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研究成果の概要：口腔扁平上皮癌における白金製剤の細胞内輸送能とその感受性との関連を調

べることを目的に、がん浸潤様式（山本・小浜分類の由来）の由来が明確な口腔扁平上皮癌 8
種および病理組織切片を用いて実験に供した。In vivo における高度浸潤癌では ATP7B 発現が

強く、予後不良であり、in vitro では ATP7B 発現が CDDP 排出により細胞内 CDDP 蓄積量を

減少させ、CDDP 抵抗性に関与していることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

(1)難治性口腔扁平上皮癌は、高度ながん
浸潤・転移を来たし、抗がん剤への耐性化を
獲得し、再発しやすい。この難治性因子は
様々な遺伝子の発現変化により引き起こさ
れると報告されている。これらのことから、
がんの悪性化において浸潤、転移および薬剤
耐性は個々に進行する面もあるが、一連の現
象として遂行されている可能性が考えられ
る。また、一方で高度浸潤癌において抗がん
剤の感受性が低いことが臨床学的検討から
いわれていたが、実験的に裏付けた報告は見

受けられないという状況であった。 
（2）研究代表者をはじめいくつかのグル

ープは、口腔扁平上皮癌においても高度浸潤
癌では抗がん剤の効果が低いことを報告し
ている。特にび慢性に浸潤した腫瘍の制御の
困難さに治療に携わるものは苦慮し、様々な
治療法を用いて集学的治療が検討されてい
る。しかし、がん浸潤性と抗がん剤感受性と
の関係を裏付けする実験学的検討はあまり
されておらず、より効果のある集学的治療を
確定するために、感受性を左右する臨床学的
所見であるがん浸潤様式山本・小浜分類と感
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受性を制御する因子との関係を明らかにす
ることが必要と考えられた。そこで、本研究
にて高浸潤癌に対する白金製剤（シスプラチ
ン）の治療効果を増強効果の開発が可能とな
るという着想に至った。 

 
２．研究の目的 
（1）近年、抗がん剤の耐性化のメカニズム
が明らかになってきている。その中でも、と
くに白金製剤の耐性化については、白金製剤
の細胞内蓄積量の低下に伴い、取り込みの低
下、排出の促進そしてそれらに関わるトラン
スポーターの発現の変化などが報告されて
いる。また、これらは転写因子により制御さ
れているとするグループでは、転写因子を標
的とした治療の可能性に関する研究報告を
欧米の一流雑誌に多く発表された。その中で
も、NF-қB を標的とした報告が注目されてお
り、当施設ではがん浸潤に対する NF-қB が制
御する悪性形質の発現について多くの報告
をしてきた。また、NF-қB は、抗がん剤を排
出させるのに働く MDR1 などを調節し、抗が
ん剤の感受性も制御するといわれている
(Mabuchi et al., J Biol Chem 279, 2004)。  
（2）前述のごとく、がん浸潤と抗がん剤感
受性とは、一つの転写因子にて制御されてい
ることが示唆されていることから、これらの
結びつきは深いと考えられる。研究代表者ら
は、臨床病態学的所見による治療法の選別を
検討しており、がん浸潤様式山本・小浜分類
に基づいたがん悪性化の系統的研究を進め
ることとした。 

(3)これまでの報告では、がん細胞が白金
製剤の耐性化を得る過程で白金製剤の細胞
内蓄積量の低下が認められていた。そして、
その細胞内蓄積量の低下に関して、白金製剤
の取り込みおよび排出に関わるトランスポ
ーターの動態が大きく関わるとされている。
これまでの研究成果からがん浸潤様式由来
が明確な細胞株を用い、その白金製剤との感
受性を比較検討し、さらに白金製剤感受性に
関与する輸送系遺伝子形質発現を詳細に検
討し、がん浸潤様式と様々な白金製剤感受性
との関連を明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
（1）口腔扁平上皮癌由来細胞株のシスプラ
チン（CDDP）感受性比較（浸潤様式別）：こ
れまでのがん浸潤様式（山本・小浜分類）に
基づいた系統的研究の中でその由来が明確
な口腔扁平上皮癌細胞株8種を下記のごとく
実験に供した。 
①がん浸潤様式3型として3種（HSC-2, HSC-4
および OSC-20細胞） 
②4C 型として 3 種（OBC-01, OSC-19 および
OTC-04） 
③4D 型として徳島大学口腔顎顔面外科学の

