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概 要 

 腫瘍の所属リンパ節転移や遠隔臓器転移は癌関連死の大きな要因である。転

移病巣成立には，癌細胞は腫瘍胞巣周囲に存在する脈管へ浸潤するために，腫

瘍細胞による間質の破壊とリンパ管の密度が重要である。腫瘍細胞は，matrix 

metalloproteinase (MMP) を分泌して，細胞周囲の間質を破壊し， vascular 

endothelial growth factor ファミリー (VEGF-A, -B, -C および-D)，angiopoietin-2 

(ANGPT2) や，platelet-derived growth factor (PDGF) を分泌し，血管およびリン

パ管新生を誘導して固有間質を形成することが知られている。これらの遺伝子

発現は様々な機構により調節されているが，近年，ヒストン脱アセチル化との

関係が重要視されている。特に，ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤 (HDACI) は，

細胞の増殖やアポトーシスに関わる因子の発現や活性化に対してエピジェネテ

ィックな影響を及ぼすため，新たな癌治療薬として注目を集めている。そこで，

HDACIの一つである酪酸ナトリウム (SB) が口腔扁平上皮癌細胞株HSC-3のリ

ンパ管新生因子とMMP 阻害因子である tissue inhibitor of matrix metalloproteinase 

(TIMP) の転写・翻訳に与える影響について検討した。 

 HSC-3 は RIKEN バイオリソースセンターから購入し，10%ウシ血清添加 
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RPMI-1640培養液 (Gibco) で培養した。培養液中に種々の濃度のSB (0, 1, 3 mM，

和光純薬) を添加し，0〜24 時間後に細胞を回収した。リン酸緩衝液 (PBS, pH 

6.0) で洗浄後，細胞から RNeasy mini kit (Qiagen) を用いて mRNA を回収し，

cDNAマイクロアレイ解析と定量的 PCR 解析に供した。 

 cDNA マイクロアレイ解析は， cDNA 合成に GeneChip® Expression 

3’-Amplification Reagents Two-cycle cDNA Synthesis kit (Affymetrix) を使用した。

得られた cDNA の精製は GeneChip
®

 Human Genome Focus Array (Affymetrix) を

用いて行い，in vitro transcription で cRNAの合成し，GeneChip
®
 IVT labeling kit

でビオチン標識した。ビオチン化された cRNAを GeneChip
®

 Human Focus Array 

(Affymetrix) にハイブリダイズさせ，ストレプトアビジン標識フィコエリスリン 

(Molecular Probes) で染色した。染色したアレイは Gene Array Scanner (Agilent 

Technologies) を使用して 2回スキャンし，遺伝子発現量の変化を検討した。 

 定量的 PCRは cDNAの合成を PrimeScript RT Reagent kit (Takara Bio) で行った。

得られた cDNA は特異プライマーと SYBR Premix Ex Taq (Takara Bio) が含まれ

た反応溶液とともに，Smart Cycler IIシステム (Cepheid) を用いて遺伝子発現量

を半定量的に解析した。 
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 免疫染色はカバーグラス上で培養した細胞を使用した。TBS で洗浄後，1次抗

