR mRNA may be changed adding the human recombinant VEGF-A and VEGF-C, 
we examined the expression levels of VEGF-A, VEGF-C, and VEGFR mRNA by real-time RT-PCR in cultured 
human OSCC cell lines.
　In each cell line expression of VEGFR-1 mRNA was detected, however, that of VEGFR-2 and VEGFR-3 mRNA 
were not detected. Expression levels of VEGF-A, VEGF-C, and VEGFR-1 mRNA when added to human 
recombinant VEGF-A and VEGF-C did not have statistically significant differences.
　In OSCC cell lines, the expression levels of VEGF-A, VEGF-C, and VEGFR did not have any correlations in each other.
　Further studies were required to clarify the correlation of VEGF-A, VEGF-C, and VEGFR in human OSCC.

Keywords: Oral squamous cell carcinoma, VEGF-A, VEGV-C, VEGF receptors.
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【緒　　　言】

　がんの増殖，浸潤，および転移には微小血管やリンパ
管の増生が不可欠であり 1），血管新生およびリンパ管新
生 に は 血 管 内 皮 細 胞 増 殖 因 子 vascular endothelial 
growth factor-family（VEGF-A，-B，-C，-D），epidermal 
growth factor，interleukin-8，および angiopoietin など
が関与している。なかでも VEGF-family は血管および
リンパ管の新生を制御する因子として中心的な役割を
担っており 2，3），その選択的受容体として血管内細胞増
殖 因 子 受 容 体 vascular endothelial growth factor 
receptors（VEGFR （VEGFR-1，VEGFR-2，VEGFR-3））
が報告されている 4）。この VEGFR は血管内皮細胞や，
リンパ管内皮細胞に特異的に発現するといわれている
が，がん細胞にも発現を認めるとの報告もある 5-7）。ま
た VEGF-A は VEGFR-1 および VEGFR-2 と結合して主
に 血 管 新 生 に 関 与 し，VEGF-C は VEGFR-2 お よ び
VEGFR-3 と結合して主にリンパ管新生に関与するとさ
れている 3, 8-10）。中里ら 11, 12）は，ヒト口腔扁平上皮癌細
胞 株（HSC-2，HSC-3，HSC-4，OSC-19） に お い て
VEGF-A の発現と腫瘍内微小血管密度が，VEGF-C の
発現とリンパ節転移が関連し，さらに VEGF-A の発現
量が多い癌細胞株（HSC-2，OSC-19）では VEGF-C の
発現量も多い傾向にあることを報告している。
　このことからヒト口腔扁平上皮癌において癌細胞が発
現する VEGF-A，VEGF-C，および VEGFR mRNA の
間にはお互いの発現量を増加させるような相互作用があ
るものと考えた。そこでヒト口腔扁平上皮癌細胞株にお
け る VEGFR の 発 現 の 有 無 を， さ ら に VEGF-A，
VEGF-C，および VEGFR の相互作用を調べることを目
的に以下の実験を行った。

【材料と方法】

　ヒト口腔扁平上皮癌細胞株として HSC-2，HSC-3，
HSC-4（東北大学加齢医学研究所医用細胞資源センター
より供与），および OSC-19（金沢大学大学院医学系研究
科がん医科学専攻がん細胞学講座細胞浸潤学分野より供
与）を用いた。これらの細胞をφ 10㎜のディッシュに
２× 105cell を播種し，10％ fetal bovine serum を添加
した Dulbecco's modified Eagle's medium 培地を用い
て，５％ CO2 存在下に 37℃で７日間培養し，これを以
下の３群に分けた。すなわち①基本培地のみの control
群（以降 C 群），②ヒト recombinant VEGF-A を 20ng/
ml の濃度で培地に添加した VA 群，および③ 20ng/ml
の濃度のヒト recombinant VEGF-C を培地に添加した
VC 群とした。それぞれの細胞株から各 10 個の資料を
作製し，これらを 12 時間培養した後，ISOGEN Ⓡ（ニッ
ポンジーン）を用いて total RNA の抽出を行い，total 
RNA5 μ g を鋳型としランダムプライマーと逆転写酵
素（SuperScript ⅡⓇ，Invitrogen）を用いて cDNA を
合成し，VEGF-A および VEGF-C mRNA 発現量の変化，
ならびに VEGFR mRNA の発現について検討を行った。

