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研究成果の概要（和文）：癌遺伝子 Akt1 に対する合成 small interfering RNA (siAkt1) は、

アテロコラーゲンと混合し生体内へ投与することにより、選択的にヒト口腔扁平上皮癌移植腫

瘍組織に送達されることが明らかとなった。また、siAkt1 の治療効果を予測する方法として血

清オステオポンチン値および in vitro 感受性試験の有用性を示した。以上の結果より、ヒト

口腔扁平上皮癌細胞では Akt1 が癌遺伝子として重要な機能を担っており、Akt1 が新しい治療

標的になる可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： Synthetic small interfering RNA targeting oncogene Akt1 (siAkt1) 
was specifically delivered human oral squamous cell carcinoma (OSCC) xenografted tumors 
by atelocollagen-mediated systemic administration. Furthermore, we showed the usefulness 
of serum osteopontin and in vitro sensitivity test to predict the clinical effect of siAkt1. 
These results suggest that Akt1 functions as a critical oncogene in human OSCC cells and 
targeting Akt1 appears a novel approach for treatment with oral cancer. 
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１． 研究開始当初の背景 

当科における口腔癌の進行病期別疾
患特異的 3 年生存率は Stage I 100%, 
Stage II 100%, Stage III 77%, Stage IV 
73% (2001-2007 年) である。口腔癌に
おいてリンパ節転移は重要な予後因子
で、その正確な診断は治療を行う上で極
めて重要である。われわれは 2001 年よ
りリンパ節転移診断にセンチネルリン

パ節生検を用いているため、より正確に
頸部リンパ節転移の有無を診断するこ
とができる。すなわち、診断精度の高い
検査方法により正確な進行病期の把握
が可能となり、より適切な治療が行える
のである。そのため、早期癌 (Stage I, 
II) の治療成績は十分満足できるレベ
ルに達している。一方、進行癌 (Stage 
III, IV) の治療成績は 75% 前後であり、
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これを向上させるためには新規治療法
の開発が必須である。 
口腔癌の増殖、浸潤、転移において重

要な機能を担っている癌遺伝子すなわ
ち口腔癌のアキレス腱となる遺伝子を
同定し、分子標的とすることにより治癒
あるいは癌との共存が期待できる。そこ
で、われわれはマイクロアレイを用いて
ヒト口腔扁平上皮癌組織 10 検体およ
びヒト口腔扁平上皮癌細胞 10 株全て
に共通して発現亢進の認められる癌遺
伝子として Akt1 を同定した。さらに、
低濃度で十分に Akt1 の発現を抑制で
き る 合 成  small interfering RNA 
(siAkt1) を見出し、ヒト口腔扁平上皮
癌細胞、唾液腺癌細胞、前立腺癌細胞に
対する siAkt1 の抗腫瘍活性を明らか
にした。さらに、合成 siRNA の生体内
への投与方法についてはリポソームや
高分子ミセルを用いたデリバリーシス
テムの開発が進んでいるが、われわれは
アテロコラーゲンを用いて siAkt1 の
腫瘍周囲および静脈内投与による抗腫
瘍活性をヒト口腔癌細胞ヌードマウス
背部皮下移植腫瘍モデルを用いて確認
した。 

 
２． 研究の目的 

本研究では、これまでの研究成果をさ
らに発展させることにより、Akt1 を分
子標的とした新規口腔癌治療の確立お
よび siAkt1/アテロコラーゲン製剤の
医薬品化を目指した。 
(1) 口腔癌組織より腫瘍細胞を分離し、
in vitro の系にて siAkt1 を導入し、
その増殖阻害効果を検証できる方法を
確立する。Akt1 に対する実際の分子標
的治療に際しては、治療対象とする個々
の口腔癌が Akt1 によりその増殖が支
持されていることを確かめることが必
須である。 
(2) Akt1 により発現調節を受ける可溶
性分泌蛋白質を同定する。同蛋白質の血
清濃度をモニターすることにより 
siAkt1 が Akt1 の発現を生体内におい
て実際に抑制していることを確認する
ことが可能となる。 
(3) siAkt1 のアテロコラーゲンを担体
とした生体への全身投与における動態
および安全性について明らかにする。 

