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研究成果の概要： 

本研究では、癌の遺伝子治療の向上を図るために標的分子候補の発現機構に基づいた標的細

胞内特異的な導入遺伝子の発現や複製を目指し、口腔扁平上皮癌を対象に標的分子候補の発現

機構、機能解析およびその周囲組織からの影響を検討した。まずは、腫瘍組織間で差異的発現

を認めた SCCA、S100A7 や HP 1 などを標的候補因子とし、炎症性サイトカインシグナル機構

および転写制御への影響の解明も行った。これら結果を踏まえて、口腔扁平上皮癌の個別化遺

伝子治療開発の起点を築く。 
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１．研究開始当初の背景 

悪性腫瘍には病理組織学的に類似する腫瘍
であっても、様々な抗癌剤の有効性や腫瘍の
転移能等を呈することは多くの臨床医が経験
する処である。そこで、患者個人の遺伝的体
質に加え、腫瘍の後天的な遺伝子変異、発現
異常等の個々の腫瘍の特性を反映させた癌の
個別化治療戦略が必要となる。 

癌遺伝子治療は、患部への遺伝子導入効率
の低さや目的遺伝子の特異的発現効率が問題
視された。問題改善には、ベクター自体の改

良が求められ、標的の癌細胞への導入効率、
導入遺伝子の選択的発現効率やベクター自体
の癌特異的増幅効率を上昇させる工夫が重要
となる。そこで、腫瘍特異性プロモーターや
標的因子の機能解析を通して、ベクターの腫
瘍特異的制限増幅や癌抑制遺伝子や自殺遺伝
子などの治療用遺伝子を腫瘍特異性プロモー
ターで選択的に発現させる戦略が考えられる。
これらの研鑽を重ねることは、正常細胞への
影響の回避にも大いに期待できる。 

そこで、我々が口腔領域で高頻度に出くわ



す扁平上皮癌を対象として検索することに
した。九州大学大学院歯学研究院口腔顎顔面
病態学講座で樹立（研究代表者が樹立に関
与）した細胞株 MISK81-5 から sMISK への
aggressive な形質の変化過程に関与する分子
機構の解明と標的分子候補の同定を目的に
Suppression subtractive Hybridization にて差異
的に発現している遺伝子群を検出、同定し、
その遺伝子群を今回の標的分子候補と考え、
これらの遺伝子発現機構解析による腫瘍特
異的 cis-elements の同定を手始めに個々の腫
瘍形質に応じた腫瘍特異的プロモーターの
設計と腫瘍特異的 cis-elements のライブラリ
ー化の礎への展開を図った。 
 
２．研究の目的 

癌の遺伝子治療の向上を図るためには、癌
組織特異的を有する標的分子の検出・同定や
ベクター自身に以下に示すような工夫が求め
られる。 

① 標的細胞への指向性 
② 細胞への導入効率の上昇 
③ 導入遺伝子の特異的発現レベルの上昇 
④ 長期間内の機能維持 
⑤治療後の機能停止 
 
また、ベクター本来の高い安全性やその他

の性状を検討し、正常細胞への影響をできる
限り回避することが重要となる。本研究では、
標的分子候補の発現機構に基づいた標的細胞
内特異的な導入遺伝子の発現レベルの上昇を
図り、また過去のデータから予測される
Epstein-Barr ウイルス（EBV）の口腔癌におけ
る抗腫瘍性に基づいて、以下の 3 点の実験を
行ない、口腔扁平上皮癌の個別化遺伝子治療
開発の起点とすることにした。 
(1) 口腔扁平上皮癌における標的分子の遺

伝子発現機構の解析 
(2) 口腔扁平上皮癌における標的分子の機

能解析 
(3) 口腔原発扁平上皮癌(口腔癌)遺伝子治療

のベクターとして、Epstein-Barr ウイルス
（EBV）型ベクターの開発（非ウイルス
ベクターの改良） 

 
３．研究の方法 

上述の MISK81-5 とこの腫瘍組織から再ク
ローニングされ、強い造腫瘍能を示す sMISK
との間で Suppression subtractive Hybridization
にて差異的発現を認めた遺伝子群には、
Squamous cell carcinoma antigen (SCCA) 、
S100A7 や heterochromatin protein 1 (HP1) 等
が検出、同定された。これらを本研究では、
標的分子として取り扱った。 
 S100 ファミリーは類似構造を持つ多数の