（１）VEGF-A および VEGF-C mRNA 発現量の変化
　real-time reverse transcription polymerase chain 
reaction（RT-PCR）法（Smart Cycler Ⓡ , Cepheid）を
用い，それぞれの細胞株における C 群，VA 群，および
VC 群の VEGF-A，ならびに VEGF-C mRNA の発現量
を定量した。PCR 法を用いた増幅は cDNA2μl を含ん
だ反応混合物（１× R-PCR buffer（Mg2+free）, ３mM 
Mg2+Solution for R-PCR，0.3mM 各 dNTP, SYBR Green
Ⅰ，0.05units/μl taq DNA polymerase（タカラバイオ），

抄録：ヒト口腔扁平上皮癌細胞株（HSC-2，HSC-3，HSC-4，OSC-19）において VEGF-A mRNA 発現量が高い細胞
株（HSC-2，OSC-19）では VEGF-C mRNA 発現量も高いとされている。そこで本研究は，ヒト口腔扁平上皮癌細胞
株 に お け る 癌 細 胞 が 発 現 す る VEGF-A，VEGF-C， お よ び VEGF 受 容 体（VEGFR（VEGFR-1，VEGFR-2，
VEGFR-3））の相互作用を調べることを目的として行った。
　Reverse transcription polymerase chain reaction（RT-PCR）法を用い，ヒト口腔扁平上皮癌細胞株（HSC-2，
HSC-3，HSC-4，OSC-19）における VEGFR 発現の有無を確認した。さらに４種全てのヒト口腔扁平上皮癌細胞株に
外部刺激としてヒト recombinant VEGF-A および VEGF-C 添加することによる VEGF-A，VEGF-C，および
VEGFR mRNA 発現量の増加を real-time RT-PCR 法で定量した。
　その結果 VEGFR は４種全てのヒト口腔扁平上皮癌細胞株において VEGFR-1 のみ発現しており，またヒト
recombinant  VEGF-A および VEGF-C 添加による VEGF-A，VEGF-C，および VEGFR mRNA の発現量に明らか
な相互作用はみられなかった。
　このことからヒト口腔扁平上皮癌細胞株においては VEGF-A，VEGF-C，および VEGFR mRNA 発現量に相互作
用はないものと考えられた。
　今後はヒトにおける口腔扁平上皮癌が発現する VEGF-A，VEGF-C，および VEGFR の相互作用を明らかにするた
めに，更なる研究が必要である。
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10μM forward primer，10μM reverse primer）25μl
の反応系で行った。なおプライマー配列および条件は 
表 1 に示した 11, 12）。目的遺伝子定量の基準となる標準曲
線は目的とする PCR 産物を挿入したプラスミドを 108

～ 101molecules/ μ l に希釈して作図した。またプラス
ミ ド の 作 製 に は TOPO TA ク ロ ー ニ ン グ キ ッ トⓇ

（Invitrogen）を使用した。

（２）VEGFR mRNA の発現
１）HSC-2，HSC-3，HSC-4，および OSC-19 における
VEGFR mRNA の発現
　RT-PCR 法（PCR Thermal Cycler 480 Ⓡ，タカラバイ
オ）を用いて，HSC-2，HSC-3，HSC-4 および OSC-19
における VEGFR mRNA 発現の有無を確認した。また
PCR 法を用いた増幅は cDNA1μl を含んだ反応混合物

