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頭頸部扁平上皮癌におけるケモカインレセプターに関する検討
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抽出し、MessageCleankit（GeneHunter）でDNAse

処理を行い精製し、ＭＭＬＶリバーストランスクリプ

ターゼ（GeneHunter）で逆転写反応してcDNAを合

成した。PCR反応は27塩基のCXCR4特異的プライ

マー（forward５，－ctctccaaaggaaagcgaggtggacat-3，，

reverseprimer5'一agactgtacactgtaggtgctgaaatca－３'）

にて30サイクル（94℃１分５７℃１分７２℃１分）

行った。内部標準遺伝子としてβ２microglobrinを

用いた。

＜フローサイトメトリー＞

ｌＯｃｍｄｉｓｈで30％コンフルエントまで培養した細

胞をｌサンプルあたり５×105個回収し１次抗体は

抗CXCR4マウス/モノクローナル抗体（12G5Bio-

systems）をl伽g/m１３０分室温でインキュベート

し、２次抗体にはPE標識抗マウス/イムノグロブ

リン抗体（RO480DAKO）を一反応あたり１．５ｊｕｌ添

加し、３０分室温でインキュベー卜した。フローサ

イトメーターはコールター社のEPICSELITEを使用

した。

＜InvasionAssay＞

８－jumTranswell（Coster）のメンブレン上面にマ

トリゲル40“ｌで人工基底膜層を作成し、その内部

に１×105個細胞を含んだmediumを注入、２００ｎｇ／

､l濃度のSDF-1を含んだmediumを入れた下層の２４

穴プレートにTranswellをセットし、３７℃３６時間

インキュベー卜した。Transwellのメンブレン上層

のマトリゲル層を充分除去した後、メンブレンを

エタノール固定し、３分間へマトキシリンで染色

した。Transwellのメンブレン下層に浸潤した細胞

は実体顕微鏡下で血算板を用い、１６区画＝１１nln3あ

たりの平均浸潤細胞数を算出した。

１．はじめに

CXCR4はケモカインSDF-1特異的レセプターであ

り、白血球や未分化造血細胞などの細胞膜上に発

現している。ケモカインスーパーファミリーの中

で最も強力な化学誘引物質であるSDF-1の刺激によ

り走化性が誘導され、さらに増殖、生存が促進さ

れる。近年、乳癌の研究で明らかにされたことで

あるが、高転移乳癌細胞にてCXCR4が発現し、一

方そのリガンドであるSDF-1はリンパ節を始め骨、

肝臓または肺などに高濃度に存在しており、乳癌

細胞はこれらの臓器を循環中にトラップされ、生

着することで転移巣を形成することが報告された。

以後、各種癌においてケモカインレセプターの発

現と転移機構の関連性が検討されてきているが、

統一した見解は無くその全貌は依然として解明さ

れていない。さらに頭頚部肩平上皮癌領域におい

てのケモカイン/ケモカインレセプター機構の検討

の報告はいまだにない。今回、我々は頭頚部扇平

上皮癌における各種ケモカインレセプターCXCR4

の発現とその走化性、浸潤能における役割につい

て検討し興味深い知見を得たので報告する。

２．対照

材料は頭頚部肩平上皮癌細胞株で舌癌細胞株は

SAS、HSC3、HSC4、TK-SMの４種。口腔扇平上皮癌

はHSQ-89o上顎癌細胞株はIMC－３を用いた。また、

恒常的にCXCR4を発現する陽性対照としてＴ細胞

リンパ腫由来のJurkat細胞を用いた。
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３．方法

くRT-PCR法＞

１０ｃｍｄｉｓｈで30％コンフルエントまで増殖させた

細胞よりセパゾールRNAＩ（NAKARAI）を用いRNAを
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