蛋白からなるが、各々は組織特異性を有する。
標的とした S100A7 蛋白は扁平上皮癌組織特
異性を示す。また、S100 蛋白ファミリーの癌
細胞の形質への関与が注目され、近年 S100A7
についても癌の形質への影響に関する研究
がなされ出した。 
 SCCA は扁平上皮癌の腫瘍マーカーとして
使用されている。ただし、isoform があり、そ
の機能機構の相違は詳細には解明されてい
ない。 
 また、HP1 は、ヘテロクロマチン形成等へ
関与することから癌細胞の形質に影響を及
ぼすと考えられる。口腔扁平上皮癌における
癌細胞の腫瘍形成における HP1 のエピジェ
ネティック機能の影響に関する報告はほと
んど見られていなかった。 
 さらに、癌組織には様々な遺伝子発現制御
の異常が生じており、その異常は周囲の環境
からの影響によって更に修飾される。近年、
発癌や癌形質と炎症性サイトカインとの関
係が注目される。また、先述の扁平上皮癌に
おける S100A7 の発現機構においてもインタ
ーロイキン(IL)系の関与が見出され、そのシ
グナル機構および転写制御機構の解析を行
った。 
 EBV の遺伝子発現様式は臓器によって異
なるので、我々が捉えた口腔癌での EBV 遺
伝子発現様式を基に治療用ベクターを設計
することにある。感染初期発現蛋白の扁平上
皮癌細胞内における機能解析は、口腔癌細胞
内における EBV の複製能やアポトーシス誘
発などの特性と副作用など明らかにする。 
 
(1) ①口腔扁平上皮癌細胞株において高発現

を確認した S100A7 遺伝子プロモーター
の転写活性機構の解析 

 
 ②口腔扁平上皮癌細胞株における炎症性

サイトカインシグナル経路の検索 
 
(2) ①口腔扁平上皮癌における SCCA の誘

導細胞死に対する抵抗性への影響の検索 
 
 ②HP1 α, β, γ の癌細胞形質への影響 
 
(3) Epstein-Barr ウイルス感染口腔原発扁平上

皮癌のEBV遺伝子発現様式による細胞形
質への影響の検索 

 
４．研究成果 

われわれは、頬粘膜原発扁平上皮癌の同一
手術材料より腫瘍形成能の異なる細胞株を
樹立した。その一つを MISK81-5 と名付け、



その細胞株のヌードマウス皮下移植では腫
瘍形成が困難であった。しかし、移植 1 か月
後に急速な腫瘍増大を認めた例があり、この
腫瘍組織から再クローニングされた sMISK 
(survival MISK) は、強い造腫瘍能を示した。
このように MISK81-5 から派生し、aggressive
な形質をもつ sMISK へと変化した過程に生
じた現象の把握ために Suppression subtractive 
Hybridization にて差異的に発現している遺伝
子群を検出、同定した。 

これらの中には SCCA)、S100A7 や HP1 等
が含まれていた。 
 

(1)①口腔扁平上皮癌におけるS100A7の遺伝
子の転写活性機構の解析を試みた。 
 当教室で樹立した口腔扁平上皮癌組織由来
のMISK81-5とsMISK、他施設で樹立された口
腔扁平上皮癌組織由来HSC系、胃癌組織由来
MKN系、および角化細胞HaCaTの各種細胞株
を用いた。S100A7遺伝子の発現を半定量
RT-PCRにて比較すると、扁平上皮癌細胞株で
高発現が確認された。次いでHSC3由来の
genomic DNAからS100A7遺伝子上流約3.6kb
をクローニングし、その塩基配列解析を行っ
た処、NCBI登録の塩基配列との間で相違は認
められなかった。この約3.6kb DNAを基にし、
様々な長さのプロモーターを有するレポータ
ープラスミドを作成した。これらを用いた転
写活性解析では、扁平上皮癌特異的に転写活
性が上昇する領域が３箇所で認められた。ま
た、その領域を部分欠失させると、転写活性
の低下に差が見られた。さらにhetelogous 
promoter (SV40 promoter) の上流に各領域を結
合させると、転写活性が上昇した。これらの
扁平上皮癌特異的な転写活性に影響させうる
領域をプローブとしてElectrophoretic mobility 
shift assayを行うと、実験に用いた細胞種によ
って核蛋白-DNA複合体の形成様式に相違が
認められ、その中の１つの複合体は扁平上皮
癌細胞株にだけ観察された。 