（10 × PCR Buffer, 2.5mM each dNTP Mixture for PCR, 
5units/μl rTaq DNA polymerase（タカラバイオ），10
μM forward primer，10μM reverse primer）10μl の
反応系で行い，内部コントロールには GAPDH を用いた。
プライマー配列および条件は表１に示した。
２）C 群，VA 群， お よ び VC 群 に お け る VEGFR 
mRNA の発現量
　RT-PCR 法で発現を認めた VEGFR mRNA について，
real-time RT-PCR 法（Smart Cycler Ⓡ）を用いて C 群，
VA 群，および VC 群における VEGFR mRNA の発現
量を定量した。PCR 法を用いた増幅は cDNA2μl を含
ん だ 反 応 混 合 物（1 × R-PCR buffer（Mg2+free）， ３
mM Mg2+Solution for R-PCR，0.3mM 各 dNTP，SYBR 
Green Ⅰ，0.05units/μl taq DNA polymerase（タカラバ
イオ）， 10μM forward primer, 10μM reverse primer）
25μl の反応系で行った。なお real-time RT-PCR 用プラ
イマー配列および条件は表１に示した。また目的遺伝子
定量の基準となる標準曲線は目的とする PCR 産物を挿

入したプラスミドを 108 ～ 101molecules/ μ l に希釈し
て作図した。なおプラスミドの作製には TOPO TA ク
ローニングキットⓇ（Invitrogen）を使用した。

【結　　　果】

（１）VEGF-A および VEGF-C mRNA の発現量について
　C 群，VA 群， お よ び VC 群 に お け る VEGF-A 
mRNA の発現量の平均値を比較したところ，VA 群で
は C 群と比較して HSC-2 と HSC-4 でそれぞれ 1.15 倍，1.3
倍と VEGF-A mRNA 発現量の軽度の増加を認めたが，
HSC-3，および OSC-19 ではいずれも 0.87 倍と VEGF-A 
mRNA 発現量の減少を認めた。また VC 群では C 群と
比較して HSC-2，HSC-4，および OSC-19 でそれぞれ 1.23
倍，1.05 倍，1.18 倍と VEGF-A mRNA 発現量の軽度の
増加を認めたが，HSC-3 では 0.78 倍と発現量の減少を
認めた（図１）。
　C 群，VA 群， お よ び VC 群 に お け る VEGF-C 
mRNA の発現量の平均値を比較したところ，VA 群で
は C 群と比較して HSC-2 と OSC-19 でそれぞれ 1.05 倍，
1.12 倍と VEGF-C mRNA 発現量の軽度の増加を認めた
が，HSC-3，HSC-4 ではそれぞれ 0.74 倍，0.88 倍で発現
量の減少を認めた。また VC 群では C 群と比較して
HSC-2 は 1.07 倍と VEGF-C mRNA 発現量の軽度の増加
を認めたが，HSC-3 と HSC-4 ではそれぞれ 0.6 倍，0.93
倍と発現量の減少を認めた（図２）。
　しかし，すべての細胞株において３群間で VEGF-A
およびVEGF-C mRNA発現量に有意差は認めなかった。

（２）VEGFR mRNA の発現について
１）HSC-2，HSC-3，HSC-4，および OSC-19 細胞株に
おける VEGFR mRNA の発現について
　すべてのヒト口腔扁平上皮癌細胞株において VEGFR-

表１　RT-PCR および real-time RT-PCR 用プライマー配列と条件
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図２　 ヒト口腔扁平上皮癌細胞株における血管内皮細胞増殖因子（VEGF-A,-C） 添加による VEGF-CmRNA 発現状況  （N=10）
　　　（A） HSC-2, （B） HSC-3, （C） HSC-4, （D） OSC-19
　　　① Control 群（C 群）， ② VEGF-A 添加群（VA 群）， ③ VEGF-C 添加群（VC 群）

