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研究成果の概要： 

従来、口腔癌の治療法は病理組織診断と進行病期により決定されてきた。本研究では、口腔癌の

治療法の決定に新たに分子遺伝子学診断を加え、その結果に応じた個別治療を確立することにより、

口腔癌の飛躍的な治療成績の向上を目指した。口腔癌組織を用いたトランスクリプトームおよびプ

ロテオ−ム解析を駆使した結果、頸部リンパ節転移の正確な診断および放射線・抗癌薬に対する感受

性予測のためのマーカー分子と有用な治療標的分子および腫瘍マーカーを同定することに成功した 

(特願 2005-182322、特願 2007-203371)。 
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 直接経費 間接経費 合 計 

2005 年度 26,500,000 7,950,000 34,450,000 

2006 年度 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

2007 年度 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

2008 年度 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

  年度  

総 計 37,000,000 11,100,000 48,100,000 
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１．研究開始当初の背景 

われわれは、これまで一貫して口腔癌におけ

る診断および治療に関する研究を継続してき

た。当初は腫瘍マーカーの検索や癌細胞の存在

診断の確立に関する研究を計画し、数種類のマ

ーカー分子を用いた微小転移遺伝子診断法お

よび循環血液内腫瘍細胞存在診断法の有用性

を明らかにし報告した。微小転移診断マーカー

分子としての有用性を cytokeratin (CK) 

family (CK13, 19, 20)、squamous cell carcinoma 

antigen (SCC)、CD44v6、epidermal growth factor 

receptor (EGFR)、telomerase activity 等を用い

て検証した結果、これら上皮性マーカーおよび機

能性マーカー分子の中で、最も SCC がマーカー分

子として有用であることを明らかにした。われわ

れは、これらの研究成果を臨床応用し、センチネ

ルリンパ節生検に SCC をマーカー分子とした微

小転移診断法を応用した。必ず準連続切片を用い
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た病理組織学的検索を併用し、その診断の正確

