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研究成果の概要（和文）：口腔扁平上皮癌（以下、OSCC）におけるNrf2抗酸化経路を介する放射線耐性機序の解
明と新規治療法の開発を推進し、以下の点について明らかにした。1）in vivo担癌マウスモデルにおいて、IL-6
阻害剤トシリズマブ併用放射線療法は対照群と比較して腫瘍増殖を経時的に有意に抑制した。2）トシリズマブ
はIL-6刺激による下流のSTAT3経路、Nrf2抗酸化経路を抑制することで放射線感受性を増感させた。3）OSCC患者
110例の生検標本を用いたリン酸化Nrf2の免疫組織化学的染色を行った。リン酸化Nrf2高発現患者群は術前化学
放射線療法の不良な治療効果と有意な相関関係を認め、有意に予後不良であった。

研究成果の概要（英文）：We investigated the mechanism of radioresistance via Nrf2 anti-oxidative 
pathway in oral squamous cell carcinoma (OSCC) and developed novel therapies, and obtained the 
following results. 1) The radiotherapy (X-rays 4 Gy/day, total 60 Gy) that combined tocilizumab 
significantly suppressed the tumor growth in vivo mice model. 2) The tocilizumab sensitized 
radiosensitivity by suppressing STAT3 pathway and Nrf2 anti-oxidative pathway stimulated by IL-6 in 
vivo mice model. 3) We analyzed the expression of phosphorylated Nrf2 in the immunohistochemical 
staining using biopsy specimens of 110 OSCC patients. A high phosphorylated Nrf2 tumour expression 
was significantly correlated with a poor response to preoperative chemoradiotherapy. A Kaplan&#8211;
Meier analysis revealed that higher numbers of phosphorylated Nrf2 were significantly correlated 
with a poor prognosis.

研究分野： 口腔扁平上皮癌

キーワード： 口腔癌　口腔扁平上皮癌　放射線耐性　Nrf2　IL-6　トシリズマブ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、従来のより臨床的なプロトコルの放射線療法とIL-6シグナリングを標的とした治療法の併用の可能
性を模索することは、口腔扁平上皮癌の放射線耐性を克服という観点から重要かつ独創的なアプローチである。
また、トシリズマブは、関節リウマチなどに対して既に承認されおり、高い効果を示している。従って、このト
シリズマブを用いた非臨床試験の良好な結果は、トシリズマブはドラッグ・リ・ポジショニングの観点からも臨
床試験のデザインにおいて非常に期待できる。
さらに、本研究ではがん微小環境においてOSCC細胞のNrf2抗酸化経路を介した放射線耐性機構の更なる解明を目
指した。

※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 

OSCC を含む頭頸部癌において、放射線治療は重要な治療戦略の一つであるため、治療法と
して選択される場面が多く、頭頸部癌患者のうち、放射線治療を受ける患者の割合は約 78%と
高い (Cancer. 103:2216-27, 2005)。一般的に、放射線治療は、放射線と水が反応して生じる活
性酸素（Reactive oxygen species : ROS）の発生を通して DNA損傷を引き起こすことによって
癌細胞を効果的に死滅させる (Crit. Rev. Oncol. Hematol. 88:706-15, 2013)。しかし、抗酸化能
力の高い癌細胞はROSスカベンジャーにより放射線障害から逃避することで抵抗性を獲得して
いる (Nature 458:780-3, 2009)。従って、放射線抵抗性を解明することが OSCC患者の予後の
改善に大きく貢献すると考えられるが、未だ詳細なメカニズムは不明な点が多い。 
癌において IL-6は、慢性炎症構築に重要であり、免疫逃避や腫瘍増進的に機能すると言われ

