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研究成果の概要（和文）：本研究は、口腔癌におけるカルシウム・ミトコンドリアが関与する薬剤耐性機構を解
明することである。細胞死誘発カルシウムシグナルを特異的に増強させ、効果的なシスプラチンによる抗腫瘍効
果を得るために、細胞外カルシウム除去剤:EGTA、細胞内カルシウム除去剤:BAPTA-AM、ミトコンドリアカルシウ
ムユニポーター阻害剤:Ru360を使用した。その結果、シスプラチンにEGTAを併用することで、シスプラチン耐性
口腔癌細胞株に対する細胞増殖の抑制、細胞死を認めた。
またシスプラチンを曝露させると、耐性株ではミトコンドリア内のカルシウムが減少し、その一方で感受性株で
はカルシウムの蓄積を認めた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to elucidate the drug resistance mechanism 
involving calcium-mitochondria in oral cancer. To specifically enhance cell death-induced calcium 
signaling and to obtain an effective antitumor effect of cisplatin, we used an extracellular calcium
 scavenger: EGTA, an intracellular calcium scavenger: BAPTA-AM, and a mitochondrial calcium 
uniporter inhibitor: Ru360. The results showed that the combination of cisplatin and EGTA inhibited 
cell proliferation and cell death against cisplatin-resistant oral cancer cell lines.
Exposure to cisplatin also decreased mitochondrial calcium in the resistant strain, while calcium 
accumulation was observed in the sensitive strain.

研究分野：口腔癌

キーワード： 口腔癌　シスプラチン耐性　ミトコンドリア　カルシウム　オルガネラ
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
他癌腫において、カルシウム拮抗薬であるニフェジピンは抗癌剤の組織運搬能を増強させ、ベラパミルは腫瘍の
脈管構造を変化させることで放射線感受性を増強させると報告されている。本研究成果で得られた、口腔癌細胞
株におけるカルシウム動態の変化が治療抵抗性に影響を与えているならば、既存するカルシウム拮抗薬をドラッ
グリポジショニングとして使用することで、より治療効果を高める可能性が示唆された。また口腔癌の中でも放
射線や化学療法に抵抗性のある稀少癌：唾液腺癌や、他の領域の癌に対する研究の基盤や治療法の発見にもつな
がる可能性が示唆された。

※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 
 口腔癌は全頭頸部癌の約 40%を占める癌であり、免疫療法も含めた集学的治療が確立してい
る。切除可能な進行口腔癌に対しては、外科療法が第一選択となっているが、QOLに及ぼす影
響を考慮すると、臓器・機能温存治療が社会的にも求められてくる。申請者はこれまでに、
microRNA の発現調整に必須である Dicer や特定の microRNA 自身が、5-FU 系抗癌剤併用の
化学放射線療法への抵抗性に関与しており、それらが予後不良因子であることを明らかにした
が(Kawahara K, et al: J Oral Pathol Med. 2013)、口腔癌治療のキードラッグであるシスプラ
チンについては、抗癌剤耐性機構などの治療抵抗性に関する問題が、依然重要な課題となってい
る。 
 近年、癌の代謝経路におけるミトコンドリアネットワークの異常が注目されており、中でもカ
ルシウム(Ca2+)の相互作用が抗腫瘍効果に影響を及ぼすことが報告されている。ミトコンドリア
の形態異常が細胞死誘発に深く関与しており、癌はもとより神経変性疾患、循環器疾患、糖尿病
などさまざまな疾患に関与することが明らかになりつつあることから、基礎ならびに臨床応用
の両面から注目を集めている。このミトコンドリアの形態異常推進因子の 1つに Ca2+がある。
Ca2+は生体内において、細胞の活性化や増殖、細胞死、細胞分裂促進、受精など多くの機能を調
節する重要なメッセンジャーである。細胞内 Ca2+の異常は、アルツハイマーや癌、心疾患、糖
尿病など、いわゆる社会的に問題になっている生活習慣病とも密接に関係している。この Ca2+

