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研究成果の概要（和文）： 
頭頸部癌細胞株を抗癌剤（シスプラチンまたはドセタキセル）の存在下で培養し、濃度を段階

的に上げていく手法で選択的にクローニングすることにより薬剤耐性株を樹立した。耐性株の

中の 1個の細胞を分離し PCR 法を用いてミトコンドリア DNA (mtDNA) を増幅した。耐性株にお

いては、欠失を伴った変異 mtDNA が確認できた。また、頭頸部癌症例の組織の凍結切片からレ

ーザーマイクロダイセクションにより得られた細胞ごとの mtDNA は、安定した増幅が得られな

かった。 

 

研究成果の概要（英文）： 
Chemotherapeutic agent-resistant head and neck cancer cell lines were selected by a 
dose-escalating exposure to cisplatin or docetaxel. Mitochondrial DNA (mtDNA) from 
individual drug-resistant cells was extracted and subjected to PCR amplification of 
full-length mitochondrial genomes to examine mtDNA from single cells. We could 
detect deleted form of mtDNA in drug-resistant cells. Otherwise, we could not establish 
mtDNA reproducible amplification from single cells derived by laser microdissection of 
fresh frozen head and neck cancer tissues. 
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１．研究開始当初の背景 
 頭頸部癌の全悪性腫瘍に占める割合は 5％
程度であるが、世界で毎年 50 万人以上が罹

患し、全悪性腫瘍中 6 番目に多い疾患である。
治療において、頭頸部領域はその部位の性格
上、機能（聴覚、嗅覚、味覚、構音、発声、
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嚥下等）と形態の温存が大変重要であり、放
射線療法と化学療法の果たす役割は極めて
大きい。現在頭頸部癌化学療法の中心的役割
を担うのは、シスプラチンとドセタキセルで
あり、両者の併用療法や、放射線との併用療
法により放射線増感作用を有することも認
められている。白金錯化合物であるシスプラ
チンは、核酸塩基と結合することにより、主
に DNA の 1 本鎖内架橋や 2 本鎖間架橋を作
り DNA 合成や腫瘍細胞の分裂を阻害する。
ドセタキセルはチューブリンの重合を促進
し、安定な微小管を形成すると共に、その脱
重合を抑制する。また、細胞内においては形
態的に異常な微小管束を形成する。これらの
作用により、細胞の有糸分裂を停止させて抗
腫瘍作用を発揮する。このように効果がある
一方で、癌が抗癌剤に対する薬剤耐性を獲得
することはしばしばおこり臨床上問題とな
るが、薬剤耐性がおこる機序については、未
だ解明されていない。 
 
２．研究の目的 
 研究代表者らは、頭頸部癌細胞株およびそ
の株から作成したドセタキセル耐性株を用
いて、ドセタキセル耐性の獲得におけるミト
コンドリア DNA (mtDNA) および活性酸素の
役割について、知見を得た（Mizumachi T., 
Suzuki S. et al., Oncogene 27: 831-838, 2008）。
活性酸素の主たる産生源であるミトコンド
リアが、抗癌剤の作用に関与していることは
十分予想され、このことは抗癌剤と活性酸素
との関連を示す報告 (Caporossi, D. et al., Free 
Radical Biology & Medicine 35: 1355-64, 2003, 
Schaaf, GJ. et al., Free Radical Research 36: 
835-43, 2002) を裏付ける形となった。 
 ミトコンドリアは細胞のエネルギー代謝、
活性酸素の産生、アポトーシスへの関与など
の重要な働きを持ち、独自の DNA を有する
唯一の細胞小器官である。ヒトの mtDNA は、
大きさ 16.6 kbp の環状二本鎖 DNA であり、
細胞により各ミトコンドリアあたりの
mtDNA のコピー数は様々である。mtDNA は
酸化的リン酸化に関与する 13 種のポリペプ
チド、２種の rRNA、ミトコンドリア内のタ
ンパク合成に必須な２２種の tRNA をコード
している  (Anderson, S. et al., Nature 290: 
457-65, 1981)。ｍｔDNA の塩基置換速度は核
遺伝子の 10 倍速いとされ、mtDNA の変異の
頻度は高く、一方で変異を修復する頻度も高
いとされている。 
研究代表者らは、全ミトコンドリアゲノム

を PCR 法を用いて増幅することにより正常
mtDNA及び欠失を伴った変異mtDNAを検出
する方法を確立した。それにより、前立腺癌
細胞の mtDNA がアンドロゲン依存性を決定
することを証明した (Higuchi, M., Kudo, T., 
Suzuki, S. et al., Oncogene 25: 1437-45, 2006) 。

個々のミトコンドリアには多数の mtDNA が
存在しているため、正常 mtDNA と変異
mtDNA が混在する場合には、核遺伝子変異
とは全く異なる mtDNA 独自の挙動を示す。
また、個々の細胞は多数のミトコンドリアを
有し、細胞としての表現型は変異ミトコンド
リアの割合、即ち変異 mtDNA の割合に規定
されるという仮説が成り立つ。変異ミトコン
ドリアの変異と修復が同じ確率で起こると
仮定すれば、細胞分裂による世代が繰り返さ
れるうちに、多くの変異ミトコンドリアを有
する細胞が少数出現する。この確率的再分配
理論によれば、個々の細胞における変異ミト
コンドリア、言い換えれば変異 mtDNA の数
がある「閾値」を越えると、表現型が発現さ
れるという仮説が成り立つ。したがって、
mtDNA の変異を見る際に、「腫瘍塊」や「細
胞集団」としてではなく、一つあるいは少数
の細胞の mtDNA の変異の量的（ミトコンド
リアの数）、質的（変異 mtDNA の出現の多さ）
解析が極めて重要であると考えられる。 
 研究代表者は、平成１６年から平成１７年
にかけて、米国アーカンソー医科大学生化
学・分子生物学講座の研究員として、前立腺
癌がホルモン不応答性を獲得する原因とし
ての mtDNA の変異について研究した。その
際に「研究の方法」の項で記述するような方
法を用いることにより、培養細胞１個から
PCR 法によりミトコンドリアゲノムを増幅
する方法を経験している。 
 分子生物学的、生化学的、病理組織学的手
法を生かし、本研究では頭頸部癌における抗
癌剤に対する薬剤耐性獲得の機序の一部を
解明するとともに、将来的に化学療法を施行
する際の予後因子として mtDNA の変異を臨
床応用できるようにするのが目的である。 
 
