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研究成果の概要： 

口腔扁平上皮癌細胞株(HSC-3,-4)、および p53 野生型の肺癌細胞株 A549、乳癌細胞株 MCF-7
を用いて、エピジェネティクス制御化合物である Zebularine (ZEB)と suberoylanilide 
hydroxamic acid (SAHA)と各種抗癌剤（CDDP,5-FU,VP-16）の併用効果によるアポトーシス
誘導効果、およびそのメカニズムを検討した。 

本年度の研究より、以下の興味深い新知見が明らかとなった。ZEB や SAHA による抗癌剤の
増強作用は、併用する抗癌剤、細胞種により異なった。CDDP/SAHA の組み合わせは、HSC-3
細胞のアポトーシスを有意に増強した。この増強には、SAHA が小胞体にストレスを与え、小
胞体経由のアポトーシスが関与していることが示唆された。一方、5-FU/ZEB の組み合わせで
は、逆に 5-FU の細胞毒性を減弱し、そのメカニズムとして ZEB による CREB のリン酸化が関
与していることが示唆された。本研究により、口腔癌の抗癌剤感受性にはエピジェネティク
ス制御が関与し、ZEB や SAHA と抗癌剤の併用は薬剤感受性増強に有効であることが示唆され
た。しかし、その併用効果は、併用する抗癌剤の種類、細胞種により異なり、抗癌剤の代謝
や抗腫瘍効果の作用機序に依存していることが推察された。本研究成果は、薬剤併用による
思いがけない副作用を回避するために非常に重要な意義をもつ。 
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１．研究開始当初の背景 
口腔扁平上皮癌の治療は、外科療法や放射

線療法と並んで癌化学療法等で行われて

いるが、これらの組み合わせによる口腔癌

治療での治療効果は数多く認められてい

る。しかしながら、摂食、咀嚼、嚥下など

の多くの重要な機能を持つ口腔に発生し

た癌を治癒させるためには癌を切除し、遊

離組織移植や皮弁による形態と機能の再



建をはかる外科療法によっているのが現

状である。口腔癌の治療に限らず癌の治療

は外科的切除を中心とした療法よりも癌

化学療法あるいは免疫療法により治癒さ

せることができれば、機能の温存、QOL の

向上からいって優れていると思われる。本

研究は、このような状況を踏まえて、新た

な視点に立った抗癌剤の併用療法を開発

するために、ヒストン脱アセチル化酵素の

阻害剤に注目し、この阻害剤による抗癌作

用の増強の可能性を追求する。 

 
２．研究の目的 
本研究では、ヒストン脱アセチル化酵素阻

害剤を用いて、癌細胞の殺癌細胞遺伝子を

操作することにより抗癌剤の作用を高め、

癌細胞に効率的にアポトーシスを誘導す

ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒストン脱アセチル化酵素阻害で

処理した各種抗癌剤のアポトーシス誘導 

細胞株は、口腔扁平上皮癌細胞株

(HSC-2,-3,-4)と舌癌由来細胞株(SAS)、お

よびp53野生型の肺癌細胞株A549を用いる。 

ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤(HDAC阻

害剤) はNaB,SAHA,MS-275を使用する。 

DNAメチル化酵素阻害剤(DNMT阻害剤)は

Decitabine, Azacitidine, Zebularine

を使用する。HDAC阻害剤またはDNMT阻害剤

存在下シスプラチン,5-FU,タキソテール

による抗腫瘍効果を観察し、併用効果のみ

られる至適条件（各種薬剤濃度、組み合わ

せ、投与時間）を検討する。細胞毒性はMTT 

assay,アポトーシスはTUNEL法で解析する。 

（２）ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤の

処理法によるアポトーシス誘導の変動及

びヒストン脱アセチル化酵素阻害剤と癌

細胞の細胞周期との関連の検討。 

至適条件下のアポトーシス誘導について、

以下の件を解析する。 

Sub-G1測定によるアポトーシス誘導率、フ

ローサイトメトリー法による細胞周期の

測定。特に、阻害剤や抗癌剤による細胞周

期停止は重要な意味をもつので、詳細に検

討する。カスパーゼカスケードの解析は、

アポトーシスの要因を知る上で重要であ

るので、本研究では、Caspase-3,-8,-9に

ついて調べる。 

（３）アポトーシスにおけるミトコンドリ

アの役割 

細胞内のミトコンドリアがアポトーシス

の中心的位置にあることが確認されてい

る。本研究においても、ミトコンドリアが

関与し、重要な役割を担っている可能性が

大きいため、以下の実験によりミトコンド

リアの役割について検討する。 

活性酸素(ROS)の生成、膜電位の変化、チ

トクロームＣの放出、チトクロームＣによ

るCaspase-9の活性化。 

（４）MAPキナーゼおよびPI3/Aktキナーゼ

の解析 

多種類のキナーゼがアポトーシス経路

に関与し、これをコントロールすることが

指摘されている。このうち、併用効果の機

構としてMAPキナーゼ（p38,ERK,JNK）が

Bcl-2ファミリー分子をリン酸化し、アポ

トーシスを促進している可能性を検討す

る。 

（５）転写因子の制御 

活性化NF-kappa Bは転写因子としてア

ポトーシスの促進あるいは抑制遺伝子の

重要な制御因子となる。特に、抗癌剤に対

するアポトーシス感受性に深く関わるこ

とが予想されるので、併用によるNF-kappa 

Bの活性化レベルを各処理群で比較検討す

る。方法は、a)ゲルシフトアッセイ法、



b)NF-kappa Bの認識配列を含むオリゴヌ

クレオチドをコーティングした９６穴プ

レートを用いたELISA用キットを用いる。 

転写因子CREBについてもb)と同様の方法

でその活性を測定する。 

（６）関連アポトーシス因子の同定 

抗癌剤によるアポトーシスの誘導に、

Bcl-2ファミ(Bcl-2,Bcl-XL,Bax,Bid),IAP

ファミリー（XIAP, IAP-1, IAP-2）,TRAF

ファミリーなどのアポトーシス関連蛋白

が関与している。本実験系の併用効果でこ

れらの因子にどのような変化が観察され

るのかをReal-time PCR法、フローサイト

メトリー法、ウエスタンブロット法などで

解析する。 

 
４．研究成果 

HSC-3 細胞では、CDDP 単独処理に比較して

ZEB の前処理または SAHA の同時処理で CDDP

による細胞毒性が有意に増強した。CDDP 単独

で 30%、CDDP/ZEB または CDDP/SAHA で 80%の

アポトーシス誘導が確認された。一方、5-FU

の処理では、5-FU/SAHA でアポトーシス誘導

の増強が観察されたが、5-FU/ZEBは逆に 5-FU

の細胞毒性を減弱するという、興味深い知見

が得られた。CDDP/SAHA による抗腫瘍効果の

増強は、SAHA が小胞体にストレスを与え、小

胞体経由のアポトーシスが関与しているこ

とが示唆された。一方、5-FU/ZEB の組み合わ

せでは、逆に 5-FU の細胞毒性を減弱し、そ

のメカニズムとして ZEB による CREB のリン

酸化が関与していることが示唆された。本研

究成果により、口腔癌の抗癌剤感受性にはエ

ピジェネティクス制御が関与し、ZEB や SAHA

と抗癌剤の併用は薬剤感受性増強に有効で

あることが示唆された。しかし、その併用効

果は、併用する抗癌剤の種類、細胞種により

異なり、抗癌剤の代謝や抗腫瘍効果の作用機

序に依存していることが推察された。本研究

成果は、薬剤併用による思いがけない副作用

を回避するために非常に重要な意義をもつ。 
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