体として抗 VEGF-A 抗体 (Santa Cruz Biotechnology) または抗 VEGF-C 抗体 

(Zymed) と反応させた。TBS で再度洗浄後，2次抗体として Envision/horseradish 

peroxidase universal kit (Dako) の西洋ワサビペルオキシダーゼ標識デキストラン

結合抗ウサギ IgG 抗体と反応させ，免疫複合体の可視化を 3, 3’-diaminobenzidine 

tetrahydrochloride で行った。 

 Western blot にはタンパク量で 80 gの細胞溶解液を使用した。10%のポリア

クリルアミドゲルで電気泳動し，polyvinylidene difluoride (PVDF) 膜に転写した。

PVDF膜を blocking reagent (東洋紡) で処理後，1次抗体の抗VEGF-A抗体 (Santa 

Cruz Biotechnology) または抗 VEGF-C抗体 (Cell Signaling Technology) と反応さ

せた。次いで，2 次抗体の西洋ワサビペルオキシダーゼ標識抗ウサギ IgG 抗体 

(Santa Cruz Biotechnology) と反応させ，洗浄後，免疫複合体を ECL plus detection 

system (GE Healthcare Biosciences) を使用して，Kodak Biomax フィルム (GE 

Healthcare Biosciences) 上で検出した。 

 SBが口腔扁平上皮癌細胞株HSC-3のリンパ管増殖因子およびMMP阻害因子

の TIMP2および TIMP3 の転写・翻訳に及ぼす影響を検討し，以下の結果・結論
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を得た。 

１． cDNA マイクロアレイ解析によってリンパ管新生因子および TIMP2 と

TIMP3 について遺伝子発現の変化が確認できた。 

２． 定量的 PCR法によってリンパ管増殖因子の PDGF，ANGPT2，VEGF-C，

VEGF-D の発現減少が認められたが，TIMP2 および TIMP3 については発現

が増加した。 

３． Western blot および免疫染色法では，VEGF-C の発現低下が認められた。 

 

なお，本論文は原著論文 Yamamura T et al., Sodium butyrate, a histone deacetylase 

inhibitor, regulates lymphangiogenic factors in oral cancer cell line HSC-3, Anticancer 

Res 2014; 34; 1701-1708を基幹論文とし，これに matrix metalloproteinaseの阻害因

子であるTIMP2およびTIMP3の成績を新たな実験データとして加えることによ

って総括したものである。 
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緒 言 

 腫瘍の所属リンパ節転移や遠隔臓器転移は癌関連死の大きな要因である。癌

細胞は腫瘍胞巣周囲に存在する脈管へ浸潤するために，転移病巣成立の初期で

は，腫瘍細胞による間質の破壊とともに腫瘍周囲のリンパ管の密度が重要であ

る。腫瘍細胞は matrix metalloproteinase (MMP) を分泌して細胞周囲の間質を破

壊するが，逆に MMP はオートクラインに MMP 阻害因子の tissue inhibitor of 

metalloproteinase (TIMP) 2 および TIMP3 の発現を誘導することによって自らの

活性を抑制する。また，癌細胞における MMP の強い発現は所属リンパ節転移を

促進し，逆に TIMP の発現は癌の再発や転移を抑制する 1,2)。一方，癌細胞は

vascular endothelial growth factor ファミリー  (VEGF-A, -B, -C および-D)，

angiopoietin-2 (ANGPT2) や，platelet-derived growth factor (PDGF) を分泌して血

管およびリンパ管新生を誘導し，固有間質を形成することが知られている 3)。癌

細胞による VEGF-C の発現は腫瘍の遠隔臓器転移や所属リンパ節転移にも相関

があることが示されている 4,5)。これらの遺伝子発現は様々な機構により調節さ

れているが，近年，ヒストン脱アセチル化が癌細胞の遺伝子発現に影響を及ぼ

すことが明らかにされている。特に，ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤 (HDACI) 
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は，細胞の増殖やアポトーシスに関わる因子の発現や活性化に対してエピジェ

ネティックな抑制効果を示すため，新たな癌治療薬として注目を集めている 6-8)。 

 このうち HDACI の 1 つである酪酸ナトリウム (SB) は口腔癌細胞の細胞周期

の停止と細胞の分化やアポトーシスを促進することが知られている 9-11)。また，

SBは赤白血病，胎児性癌，大腸癌，膵臓癌，神経芽細胞腫，グリオブラストー

マや造血器系の悪性腫瘍においても，細胞の増殖抑制と，細胞の分化およびア

ポトーシスを促進することが報告されている 12)。 

 そこで著者は，口腔扁平上皮癌細胞株 HSC-3 における SB のエピジェネティ

ックな効果を明らかにするために，SB のリンパ管新生因子と TIMP ファミリー

の転写・翻訳に与える影響について，in vitro実験系を用いて検討した。 
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材料および方法 