３．研究の方法 
(1) 頭頸部癌細胞株でのmtDNA変異の検索
①薬剤耐性株の樹立 
 頭頸部癌細胞株を抗癌剤（シスプラチン、
ドセタキセルなど）の存在下で培養し、死
滅しなかった細胞を選択的にクローニング
し、薬剤耐性株を樹立する。その方法は細
胞により異なり、試行錯誤を要する。いろ
いろな条件や複数の方法を同時に試みた。
 1）抗癌剤の濃度をある程度高く、短時間
の処理を施し、休息期間を設けて、段階的
に濃度を上げていく方法 2）抗癌剤の濃度
を低濃度から高濃度に各濃度を数日から数
週間かけて段階的に上げていく方法 を行
う。 
②mtDNAのPCR法による増幅 
 低濃度の細胞懸濁液をごく少量ずつ培養
用のプレート（384ウェル）等に分配するこ
とにより、一つの細胞のみが含まれるウェ



 

 

ルが見つかる。この細胞を溶解し、PCR法
を用いてmtDNAを増幅する。その際、全ミ
トコンドリアゲノムを増幅する方法として、
long-distance nested PCR法という手法を用
いる。mtDNAのD-Loop領域に設定した二組
のプライマーを用いてnested PCRを行い、
大きさ16kbpのmtDNAを増幅することがで
きる (Khrapko, K., et al., Nucleic Acids 
Research 27: 2434-41, 1999) 。 
③mtDNA のreal-time PCR法による増幅 
 mtDNAのND1領域に設定したプライマ
ーを用いてreal–time quantitative PCRを行
い、あらかじめ既知の濃度のスタンダード
との比較により、細胞内のmtDNAの数を測
定する。 
④解析 
 以上の手法で親株と薬剤耐性株との間に
mtDNA の量的、質的差異、即ち正常 mtDNA
の数の変化や変異 mtDNA の出現や数の変化
などがあるかどうかを検討し、薬剤ごとに差
があるかどうかなどを解析する。 
 
(2) 頭頸部癌組織での mtDNA 変異の検索 
① 頭頸部癌症例から組織の収集 
当科受診あるいは関連施設受診の頭頸部

癌の症例から生検材料の一部採取や手術材
料からのサンプリング等を行い、腫瘍を-70℃
にて凍結保存しておく。症例に関しては、抗
癌剤治療歴、放射線治療歴、無治療の症例そ
れぞれを収集する。 
②組織からの mtDNA 抽出 
 凍結保存しておいた腫瘍をクリオスタッ
トにて薄切し、スライドグラス上にマウント
したものをレーザーマイクロダイセクショ
ン法により、一つの癌細胞または少数の癌細
胞集団を得る。これを用いて、(1)-②に示し
たものと同様な方法により、mtDNA の増幅
を行う。 
③解析 
 同一患者での化学療法前後の mtDNA の量
的・質的差異があるかどうか、組織型による
差異が見られるかどうか、扁平上皮癌の分化
度による差異があるかどうかといった解析
を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 薬剤耐性株の樹立 
頭頸部癌細胞株を抗癌剤（シスプラチン、

ドセタキセル）の存在下で培養し、死滅しな
かった細胞を選択的にクローニングし、シス
プラチン耐性株およびドセタキセル耐性株
を樹立した。その方法は細胞により異なり、
試行錯誤を要した。抗癌剤の濃度を低濃度か
ら高濃度に各濃度を数日から数週間掛けて
段階的に上げていく方法で、最終的には薬剤
耐性株を樹立した。 

(2) 薬剤耐性細胞からの mtDNA の増幅 
抗癌剤（シスプラチン、ドセタキセル）耐

性の頭頸部癌細胞株に対し mtDNA を
long-distance nested PCR 法を用いて増幅を行
い、いずれの耐性株においても、欠失を伴っ
た変異 mtDNA が確認できた。一方で real-time 
PCR法を用いて増幅を行い、細胞内のmtDNA
の定量化を行ったが、その定量は一定の傾向
は得られず、再現性を確認できなかった。 
(3) 頭頸部癌組織からの mtDNA の増幅 
頭頸部癌症例の組織の凍結切片よりレー

ザーマイクロダイセクションにより細胞株
と同様な手法を用いて細胞ごとの mtDNA の
量的・質的な差異をみることを試みた。抗癌
剤・放射線治療歴、無治療いずれの症例の組
織からも long-distance nested PCR 法を用いて
増幅を行ったが、安定した増幅が得られず、
変異あるいは正常 mtDNA の確認ができなか
った。 
 
 ひとつの細胞から得られる mtDNA を増幅
する方法として long-distance nested PCR 法は
有用と考えられるが、real-time PCR 法による
定量化には課題が残った。別の方法が必要と
考えられる。 
 癌組織のひとつの細胞からレーザーマイ
クロダイセクションにより得られる mtDNA
は、細胞株のひとつの細胞から得られる
mtDNA に比して数が少ない可能性があり、
癌組織からの mtDNA 抽出には新たな方法が
必要と考えられる。 
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