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研究成果の概要（和文）： MTS assay ならびに Western blot にて AMPK 活性化薬剤である AICAR

の口腔扁平上皮癌細胞の増殖抑制効果とアポトーシス関連蛋白の変動について検討を行った。

その結果、AICAR の濃度依存的、時間依存的な細胞増殖抑制効果が確認された。また、それに

伴い AMPKα、Phospho-AMPKα、bax、p53 の経時的な発現増加ならびに bcl-2、PCNA の経時的な

発現減弱を認めた。 
 
研究成果の概要（英文）： The suppressant effect of progression and the time-dependent 
change of the apoptotic related protein in oral squamous cell carcinoma cell by AICAR, as 
AMPK activated reagent were examined using a MTS assay and western blotting. As a 
result, dose-dependent and time-dependent suppressant effect of progression by AICAR 
was confirmed. Furthermore, time-dependent increase of AMPKα, Phospho-AMPKα, bax 
and p53 and time-dependent decrease of bcl-2 and PCNA were confirmed by western 
blotting. 
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１．研究開始当初の背景 

  正常細胞は種々の外界からのストレス

に対し、多くの場合細胞周期をコントロー

ルすることにより増殖スピードを一時的

に落として、その間にストレスによるダメ

ージに対処しようとする。ダメージからの

回復が不可能な場合にはアポトーシスが

誘導されて、細胞は死に向かう。癌細胞は

この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、周囲組織への浸潤能の

獲得とそれに引き続く転移形成が癌治療

を困難としている。また、癌治療において、

機関番号：１３３０１ 

研究種目：若手研究（Ｂ） 

研究期間：2008～2010 

課題番号：20791503 

研究課題名（和文） 口腔扁平上皮癌に対する AMPK 活性化薬剤の増殖・浸潤・転移抑制効果の

検討 

研究課題名（英文） Examination of the suppressant effect of progression, invasion and 

metastasis in oral squamous cell carcinoma by AMPK activated reagent 

研究代表者 

 加藤 広禄（KATO KOROKU） 

金沢大学・附属病院・医員 

 研究者番号：30444201 



 

 

抗癌剤や放射線照射法の進歩に伴い外科

的手術なく完治する症例が増えてきてい

る一方で、化学療法や放射線療法に耐性を

有し、治療の効果が表れなくなり、予後不

良となってくる進行癌症例が臨床の場で

しばしば見られる。よって治療に対し耐性

を獲得した癌細胞に対し、いかにしてアポ

トーシスを起こさせるかが重要となって

くる。 

  癌細胞は継続的無秩序な増殖を特徴と

しているため、癌の増殖とその関連する遺

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なことと

考えられる。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と IAP 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。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

ある PCNA、p21 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、タンパク発現と予後との関係を見いだ

し、予後想定因子となりうるとの研究結果

を得た（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)。近年行われている遺伝子治療

のターゲット遺伝子の多くはこの p53遺伝

子であり、p53 遺伝子異常の頭頚部癌にお

いても遺伝子治療の臨床治験が行われる

ことが予想されてはいるが、現在の遺伝子

治療は従来の治療法を補完するだけで、根

治的な治療には結びついていない。 

  そこで、種々の臓器や細胞におけるエネ

ル ギ ー 代 謝 調 節 に 関 わ っ て い る

AMP-activated protein kinase (AMPK)が

重要となってくる。この AMPK は、p53 に働

きかけることにより細胞増殖に深く関わ

っているとされており、大腸がんにおいて

AMPK ががん細胞の生成に大きく関与して

いることが発見され（Jun HL et al. Nature, 

2007）、現在、糖尿病治療薬として市販さ

れ て い る AMPK 活 性 化 薬 剤

（ AICAR;5-aminoimidazole-4-carboxamid

e-1-b-D-ribofuranoside ならびにメトホ

ルミン）の腫瘍増殖抑制効果に大きな期待

が寄せられている(Buzzai M, et al. 