が癌治療の新しい標的として見直されてきている。その理由として、Ca2+シグナル伝達の異常や、
それ自身の減少がさまざまな癌で認められ、細胞増殖や血管新生、抗癌剤耐性、細胞死の回避な
らびに、細胞生存に関係することが分かってきたからである。複数の癌腫において、ミトコンド
リア内 Ca2+の過負荷および欠失がシスプラチンへの耐性を示す報告がある。このような状況を
踏まえて、口腔癌においても Ca2+がシスプラチンによる細胞死で重要な役割を果たしているの
であれば、細胞死誘発 Ca2+シグナルを特異的に増強することで、効果的なシスプラチンによる
抗腫瘍効果を増強できるのではないかと考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、シスプラチンに治療抵抗性のある口腔癌に対して、シスプラチンの抗腫瘍効
果における Ca2+・ミトコンドリアの役割を解明することである。大変興味深いことに、Ca2+拮
抗薬であるニフェジピンは、癌において抗癌剤の組織運搬能を向上させ(Thews O, et al: Br J 
Cancer. 2000)、ベラパミルにおいては、腫瘍の脈管構造を変化させることで、癌に対する放射
線感受性を増強させると報告されており(Wood P.J, et al: Int J Radiat Biol. 1989)、これらの結
果は、Ca2+の動態が治療に何らかの影響を与えていることを示唆している。口腔癌の薬剤耐性機
構を、Ca2+を介したミトコンドリア膜電位の変化や形態異常の観点から捉えようとする本研究
は、独自性に富んだものであり、口腔癌の中でさらに稀少癌とよばれる唾液腺癌や、他の領域の
癌に対する研究の基盤や治療法の発見にもつながると考えられる。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、治療抵抗性の口腔癌に対して、Ca2+・ミトコンドリアネットワークの観点からシ
スプラチン耐性機構を解明するとともに、細胞死誘発 Ca2+シグナルを特異的に増強させ、効果的
なシスプラチンによる癌治療法の創出を目指す。次の 4つの研究により成り立っている。 
 
① ヒト口腔癌細胞株における Ca2+の関与 
 シスプラチン耐性と Ca2+の関連性について調べるために、シスプラチンに治療抵抗性のあるヒ
ト口腔癌細胞株:HOC-313 および TSU を用いる。これらの細胞に対してシスプラチン投与下に、
細胞外 Ca2+除去剤:EGTA、細胞内 Ca2+除去剤:BAPTA-AM、ミトコンドリア Ca2+ユニポーター阻害
剤:ruthenium360、一過性受容器電位チャネル阻害剤:AMG9810, capsazepine、Ca2+拮抗
薬:Verapamil, Nifedipine, Diltiazem, Mibefradil で処理し、細胞増殖や細胞死を測定するこ
とで Ca2+の関与を確認する。 
 
② Ca2+とミトコンドリア動態の関連性の検討 
 ①の結果をもとに、シスプラチンと各種薬剤投与後、細胞質 Ca2+([Ca2+]cyt)およびミトコンド
リア Ca2+([Ca2+]mit)反応性蛍光プローブを用いて、[Ca2+]cyt と[Ca2+]mit の変化を測定する。ま
たその際に引き起こされるミトコンドリアの形態異常(断片化、膨潤、凝集など)を確認する。さ
らにミトコンドリアの形態異常による細胞死がアポトーシス由来かどうか、カスパーゼ阻害
剤:Z-VAD-FMK を用いて抑制されるかどうかを検討する(図 3)。 
 
③ 抗癌剤耐性を減弱させる薬剤の検索および新たな治療戦略の開発 
②と併行して、研究協力者らと共に、プラズマ照射液を用いて、ヒト口腔癌細胞株のミトコン
ドリア内 Ca2+の変化や形態異常を調べる。またシスプラチンにプラズマ照射液を上乗せした効果
を確認する。 



 
④ PDX モデルを使用した患者由来癌に対する抗腫瘍効果の検討 
 申請者らの教室では、研究協力者である当大学ヒトレトロウイルス学共同研究センター:岡田
誠治教授らと共に、口腔癌の PDX モデルを積極的に作成している。①-③)の研究計画で明らかと
なったものを、PDX モデルを活用して抗腫瘍効果を検討し、新たな治療法の創出や臨床への応用
につなげる。 
 
４．研究成果 
① 使用した口腔癌細胞株 
複数の口腔扁平上皮癌細胞株にシスプラチンを曝露させた後に、IC:50 をもとにシスプラチン
感受性株：SAS、HSC-3 とシスプラチン耐性株：HOC-313、TSU の計 4株を実験に使用した。 
 
