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研究成果の概要：プロテアソーム阻害剤 1 (PSI1)は口腔扁平上皮癌細胞に対して、単剤で細

胞増殖抑制効果を示し、5-FU および放射線（RT）との３者併用処理にて強い細胞増殖抑制

効果が見られた。ヌードマウス腫瘍に対しても PSI1 は単剤で抗腫瘍効果を示し、TS−１お

よび RT との３者併用では顕著な抗腫瘍効果を示した。なお in vitro において PSI1 は口腔扁平

上皮癌細胞の NF-κB 活性を有意に抑制し、PSI1 と 5-FU はともに RT で活性化された口腔扁

平上皮癌細胞の NF-κB 活性を抑制した。 
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１．研究開始当初の背景 

(1)プロテアソーム阻害剤 (PSI) は細胞周

期制御、腫瘍増殖抑制、アポトーシス誘導、

転写抑制、血管新生抑制など多彩な作用を発

揮すると共に、癌細胞に対する抗癌剤の感受

性を増強させることや、放射線増感効果を有

している可能性が報告されている。 

(2)プロテアソーム阻害剤は、癌細胞におい

て、アポトーシスだけでなく、オートファジ

ーも誘導する可能性が示唆されており、癌治
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療において有用と考えられる。プロテアソー

ム阻害剤I (PSI1)はNF-κBの抑制因子である

IκB-αの分解を阻止する26Sプロテアソー

ムを阻害することが知られているが、これと

同様なメカニズムを有するBortezomibは、初

めて臨床応用されたプロテアソーム阻害剤

であり、米国では、頭頸部癌を含めた様々な

固形癌において臨床試験が進行中である。 

(3)我々は 5-FU または放射線と PSI1 との併

用療法は、ヌードマウス背部皮下腫瘍に対し

て相乗効果を惹起することを示唆する所見

を得ている。 

 
２．研究の目的 

本研究では口腔扁平上皮癌細胞において、 

(1) 5-FU、PSI1、放射線(RT)の３者併用療法

の治療効果 

(2) TS-1、PSI1、RT の３者併用療法の治療効

果 

(3)３者併用療法の治療効果発現のメカニズ

ムにつき検討を行う。 

 

３．研究の方法 

In vitro の系では、5-FU、PSI1、RT の３者

併用処理を口腔扁平上皮癌細胞に対して行

い、細胞増殖抑制効果を MTT assay にて、生

細胞数の評価を Trypan blue dye exclusion 

assay にて、アポトーシスの検出を Hoechst 

33258 staining にて、Caspase-3, 8, 9 の

活性を Colorimetric activity assay (Bio 

Vision) に て 、 NF- κ B 活 性 の評 価 を

Reporter assay (SEAP System, Takara)に

て、アポトーシス・オートファジー関連蛋

白の検出をWestern blottingにて検討した。 

In vivo の系では、TS-1、PSI1、RT の３者併

用を療法を口腔扁平上皮癌細胞移植モデル

（ヌードマウス背部皮下移植モデル）に対し

て行い、抗腫瘍効果・体重の変化につき検

索した。さらに背部皮下腫瘍をホルマリン

固定、薄切切片を作成し、アポトーシス・

オ ー ト フ ァ ジ ー 関 連 蛋 白 の 検 出 を

immunohistochemistry を用いて検討し、ア

ポトーシスの検出を TUNEL 法にて検索した。 

なお検索には下記の抗体を用いた。 

Beclin-1(BECN1) ラビットポリクロナル抗

体[Santa Cruz]、LC-3(MAP LC3) ラビット

ポリクロナル抗体[Santa Cruz]、Caspase-3 

ラビットポリクロナル抗体[Santa Cruz]、

PARP-1 ラビットポリクロナル抗体[Santa 

Cruz]、α-tubulin マウスモノクロナル抗

体(B-7)[Santa Cruz]、Bcl-2 ラビットポリ

クロナル抗体[Santa Cruz]、NF-κB p65 ラ

ビットポリクロナル抗体[Santa Cruz]。 

 