ている (Front. Oncol. 2:58, 2012)。しかし、OSCCにおける IL-6の発現と化学・放射線療法の
治療抵抗性との関連に関しては不明な点が多く、IL-6シグナリングの制御が OSCCの放射線治
療抵抗性の克服に関わるかは検討されていない。近年、癌関連線維芽細胞 (CAFs)及び腫瘍随伴
マクロファージ (TAMs)などを構成要素とするがん微小環境が癌の増悪、進展に極めて重要な因
子であることがますます認識されている(Nat. Rev. Cancer. 6:392-401, 2006)。申請者らは、
OSCC においてがん微小環境における TAMs が化学放射線療法の治療効果と患者の不良な予後
に影響を与えることを明らかにした (APMIS 123(3):205-14, 2015)。また、OSCC患者における
血中 IL-6濃度が局所おおび全身性炎症反応と強く正の相関を示し、全身性炎症反応が強い患者
ほど局所の癌組織に対する化学放射線療法の効果が低下していることを報告した (BMC cancer 
16:41, 2016)。このように IL-6 は腫瘍細胞そのものだけ
ではなく、がん微小環境においても重要であり、がんの悪
性度増加や進展、および腫瘍促進的な環境の構築に関与
していると考えられる。 

Keap1-Nrf2 システムは酸化ストレスや様々な毒物に
対する生体内の防御反応として重要な役割を果たしてい
る (Genes. Cells. 16:123-40, 2011)。活性化したNrf2は、
Nrf2 抗酸化経路を介してがん細胞の ROS レベルを低く
することで ROSの解毒の調節に関与しており、放射線に
対する抵抗性を増加させる (Nature 475:106-9, 2011)。 
申請者らはこれまでに、がん微小環境において IL-6 が
Nrf2 抗酸化経路を介して酸化ストレスを調節することで
OSCC の放射線抵抗性に影響を与えることを明らかにし
た (Br. J. Cancer. 8;115(10):1234-1244, 2016) (図 1)。し
たがって、IL-6 シグナリングの阻害は、放射線治療に抵
抗性を示す OSCC 患者において治療効果改善と生存率向
上につながる可能性があるが、その研究は未だ途上である。  
 
 
 
２．研究の目的 
現在、OSCC を含む頭頸部癌において IL-6 阻害剤トシリズマブを用いた治療法、研究はほと
んどなく、OSCCを含む頭頸部癌は、過去 30年間明らかな予後の改善が認められていない。こ
のことは、癌の治療抵抗性を新たな視点から理解する必要があることを顕著に示している。これ
までの結果から、IL-6とNrf2抗酸化経路との間に相互作用があることを見出した点は、IL-6を
標的とする新規治療開発の観点で意義が深い。そのため、従来の放射線療法に IL-6シグナリン
グを標的とする治療法を併用することは、OSCC 患者の放射線耐性を克服するための新しいア
プローチになる可能性を示唆している。また、トシリズマブを用いた非臨床試験の結果が良好な
ものであるならば、トシリズマブはドラッグ・リ・ポジショニングの観点からも臨床試験のデザ
インにおいて非常に期待できる。 
そこで本研究の目的は、OSCC 患者に対するより有効性の高い放射線療法の開発を目指して、
①in vivo 担癌マウスモデルにおけるトシリズマブ併用放射線療法の有効性の検討、②がん微小
環境における OSCC 細胞の Nrf2 抗酸化経路を介した放射線耐性機構の更なる解明を行うこと
である。 
 
 
３．研究の方法 
① ヒト癌細胞を移植した免疫不全マウス(Bulb/c-nu/nu) (雌 6 週齢)を用いて、IL-6 阻害剤であ

るトシリズマブを投与して放射線分割照射を行う。トシリズマブの抗腫瘍効果の検討、お
よびトシリズマブ併用のより臨床プロトコルに則した放射線治療の有効性の検討を行った。 

② OSCC 患者 110 症例の生検標本を用いたリン酸化 Nrf2 の免疫組織化学的染色で発現解析を
行った。そして、各種臨床病理学的項目との関連性を統計学的に解析した。 

