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研究成果の概要（和文）：本研究は，p53 シグナル伝達系標的薬剤による口腔癌細胞に対する効果とその機序に
ついて検討した．ヒト口腔癌細胞株をp53シグナル伝達系標的薬剤（RITA，CP-31398，PRIMA-1）で処理した結
果,細胞増殖を抑制し,さらにアポトーシス誘導も認められた。特にRITAはp53抑制に働くMDM2を抑制し、p53を活
性化させた。さらに、p53依存性アポトーシスに関与するBAXの発現が増加した.このことからRITAは口腔癌細胞
のMDM2の活性を抑制してp53を安定化し,p53 シグナル伝達経路を活性化することによりアポトーシスを誘導させ
ることが明らかとなった．

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the effect of p53 signal transduction 
targeting agent on oral cancer cells and its mechanism. Treatment of human oral cancer cell lines 
with p53 signal transduction targeting agents (RITA, CP-31398, PRIMA-1) suppressed cell 
proliferation and also induced apoptosis. In particular, RITA suppressed MDM2, which acts on p53 
suppression, and activated p53. Furthermore, the expression of BAX, which is involved in 
p53-dependent apoptosis, was increased, which indicates that RITA suppresses MDM2 activity in oral 
cancer cells, stabilizes p53, and activates p53 signaling pathway to induce apoptosis. 

研究分野： 口腔癌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
口腔癌で特徴的ながん抑制遺伝子であるp53のシグナル伝達経路の異常は，抗癌剤耐性の獲得や癌血管新生の誘
導に関わることからp53シグナルの再活性化は，抗腫瘍作用および既知の抗癌剤に対する耐性の克服が期待され
る．今後，口腔癌化学療法において，p53 シグナル伝達系を標的とした予知性の高い治療法の開発が期待され
る．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

p53 遺伝子は、癌抑制遺伝子であり、正常細胞では、特定の塩基配列に結合する転写因子

として、アポトーシス誘導や細胞周期調節、DNA 修復、細胞老化などに深く関与してい

る。また、その点突然変異や欠失による不活性化は50％以上のヒト悪性腫瘍で認められて

おり、p53 野生型癌組織においても、MDM2（murine double minute 2）あるいはMDM4の

過剰発現やHPV（Human papilloma virus）感染によるE6遺伝子発現などによるp53シグナル

伝達系のdown-regulation が提唱されている。それゆえ、p53は発癌やその進展過程に最も

重要な遺伝子であると考えられており、本来のp53生理機能が正常に発揮されれば、細胞

周期停止やアポトーシスの誘導による抗腫瘍効果が期待できるため、他のさまざまなシグ

ナル伝達経路と同様に、p53シグナル伝達経路においても、多くの分子標的治療薬が報告

されている。 

癌蛋白であるMDM2は、そのN 末端にp53結合領域を有し、p53との相互作用において、

自身のユビキチン・リガーゼ活性によりユビキチン化後、プロテアソーム系での分解を誘

導する。通常、細胞内のp53蛋白量はこのMDM2により低レベルに抑制されている。様々

な癌細胞において、MDM2遺伝子の過剰発現によって、p53は恒常的に抑制されている。

従って、MDM2とp53の結合を阻害して細胞内のp53蛋白集積を誘導し、かつ、転写抑制を

解除することにより、がん細胞の増殖抑制とアポトーシスの誘導が促進される。現在まで

に、MDM2阻害作用を有する小分子化合物として、nutlin-3、RITA（reactivation of p53 and 

induction of tumor cell apoptosis）、MI-63、MI-319等が報告されている。 

一方で、変異型p53の機能回復により、がん細胞の増殖を抑制する小分子化合物の開発も

行われており、現在までにCP-31398、PRIMA-1（p53 reactivationand induction of massive 

apoptosis 1）、ellipticine 、MIRA-1等が報告されている。1999年Foster らにより同定された

CP-31398は、in vitro で変異型p53発現大腸癌細胞のp21WAF1遺伝子の転写活性化能を回復

させるほか、in vivo ではヌードマウス移植腫瘍に対して抗腫瘍効果を示した。その作用機

序として、CP-31398がp53に直接結合し、p53のDNA 結合活性を回復させると考えられて

いるが、明確には解明されていない。また、2002年Bykov らによって報告されたPRIMA-1

も、p53変異型osteosarcoma細胞や卵巣癌細胞株を用いたin vitro およびin vivoにおいて、変

異型p53の機能を回復させ、アポトーシスを誘導したがそのメカニズムは十分に解明され

ていない。  

 

