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研究成果の概要（和文）： 

口腔癌治療は、外科療法・放射線療法・化学療法の集学的治療が標準治療であるが、審美性
や機能性の温存という見地から外科療法による十分な切除範囲を設定することが困難な場合も
多い。そのため化学療法の重要性は高く、新薬の開発が期待されている。現在、その開発は癌
細胞の生物学的特性に基づいた分子標的薬が主流となっている。現在までに様々な癌に対して
数多く開発され、ある種の癌腫に特異的、顕著な効果を示すものが確認されたがも、口腔扁平
上皮癌に対して効果を示す特異的な分子標的治療薬の報告は少ない。われわれは分子標的治療
阻害剤キットを使用し、分子標的治療剤の効果を網羅的に解析したところ、9 種類の口腔扁平
上皮癌細胞株に対して Na+-K+ATPase 阻害剤が全ての口腔扁平上皮癌細胞株で顕著な効果を認
めた。すなわち、口腔癌の分子標的治療薬として Na+-K+ATPase の阻害剤が有効である可能性が
示唆された。さらにわれわれは口腔扁平上皮癌由来細胞株である SAS 細胞において
Na+-K+ATPase の阻害剤の一つである Sanguinarine の抗腫瘍効果を確認したところ、濃度依存
的に増殖・浸潤抑制効果を認めた。しかし細胞外基質における接着性においては著明な抑制効
果を示さなかった。また Caspase3/7 の活性化、PARP の断片化、および核 DNA の断片化を惹起
し、Apoptosis関連タンパクである Bcl-2 の減少、Bax の増加を認め、著明な Apoptosis誘導効
果を示した。この結果より、Sanguinarine Na+-K+ATPase の阻害剤が口腔扁平上皮癌に対する
新たな治療薬になりうることが示唆された。 
研究成果の概要（英文）： 
  The effects of benzophenanthridine alkaloids (QBA), known mainly as sanguinarine and 
chelerythrine, on the inhibition of cancer cell proliferation have been well established.  
Here, we demonstrated the antitumor activity of sanguinarine using in vitro assay systems 
in SAS, a human oral squamous cell carcinoma (OSCC) cell line.  The anti-proliferative 
and -invasive effects were confirmed with IC50 values in the concentration range of 
0.75-1.0 mM by MTT assay and invasive assay, respectively.  Sanguinarine was also able 
to suppress cell anchorage-independent growth, whereas it did not affect the cells’ 
adhering capabilities.  Finally, we found that sanguinarine induces apoptotic cell death 
by activating caspase and the Bcl-2/Bax ratio.  Taken together, these results demonstrate 
that sanguinarine,sodium pump (Na+/K+-ATPase) inhibitor, is a potential inhibitor of 
tumorigenesis and suggest that it may be valuable in the development of new anticancer 
drugs for the treatment of oral squamous cell carcinoma. 
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           口腔扁平上皮癌 
 