１．細胞培養 

 HSC-3 は RIKEN バイオリソースセンターから購入し，10%ウシ血清添加 

RPMI-1640 培養液 (Gibco) で，37˚C，5% CO2 条件下で培養した。培養液中に

SB  (0, 1, 3 mM，和光純薬) を添加し，0〜24時間後に細胞を回収した。 

２．RNA抽出 

 リン酸緩衝液 (PBS, pH 6.0) で洗浄した細胞から RNeasy mini kit (Qiagen) を

用いて mRNA を回収し，分光光度計により濃度を測定した後，cDNA マイクロ

アレイ解析と定量的 PCR 解析に供した。 

３．cDNAマイクロアレイ解析 

 遺伝子発現の網羅的な解析を行うため，GeneChip
®
 Human Genome Focus Array 

(Affymetrix) を用いた。 RNA から cDNA 合成は GeneChip
®
 Expression 

3’-Amplification Reagents Two-cycle cDNA Synthesis kit (Affymetrix) を用いた。ま

た，cDNAの精製は GeneChip
®
 Human Genome Focus Array (Affymetrix) を用い，

in vitro transcription で cRNAの合成し，GeneChip
®
 IVT labeling kit でビオチン標

識した。ビオチン化した cRNAを GeneChip
®
 Human Focus Array (Affymetrix) に
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ハイブリダイズさせ，ストレプトアビジン標識フィコエリスリン (Molecular 

Probes) で染色した。Gene Array Scanner (Agilent Technologies) を使用して染色後

のアレイを２回スキャンし，遺伝子発現量を検討した。その結果，染色強度が

２倍以上ないし 1/2 以下となったものを発現量の変化があった遺伝子とした。 

４．定量的 PCR 

 得られた mRNAを鋳型にして逆転写反応を PrimeScript RT Reagent kit (Takara 

Bio) を用いて行い cDNAを作成した。次いで特異プライマーと SYBR Premix Ex 

Taq (Takara Bio) を含む反応溶液を調整し，Smart Cycler IIシステム (Cepheid) を

使用して定量的 PCR を行った。各遺伝子の検出に用いたプライマー配列を第 1

表に示す。 

５．免疫染色 

 カバーグラス上の細胞に SBを添加して０〜24時間培養した。TBSで洗浄後，

1 次抗体の抗 VEGF-A 抗体 (Santa Cruz Biotechnology) または抗 VEGF-C 抗体 

(Zymed) と室温で 1時間反応させた。洗浄後，2次抗体として Envision/horseradish 

peroxidase universal kit (Dako) の西洋ワサビペルオキシダーゼ標識デキストラン

結合抗ウサギ IgG 抗体と反応させ，免疫複合体の可視化を 3, 3’-diaminobenzidine 
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tetrahydrochloride (Sigma Aldrich)で行った。 

６．Western blot 

 細胞溶解液 [50 mM Tris (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1/100 protease 

inhibitor cocktail] で細胞を処理し，Western blot に供した。細胞溶解液のタンパ

ク量を測定した後，80 g を 10%のポリアクリルアミドゲルで電気泳動し，

polyvinylidene difluoride （PVDF）膜に転写した。PVDF膜を blocking reagent（東

洋紡）で処理した後，1次抗体の抗 VEGF-A 抗体 (Santa Cruz Biotechnology) ま

たは抗 VEGF-C 抗体 (Cell Signaling Technology) と反応させた。次いで，2次抗

体の西洋ワサビペルオキシダーゼ標識抗ウサギ IgG 抗体  (Santa Cruz 

Biotechnology) と反応させ，免疫複合体を ECL plus detection system (GE 

Healthcare Biosciences) を使用して，Kodak Biomax フィルム (GE Healthcare 

Biosciences) 上に検出した。 

７．統計処理 

 得られた測定値について，それぞれの中央値および標準偏差を求め，

Kruskal-Wallis H-test を用い，有意水準 0.05の条件で統計学的分析を行った。 
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結 果 

