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研究成果の概要（和文）：　生体における細胞死には、ネクローシス、アポトーシスに加えオートファジーを介
した細胞死が存在する。ヒト口腔扁平上皮癌細胞をPF-543で処理すると、ネクローシス、アポトーシスならびに
オートファジーが誘導された。PF-543とオートファジー阻害剤の併用にて、PF-543単剤よりも細胞死は増強され
たことから、オートファジーは細胞生存に働いている可能性が示唆された。SphKに対する阻害薬の研究は進行し
ており、新規薬剤の開発、作用機序の解明によってSphKをターゲットとした分子標的治療のさらなる発展が期待
できる。

研究成果の概要（英文）：   In addition to necrosis and apoptosis, cell death is mediated by 
autophagy. Treatment of human oral squamous cell carcinoma cells with PF-543 induced necrosis, 
apoptosis and autophagy, and the combination of PF-543 and autophagy inhibitor enhanced cell death 
more than PF-543 alone, suggesting that autophagy may play a role in cell survival. Research on 
inhibitors of SphK is ongoing, and further development of molecular targeted therapy targeting SphK 
is expected through the development of new drugs and elucidation of their mechanisms of action.

研究分野：口腔外科全般、口腔癌、分子標的治療

キーワード： オートファジー　分子標的治療　Sphingosine kinase　口腔癌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
 ヒト口腔扁平上皮癌細胞をSphK1阻害薬であるPF-543で処理すると、ネクローシス、アポトーシスならびにオー
トファジーが誘導された。さらにPF-543とオートファジー阻害剤の併用にて、PF-543単剤よりも細胞死は増強さ
れたことから、オートファジーは細胞生存に働いている可能性が示唆された。SphKに対する阻害薬の研究は進行
しており、S1Pシグナルによるオートファジーの細胞死制御機序の解明を通して，副作用の少ないより効率的な
SphKをターゲットとした分子標的治療のさらなる発展が期待出来る。

※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、研究者個人に帰属します。
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1．研究開始当初の背景 
分子標的薬の開発は目覚ましく、わが国では口腔扁平上皮癌 (OSCC)に対して抗 epidermal 

growth factor receptor (EGFR) 抗体、免疫チェックポイント阻害薬の抗 PD-1抗体が承認され
て、従来のシスプラチンや 5FUとは違った分子標的治療が現実のものとなっている。研究代表
者は、プロテインキナーゼ C (PKC) を分子標的とする safingolを用いて OSCC細胞の caspase
非依存的アポトーシス誘導機構を解明した。その後、safingol はスフィンゴ脂質代謝物
sphingosine-1-phosphate (S1P)を生成する sphingosine kinase 1 (SphK1) を阻害することも判
明してきた。S1P はシグナル伝達物質で、細胞膜上のレセプターを介して細胞増殖ならびにプ
ログラム細胞死を制御するシグナル伝達物質で、頭頸部癌をはじめ多くの癌で高発現している。
開発が進む多様な SphK選択的阻害剤を用いて、その OSCCに対するプログラム細胞死とオー
トファジー誘導能について解明し、分子標的治療に繋げたいと考えた。 
 
2．研究の目的 
そこで，本研究では，PKC ならびに SphK1 阻害作用のある safingol での口腔癌細胞に対す
る実験結果を踏まえて，SphK1阻害薬として開発された PF-543の OSCC細胞に対する抗腫瘍
効果とまだ明らかにされていないオートファジー誘導能につき検討を行った。 
 
3．研究の方法 
ヒト OSCC細胞である Ca9-22細胞、HSC-3細胞、SAS細胞を用いた。試薬は SphK1阻害
剤 PF-543、オートファジー阻害薬 3-MA、wortmannin、bafilomycinを用いた。細胞生存率は
MTT assay にて測定し、アポトーシス細胞は annexin V - fluorescein isothiocyanate と
propidium iodide (PI)を用いて染色を行い、フローサイトメトリーにより検出した。イムノブロ
ット法および免疫蛍光染色には抗microtubule-associated protein 1 light chain 3 (LC3)抗体を
用いた。LC3 は共焦点レーザー顕微鏡にて観察した。オートファジーの形態観察は電子顕微鏡
にて観察した。また The Cancer Genome Atlas (TCGA)データを用い SphK1および SphK2の
発現についても検討を行った。 
 
4．研究成果 
(1) Ca9-22細胞、HSC-3細胞、SAS細胞を各濃度の PF-543処理したところ、濃度依存的に細
胞生存率は減少した。25 µMの濃度で処理すると生細胞は 48時間、72時間で顕著に減少した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) PF-543による細胞死の形態を明らかにするため，2種類のヒト OSCC細胞を 25 µM PF-543
で 72時間処置した後に annexin Vと PIで染色し，フローサイトメトリー解析を行った HSC-
3 細胞では生細胞の割合は非処置対照の約 50%であり，ネクローシス細胞の割合は約 30%と増
加した。また，annexin V（＋）PI（＋）である後期アポトーシス細胞は約 20%と増加した。SAS
細胞では生細胞の割合は非処置対照の約 80%であり，ネクローシス細胞の割合には変化がなか
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
(3) LC3は哺乳類で初めて発見されたオートファゴソーム膜結合タンパク質であり，現在オート
ファジーのマーカーとして広く用いられている。オートファジーが誘導される場合，形成される
オートファゴソームへの LC3 が集積し，LC3-I から LC3-II への変換が見られる。LC3 抗体を
用いた蛍光免疫化学シグナルを共焦点レーザー顕微鏡にて観察したところ， 25 µM PF-543で
HSC-3 細胞，SAS 細胞を 72 時間処置した場合、LC3 の発現が増強し，顆粒状を呈した。PF-
543存在下で HSC-3細胞，SAS細胞を 72時間処置したところ，すべての細胞で LC3-IIの発現
増強を認めた。さらに電子顕微鏡でも形態を観察したところ、PF-543を処理した細胞ではオー
トファゴソームやオートリソソームが観察できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) HSC-3 細胞では PF-543 と 3-MA、wortmannin の併用にてネクローシスの増強を認め、
bafilomycinの併用ではアポトーシスの増強を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) TCGA COAD studyの RNA-seqデータ（(primary solid tumor, n = 499; solid tissue normal, 
n = 44）から HNSCCにおける SphK1, SphK2の発現を解析したところ、SphK1では正常組織
にくらべ腫瘍組織で発現が多かった、一方 SphK2 は正常組織と腫瘍組織で差は認めなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
TCGA データ解析にて頭頸部癌において SphK1 では正常組織に比べ腫瘍組織で発現が多かっ
た。一方 SphK2は正常組織と腫瘍組織で差は認めなかった。SphK1阻害薬 PF-543による細胞
傷害性にはオートファジーの誘導を伴い，誘導されたオートファジーは細胞生存に寄与するこ
とが示唆された。頭頸部癌において、正常組織に比べ腫瘍組織で SphK1の発現が多いことより
SphK1 は分子標的治療のターゲットになると考えられた。また、このような報告はなく，本実
験系は PF-543 の口腔癌に対する抗腫瘍活性および細胞死誘導作用機序を解明するうえで有用
と考えられた。  
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