長山勝教授から供与を受けた 2 種(HOC313 お
よび TSU)。 
（2）薬剤感受性試験：in vitro における化
学療法効果の判定は MTS assay（Promega）
にて行った。96穴マイクロプレートの各ウェ
ルに 3 x 103 個の口腔扁平上皮癌細胞を播種
24 時間後、薬剤（白金製剤）の存在下で 72
時間培養しマイクロプレートリーダーにて
吸光度 (490 nm)の測定を行った。各細胞に
おける IC90, IC50 およびIC10 を求め、浸潤
様式別に比較検討した。 
(3)CDDP の細胞内濃度：前述した各細胞液に

培養液に 10 μg/ml 白金製剤を添加し白金製
剤の細胞内への取り込みおよび排出を浸潤
様式別に比較検討した。細胞の管理ならびに
処理は当科研究室で行うものの、細胞内濃度
測定には専用の施設が必要となるため、測定
を（株）ナック（東京）に委託して行った。
細胞内の白金製剤の濃度はその白金濃度を
指標とした。 
(4)RT-PCR 法およびリアルタイム PCR：白金

製剤の取り込みおよび排出に関連すると言
われるトランスポータmRNA発現は RT-PCR法
にて検討した。検討するトランスポーターは、
取り込みに関しては CTR1, 排出に関しては, 
ATP7A, ATP7B とした。 
(5)Western blotting法：白金製剤の取り込

みおよび排出に関連すると言われる前述の
トランスポーターのタンパク質発現を
Western blotting 法にて検討した。尚、タン
パク質の抽出は研究時間の節約から M-Per
（PIERCE）を用いて行った。 
(6)免疫組織学的染色：in vivo における
ATP7B の局在および発現レベルを検討した。
検出に使用した抗体は Western blotting 法
にて使用した抗体と同一にした。材料として
は金沢大学医学部附属病院歯科口腔外科を
受診した口腔扁平上皮癌一次症例患者より
得られた病理組織切片を対象とした。 
(7)CDDP 耐性株の作製：前述の研究より求め

られた各細胞のIC90を CDDPの添加開始濃度
として、耐性株の作製を行った。そして増殖
状態を確認しながら、徐々に CDDP の添加濃
度を上げていき、CDDP 最終濃度は各無処置細
胞での IC50 を目標とした。 
(8)siRNA 導入：トランスポータ遺伝子 mRNA

を標的とした 21 塩基の siRNA を合成、精製
し実験に供した。導入には HiperFect 
Transfection Reagent（QIAGEN）を使用した。
siRNA 導入の至適条件を詳細に検討し、その
抑制実験には CDDP の細胞内濃度、RT-PCR 法
およびリアルタイム PCR、Western blotting
法を行った。また、抑制実験のコントロール
としては nonsense siRNA を用いた。internal 
controlとしてはβ-actinを統一して用いた。 
(9)まとめ：臨床学的には腫瘍組織細胞が白
金製剤暴露により獲得耐性化する以前に、臨



 

 

床病理学的因子から白金製剤の効果予測で
きることが望ましい。そのため、本研究では
H19 年度に白金製剤を暴露していない状態の
浸潤様式別の由来細胞株を利用した上で自
然耐性機序を解明し、H20 年度にはその応用
として白金製剤獲得耐性化における感受性
機序について検討する手順とした。 
平成 19-20 年度における研究計画は、当科研
究室で実行可能と考えられた。RNA、タンパ
クレベルに応じた吸光度測定器また、細胞培
養、各電器泳動等は現有の備品で実行可能で
あった。また、方法に対しては、これまでの
実験手法であり、特別な手技は必要なかった。 
  