１． 遺伝子発現の網羅的解析 

 SBが HSC-3細胞の遺伝子発現に及ぼす影響を検討するために， 0，1，3 mM

の SBを添加した培養液で細胞を 6および 12時間培養した。cDNAマイクロア

レイ解析の結果，SB添加によって発現量の減少した遺伝子は 1,925種，発現量

の増加した遺伝子は 4,381種であった。これらのうちリンパ管新生因子に注目す

ると PDGFB，VEGF-A，VEGF-Bおよび VEGF-C の遺伝子発現は減少したが，

MMP 阻害因子の TIMP2 および TIMP3 は遺伝子発現の上昇が認められた (第 2

表)。 

２．リンパ管新生因子および TIMP 遺伝子の発現 

 cDNAマイクロアレイで得られた遺伝子発現の変化を定量的PCRで検証した。

リンパ管新生因子のうち，ANGPT2の発現は SB添加の 3時間後から濃度依存性

に減少した (第 1図)。さらに PDGFBは 0.5 時間後から減少したが，有意差は認

められなかった。VEGF-Aと VEGF-C は SB 添加後 1時間後まで発現量に変化を

認めなかった。VEGF-Aは 3時間後に軽度の発現量の増加を認めたが，有意差

は認められなかった。一方，VEGF-C は SB 添加後 3時間で有意に発現量が減少
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した。VEGF-Dは SB 添加後 0.5〜3時間後で有意に発現量が減少した。このよう

なリンパ管新生因子の発現とは反対に TIMP2および TIMP3は SB添加 3時間後

に有意な発現量の増加を示し，また cyclooxygegenase 2 (COX2) は 0.5〜3時間後

に発現量が増加した。 

３．Western blot 

 Western blotでVEGF-AおよびVEGF-Cタンパクの発現量を検討した。VEGF-A

は SB未添加の HSC-3では発現は検出されなかったが，3 mM の SBを添加し，

24時間培養を行うことで，VEGF-Aの発現を認めた。一方，VEGF-C は SB未添

加で発現が確認できたが，SB添加によって減少した (第 2 図)。これらの結果は

定量的 PCR のデータを裏付けるものとなった。 

４．免疫染色 

 免疫染色によって VEGF-Aおよび VEGF-C発現を検索した (第 3図)。VEGF-A

は 3 mM の SB添加をした群で，細胞質に細顆粒状に弱陽性となった。一方，

VEGF-C は未添加群で強陽性であったが，3 mM の SBを添加した群では発現が

減少した (第 3図，第 3表)。 
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考 察 

 今回の cDNA マイクロアレイ解析によって，SBは口腔扁平上皮癌細胞株

HSC-3におけるリンパ管新生因子である ANGPT2，PDGFB，VEGF-C，VEGF-D

の発現を抑制するとともに，MMP 阻害因子の TIMP2 と TIMP3 の発現を促進す

ることが明らかになった (第 2表)。腫瘍細胞が血管内浸潤・遠隔臓器転移をす

る過程では，腫瘍細胞自身がMMP を分泌し，血管やリンパ管の基底膜を分解し，

脈管侵襲を誘導することが知られており，現在までに様々な腫瘍において MMP

の過剰発現と予後との関連が報告されている 13-18)。その一方で，MMP は生体内

に内在する TIMP ファミリーによって，その活性が阻害される。実際にリコンビ

ナント TIMP2 をマウスへ注射することにより，悪性黒色腫細胞株である B16 細

胞の肺転移を抑制することが報告されている 19-20)。また TIMP3 遺伝子を組込ん

だアデノウイルスベクターを子宮頚癌細胞株の HeLa細胞や骨肉腫細胞株の

HT1080細胞へ導入することで，これらの細胞の浸潤能低下とアポトーシスが誘

導される 21, 22)。 

 免疫組織学的な検討から，腫瘍における VEGF-C の発現は腫瘍周囲のリンパ

管密度や口腔扁平上皮癌のリンパ節転移と相関するために，予後予測因子とし
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ての実用性が期待されている 4, 23)。また，様々な種類の腫瘍において，VEGF-C