２．研究の目的 

様々な癌腫において p53-reactivating small molecules (p53RASMs)の効果について検討さ

れているが、口腔がんに対する検討は少ない。そこで、今回口腔癌細胞株を用いて

p53RASMs の抗腫瘍効果とそのメカニズムについて解析、検討した。 
 

３．研究の方法 

ヒト歯肉扁平上皮癌細胞株 Ca9-22, HSC-2, HSC-3, HSC-4 （JCRB 細胞バンク）を p53 シグ

ナル伝達系標的薬剤（RITA，CP-31398，PRIMA-1）で処理後，細胞増殖を MTT 法で測定した．

アポトーシス誘導は annexin V および PI 発現細胞を flow cytometry 法で測定した． 

また、p53 および p53 関連分子発現は Western blot 法で評価した． 

 

４．研究成果 



口腔がん細胞における p53RASMs の増殖抑制効果 

始めに、ヒト歯肉扁平上皮癌細胞株 Ca9-22, HSC-2, HSC-3, HSC-4 を用いて p53RASMs の

増殖抑制効果について解析した。CP-31398，PRIMA-1 はそれぞれの細胞株で増殖抑制効果は

様々であったが、RITA に関してはすべての細胞株で増殖抑制効果を示し、特に Ca9-22 では

その効果は顕著であった。RITA は Ca9-22 において、濃度依存的、時間依存的に増殖抑制効

果を示した。さらに,電子顕微鏡所見にて細胞質の凝集、アポトーシス小体の形成を認め

RITA が Ca9-22 においてアポトーシスを誘導していることが示唆された。そこで、

p53RASMs に対して感受性の高い Ca9-22 を用いてアポトーシス誘導効果について解析し

た。RITA、CP-31398、PRIMA-1 いずれもアポトーシス誘導効果を示したが、特に RITA は既

知の抗がん剤である CDDP より顕著なアポトーシスを誘導し、今後の口腔癌化学療法の新た

な戦略となることが示唆された。 

RITA によるアポトーシス誘導効果のメカニズム 

RITAはMDM2とp53の結合を阻害する作用を有するため、当然アポトーシス誘導にMDM2

とp-53シグナル伝達経路が関与していることが考えられ、それらの変化について検討し

た。 

MDM2は、リン酸化やアセチル化といった翻訳後修飾を受けることで、その機能の抑制ま

たは活性化が誘導されることが知られている。リン酸化はMDM2の活性を抑制し、MDM2

を脱リン酸化はMDM2タンパク質を安定化してp５３タンパク質の分解を促進するなどが

知られている。そこで本研究においても、MDM2の発現量の変化, リン酸化の有無について

検討した. Ca9-22においてRITAで24時間処理したところ,MDM2の発現量に変化はなかった

ものの,MDM2のリン酸化が認められた. さらにRITAの長時間処理（96h）では時間依存的に

MDM2のリン酸化誘導が認められた.この結果から, RITAによるp53シグナル伝達経路の活性

化が示唆されたため,p53の発現量とリン酸化についても検討したところ, p53の発現量は変

化しなかったが, 時間依存的にリン酸化p53の発現量が増加し, それに伴い, p53依存性アポ

トーシスに関与するBAXの発現増加も認められた. 

このことからRITAはCa9-22において,MDM2のリン酸化を誘導してその活性を抑制し,p53の

安定化およびp53のリン酸化（活性化）させることによりp53シグナル伝達経路が活性化し, 

アポトーシスを誘導していることが示唆された. 

近年p53のリン酸化にはATM やATR，DNA-PK，Chk１，Chk２など様々な酵素が関与している

こと, 核小体ストレスによってp５３-MDM２経路が制御されることが明らかになってお

り,RITAがこれらの酵素や核小体ストレスに与える影響については今後の検討課題と考え

られた． 

本研究では,口腔癌に対する RITA の有効性と,作用機序を明らかにした. 実臨床への応用を

前提とした安全性の評価を含め、さらなる検討が必要であるが今後，口腔癌化学療法におい

て，p53 シグナル伝達系を標的とした予知性の高い治療法の開発が期待される． 
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