性を確認した。口腔癌症例 20 例を用いた検討

では、正診率は 100% であった。診断時間につ

いても短縮に成功し、術中迅速微小転移診断法

として報告している。しかしながら、本法にも

課題が残っており、センチネルリンパ節を同定

する際の被曝と外科的浸襲を必要とする点で

ある。これらの課題を克服するには、生検組織

あるいは血液を材料として用いて、微小転移の

有無を正確に診断する方法を確立することで

ある。そのためには、口腔癌の転移機構を分子

レベルで詳細に明らかにすることが必要不可

欠である。転移能の異なる green fluorescence 

protein (GFP) 安定発現口腔扁平上皮癌細胞と

唾液腺癌細胞をそれぞれ 2 株樹立した。GFP 

を指標にすることにより、in vitro での浸潤

能の評価、in vivo でのリンパ節および遠隔臓

器への微小転移の評価が正確かつ簡易に行え

る。まず、口腔扁平上皮癌細胞および癌組織を

用いたマイクロアレイ解析にて、転移機構に血

管内皮増殖因子 VEGF、ケモカイン受容体 

CXCR4、上皮成長因子受容体 EGFR、マトリック

スメタロプロテアーゼ MMP、サイトカイン 

IL-8 等の分子が関与している可能性が示唆さ

れた。MMP についてはわれわれを含む以前の研

究により、口腔癌の浸潤および転移を制御して

いることが既に明らかにされている。CXCR4、

EGFR、VEGF、IL-8 について詳細な解析を行っ

た結果、CXCR4 および EGFR それぞれが口腔扁

平上皮癌細胞の浸潤および遊走能を制御して

いること、VEGF が血管新生誘導能を制御して

いることが明らかとなった。さらに、CXCR4 お

よび EGFR の機能阻害あるいは血管新生阻害

薬はヌードマウス同所性腫瘍移植モデルにお

いて、いずれも著明に頸部リンパ節転移を抑制

した。加えて、放射線照射の併用はその転移抑

制効果を増強した。以上の如く、マイクロアレ

イ解析を用いて口腔癌における一般的な浸潤

転移機構の解析を試み、いくつかの中心的な役

割を果たしている分子とそのシステムを同定

し、これら分子を標的とした転移阻止実験にも

成功した。したがって、個々の口腔癌症例につ

いて、本研究により明らかとなった転移制御分

子 (新規分子も含む) の発現および活性の正

確な評価を行えば、画像検査等では検出できな

い頸部リンパ節微小転移の有無を治療前に予

測することが可能と思われる。本研究成果を口

腔癌診療にフィードバックするためには、個々

の症例に対して個別診断を実施した上で、実際

の手術標本を用いて頸部リンパ節微小転移の

有無を評価し、個別診断の正確性および有用性

の前向きな検討を行わなければならない。われ

われは既にセンチネルリンパ節生検に術中迅

速微小転移診断法を応用し、臨床応用している。

本法では準連続切片を用いた病理組織学的検

索と上皮特異的発現マーカーを用いた遺伝子

診断を併用することにより微小転移の有無を正確

に診断できる。しかしながら、口腔癌診療において

は微小転移診断のみならず、放射線および抗癌薬感

受性予測、有用な治療標的分子および鋭敏な腫瘍マ

ーカーの同定等解決しなければならない課題は多

い。そこで、われわれはトランスクリプトームおよ

びプロテオ−ム解析を駆使して、個々の口腔癌症例

を詳細に分析した結果と微小転移の有無を含めた

臨床病理組織学的因子のデータベース化とバイオ

インフォマティクスに基づいた口腔癌の個別診断

および治療法の確立を目指した。 

 
２．研究の目的 

本研究の目的は、口腔癌の個別診断および個別治

療法を確立することである。当該研究では個々の培

養ヒト口腔癌細胞および口腔癌症例を用いて以下

のことを明らかにする。①口腔癌における放射線お

よび抗癌薬感受性予測因子の同定、②口腔癌細胞の

存在を正確に診断し得るマーカー分子の同定、③口

腔癌治療に有用な標的分子の同定、④個別治療を実

施する際の合成 siRNA の医薬品としての有用性。

同時に、トランスクリプトームおよびプロテオーム

解析による個別診断結果と臨床病理組織学的因子

をデーターセットとしたデータベースを構築する。 

 
３．研究の方法 

①放射線および抗癌薬感受性制御分子の同定 

 本実験には、12 種類の培養ヒト口腔癌細胞を用

いた。検索対象の抗癌薬は、最も口腔癌の治療に

頻用される 5-Fu、シスプラチン、ドセタキセルの 

3 剤とした。これら抗癌薬に対する個々の癌細胞

の 感 受 性 は  collagen gel droplet embedded 

culture drug sensitivity test (CD-DST) 法によ

り評価した。放射線照射に対する感受性の評価は、

癌細胞に放射線照射を行い、約一ヶ月培養後に生

存細胞が存在し得ない線量を個々の癌細胞につい

て決定した。こうして、放射線および抗癌薬 3 剤

に対する感受性を個々の癌細胞について明らかに

した。つづいて、マイクロアレイ解析にてそれぞ

れの感受性あるいは耐性を規定する分子を抽出し

た。選択された感受性および耐性制御分子を用い

て、個々の口腔癌症例の放射線および抗癌薬によ

る治療効果を予測し、実際の治療効果と照合する

ことにより、これら分子の臨床における有用性を

評価した。 

②口腔癌細胞の存在診断用マーカーの同定 

 個々の口腔癌症例の生検組織と血液より、核酸

抽出システム (ABI PRISM 6100) を用いて total 

RNA を抽出し、ヒト全遺伝子を解析対象としたマ

イクロアレイ (Applied Biosystems 1700) による

遺伝子発現解析を行った。マイクロアレイ解析結

果より、口腔正常組織および健常者血液では全く

発現が認められず、癌患者由来生検組織と血液に

おいて共通に発現が認められる遺伝子群を腫瘍マ

ーカー候補として同定した。治療後および経過観

察の過程で定期的に採血し、血液由来 total RNA 



 

 