の発現上昇は予後の増悪とリンパ節転移に関与することが報告されていること

から，VEGF-C はリンパ管新生の主たる役割を担っていると考えられる 24-32)。例

えば，VEGF-C を発現しない乳癌細胞株 MCF-7へ VEGF-C 遺伝子を組込んだ発

現ベクターを導入することで，腫瘍の発育促進，リンパ管増生およびリンパ節

転移が促進することが報告されている 25)。また，VEGF-C や VEGF-Dはリンパ

管内皮細胞に発現する vascular endothelial cell growth factor receptor 3 (VEGFR3) 

と結合し，リンパ管新生を促進する 34)。In vitroの実験系で VEGF-Dは，VEGF

ファミリーの中で最も血管とリンパ管新生を促進する能力が高いとされている

35)。今回の結果から，SB添加は VEGF-C と VEGF-Dの発現を低下させることが

明らかになった。つまり SB添加は腫瘍細胞の VEGF-C と VEGF-Dの発現を低

下させることで，リンパ管新生を抑制することが示唆された。 

 VEGF-Aもリンパ管新生を促進すると考えられている。 例えば，VEGF-A遺

伝子を組込んだアデノウイルスベクターをマウスの耳に注射すると拡張したリ

ンパ管が形成される 37)。胚様体へ VEGF-Aを添加すると既存の血管からのリン

パ管分岐が促進される 38)。一方，VEGF-A を含浸させたインプラントの角膜へ
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の移植や，VEGF-Aを発現するアデノウイルスベクターの筋肉内注射は，リン

パ管新生を示さない 34, 39, 40)。このように腫瘍細胞のリンパ管形成において，

VEGF-Aの相反的な報告が多数あることから，VEGF-Aのリンパ管新生に及ぼす

真の機能については不明な点が多い。 

 VEGFファミリーの発現をコントロールしている転写因子の１つとして

hypoxia inducible factor (HIF) -1が知られている 41,42)。HIFは HIF-1と HIF-1の

ヘテロダイマーから成り，VEGF遺伝子の上流にある HIF-regulated element に結

合しその転写活性を制御している 39,41,43)。一方，SBは HIF prolyl-hydroxylaseを

活性化させ HIF-1を分解し， の発現を抑制することから 44)，SB添加によ

って HSC-3に認められた VEGF-Cと VEGF-Dの発現減少は HIFを介したシグナ

ル伝達系による可能性が強く示唆される。また，Miki ら 11)は HSC-3の培養液に

SBを添加すると，COX2 の発現が促進することを報告している。この現象は培

養液中の prostaglandin (PG) E2濃度の上昇に起因し，PGE2がオートクライン機構

により COX2 の発現を誘導するためと考察している 11)。PGE2濃度の上昇は，PG

受容体である prostaglandin E receptor (EP) 1 と EP4 も活性化させ，その下流にあ

る epidermal growth factor receptor HER-2/neuのチロシン残基リン酸化を引き起こ
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す。HER-2/neuからのシグナルは mitogen-activated protein kinase p38 と nuclear 

factor-Bを介して VEGFファミリーの発現を増加させる 45, 46)。しかしながら，

本研究では SB添加によって VEGF-Cと VEGF-D の顕著な発現低下が認められ

たことから，SBによる VEGFファミリーの発現減少と COX2 の発現促進は PG

受容体とは全く別の経路で制御されている可能性が考えられる。
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結 論 

 SBが口腔扁平上皮癌細胞株HSC-3のリンパ管新生因子およびMMP阻害因子

の TIMP2と TIMP3 の転写・翻訳に及ぼす影響を検討し，以下の結果・結論を得

た。 

１． cDNA マイクロアレイ解析によってリンパ管新生因子および TIMP2 と

TIMP3 について遺伝子発現の変化が確認できた。 

２． 定量的 PCR 法によってリンパ管新生因子の PDGF，ANGPT2，VEGF-C，

VEGF-D の発現減少が認められたが，TIMP2 および TIMP3 については発現

が増加した。 

３． Western blot および免疫染色法では，VEGF-C の発現低下が認められた。 

以上の結果から，腫瘍細胞における SBの投与は腫瘍細胞の浸潤とリンパ管の新

生を抑制すると考えられ，SBによる癌治療の有効性が示唆された。 
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第 1表 定量的 PCRに用いたプライマーおよびその塩基配列 