図１　 ヒト口腔扁平上皮癌細胞株における血管内皮細胞増殖因子（VEGF-A,-C） 添加による VEGF-AmRNA 発現状況  （N=10）
　　　（A） HSC-2, （B） HSC-3, （C） HSC-4, （D） OSC-19
　　　① Control 群（C 群）， ② VEGF-A 添加群（VA 群）， ③ VEGF-C 添加群（VC 群）
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1m RNA の発現を認めたが，VEGFR-2 および VEGFR-
3m RNA の発現はみられなかった（図３）。
２）C 群，VA 群， お よ び VC 群 に お け る VEGFR 
mRNA の発現量について
　C 群，VA 群， お よ び VC 群 に お け る VEGFR-1 
mRNA の発現量の平均値を比較したところ，VA 群で
は C 群と比較して HSC-2，HSC-3 でそれぞれ 1.76 倍，1.22
倍と VEGFR-1 mRNA 発現量の軽度の増加を認めたが，
HSC-4，OSC-19 ではそれぞれ 0.72 倍，0.61 倍であり，発現
量の減少を認めた。また VC 群では C 群と比較して
HSC-2，HSC-4 でそれぞれ 1.18 倍，1.07 倍と VEGFR-1 
mRNA 発現量の軽度の増加を認めたが，HSC-3，OSC-
19 ではそれぞれ 0.7 倍，0.6 倍であり発現量の減少を認

めた（図４）。しかし VEGFR-1 mRNA の発現量はすべ
ての細胞株において３群間で有意差は認めなかった。

【考　　　察】

　本研究ではヒト口腔扁平上皮癌において癌細胞が発現
する VEGF-A，VEGF-C，および VEGFR の相互作用を
調べることを目的に，外部刺激としてヒト recombinant 
VEGF-A，VEGF-C を添加することによる各因子の
mRNA 発現量を定量した。しかし，HSC-2，HSC-3，
HSC-4，および OSC-19 のいずれの細胞株においても
VEGF-A，VEGF-C，および VEGFR mRNA の発現量
に明らかな相互作用はみられなかった。

図３　 ヒト口腔扁平上皮癌細胞株における VEGFR-1，VEGFR-2，VEGFR-3mRNA の発現
　　　Lane. （Ⅰ） HSC-2　（Ⅱ） HSC-3　（Ⅲ） HSC-4　（Ⅳ） OSC-19

図４　 ヒト口腔扁平上皮癌細胞株における血管内皮細胞増殖因子（VEGF-A,-C） 添加による VEGFR-1mRN 発現状況  （N=10）
　　　（A） HSC-2, （B） HSC-3, （C） HSC-4, （D） OSC-19
　　　① Control 群（C 群）， ② VEGF-A 添加群（VA 群）， ③ VEGF-C 添加群（VC 群）
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　外部刺激としてヒト recombinant VEGF-A および
VEGF-C を 添 加 に よ る VEGF-A，VEGF-C， お よ び
VEGFR mRNA 発現量の増加を認めなかった原因とし
て，ヒト口腔扁平上皮癌細胞株の培養条件が考えられた。
本研究ではヒト口腔扁平上皮癌細胞株の培養を至適条件
下で行っており，癌細胞が必要とする VEGF-A および
VEGF-C が過飽和となっていたか，もしくは VEGF-
family 発現に関与するとされている他の因子が抑制され
た可能性がある。VEGF-family は低酸素状態，化学療法
や放射線療法などの刺激が加わることにより発現が亢進
し，癌細胞が自己保護を行っているとの報告がある 13）。
Mohamed ら 14）は口腔扁平上皮癌細胞株において，低
酸素状態になると VEGF タンパク発現量が上昇すると
述べている。また Koukourakis ら 15）は低酸素状態下で
の VEGF 発現量の制御には低酸素誘導因子 HIF-1 αが
大きく関与するとし，頭頸部扁平上皮癌においてもその
発現を認めている。一方，正常酸素分圧下では HIF-1α
が分解されることにより VEGF 発現量も減少するとの
報告もある 16）。さらにヒト recombinant VEGF-A およ
び VEGF-C の添加量の設定は，HSC-2 細胞株を用いた
予備実験において 20ng/ml の濃度で VEGF-A および
VEGF-C mRNA 発現量の増加を認めたため同濃度に設
定したが，添加量を増加することで VEGF-A および
VEGF-C mRNA の発現量が増加する可能性も考えられ
た。
　また VEGFR の発現量が極わずかであったことが，ヒ
ト recombinant VEGF-A ま た は VEGF-C 添 加 に よ る
VEGF-A，VEGF-C，および VEGFR の相互作用を認め
なかった原因ではないかと考えられた。Joukov ら 17）は
VEGF-A と VEGF-C が VEGFR-2 と結合することによ
りそれぞれの発現量が制御されていると報告している。
また Weigand ら 6）は乳癌細胞株を用いた研究において
VEGFR-2 が VEGF-A と結合することにより，VEGF-A
発現量が増加するとしており，Villegas ら 18）は腎臓上
皮 細 胞 株 を 用 い 同 様 の 報 告 を し て い る。 さ ら に
Bachelder ら 19） は 乳 癌 細 胞 株 に お い て VEGF-A は
VEGFR-2 に発現するニューロピリン受容体と結合する
ことにより VEGF-A 発現量が増加し，オートクライン
を引き起こすと述べている。また Rivet ら 20）は腎臓癌
において VEGFR-1 と VEGF-A は腫瘍細胞で同一部位
に発現しており，VEGFR-1 と VEGF-A は相互に関与し
ているのではないかと報告している。さらに Masood ら 21）

