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研究成果の概要（和文）：AMPK活性化薬剤のアポトーシス誘導を検討した結果、投与24時間後には顕著にアポトーシス
が起こっていた。この薬剤の細胞増殖因子の経時的なmRNA発現を確認した結果、mTOR ならびにAkt1、Akt3の発現減弱
を認めた。また、p53ならびにp21の発現が増加していた。タンパク質発現の変動を検討した結果、Phospho-mTORは経時
的に発現量が減少し、p53ならびにp21の発現増加を認めた。
浸潤に対する薬剤の効果を検討した結果、投与群では有意に浸潤抑制効果が確認できた。MMPsの発現を検討した結果、
pro-MMP-2の発現減弱を認めた。さらにARK5の経時的mRNA発現減弱を認めた。

研究成果の概要（英文）：Apoptosis induction with AMPK activating agents was examined using an apoptosis de
tection kit, demonstrating marked apoptosis induction at 24 hours after administration.The mRNA expression
s of cell growth factors were examined with AMPK activating agents, demonstrating the decreased expression
s of mTOR and Akt1, Akt3 and the increased expressions of p53 and p21. Their protein expressions were also
 examined, demonstrating the decreased expression of phospho-mTOR over time and the increased expressions 
of p53 and p21.
The effects of AMPK activating agents on invasion were examined, demonstrating significant inhibitory effe
cts on invasion in treated groups. The expressions of MMPs were examined, demonstrating the decreased expr
ession of pro-MMP-2. Furthermore, the mRNA expression of ARK5 decreased over time.
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1.研究開始当初の背景  

 癌細胞は、アポトーシスという機能から逸

脱することにより、無秩序な細胞増殖を獲得

して腫瘍塊を形成し、さらに周囲組織への浸

潤能の獲得とそれに引き続く転移形成によ

り、臨床において治療に難渋する場合が多い。

そのため、癌の増殖とそれに関連する遺伝子

の異常を研究することは，癌の本態解明と治

療法の開発にとって重要であると考える。細

胞周期を司る遺伝子の中でも癌抑制遺伝子

である p53 遺伝子は現在でもなお注目され続

ける遺伝子であり、その変異の存在を検索す

ることが腫瘍の進展や予後を推定する指標

の一つとされている。また、p53 依存性アポ

トーシスを誘導する際に細胞内アポトーシ

ス制御因子として Bcl-2 ファミリータンパク

質が働いており、細胞外からのアポトーシス

制御はこれらのタンパク質を量的、質的に調

節することにより行われているとされてい

る。研究代表者は、これまでに口腔扁平上皮

癌の生検組織における浸潤先進部での p53 な

らびに p53 関連タンパクであり細胞増殖因子

である p21 や PCNA の発現を免疫組織化学

的に検出し、臨床経過と比較検討することに

より、p53 ならびに p53 関連タンパク発現と

予後との関係を見いだし、予後想定因子にな

りうるとの研究結果を得た（Kato K, et al. Oral 

Pathol Med, 2011. Kato K, et al. Pathol Oncol 

Res, 2008. 加藤広禄．十全医学会誌，2003．）。

さらに Bcl-2 ファミリータンパク質の発現が

臨床病理学的に予後と相関することを確認

している(Kato K, et al. Oral Pathol Med, 2008)。

近年、多領域の癌に対し遺伝子治療が行われ

ているが、そのターゲット遺伝子の多くはこ

の p53 遺伝子である。p53 遺伝子変異のある

頭頚部癌においても遺伝子治療の臨床治験

が行われることは予想されているが、現在の

手法ではすべての癌細胞に遺伝子を組み込

むことは不可能であり、また転移した部位に

は遺伝子を導入できないこともあり、未だ臨

床応用の段階には達していないのが現状で

ある。 

 一方、現在の癌治療における抗癌剤治療の

役割は大きくなり、治療により腫瘍の縮小も

しくは消失をみることもあるが、治療効果が

表れず、治療継続が困難となる場合もある。

そこで、可及的に正常細胞に障害を与えず、

癌細胞特異的分子生物学的特性を有した腫

瘍細胞に効果を発揮する薬剤として分子標

的薬が開発され（図１）、現在実用化されて

いる。癌増殖因子であるEGF receptorやVEGF、

VEGF receptor をターゲットとした分子標的

薬は非小細胞肺がん、大腸がん、腎細胞がん

に対し使用されて、有効性を認めている。ま

た、HER2 をターゲットとした分子標的薬は

HER2 陽性乳がんの標準薬として臨床の場で

活躍しており、CD20 をターゲットとした分

子標的薬はB細胞性非ホジキンリンパ腫に有

効とされている。その一つに AMP-activated 

protein kinase（AMPK）下流因子の 1 つであ

る mTOR を阻害する薬剤（mTOR 阻害薬；エ

ベロリムス）による分子標的治療が臨床試験

の段階ではあるが実施されており、再発腎細

胞癌や治療抵抗性転移性乳癌に対して良好

な成績を得ている。しかしその一方で、抗癌

剤にて出現する副作用とは異なった副作用

の出現によりその対応に苦慮することも多

い。さらに口腔扁平上皮癌に対する分子標的

薬の開発は他領域と比べ遅れており、今後の

研究が待たれている。 

 近年において、糖尿病治療薬として使用さ

れている AMPK 活性化薬剤に関して、同薬物

投与患者の癌発生が有意に抑制されていた

との報告がされるようになり（Libby G et al. 

Diabetes Care, 2009. Currie CJ et al. 