 これらの結果より、S100A7 遺伝子発現にお
いて扁平上皮癌特異的な cis-element の存在を
示唆する領域が認められ、その領域によって
転写活性ヘの影響が異なることが示唆された。 

②口腔扁平上皮癌細胞株における IL-22 のシ
グナル経路を比較検討した。IL-22 は IL-10 
family に属するサイトカインとして近年見出
された。しかし、その受容体の発現は特異的
で、白血球では認められてないため、IL-22
は白血球間の情報伝達には機能せず、白血球
から非白血球細胞への一方向のみの情報伝達
で働く独特なサイトカインと考えられている。 
 ヒト口腔扁平上皮癌細胞株 MISK81-5 にお
ける IL-10R2 および IL-22R1 の mRNA および
蛋 白 発 現 を 各 々 RT-PCR お よ び
immunoblotting にて確認した。 rIL-22 にて
MISK81-5 を刺激すると、一過性に STAT3 の
リン酸化を認め、刺激後 60 分には刺激前のレ
ベルに戻った。免疫細胞化学染色にて rIL-22
刺激によるリン酸化STAT3の核内移動も確認
された。また、rIL-22 により MAP キナーゼ 
(p38, ERK1/2 他) のリン酸化も誘導された。 
 しかし、IL-22 に対して反応しない口腔扁平
上皮癌細胞株も認めた。 
 STAT3 結合部位 APRE 配列や他 CRE, ISRE
配列をもつ luciferase ベクターを口腔扁平上
皮癌細胞株に遺伝子導入を行い、IL-22 他の刺
激による活性化を比較検討した。1.の結果に
準じた結果が得られ、活性化した因子の機能
性が証明された。しかし、追加して行った
NF-kB 活性化経路への反応は本実験誘導濃度

では認められなかった。 
 また、1.の IL-22 による STAT 抑制因子であ
る SOCS の発現変化を qRT-PCR にて検索し、
誘導後 30分に mRNA発現の急増を確認した。 

 これらより、細胞増殖系の抑制と STAT 抑
制因子の発現調節をより詳細に解明し、これ
を応用することによって目的とするベクター
腫瘍特異的制限増幅や治療用遺伝子の選択的
発現一助になると思われた。 
 
(2) ①扁平上皮癌特有に発現する血清マーカ
ーとして Squamous cell carcinoma antigen 
(SCCA) は知られている。SCCA 遺伝子上に
は、塩基配列およびアミノ酸配列の相同性の
高い SCCA1 と SCCA2 が前後に連なって存
在しているが、それらは異なる機能を有する
という。しかし、その詳細が不明な部分も多
く残されている。そこで、口腔扁平上皮癌に
おける SCCA の誘導細胞死に対する抵抗性



への影響を検索した。 
 口腔扁平上皮癌組織由来の MISK81-5、
sMISK と他の口腔扁平上皮癌組織由来 HSC
系、胃癌組織由来 MKN 系、および角化細胞
HaCaT の各種細胞株を用い、SCCA1 および
SCCA2 遺伝子の発現を半定量 RT-PCR にて
比較すると、扁平上皮癌細胞株で高発現が確
認された。しかし、その発現量は細胞株によ
って異なっていた。SCCA1 と SCCA2 の各遺
伝子発現ベクターを sMISK に導入し、
SCCA1 および 2 高発現細胞株を樹立した。
それらに TNF-αによる細胞死を誘導した際
の細胞生存率を MTS assay で解析すると、
SCCA1 および 2 遺伝子を導入した細胞とも
に細胞生存率の上昇が見られた。 