② シスプラチン耐性株におけるカルシウム阻害剤併用実験 
 予備実験において、感受性株および、耐性株にさま
ざまな濃度のシスプラチンを曝露させたときの細胞内
カルシウム濃度を測定した。試薬は細胞内のカルシウ
ム染色剤である Fluo-4 AM を用いて測定している。そ
の結果、図 1 のように濃度依存的に細胞内のカルシウ
ム濃度の上昇を認めたため、口腔癌細胞株ではシスプ
ラチン投与によるカルシウムの何らかの影響が示唆さ
れた。そこで、代表的なカルシウム阻害剤である細胞
外カルシウム除去剤:EGTA、細胞内カルシウム除去
剤:BAPTA-AM、ミトコンドリア Ca2ユニポーター阻害
剤:ruthenium360 の 3剤を使用して、そのシスプラチンとの併用効果を確認した。まずは耐性株
におけるシスプラチンの増強効果を確認するために、HOC-313 のみを使用して実験を行った結果、
図 2のように細胞外カルシウム除去剤である EGTA との併用が耐性株におけるシスプラチンの効
果を高める結果となった。 

③ シスプラチンが及ぼすカルシウム動態への影響 
 蛍光顕微鏡を用いて、シスプラチ
ン投与時の感受性株と耐性株におけ
るカルシウム動態を確認した。試薬
は Fluo-4 AM、ミトコンドリア染
色:Mitotracker、ミトコンドリア内
のカルシウム染色剤:Rhod-2AM を使
用した。その結果、図 3,4
に示すように感受性株お
よび耐性株において、定
常状態では両者とも細胞
内のカルシウムの蓄積を
認め、それはミトコンド
リアと一致していた。し
かしながらシスプラチン
を曝露させると、耐性株
ではミトコンドリアの膜
電位の低下を認め(傾向
強度の低下)、ミトコンド
リア内のカルシウムが感
受性株と比較して少ない
傾向を認めた(図 5)。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

これらの結果より、口腔癌におけるシスプラチン耐性機構には、ミトコンドリアの膜電位の変化
やミトコンドリア内へのカルシウムの蓄積の違いが関係している可能性が示唆された。 
 
④ ミトコンドリアへのカルシウムの取り込み経路 
 ミトコンドリア内へのカルシウムの移動にはミトコンドリアの膜電位が関係している可能性
があるため、JC-1 染色キットを使用してシスプラチン曝露時の膜電位を測定した。その結果、
耐性株においてはシスプラチン曝露 24 時間後には過分極の傾向に、感受性株では脱分極を認め
る傾向となった（図 6）。今回は晩期の反応をみる形となったが、カルシウムの挙動は早期の反
応も重要との報告もあるため、今後はシスプラチン曝露後の早期の膜電位についても検討する
必要がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
→②〜④の結果より、口腔癌細胞株におけるシスプラチンの耐性機構には、シスプラチン曝露時
のカルシウムの局在やミトコンドリアの膜電位、ミトコンドリアへのカルシウムの流入経路な
どが関係している可能性が示唆された。今後はどの経路を利用してカルシウムを細胞内やミト
コンドリア内へ移動させるのか、またそれらの経路を阻害した場合のシスプラチンの効果など
を検討していく。シスプラチンによる細胞死が、アポトーシスメインなのか、それ以外の経路な
のかに関しても検討していく必要がある。 
 
⑤ 新たな治療戦略の開発 
 最後に共同研究者らが使用しているプラズマ照射液は、難治性癌である悪性黒色腫や骨肉腫、
線維肉腫、神経芽細胞腫に対して腫瘍選択的な細胞死誘発剤であることを報告しており、この難
治性癌を細胞死に向かわせたという事実は、治療抵抗性の口腔癌にも応用できる可能性を秘め
ている。そこで口腔癌細胞株の実験では、プラズマ照射液が細胞死を引き起こしたという結果を
得ていたため、マウスを用いた実験を行った。条件設定等の問題のせいか、体重減少などの副作
用は認めなかったが、vivo では明らかな抗腫瘍効果を得ることができなかった。今後はプラズ
マ照射液の濃度や投与量の調整、シスプラチンとの併用、その際の細胞内やミトコンドリア内の
カルシウムの挙動等にも注目していく。 
 
⑥ PDX モデルの作成 
 最終的には PDX モデルを使用した vivo の実験へ持って行く予定である。 
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