Diabetologia. 2009.）、この薬剤の癌発生抑制

作用が示唆されるようになった。現在、AMPK

活性化薬剤を用いた研究はあらゆる癌腫で

行われており、有意義な結果が報告されてい

る（Vakana E, et al. J Cell Biochem. 2011）。 



 研究代表者のこれまでの研究において、浸

潤性の異なる口腔扁平上皮癌細胞に対する

AMPK活性化薬剤であるAICARの濃度依存的、

時間依存的細胞増殖抑制効果を確認している。

また、その際p53経路ならびにBcl-2ファミリ

ーのタンパク質発現の変化を認め、それによ

る細胞周期停止やアポトーシス誘導が細胞増

殖抑制のメカニズムとなっていることが示唆

された（加藤広禄．日本口腔組織培養学会誌，

2010．）。 

 

2.研究の目的  

 口腔扁平上皮癌においては、深部組織への

浸潤像が癌の悪性度と密接な関係があるとす

る報告が多くみられ、び漫性に浸潤する口腔

扁平上皮癌の局所ならびに転移制御の困難さ

は癌治療担当者を悩ませており、集学的治療

が望まれている。 

 今回の研究では、び漫性に浸潤する浸潤様

式 4D 型由来細胞株である HOC313 細胞を用

い、高浸潤性口腔扁平上皮癌に対する AMPK

活性化薬剤によるアポトーシス制御因子な

らびに増殖因子の変動を調査し、AMPK 活性

化薬剤の増殖抑制ならびにアポトーシス誘

導の機序を解明できると考えた。また、AMPK

活性化薬剤の口腔扁平上皮癌細胞の浸潤に

与える影響についても検討した。これにより

治療困難な高浸潤性口腔扁平上皮癌に対す

る集学的な治療法のひとつとなり得りうる

のではないかと考えた。 

 

3.研究の方法  

口腔扁平上皮癌由来細胞株 

  口腔扁平上皮癌罹患患者の転移リンパ

節より樹立した細胞株を使用する。口腔扁

平上皮癌において浸潤様式 4D 型由来細胞

株である HOC313 を使用した。この細胞株

を FBS 添加 E-MEM 培地にて培養し、著し

く増殖能を得た状態のものを実験に供し

た。 

使用薬剤 

  AMPK 活 性 化 薬 剤 で あ る AICAR

（Sigma-Aldrich）を実験に供した。 

アポトーシス検出 

  Apoptosis detection kit（）を用い、AMPK

活性化薬剤の口腔扁平上皮癌細胞に対す

る経時的なアポトーシス誘導能を検討し

た。 

RT-PCR 法 

 上記の細胞株に一定濃度の AMPK 活性

化薬剤を接触させ、接触した時間毎（1、2、

4、8 時間）に RNeasy Kit（QIAGEN）を使

用し、total RNA を抽出した。その total RNA

中において、細胞増殖に関連する AMPKα、

mTOR、Akt1、Akt3、p53、p21、PCNA の

計 7 種類ならびに AMPK 関連因子であり

MMP を介して浸潤に関与しているとされ

ているARK5のmRNAの発現を検出した。 

Western Blotting 法 

  アポトーシス関連タンパクならびに細

胞増殖因子の発現を検討する。検討する因

子としては mTOR、phospho-mTOR、p53、

p21、PCNA、の計 5 種類とした。 

Invasion assay 法 

  各細胞株に対するAMPK活性化薬剤の浸

潤抑制効果を検討するためにInvasion 

assayを行った。BDバイオコートマテリゲ

ルインベージョンチャンバー（BD 

Bioscience）を用い、コラーゲンゲル上に

各細胞株の細胞を一定数播種し、一晩培養。

翌日より指摘濃度に調整したAMPK活性

化薬剤混濁培養液群と通常の培養液群と

の両群で24時間培養し、光学顕微鏡にてメ

ンブレン下面の細胞を浸潤細胞とし、細胞

数を計測する。これにより各細胞の浸潤率

の変化を計測した。 

ゼラチンザイモグラフィー 

 MMPs 発現の変化を検討するためゼラ

チンザイモグラフィーを行った。細胞培養

液中に含まれており、浸潤に関わっている



と さ れ る MMP-2 や 潜 在 型 で あ る

pro-MMP-2、pro-MMP-9 の発現変化を検討

した。 

 

4.研究成果  

 Apoptosis detection kitを用いてアポトーシ

ス誘導能を検討した結果、投与24時間後には

顕著にアポトーシスが起こり、48時間後には

多くの癌細胞がアポトーシスに陥っているこ

とが確認できた。 

 また、AMPK活性化薬剤の細胞増殖に関す

る因子の経時的なmRNA発現を確認するため

RT-PCRの結果、Akt/mTOR経路においては、

mTOR ならびにAkt1、Akt3のmRNAの経時的

な発現減弱を認めた。また、アポトーシスに

関連しているp53/p21経路においては、p53な

らびにp21のmRNAの発現が経時的に促進し

ていた。さらに、Western Blot法を用いたタン

パク質発現の変動を検討した結果、mTORは

変化が無いものの、Phospho-mTORは経時的に

発現量が減少した。さらに、経時的なp53なら

びにp21のタンパク発現増加を認めた。 

 浸潤に対する AMPK 活性化薬剤の効果を

Invasion assay 法にて検討した結果、AICAR

投与群では有意に癌浸潤抑制効果が確認で

きた。浸潤に関係しているとされる MMPs の

発現をゼラチンザイモグラフィーにて検討

した結果、pro-MMP-2 の発現減弱を認めた。

さらに ARK5 の経時的 mRNA 発現減弱を認

めた。 

 以上の結果より、AMPK 活性化薬剤である

AICAR の細胞増殖抑制効果ならびに浸潤抑

制効果が確認され、今後の臨床における癌治

療に対して期待できる薬剤であることが示

唆された。 
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