は肺癌細胞株において VEGF-A と VEGF-C は VEGFR
の発現量と相関しており，オートクラインを引き起こす
可能性を報告している。これらの報告から VEGF-A ま
たは VEGF-C 発現の制御には VEGFR の発現量が関与
している可能性が考えられた。
　以上のことから，ヒト口腔扁平上皮癌細胞株において

VEGF-A mRNA 発現量の増加が VEGF-C mRNA 発現
量の増加を引き起こす，もしくは VEGF-C mRNA 発現
量の増加が VEGF-A mRNA 発現量の増加を引き起こす
といった相互作用はなく，VEGF-A mRNA と VEGF-C 
mRNA の発現量は存在環境や腫瘍間質が影響している
と考えられた。また，VEGF-A，VEGF-C mRNA，お
よび VEGFR mRNA の関係についても本研究で用いた
ヒト口腔扁平上皮癌細胞株においては，お互いの発現量
を制御するといった相互作用はないものと考えられた。
　これらのことから腫瘍間質，および腫瘍周囲組織を含
めた生体内における VEGF-A，VEGF-C および VEGFR
の発現量ならびに HIF-1 αなどの血管新生や，リンパ
管新生関連因子についても検討を加えることで，口腔扁
平上皮癌における血管新生，リンパ管新生の機序が明ら
かになるものと考えられた。

【結　　　語】

　本研究はヒト口腔扁平上皮癌細胞株において癌細胞が
発現する VEGF-A，VEGF-C，および VEGFR の相互作
用を明らかにすることを目的に行った。
　外部刺激としてヒト recombinant VEGF-A，VEGF-C
を添加した際に癌細胞が発現する VEGF-A，VEGF-C，
および VEGFR mRNA 発現量を定量したが，各因子の
mRNA 発現量に変化は認めなかった。
　このことからヒト口腔扁平上皮癌細胞株においては
VEGF-A，VEGF-C，および VEGFR mRNA の発現量
に相互作用はないものと考えられた。今後はヒトにおけ
る口腔扁平上皮癌が発現する VEGF-A，VEGF-C，およ
び VEGFR の相互作用を明らかにするために，更なる研
究が必要である。

　本論文の要旨は平成 19 年度新潟歯学会第２回例会（平成 19 年

11 月 10 日，新潟），および第 26 回日本口腔腫瘍学会総会・学術

大会（平成 20 年１月 24 日，大分）において報告した。
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