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研究成果の概要（和文）：我々は、口腔癌細胞をヒストン脱アセチル化阻害剤の一つである酪酸  

ナトリウム（SB）で刺激し、仁l腔癌の問質誘導、特に血管ならびにリンパ管新生に関わる候補遺  

伝子の発現量を RNA とタンパク質レベルで検討した。血管・リンパ管誘導因子である  
angiopoietin・2、Plateletderivedgrowthfactorbeta、VEGF・C、VEGF－Dの発現量低下が見  
られ、SB による口腔癌問質誘導の抑制が示唆された。興味深いことに、血管誘導因子の  

VEGF・Aとこれの転写促進に与るCOX・2の発現レベル上昇が見られた。現在、さらにその詳  

細を検討中である。   

研究成果の概要（英文）：Weinvestigatedthee脆ctofsodiumbutyrate（SB），OneOfhistone  
deacetylaseinhibitoronoralcancercells．RNAandproteinexpressionlevelofangiogenic－  
andlymphanglOgenic・factors are assessed．Expressionlevelof anglOPOietin－2、Platelet  
derivedgrowthfactorbeta、VEGF－C、VEGF－I）aredownregulatedbySBstimulation．These  
且ndingsindicatingits potentialusein anti－angiogenic and－1ymphangiogenic cancer  
therapy．Interestingly，aglOgenic factorVEGF－Aand transcription regulator COX・2are  
upregulated．Now，Weinvestigateddetailofthemechanism．   
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1．研究開始当初の背景  

ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤は新たな  
抗腫瘍薬の候補として注目を浴びている。作  
用機序は腫瘍細胞のコアヒストンのアセチ  

ル化促進に引き続くクロマチンコイル構造  
の解きはぐしの結果、細胞の生存、増殖、分  

化ならびにアポトーシスに関わる様々な遺  
伝子の活性化を引き起こし、抗腫瘍効果を発   



緩衝ホルマリンで10分間の固定を行った。  

スライドグラスを0．01mol／Lcitratebuffbr  
（pH：6．0）に浸漬し、980Cに加温し抗原賦括処  

理を行った後に、一次抗体（VEGF・A：Santa  
CruZ社、VEGF－C：Zymed社）を反応させた。  
続いてEnvisio山HRPumiversalkit（Dako  

社）を反応させ、免疫複合体をDABにより  
可視化した。  

4．研究成果  

口腔癌細胞の培養液にSBを0．1，3mMの濃  
度で添加し、6，12時間培養後に全RNAを  
抽出し、CDNAマイクロアレイを行った。コン  
トロール群（SB：OmM）と比較し、SB添加  
群では2倍以上の発現量増加が見られた遺伝  
子は最大で4669種、0．5倍以下の発現量低下  
が見られた遺伝子は最大で1925種であった。   

拝すると考えられている。ヒストン脱アセチ  
ル化酵素阻害剤が腫瘍細胞に与える直接的  
な影響は現在までに数例の報告があるもの  
の、腫瘍問質に与える影響はほとんど明らか  
にされていない。  

2．研究の目的  
ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤が腫瘍問  
質誘導、特に血管・リンパ管新生の促進因子  
として働くVEGFfami1y（VEGF－A，－C，－D）、  
angiopoietin 2、Platelel；derived growth  
払ctorのmRNAならびにタンパク発現に与  
える影響を検討する。  
3．研究の方法  
口腔扁平上皮癌細胞抹1×105個を35mm  
鮎sbに播種し、RPMI1641〕培地中で48時間  

培養する。ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤  
の一つである酪酸ナトリウム（SB）を0，1，3  
mMの濃度で添加し、全RNAをRNeasyMini  
kit（QIAGEN社）により抽出した。これを  
元にA砂皿etrix社のGeneChip＠Human  
GenomeFocusArrayを用いて、遺伝子発現  
量を網羅的に検索し、コントロール群（SB：O  
mM）と比較検討することにより、遺伝子発  
現の変化を解析した。マイクロアレイの結果  
を元に、血管・リンパ管誘導因子である  

VEGFfami1y（ⅦGF・A，・1C，－D）、  
anglOPOietin2、Plateletderivedgrowth  
factorbetaと、VEGF払milyの転写促進に  
与ると考えられているCOX・2を対象として、  
Sybergreen法による定量的PCRを行った。  
各サンプルから得られた全RNAを  
Pri皿eScriptRTReagentKit（Thkara  
Bioscience社）により逆転し、続いてSYBR  
PremixExTaq（Takara］Bioscience社）を  
用いて定量的PCRを行った。  
また血管・リンパ管誘導の中心的役割を担う  