４．研究成果 

(1) プロテアソーム阻害剤1 (PSI1)は口腔扁

平上皮癌細胞株 B88 に対して、2, 4, 20ng/ml 

72h 処理にてそれぞれ約 20, 50, 80%の細胞

増殖抑制効果を示し、5-FU は 1, 2, 4μg/ml 

72h 処理にてそれぞれ約 30, 50, 80%の細胞

増殖抑制効果を示し、RT は 5, 7.5, 10Gy 照

射後 72h にてそれぞれ約 10, 40, 60%の細胞

増殖抑制効果を示した。そこで PSI1 1ng/ml 

72h処理(5%抑制)、5-FU 1μg/ml 72h処理(30%

抑制)、RT 7.5Gy (72h 後 40%抑制)の３者併

用処理を行ったところ約 80%の細胞増殖抑制

効果が見られた。同様に PSI1 2ng/ml 72h 処

理(20%抑制)、5-FU 1μg/ml 72h 処理(30%抑

制)、RT 7.5Gy (72h 後 40%抑制)の３者併用

処理を行ったところ約 90%の細胞増殖抑制効

果が見られた。B88 ヌードマウス腫瘍に対し

ては、PSI1 0.1, 0.5mg/kg 3 回/週 15 日目

にてそれぞれ約 30, 60%の腫瘍増殖抑制効果

が見られ、5-FU 10, 25mg/kg 3 回/週 15 日

目にてそれぞれ約 20, 40%の腫瘍増殖抑制効

果が見られ、RT 1.5Gy/日 3 回/週 15 日目に



 

 

て約 40%の腫瘍増殖抑制効果が見られた。そ

こで PSI1 0.1mg/kg 3 回/週、5-FU 10mg/kg 3

回/週、RT 1.5Gy/日 3 回/週 にて 21 日間併

用治療を行ったところ、それぞれ単独では約

40, 30, 50%、PSI1 と RT との２者併用では約

75％、３者併用では約 90%の腫瘍増殖抑制効

果が見られた。なお in vitro において PSI1

は、4ng/ml 以上の濃度にて B88 細胞の NF-

κB 活性を有意に抑制し、5-FU は 2μg/ml 以

上の濃度にて B88 細胞の NF-κB 活性を有意

に抑制した。さらに PSI1 と 5-FU はともに RT

で活性化された B88 細胞の NF-κB 活性を抑

制した。 

(2) PSI1は口腔扁平上皮癌細胞株HSC3に対し

て、1, 2, 10ng/ml 72h処理にてそれぞれ約

10, 40, 70%の細胞増殖抑制効果を示し、5-FU

は1, 2, 4μg/ml 72h処理にてそれぞれ約30, 

50, 80%の細胞増殖抑制効果を示し、RTは5, 

7.5, 10Gy照射後 72hにてそれぞれ約10, 40, 

60%の細胞増殖抑制効果を示した。次にPSI1 

1ng/ml 72h処理(10%抑制)、5-FU 1μg/ml 72h

処理(30%抑制)、RT 7.5Gy (72h後40%抑制)の

３者併用処理を行ったところ約90%の細胞増

殖抑制効果が見られた。同様にPSI1 2ng/ml 

72h処理(40%抑制)、5-FU 1μg/ml 72h処理

(30%抑制)、RT 7.5Gy (72h後40%抑制)の３者

併用処理を行ったところ約95%の細胞増殖抑

制効果が見られた。 PSI1はHSC4に比較して

HSC3に対して強い増殖抑制効果を示した。

HSC3ヌードマウス腫瘍に対しては、PSI1 0.1, 

0.5mg/kg 3回/週 15日目にてそれぞれ約２0, 

50%の腫瘍増殖抑制効果が見られ、5-FU 10, 

25mg/kg 3回/週 15日目にてそれぞれ約20, 

40%の腫瘍増殖抑制効果が見られ、RT 1.5Gy/

日 3回/週 15日目にて約40%の腫瘍増殖抑制

効果が見られた。次にPSI1 0.1mg/kg 3回/週

、5-FU 10mg/kg 3回/週、RT 1.5Gy/日 3回/

週 にて21日間併用治療を行ったところ、そ

れぞれ単独では約25, 25, 50%、PSI1とRTと

の２者併用では約80％、３者併用では約95%

の腫瘍増殖抑制効果が見られた。なおin 

vitroにおいてPSI1は、4ng/ml 以上の濃度に

てHSC3, HSC4細胞のNF-κB活性を有意に抑

制し、5-FUは2μg/ml 以上の濃度にてHSC3, 

HSC4細胞のNF-κB活性を有意に抑制した。さ

らにPSI1と5-FUはともにRTで活性化された

HSC3, HSC4細胞のNF-κB活性を抑制した。 

(3)以上の結果から TS-1、プロテアソーム阻

害剤、放射線の三者併用療法は、有用な治療

法となる可能性が示唆された。 
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