 プライマーの塩基配列 

ANGPT2 5’-TTAACGGACCAAAGCAAGACCCTA-3’ 

5’-GACAGCAGCGTCTGTAAACTGTCA-3’ 

PDGFB 5’-GTGGCTGGAGTGGCCAAATAG-3’ 

5’-ATGGAGGTCATGTGGACAGCA-3’ 

VEGF-A 5’-GAGCCTTGCCTTGCTGCTCTAC-3’  

5’-CACCAGGGTCTCGATTGGATG-3’ 

VEGF-C 5’-CAGCACGAGCTACCTCAGCAAG-3’ 

5’-TTTAGACATGCATCGGCAGGAA-3’ 

VEGF-D 5’-GCTGCTTTGCCAAGTTGCTG-3’ 

5’-TGGATTCACTGTGGTGCTGTGTAA-3’ 

TIMP2 5’- GTTGGAGGAAAGAAGGAA-3’ 

5’- CCAGGGCACAATAAAGTC-3’ 

TIMP3 5’-TTCTCAGCGAGGATGGCACTT10-^¥-3’ 

5’-AAACACGGTTCAGGATGCTGG-3’ 

GAPDH 5’-GAGTCAACGATTTGGTCGT-3’ 

5’-GACAAGCTTCCCGTTCTCAG- 

COX2 5’-CGGTGAGATATGCGACAGATGG-3’ 

5’-TGGCGGACATGGCTACTCAA-3’ 

Angiopoietin-2 (ANGPT2), platelet-derived endothelial growth factor (PDGF) vascular 

endothelial growth factor (VEGF-A, -B, -C and -D), tissue inhibitor of 

matrixmetalloproteinase (TIMP2 and 3), glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

(GAPDH), and cyclooxygenase2 (COX2). 
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第2表 cDNAマイクロアレイ解析によるリンパ管新生因子およびMMP阻害因 

       子の発現量の変化 

 

 SB 

遺伝子 1 mM, 6 h 3 mM, 6 h 1 mM, 12 h 3 mM, 12h 

ANGPT2 np 0.5 0.4 0.1 

PDGFB np np np 0.5 

VEGF-A np np np np 

VEGF-B np np np np 

VEGF-C 0.3 0.2 0.1 0.09 

VEGF-D 0.3 0.2 0.2 0.1 

TIMP2 3.1 3.5 3.7 5.1 

TIMP3 8 11.4 4.4 5.5 

COX2 3.5 5.1 4.4 5.6 

np: No particular change in transcriptional level (less than two-fold change). 
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第3表 SB添加がHSC-3細胞のVEGF-AおよびVEGF-Cのタンパク発現に及ぼす 

       影響 

 

 SB 

 0 mM 1 mM 3 mM 

VEGF-A 0 1+ 1+ 

VEGF-C 3+ 2+ 1+ 
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第1図 SB添加がリンパ管新生因子とTIMP遺伝子発現に与える影響 

培養液にSBを添加した0.5〜１時間後，定量的PCRによりリンパ管新生因子と

TIMP遺伝子発現の変化を検討した。 

*, P<0.05，**, P<0.01 
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第2図 VEGF-A，VEGF-Cおよび-actinのタンパク発現量の検討 

Western blotにより，リンパ管新生因子のタンパク発現量を検討した。SB添加後

３時間でVEGF-Aの発現上昇と，VEGF-Cの発現低下が確認された。 
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第3図 VEGF-AおよびVEGF-Cのタンパク発現量の検討 

免疫染色により，リンパ管新生因子のタンパク発現量を検討した。SB添加後３

時間でVEGF-Aの発現上昇と，VEGF-Cの発現低下が確認された。 

 