Cancer Res, 2007)。これまでに口腔扁平

上皮癌に対する研究はほとんどされてお

らず、今後は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

の変動を調査し、これにより口腔扁平上皮

癌細胞の増殖・浸潤・転移を抑制できるの

ではないかと考えた。 

 

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。これま

でわれわれは一貫として高浸潤性口腔扁

平上皮癌における接着、基質分解、運動、

増殖、脈管新生など、組織学的特徴ならび

に細胞生物学的特徴について研究を行っ



 

 

てきた。それにより高浸潤性口腔扁平上皮

癌細胞今後その特徴を踏まえた上で、いか

にして高浸潤癌に対する治療を行ってい

くか、つまり、遺伝子治療や分子標的治療

を含めた癌細胞の無力化を研究課題とし

ていくことが重要と考えた。 

  そこで口腔扁平上皮癌に対し、アポトー

シスを誘導する AMPK 活性化薬剤を使用す

ることによる癌細胞の増殖・浸潤・転移抑

制効果を明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

本研究では、p53 調節因子である AMPK

に着目し、口腔扁平上皮癌由来細胞株なら

びに抗癌剤耐性細胞株に対し、現在市販さ

れている AMPK 活性化薬剤(AICAR)を用い

て、①MTS assay 法を用いた細胞増殖抑制

効果の検討、②Western blot を用いた細

胞内のアポトーシス関連蛋白発現変動の

検討、③invasion assay を用いた浸潤抑

制効果の検討を行った。 

口腔扁平上皮癌の癌浸潤様式である山

本—小浜分類 4D 型由来細胞株である

HOC313 細胞、4C 型由来細胞株である

OSC-19 細胞ならびに 3 型由来細胞株であ

る OSC-20 細胞を使用し、まずは濃度依存

的効果を検討するため、0.1、0.2、0.5、1、

2、5、10mM の濃度に調整し、作用させた。

次に、時間依存的効果を検討するため、2mM

の AICAR を 24、48、72 時間作用させ、AICAR

の口腔扁平上皮癌細胞の増殖活性に対す

る効果を検討した。 

また、口腔扁平上皮癌の癌浸潤様式 4D

型由来細胞株であり、高浸潤性・高転移性

を有する HOC313 細胞を用い、2mM の AICAR

を 1、2、4、8、24 時間作用させ、その細

胞質ならびに核内のタンパク質を抽出し、

AMPK α な ら び に そ の 活 性 型 で あ る

Phospho-AMPKα、アポトーシス関連因子で

ある bcl-2、bax、p53、PCNA の経時的変化

を Western Blot 法を用いて検討した。 

AICARの口腔扁平上皮癌の細胞浸潤に対

する効果についても invasion assay を用

いて検討した。マトリゲルインサートなら

びにコントロールインサートに HOC313 細

胞を播種し、37℃、5%CO2下で 24 時間培養

した。それぞれのインサートメンブレンを

移動したメンブレン下面の細胞数から浸

潤率を算定し、比較した。 

 
４．研究成果 

 MTS assay 法を用いた細胞増殖抑制効果の

検討の結果、癌浸潤様式の異なる 3種類いず

れの細胞も時間依存的にも細胞増殖抑制効

果があることが確認できた。 

 Western Blot法を用いたタンパク質発現の

変動を検討した結果、AMPKα、Phospho-AMPK

αともに経時的に発現量の増加を認めた。ま

た、アポトーシス抑制因子である bcl-2 の発

現減弱、アポトーシス促進因子である bax の

発現増加を認め、さらに、経時的な p53 の増

加ならびに PCNA の減弱を認めた。 

 Invasion assy による AICAR の癌細胞浸潤

に対する効果を検討した結果、顕著な細胞浸

潤抑制効果が認められた。 

 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。今後は癌細胞の転移に対する効果な

らびに抗癌剤耐性癌細胞に対する効果を明

らかにしていきたい。 
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