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研究成果の概要（和文）：特異的EGFR阻害剤AG1478添加により歯肉癌細胞株Ca9-22細胞(PIK3CA遺伝子：野生
型）においてアポトーシスが誘導されたが、舌癌細胞株HSC4細胞（PIK3CA遺伝子：G1633A変異)においてはアポ
トーシスが誘導されなかった。Ca9-22にG1633A変異型PIK3CA遺伝子を導入すると、AG1478による死細胞数が有意
に減少した。HSC4においてAG1478とデグエリンとの併用効果が確認された。PIK3CA遺伝子変異は口腔癌に対する
EGFR阻害剤の効果予測因子の一つでありデグエリンとEGFR阻害剤の併用療法がPIK3CA遺伝子変異口腔癌に対する
新たな治療であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to study whether combinatorial treatment using 
AG1478(EGFR tyrosine kinase inhibitor) and deguelin could enhance the anti-tumor effects of AG1478 
in oral squamous cell carcinoma(SCC). For Ca9-22 cells with PIK3CA wild types, AG1478 alone 
suppressed AKT and induced apoptosis. On the contrary, for HSC-4 cells with PIK3CA mutant, AG1478 
alone did not suppress the phosphorylated level of AKT nor induce apoptosis. Forced expression of 
constitutively active PIK3CA (G1633A mutation) significantly reduced the apoptotic effect of AG1478 
on the PIK3CA wild-type Ca9-22 cells. When HSC-4 cells with the PIK3CA G1633A mutation were treated 
with a combination of AG1478 and deguelin, combination effects on apoptosis induction were observed 
through theinhibition of the AKT pathway. These results suggest that the combination of EGFR 
tyrosine kinase inhibitor with deguelin is a potential therapeutic approach to treat PIK3CA-mutated 
oral SCC.

研究分野： 口腔癌

キーワード： 口腔癌　EGFR　PIK3CA　AKT　バイオマーカー　デグエリン　食道癌

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
口腔扁平上皮癌の90％以上に上皮成長因子受容体Epidermal growth factor receptor(EGFR)が過剰発現してお
り、EGFRシグナル伝達系は口腔癌における重要な治療標的である。これまで、切除不能な進行・再発口腔癌にお
いて放射線療法や化学療法に対するEGFR阻害剤の上乗せ効果が証明されているが、EGFR阻害剤の効果を予測する
因子に関してはいまだに不明であった。本研究によって口腔癌に対するEGFR阻害剤の効果予測因子の一つが
PIK3CA遺伝子変異であることが明らかになり、口腔癌に対する個別化医療の可能性が期待される。
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１．研究開始当初の背景 
 口腔扁平上皮癌の 90％以上に上皮成長因子受容体 Epidermal growth factor receptor（EGFR）
が過剰発現しており、EGFR シグナル伝達系は口腔癌における重要な治療標的である。これまで、
切除不能な進行・再発口腔癌において放射線療法や化学療法に対する EGFR 阻害剤の上乗せ効果
は証明されているが、EGFR 阻害剤の効果を予測する因子に関してはいまだに不明である。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、口腔扁平上皮癌に対する EGFR 阻害剤のバイオマーカーを探索し、口腔癌に
対する個別化医療が可能か否かを明らかにすることにある。 
 
３．研究の方法 
(1) 異なった PI-3kinase 遺伝子を有する 2 株のヒト口腔癌由来細胞株における EGFR 阻害剤
に対する感受性の比較： PI-3kinase 遺伝子変異を有しているヒト舌癌由来細胞株 HSC4
（G1633A 変異）と Wil d-type PI-3kinase 遺伝子を有しているヒト歯肉癌細胞株 Ca9-22 にお
いて、特異的 EGFR 阻害剤である AG1478 に 対する感受性の違いを細胞増殖測定系（トリパン
ブルー）にて比較する。また、Ca9-22 細胞と HSC4 細胞において、AG1478 が Akt の活性化に
与える影響を、Western blot 法により燐酸化型 Akt 蛋白発現を計測することにより解析する。 
 
(2) 変異型 PI-3kinase 遺伝子導入による EGFR 阻害剤に対する感受性に与える影響について
の解析： Wild-type PI-3kinase 遺伝子を有しているヒト歯肉癌細胞株 Ca9-22 に変異型
PI-3kinase 遺伝子（G1633A 変異）を導入し、親株と遺伝子導入株とを、AG1478 に対する感受
性の違いに関して、細胞増殖測定系（トリパンブルー）にて比較する。 
 
(3) HSC4 細胞における EGFR 阻害剤とデグエリンの併用効果：デグエリンが変異型 PI-3kinase 
遺伝子を有している口腔扁平上皮癌細胞株（HSC4）において AG1478 の抗腫瘍効果を増大させ
るか否かを細胞増殖測定系（トリパンブルー）にて解析、また、デグエリンが AKT 活性を抑制
することにより AG1478 の抗腫瘍効果を高めることを Western blot 法にて解析する。 
 
４．研究成果 
(1) 10μMの AG1478 を 72 時間添加すると 、PIK3CA 遺伝子が野生型である Ca9-22 細胞におい
て燐酸化型 AKT 蛋白発現減少に伴いアポトーシス現象が誘導された。一方、PIK3CA 遺 伝子が
G1633A 変異を示す HSC4 細胞においては燐酸化型 AKT 蛋白発現は有意には減少せずアポトーシ
ス現象はおこらなかった。また、細胞増殖測定系において、PIK3CA 遺伝子が野生型である
Ca9-22 細胞において生細胞率は約 70％にまで減少したが、PIK3CA 遺伝子が G1633A 変異を示す
HSC4 細胞において生細胞率は明らかには減少しなかった。この結果から、PIK3CA 遺伝子変異と
AG1478 に対する感受性に相関関係があることが明らかになった。 
 

(2) PIK3CA 遺伝子が野生型である Ca9-22 細胞に G1633A 変異型 PIK3CA 遺伝子を導入し、親株

と遺伝子導入株とを、AG1478 に対する感受性の違いに関して細胞増殖測定系にて比較したとこ

ろ、親株に比べて G1633A 変異型 PIK3CA 遺伝子導入株では AG1478 による死細胞数が有意に減少

していた （図１）。この事実から、PIK3CA 遺伝子変異は口腔癌に対する EGFR 阻害剤の効果予

測因子の一つであることが明らかになった。 

 

(3) 添加時間 2時間では、コントロール、デグエリン単剤、AG1478 単剤、および併用群におい

てリン酸化型 AKT 蛋白発現レベルは有意差がなかった。リン酸化型 ERK 蛋白発現レベルに関し
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ては、併用群では明らかにデグエリン単剤と比較して有意に低下していた。添加時間 12時間で

はリン酸化型 AKT 蛋白発現レベルは、併用群では明らかに AG1478 単剤と比較して有意に低下

していた。また、リン酸化型 ERK 蛋白発現レベルに関しては、デグエリン単剤、AG1478 単剤、

併用群はそれぞれコントロールと比較して明らかに有意に低下していた。さらに、デグエリン

と AG1478 の併用効果がアポトーシスアッセイにおいて確認された。また、デグエリンと AG1478

の併用効果が生細胞数計測アッセイにおいても確認された。PIK3CA 遺伝子変異は口腔癌に対す

る EGFR 阻害剤の効果予測因子の一つであり、デグエリンと AG1478 の併用療法が PIK3CA 遺伝子

変異を有する口腔癌を治療する際の新たなオプションの一つになることが示唆された。 
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