VEGF－A、－Cのタンパク発現量をWestern  

blottingにより検証した。口腔癌細胞抹をSB  
により刺激し、24時間後にCelllysisbuffbr  
（50mMTris－HCl（pH：7．5），150mMNaCl，  
andl％TritonX－100supplementedwitha  
l／100（vル）proteaseinhibitorcocktail）によ  
り細胞を溶解させ、可溶分画を試料とした。  
適法に従いSDS一弘GEを行い、PVDF  
membraneにタンパクを転写させた。  
MembraneをPⅥ〕Fmembraneblocking  
reagent（東洋紡）でblockingし、続いて一  
次抗体を反応させた（VEGF－A：SantaCruz  
社，VEGF－C：CellSignaling社）。HRP標識  
された2次抗体を反応させた後に、免疫複合  
体をECLplus（GELifescience社）により  
蛍光発光させ、BioMax丘Im（Kodak社）を  
感光させた。  
さらに免疫細胞化学により、VEGF－Aと  
VEGF・Cタンパク産生量の変化を検討した。  

口腔癌細胞株をcovergla臼S上に播種し、SB  
で24時間刺激した後に、氷冷した10％中性  

1mM  3］血  

〉2  く0．5  〉2  〈0．5  

fold fold fold fold  
6brs  4381 1513  4584  1925  
12brs  3727  1097  4669  2024  

定量的PCRにより血管・リンパ管誘導因子の  
mA発現量の変化を検討した。  
血管増殖因子であるangiopoietin2mRNA  
量はS3刺激後0．5，1時間後では有意な変化  
が見られなかったものの、3時間後から濃度  
依存的に有意な減少が見られた（1mM；  
40．6％，p＜0．05，3mM；1．5％，p＜0．01）。  

同じく血管増殖因子であるplatelet derived  
growth払ctorbetamRNA量は、SB刺激0．5  
時間後から濃度依存的に減少し（1mM；  
75．3％，3mM；55，5％）、3時間後までmRNA  
酸性の抑制が続いた（1mM；62．4％，3mM；  
54．7％）が、統計学的有意差は見られなかった   
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増殖因子であるⅤ】氾F－Cの雨脚A発現  

量は、SB刺激後0．5，1時間後では有意な変  
化が見られなかったものの、3時間後から濃  
度依存的に有意な減少が見られた（1mM；  
24．7％，3mM；29．9％，P＜0．01，reSPeCtively）．  
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血管誘導因子のVEGF－Aとリンパ管誘導因子  
のVEGF－Cのタンパク質レベルでの発現量の  
変化をWestern blottingで検討した。SB刺  
激後24時間ではVEGトAタンパク産生量の増  
加と、VEGF－Cタンパク産生量の低下が認めら  

れ、定量的PCRと一致した結果であった。  

SB（mM）  
リンパ管誘導と知られ、近年では血管誘導に  
も与ると考えられているVEGF－DのmmA発現  
量は、SB刺激後0．5時間で濃度依存的に急激  
な低下が見られ、3時間後までmR封A転写抑制  
が続いた（1mM；50．9％，nO Significant  
difEbrence，3mM；28．5％，P＜0．05）。  

0  3  

VEGF－A  

β－aCtin  

さらに培養細胞内における上記タンパク質  

検出を免疫細胞化学で試みたところ、SB刺激  

後24時間ではVEGトAタンパク産生量の増加  
と、VEGトCタンパク産生量の低下が認められ、  

定Western blottingと同様の結果が得られ  
た。   

一方で、血管誘導因子のVEGF－Aとこれの転  
写促進に与るCOX－2のmR封A発現レベルは、  
SB添加3時間後に上昇が見られた（VEGF－A：1  
mM；188．1％，3mM；188．3乳not significant；  
COX－2：1mM；605．0％，pく0．05，3mM；608．5％，  
pく0．01）。  
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1mM  3mM  

以上の結果から、invitroにおいて口腔癌の  
問質における血管・リンパ管因子の大部分は  
SB刺激により減少することが示唆された。  

興味深いことに、本研究ではCOX・2発現上  
昇に伴い、VEGF－Aの発現誘導が生じたが、  
VEGF－C、VEGF－Dは発現の抑制が認められ  
た。  

従来、VEGFfami1yはCOX－2が転写促進に  
与ると考えられていたが、SB刺激による  
VEGF－C、VEGF・Dの発現量抑制にはCOX・2  
非依存的な経路が関与すると考えられた。  
COX－2は癌治療において標的分子の一つと  
考えられているため、今後、詳細な検討が望  

まれる。  
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