１．研究開始当初の背景 
分子標的治療薬は癌細胞に特異的に作用す
るため、従来の抗癌剤による化学療法に比べ、
より効果的で副作用の少ない治療と言える。
そのため、新たな化学療法薬として近年注目
されており、いくつかの分子標的阻害剤が臨
床応用で一定の効果を上げている。われわれ
は、190 種類の分指標的阻害剤を網羅的に解
析できる分子標的阻害剤キットを用い口腔
扁上皮癌細胞に対するスクリーニングテス
トを行ったところ、ATP 合成酵素である
Na+-K+ATPase で多くの癌細胞に対して特異
的な抗腫瘍効果を認めた。そこで、本研究に
お い て 口 腔 癌 組 織 ま た は 細 胞 の
Na+-K+ATPase の発現と機能を解析するとと
もに、抗腫瘍効果における Na+-K+ATPase の
役割を評価し、これを標的とした新たな口腔
癌の治療や予後因子として貢献できるかど
うか検討する 
２．研究の目的 
細胞の ATP 合成に関与する Na+-K+ATPase の
口腔扁平上皮癌における発現とその役割に
ついて検索し、その制御が抗腫瘍効果に有用
であるか検討するものである。これらを解析
することにより、口腔癌細胞特異的に作用し、
高い抗腫瘍効果を発揮する分子標的治療薬
としての開発を試みることを目的とする。 
３．研究の方法 
ヒト口腔扁平上皮癌由来細胞株である SAS細
胞を使用し、MTT assay・Colony formation 
assay にて細胞増殖抑制効果の検討を行った。
また、Invasion assay・Adhesion assayにて
浸潤・接着抑制効果を、さらに DNA Ladder・
TUNEL assey ・ Caspase assay ・ Western 
Blotting にて Sanguinarine の Apoptosis 誘
導効果について検討を行った。 
４．研究成果 
(1)文部科学省がん特定・統合がん「化学療
法基盤情報支援班」より発表された分子標的
治療阻害剤キットを用い、9 種類の口腔扁平
上皮癌細胞株に対して 190個の阻害剤の抗腫
瘍効果についてスクリーニングテストを行
ったところ、Na+-K+ATPase阻害剤が 9種類全
ての口腔扁平上皮癌細胞株で顕著な効果を
示した。すなわち、口腔癌の分子標的治療薬
として Na+-K+ATPase の阻害剤が有効である
可能性が示唆された。 
 
<口腔癌細胞に対する分子標的治療阻害剤キットを

もちいたスクリーニングテストの結果> 

 

※数字はコントロールの growthを 100としたときの

growth rateを示す 

 
(2) Na+-K+ATPase 阻 害剤 の 一 つ で ある
Sanguinarine の口腔扁平上皮癌に対する増
殖抑制活性を MTT assay・Colony formation 
assay に確認した。IC50 は MTT assay では
0.75 uM(Fig.1a) 、 Colony formation 
assay(Fig.1b)では 0.25-0.5 uM の間で確認
できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
           Fig.1a 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
            Fig.1b 
 
(3) Sanguinarine の浸潤抑制活性を Boyden 
chambers法で確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      Fig.2 
Boyden chambers 法は細胞がすり抜けられ
る程度の孔を空けたポリカーボネート膜の
上下で上段に細胞と阻害因子を含んだ培養
液を入れ、細胞遊走因子を含んだ下段の分
画に移動した細胞数を計測するものである
が、Sanguinarineは Fig.2の如く用量依存的
に浸潤抑制効果を示し、IC50 は 1.0 uM であっ
た。 
 



(4) SAS 細胞の様々な細胞外基質に対する接
着性においては Sanguinarine 添加が著明な
抑制効果を示さなかった。 (Fig.3) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                 Fig.3 
 
(5)細胞増殖抑制活性のメカニズムの詳細を
明らかにするため、まず細胞のシグナル伝達
MAP キナーゼファミリーへの影響を調べた。
その結果、3大 MAPキナーゼ経路を全て 30分
以内に活性化することが明らかになった。
(Fig.4)これらの所見は Sanguinarine添加に
よって細胞にチロシンキナーゼ型レセプタ
ーにより細胞伝達シグナルが入力すること
を示している。さらにこれらのシグナルが下
流の Apoptosisシグナルに伝達されている可
能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
           Fig.4 
 
(6) 前 項 目 の 可 能 性 を 確 認 す る 為 に
Sanguinarine 添加による Caspase 活性、核
DNA の断片化を確認することとした。その結
果、Caspase3/7 の活性化(Fig.5 a)、核 DNA
の断片化(Fig.5 b)を共に Sanguinarine 添加
0.75uMで惹起していた。また、Apoptosis関
連タンパクである Bcl-2 の減少、Bax の増加
を認め(Fig.5 c)、TUNNEL 染色でも直接的に
Apoptosis誘導の証拠を確認した。(Fig.5 d ) 
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        Fig.5 b                  Fig.5 c 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       黄色矢印がアポトーシスを生じた細胞                        

         Fig.5 d 
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