と TaqMan プローブ/プライマーを用いてリア

ルタイム定量化 RT-PCR 法にてそれぞれの腫

瘍マーカーの検出を試みる。個々の口腔癌症例

において、治療後にこれらマーカーが陰性にな

ることを確認したのち、以後の経過観察に使用

し、再発および予後等との相関性を評価した。

また同時に、担癌患者血清中の腫瘍特異抗体の

同定も試みた。培養ヒト口腔癌細胞より蛋白質

を抽出し、二次元電気泳動にて展開したのち、

口腔癌患者血清と健常者血清を用い て 

immunoblotting を行い、口腔癌患者血清での

み共通して検出できるスポットを切り出し、

MALDI TOF-MS を用いて、スポット上の蛋白質

を同定した。同定された腫瘍特異抗体の有用性

を、口腔癌および前癌病変診断にて評価した。 

③口腔癌治療に有用な標的分子の同定 

 個々の口腔癌症例および個々の培養口腔

癌細胞における最も有用と推測される治療

標的分子を、トランスクリプトームおよびプ

ロテオーム解析を駆使して同定した。口腔粘

膜正常組織、口腔癌組織、培養口腔癌細胞そ

れぞれより total RNA と蛋白質を抽出し、

total RNA はマイクロアレイを、蛋白質は二

次元電気泳動装置と MALDI TOF-MS を用いて

解析した。口腔正常組織では全く発現が認め

られず、口腔癌組織および培養口腔癌細胞に

おいてのみ mRNA と蛋白質の共発現が認め

られる遺伝子群 (新規分子を含む) を同定

した。しかしながら、本方法では口腔正常組

織と癌組織で明らかに発現量が異なる遺伝

子群しか同定できず、発現量は同程度でリン

酸化等によりその活性が制御されている遺

伝子については検出できない。そこで、本研

究では Ingenuity Pathway Analysis (IPA, 

インジェヌイティーシステムズ社) を用い

た。IPA は遺伝子ネットワーク/パスウェイ

解析データベースで、膨大なマイクロアレイ

解析結果をそのままアップロードすると約 

5 分で、個々の口腔癌症例および培養口腔癌

細胞において活性化されていると予測され

る既知の代謝および細胞シグナル伝達経路

が抽出できる。全遺伝子発現プロファイルと 

IPA を用いることにより、発現量は変化しな

いものの、口腔癌細胞においてのみリン酸化

等の修飾を受けて活性化されている分子群

をも同定できた。上述の方法にて同定された

遺伝子群に対する合成 siRNA を作製し、

個々に GFP 安定発現口腔癌細胞株にリポフ

ェクション法にて導入し (同時に 24 検体

を処理)、GFP 蛍光の蛍光プレートリーダー

による計測および細胞計数装置による細胞

数の実測を行うことにより、癌細胞の増殖能

を評価した。80% 以上の増殖抑制効果を示す

合成 siRNA の標的遺伝子を口腔癌の治療標

的分子として同定した。 

④合成 siRNA の個別治療への応用 

 合成 siRNA を医薬品として応用するためには、

二つの大きな課題を克服しなければならない。一つ

は副作用出現の可能性ともう一つは in vivo デリ

バリーシステムの確立である。副作用を完全回避す

る合成 siRNA の配列選択プログラムを B-Bridge 

社と共同開発し、現在試験運用中であるが、実際に

最も副作用を軽減できる最良の方法は、RNAi 効果

を維持したままで使用濃度を最小限にすることで

ある。われわれは既に使用推奨濃度の 1/333 で十

分な RNAi 効果を維持する合成siRNA が存在する

ことを確認している。 

 次に、克服しなければならない課題は合成 

siRNA の in vivo デリバリーシステムの確立で

ある。GFP 発現癌細胞をヌードマウス背部皮下に

移植し、腫瘍形成後に siRNA 単独あるいは siRNA 

とアテロコラーゲンの混合物を一週間に一回腫瘍

内に注入した。8 週間、腫瘍体積を経時的に計測

することにより、in vivo における抗腫瘍活性の

有無を評価した。さらに 8 週間後、腫瘍を取り出

し GFP 蛍光強度をルミノイメージアナライザー

で計測することにより、siRNA の抗腫瘍効果を客

観的に評価した。つづいて、全身投与法について

検討した。腹腔内あるいは静脈内に治療標的分子

に対する siRNA とアテロコラーゲンの混合物を

投与し、その抗腫瘍活性を評価した。 

 
４．研究成果 
口腔癌組織を用いたヒト全遺伝子を解析対象と

したマイクロアレイにて、口腔癌の分子遺伝子学
的診断に有用なマーカー分子すなわち、1) 血液 
RNA あるいは血清を用いた癌細胞存在診断マーカ
ー、2) センチネルリンパ節あるいは原発生検組織
の一部を用いた頸部リンパ節転移診断マーカー、
3) 原発生検組織の一部を用いた放射線および抗
癌薬感受性診断マーカーを同定することに成功し
た。また、口腔癌原発腫瘍組織と正常口腔粘膜組
織の全遺伝子発現プロファイルを比較することに
より、口腔癌において共通して強発現している遺
伝子として既知の癌遺伝子である Akt1 を同定し
た。さらに、副作用を回避する Akt1 に対する超
効率型合成 siRNA (siAkt1) の選択に成功した。
培養ヒト口腔癌細胞に siAkt1 を 1 nM の濃度で
導入したところ、Akt1 の発現と浸潤増殖を著明に
抑制した。さらに、siAkt1 をアテロコラーゲンと
混合し局所投与あるいは静脈内投与することによ
り、ヒト口腔癌ヌードマウス背部皮下移植腫瘍の
顕著な増殖抑制を確認した。 
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