 
 

図 1. IL-6依存的な放射線耐性モデル  



 
 
４．研究成果 
① 免疫不全マウス (Bulb/c-nu/nu) (雌 6 週齢)を
用いた異種移植モデルにてトシリズマブを投与し、
移植腫瘍の放射線射感受性の変化を検討した（図
2）。具体的には、免疫不全マウスに塩酸ケタミン 
75mg/Kg＋塩酸メデトミジン 1.0 mg/Kgを生理食塩
水で希釈し腹腔内投与して麻酔をかけた後、SAS細
胞株 (1×107)を背部に皮下移植した。その後、SAS
細胞が生着し、一定のサイズ (基準:150 mm3)に増大した
時点から、①ヒト抗 IgG抗体 100 µl (Sigma)、②ヒト化
抗 IL-6受容体抗体 100 µg/100 µlの 2 群 (各群 n=5-10) に分けてそれぞれの試薬を腹腔内投
与する。また、同時に X線 6 Gy/日、連続 7日間、合計 42 Gyを照射した(MBR-1520R; Hitachi)。
トシリズマブは 48 時間毎に投与（3 回）した。48 時間毎に移植腫瘍のサイズ、体積を計測した。
最後の照射が終了した時点から 24 時間後に屠殺を行い、移植腫瘍片および各種臓器の摘出を行
った。 
 本プロトコルでは、トシリズマブ投与群において対照群と比較して腫瘍増殖が有意に抑制さ
れたことを予備実験として確認していた（図 3）。また、より臨床的な放射線プロトコルに則し
た線量を照射することを目的に X線 4 Gy/日、20 Gy/週、合計 60 Gyを照射した。トシリズマブ
投与群において、対照群と比較して腫瘍増殖が経時的に有意に抑制され、縮小を認めた（図 4）。
また、また、得られた腫瘍片を用いて免疫組織学的染色を行ったところ、トシリズマブ投与群に
おいて、リン酸化 Nrf2の発現が低下していることが明らかとなった（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
② OSCC 組織において、リン酸化 Nrf2 は主に癌細胞の核内に発現を認めた(図 6)。過去の文献
からも、Nrf2の活性化フォームとしてリン酸化 Nrf2は核内で機能していると推察される。 
次に、リン酸化 Nrf2 の発現に基づく OSCC 患者の臨床病理学的因子との関連性を単変量解析
にて検討したところ、OSCC患者110例のうちリン酸化Nrf2高発現であった患者は46症例（41.8%）
であり、リン酸化 Nrf2 の発現は化学放射線療法に対する組織学的治療効果と相関を認めた(図
7)。 
続いて、OSCC 患者におけるリン酸化 Nrf2 の発現が患者予後に与える影響について Kaplan-

Meier生存曲線を log-rank検定にて解析した。リン酸化 Nrf2を高発現している患者は、5年全
生存率、5年無病生存率ともに有意に低く、予後不良であることが明らかとなった(表 1)。さら
に、Cox比例ハザードモデルを用いて多変量解析を行ったところ、pathological N stage、化学
放射線療法に対する治療効果とともに、リン酸化 Nrf2 の発現が OSCC の予後予測因子であるこ

図 2. in vivoマウス実験系の概要  

図 4. トシリズマブによる放射線感受性の向上  図 3. トシリズマブによる放射線感受性の向上  

図 5. 放射線照射後の OSCC異種移植担癌マウスモデルの免疫組織化学的検討 



とが明らかとなった(表 2)。  
 

 
 
 

 

 

 

図 6. OSCC組織におけるリン酸化Nrf2の免疫染色像 図 7.  OSCC 110例の患者におけるリン酸化 Nrf2の発現の予後への影響 

表 1. リン酸化 Nrf2の発現に基づく OSCC患者の臨床病理学的特徴 表 2. Cox比例ハザードモデル用いた OSCC予後予測因子の多変量解析 
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