４．研究成果 
上記研究方法の番号付けに従って、実験結果
を下記する。 
 
(1)細胞株を用いて、in vitro系でCDDP感受性
の比較したところ、高度浸潤癌由来細胞株4D
型(HOC313, TSU)では、CDDP感受性を低く認め
た。 
(2)細胞培養中にCDDP暴露し、CDDP細胞内蓄積
量を計測すると、高度浸潤癌由来細胞では、
細胞に蓄積したCDDP量が低かった。この実験
結果と上記(1)の結果から、細胞内に蓄積した
CDDP量が低いほどCDDPの感受性が低いことを
示唆しており、合理的に考えられた。 
（3）CDDPの取り込みおよび排出に関わるトラ
ンスポーターとして知られているCTR1,ATP7B
のがん細胞における発現の比較検討を行った
。CTR1, ATP7Bの発現を半定量RT-PCRおよび
Western blotting法を用いて、比較検討する
と、CTR1の発現は有意な差を認めなかったが,
一方ATP7Bの発現に関しては、高度浸潤癌由来
細胞においてその発現が強く、低度浸潤癌由
来細胞株でその発現が低く認められた。 
(4)口腔扁平上皮癌一次症例患者より得ら

れた病理組織切片を対象として、CDDPの排出
に関わるトランスポーターATP7Bの免液染色
を行い、臨床病理学的因子との相関を検討す
ると、高度浸潤癌症例群では、低度浸潤癌症
例群に比べてCDDP排出に関わるとされてい
るATP7Bの発現が強く認められた。 
(1)～(4)の結果より、高度浸潤癌、低度浸潤

癌に比べてCDDPを細胞外に排出するATP7Bが
強く働き、CDDP細胞内蓄積量も減少した結果
、CDDP低度感受性になったと考えられた。 
(5) CDDP 耐性株樹立し、RT-PCR 法、Western 
blotting 法を用いて細胞内の各トランスポ
ーター発現を検討したところ、親株に比べて
ATP7B が強く発現していることが判明した。 
(6) ATP7B の siRNA 導入を行い、これまでの
抑制実験を行った。ATP7B siRNA 導入細胞株
では、親株に比べて CDDP 細胞内蓄積量も高
く、CDDP 感受性も高く認められた。 
（5）, (6)の結果より、CDDP 耐性化に ATP7B

が強く関与し、その機能である CDDP 排出能
が強く働くことで CDDP 耐性化機転を来して
いることが示唆された。また、抑制実験でも
ATP7B の排出能を抑制することで、逆に CDDP
感受性が高くなることから、CDDP 細胞内排出
能に関わる ATP7B が CDDP 耐性化、感受性に
密接に関連することが判明した。 

これらの研究成果は、結果成果が積み上が
る毎に国内外にて学会発表したが、他の研究
グループにおいても抗がん剤耐性における
薬剤排出系の機能とメカニズムの解明につ
いて精進しており、その研究グループと有意
義な議論を行い、新たな知見や研究手法を学
べた。それにより、さらなる研究成果に結び
ついたものと考える。また、これらの研究成
果はとくに主要なものとして、Oral Science 
International 4(1)巻 , 28-37, 2007, 査読
有,Oncology Reports, 18 巻, 987-991, 2007, 
査読有などに投稿し、他の研究グループとの
位置づけや本研究の内容を明らかにした。 
得られた成果より、ATP7B は口腔扁平上皮癌
の CDDP 感受性マーカーとして治療方針に寄
与すると考える。今後は、ATP7B の耐性メカ
ニズムをさらに解明し、in vivo において研
究も進め、治療に応用できるように研究を進
めるべきである。 
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