 
３．研究の方法 

(1) 口腔癌組織を用いた siAkt1 
の抗腫瘍効果予測法の確立 
手術標本より口腔癌原発および転移

腫瘍組織の一部を採取し、腫瘍細胞を分
離培養した。無血清培地下での腫瘍細胞

の増殖を確認後、siAkt1 をリバースト
ランスフェクションし、3 日後に生細胞
数を WST-8 にて定量した。対照群と 
siAkt1 処理群の吸光度を比較すること
により、個々の腫瘍細胞の siAkt1 に対
する感受性を評価した。 
 
(2) Akt1 により発現制御を受ける可溶
性分泌蛋白質の同定 
培養ヒト口腔扁平上皮癌細胞に標的

配列の異なる siAkt1 を 2 種類個々に
導入した。48 時間後に total RNA と蛋
白質を抽出し、Akt1 の蛋白質発現抑制
率を Western blot 法にて評価した。80% 
以上の抑制効果が得られていることを
確認したのちに、その total RNA を用
いてマイクロアレイ解析を行い、発現変
動が認められる遺伝子群のうち標的配
列の異なる siAkt1 導入群に共通して
認められるものを Akt1 により発現制
御を受けている遺伝子群として同定し
た。その中より可溶性分泌蛋白質をコー
ドする遺伝子を同定した。 
 

(3) siAkt1/アテロコラーゲン製剤の生
体内全身投与における動態と安全性評
価 
siAkt1 をアテロコラーゲン 0.1% (低

用量)、0.2% (高用量) と混合し、マウ
ス尾静脈内に投与した。投与 5 日後に
剖検し、器官および組織の肉眼的および
病理組織学的評価を行った。さらに、腫
瘍組織、肺、肝、腎における内在性 Akt1 
蛋白質の発現量を Western blot 法にて
評価した。また、核酸投与によるインタ
ーフェロン応答を評価するために、肺、
肝、腎より total RNA を抽出し、リア
ルタイム定量化 RT-PCR 法にてインタ
ーフェロンγ応答遺伝子の mRNA の発
現量を評価した。 

 
４．研究成果 

(1) 口腔癌組織を用いた siAkt1 の抗
腫瘍効果予測法の確立 
口腔扁平上皮癌 10 症例を用いて検

討したところ全症例において siAkt1 
による細胞増殖抑制効果 (38%～94%) 
が確認された。また、全例において Akt1 
蛋白質の発現抑制効果が認められた。 
 
(2) Akt1 により発現制御を受ける可溶
性分泌蛋白質の同定 

標的配列の異なる siAkt1 導入群に
共通して認められる発現変動遺伝子で、
かつ可溶性分泌蛋白質をコードする遺
伝子の一つとして Osteopontin を同
定した。 



 

 

 
(3) siAkt1/アテロコラーゲン製剤の生
体内全身投与における動態と安全性評
価 
高用量 (0.2%) 投与群においては腎

臓、肺に不溶化したアテロコラーゲンの
塞栓が観察され、一部の動物では死亡が
認められたが、低用量 (0.1%) 投与群で
は若干の塞栓は確認できるもののそれ
による著しい機能的および器質的変化
は認められなかった。また、ヌードマウ
ス尾静脈内に投与された siAkt1 は選
択的にヒト口腔扁平上皮癌細胞背部皮
下移植腫瘍組織に送達され、RNA 干渉 
(RNAi) 効果と抗腫瘍活性を示した。一
方、主要臓器（肺、肝、腎）においては 
RNAi 効果およびインターフェロン応答
は全く認められなかった。 
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