
東海大学・医学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６４４

基盤研究(C)（一般）

2017～2015

NOTCH1およびHRASの機能的変異による口腔扁平上皮癌モデルの作製

Oral cancer model of functional mutations in NOTCH1 and HRAS

６０２３３１５２研究者番号：

太田　嘉英（OTA, Yoshihide）

研究期間：

１５Ｋ１１３０２

平成 年 月 日現在３０   ５ １７

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：①Flow cytometryにおいて、変異NOTCH1の細胞膜局在は不安定になっていた。免疫蛍
光法でWT細胞の活性化NOTCH1は核内に認められたが、変異NOTCH1においては細胞質に認められた。qPCRにおいて
WTではHES1、HEY1のmRNA発現量が有意に上昇していたが、変異NOTCH1では有意に減少していた（37％、P<0
01）。細胞増殖能力はWT細胞は有意に細胞が上昇していたが、変異NOTCH1細胞においては有意に（p<0.01）低下
していた。マウスへの生着率はWT細胞は80%であったが、変異NOTCH1細胞では0%であった。
結論：口腔癌にNOTCH1変異は影響を与えていた。

研究成果の概要（英文）：HEK293 cell lines expressing NOTCH1 wild type (WT cells) or p.A465T (A465T 
cells) were established. Flow cytometry indicated that NOTCH1 expression on the cell membrane was 
lower in A465T cells than that in WT cells. NOTCH1 and NICD were both detected by western blot in WT
 and A465T cells. The immunofluorescence signal for NICD was detected in the nucleus of WT cells, 
while it was localized mainly in the cytoplasm of A465T cells. HES1 and HEY1 mRNA expression levels 
were lower in A465T than in WT cells. The cell growth of WT cells was significantly higher than that
 of HEK293 cells (P < 0.01), while that of A465T cells was significantly lower than that of HEK293 
cells (37%, P < 0.01). In a xenograft model, the tumor cell implantation rate of WT cells was 80%, 
while that of A465T cells was 0%.
This study indicates that NOTCH1 acts as an oncogene and that the NOTCH1 mutation (p.A465T) in the 
ligand-binding region causes the loss of tumorigenicity by downregulating the NOTCH1 pathway.

研究分野： Oral oncology

キーワード： NOTCH1　Oral cancer　Mutation analysis
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１．研究開始当初の背景 
近年、諸外国において頭頸部扁平上皮癌
（HNSCC）や食道扁平上皮癌に対して大規
模な遺伝子変異を解析した報告がされ、それ
らは既知の TP53 など一般的に高頻度に変異
が認められる癌関連遺伝子とともに、
NOTCH1 と HRAS 遺伝子に有意に変異が認
められることが示され、扁平上皮癌における
これらの重要性が注目されている（例 : 
Science 2011）。これに対し、本邦では臨床標
本に対するゲノムレベルでの解析は少なく、
とくに口腔扁平上皮癌（OSCC）に対する解
析はほとんどない。そこで申請者らは、
NOTCH1 と HRAS に注目して研究を計画し、
その足がかりとして、84 例の OSCC 臨床標
本に対して NOTCH1 遺伝子の変異解析を行
い、細胞外領域のリガンド結合領域において
アミノ酸変異を伴う新規の変異を 8 症例・
9.5％と高頻度に発見した。それら NOTCH1
変異のある OSCC 患者は野生型に対して有
意に無病生存期間が長いことを認めるとと
もに、発見した変異型 NOTCH1 に対して、
報告されているX線回折結果を基に立体構造
のシミュレーションを行ったところ、リガン
ド結合領域の構造変化が起こる可能性があ
る こ と が 示 さ れ た （ BBRC2014, doi: 
10.1016）。 
細胞膜受容体の NOTCH（1-4）のサブタイ
プである NOTCH1 は、悪性リンパ腫患者の
半数において細胞内領域の活性化変異が認
められるが、HNSCC においては細胞外領域
に変異が集中すると報告され、その変異の傾
向は異なっている。その機能は固形癌におい
ては明らかではなく、NOTCH1 の変異は腫
瘍化と腫瘍抑制機能の両面に影響を生じる
との報告があり、真意の解明が待たれる。こ
れに対し、癌遺伝子である RAS ファミリー
は特定の点変異により腫瘍化に機能するこ
とで知られている。NOTCH 経路が下流の
PTEN を制御することより RAS 経路が調節
されることから、NOTCH 経路と RAS-PI3K
経路は重要な関係にあるとされる。RAS ファ
ミリーのなかでも、HNSCC においては、
HRAS にのみ有意な変異が報告されている。
共同研究者である本学医学部分子生命科
学・木村穣教授らは、ヒト HRAS トランスジ
ェニック（Tg）マウスを作製し、癌誘発物質
による発癌実験を行い、前胃に乳頭腫が高頻
度に発生することを報告した。それらマウス
の腫瘍の98％においてヒトHRASの12番目
あるいは 61 番目のコドンに点変異が集中し
ており（Mol Biol Med. 1989、Cancer Res. 
1992）、このコドン 12 の変異はギリシャ人の
OSCC 標本においても報告されている
（Oncol Rep. 2012）。 
 