 
 さらに、シトクロム c の動態を免疫染色法
と immunoblotting を用いて、またその下流
に位置するカスペース 9 活性変化を検索した。
TNF-α未処理のコントロール群および遺伝子
導入群ともにシトクロム c は細胞質内に顆粒
状に観察された。TNF-α処理したコントロー
ル群ではシトクロム c の染色性が消失した。
一方、SCCA1 および 2 遺伝子を導入した細
胞ともに染色性が維持され、顆粒状の反応物
の確認が出来た。Immunoblotting にて、
TNF-α処理したコントロール群では、シトク
ロム c のミトコンドリアから細胞質への放出
が確認された。遺伝子導入群ではシトクロム
c のミトコンドリア内局在が維持され、ミト
コンドリアからの放出抑制が確認された。さ
らにカスペース 9 活性は、コントロール群で
は TNF-α処理により上昇が見られたが、遺伝
子導入群では共に活性上昇が抑制されていた。 
 これらの結果から、SCCA1 および 2 はミト
コンドリアからのシトクロム c の放出抑制を
介して口腔扁平上皮癌細胞株の TNF-α 誘導
細胞死を抑制することが示唆された。 
 
 
 

 
②HP1 にはα, β, γ があり、ヘテロクロマチン
形成等への関与から癌細胞の形質に影響を
及ぼすと考えられる。そこで、癌細胞の腫瘍
形成における HP1 のエピジェネティック機
能の解明を試みた。 
 HP1 mRNA の発現量の比較を行った処、
HP1γ mRNA 発現量は腫瘍細胞間にほとんど
差が見られなかったが、HP1α, βに関しては、
細胞増殖能等が高い細胞株で低発現を認め
た。細胞株による HP1β の発現量のバラツキ
が大きかった。また、MISK81-5 と sMISK か
らクローニングした HP1 isoforms の塩基配
列に変化は認められなかった。これらと他の
結果を加味すると、HP1α, βの発現量の変化
が腫瘍細胞の形質に関与することが示され、
HP1γの影響は少ないものと考えられた。 
 このように HP1 mRNA の発現量が、
isoform による特徴がみられたことから、ま
ず HP1 の N/C 末端に GFP を融合させた蛋白
を扁平上皮癌細胞で発現させ、細胞内局在を
観察した。いずれも核内へ移行し、DAPI 陽
性域との重なりが観察され、GFP 融合によっ
てヘテロクロマチンへの結合能の消失は認
められなかった。 
 さらに過剰発現系、部分欠失蛋白発現系お
よび発現抑制系を用いて HP1 isoform の変動
による腫瘍細胞の形質変化への影響を検索
した。過剰発現系では、増殖能、腫瘍形成能
等に抑制的変化を見た。しかし、その変化は
差異的発現をみた isoform の過剰発現させた
場合であった。また、その isoform の部分欠
失蛋白発現系では、増殖能、腫瘍形成能等に
促進的変化をみた。 
 これらの所見から差異的発現をみた HP1 
isoform が増殖能、腫瘍形成能へ影響を示す
と考えられた。 
 
(3)EBV は臓器によって遺伝子発現様式が異な
るため、我々は口腔癌における EBV の生物学
的特性を追求した処、興味有ることに EBV 陽
性口腔癌症例は 80 か月間の追跡調査期間中に



一例も再発や死亡例を認めなかった。このこと
は、口腔癌にとって EBV は抗腫瘍効果を備え
たウイルスと推測され、改変型 EBV が口腔癌
遺伝子治療用ベクターとして応用の可能性は
ないかという発想に至った。 
 また、EBV ベクターの研究は、ほとんどリ
ンパ球 (B-cell) 由来の腫瘍に対する治療を想
定した in vitro の実験が主体である。EBV 感染
口腔癌細胞株を単離し、その細胞株の EBV 遺
伝子発現様式を検索した。 
 これらの EBV 遺伝子発現様式は、上咽頭癌
やホジキン病と類似し、II 型に含まれるものだ
った。しかし、単離された細胞株は LMP-2A
や-2B を発現していなかった。 
 これらを用いて TUNEL 陽性細胞数や
caspase 3 遺伝子発現、active caspase 3 陽性細胞
等を検討したところ、EBV 感染口腔癌細胞株
は親株と比較して低値を示した。LMP-2A の発
現は、抗アポトーシスと関連していると言われ
ているが、用いた細胞株には LMP-2A の発現
は見られておらず、これらの機序については、
今後も検討を要するものと思われる。 
 また、用いた細胞株には CD21 は発現してお
らず、CD21 を介さない感染経路が考えられて
いた。しかし、本研究中には解明できなかった。
他施設でも同様に、胃癌ではあるが、癌細胞へ
の感染経路の追究がなされているが、現在の処、
解明に至っていないようである。 
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