２．研究の目的 
NOTCH1 や HRAS に対する解析結果より、
邦人の OSCC に対して、これらの遺伝子を中
心に癌関連遺伝子の配列やその発現を解析

することで、OSCC の病態解明に有用な因子
を抽出できると考えられる。さらに、
NOTCH1 や HRAS の発現細胞やマウスを作
製することで、OSCC モデルを構築し、その
病態を解明することを目標とした。 
 
３．研究の方法 
（１） NOTCH 経路の遺伝子、HRAS 遺伝子を
含む頭頸部扁平上皮癌で高頻度に変異が報
告されている遺伝子（Stranskyら 2011、India 
project 2014 など）に加え、固形癌でドライ
バー変異がみられるとされる遺伝子を含め
たパネルを作成して次世代シークエンサー
を用いて行った。 

 
（２） WT、臨床検体で見いだされた変異
NOTCH1（A465T）、MOCK の三種類の cDNA を用
いて HEK293 細胞にそれぞれ導入し、安定発
現細胞（WT 細胞、A465T 細胞、MOCK 細胞）を
樹立した。これらの細胞株を用いて NOTCH1
の局在を Flow cytometry(FC)で、NOTCH1 の
活性を western blot (WB)、NICD の局在を免
疫蛍光法で評価し、NOTCH1 の下流の因子であ
る HES1、HEY1 の mRNA 発現量を qPCR で評価
した。腫瘍原性の解析として細胞増殖能力と
ヌードマウスへの異種移植を行った。 
 
（３） HRAS 変異 flox マウスを樹立し、Cre
発現ベクターをパーティクルガンによりマ
ウス脇腹に導入した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
４．研究成果 
（１） P53、PIK3CA など既知のがん関連遺
伝子については他の固形癌と類似したスペ
クトラムで変異がみられた。NOTCH 経路の遺
伝子群に 28%と高頻度に変異がみられた。と
くに、NOTCH1 変異についてはリガンド結合領
域に集中していた。HRAS変異については1.8%
と低頻度の変異が認められた（口腔外科学会
2017 年、京都、発表）。 

（２） Flow cytometry において、変異
NOTCH1 の細胞膜局在は不安定になっていた。
免疫蛍光法で WT細胞の活性化 NOTCH1 は核内
に認められたが、変異 NOTCH1 においては細
胞質に認められた。qPCR において MOCK と比
較し、WT では HES1、HEY1 の mRNA 発現量が有
意に上昇していたが（3 倍、P<0.01）、変異
NOTCH1 では有意に減少していた（37％、
P<0.01）。細胞増殖能力は MOCK 細胞と比較し
て WT 細胞は有意に（p<0.01）細胞が上昇し
ていたが、変異 NOTCH1 細胞においては有意

に（p<0.01）低下していた。ヌードマウスへ
の生着率は WT 細胞は 80%であったが、変異
NOTCH1 細胞では 0%であった 
（図は全て申請者の報告した Oncology 
Reports 2017, Uchibori, Ota, etal を改変）。 
 
（３） マウス脇腹における conditional 
変異 HRAS 発現マウスを得るプレ実験データ
が得られた。現在のところ腫瘍化は認められ
なかった。現在も解析を継続している。 
【結論】口腔扁平上皮癌において、NOTCH 経
路が重要な役割を果たしている可能性が示



唆された。HRAS については、ほとんど変異が
認められず、機能解析の必要性に疑問があっ
た。 
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