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研究成果の概要（和文）：正常ケラチノサイトと口腔扁平上皮癌細胞とをROS（過酸化水素）で処理して、細胞老化機
構の違いを比較すると、正常ケラチノサイトではP16(INK4a)とP21(clip1)の発現が亢進していた。正常ケラチノサイト
ではROSによってP16(INK4a)のプロモーター領域のメチル化レベルが低下しエピジェネティック修飾を受けていた。ROS
によってメチル化酵素DNMT1発現が抑制されることがP16(INK4a)の発現亢進に寄与していた。一方、口腔扁平上皮癌細
胞ではメチル化抑制もDNMT1発現抑制も見られなかった。従って口腔発がんの予測因子として細胞老化のエピジェネテ
ィック修飾が重要と考えられた。

研究成果の概要（英文）：In order to investigate the mechanism how reactive oxygen species (ROS) induce car
cinogenesis of keratinocytes, normal human kerainocytes (NHEK) and oral squamous carcinoma cells (SCCs) we
re treated with hydrogen peroxide, and compared for the expressions of cellular senescence-associated mole
cules that is thought to be one of the tumor suppressor mechanisms. Hydrogen peroxide increased the expres
sions of senescence associated-beta-galactosidase and p16(INK4a) and induced the growth arrest in G0/G1 ph
ase, in NHEK, but not SCC cells. Methylation level in p16 (INK4a) promoter was reduced with hydrogen perox
ide in NHEK, but not SCCs. Methylation inhibitor 5-Azac enhanced the expression of p16 (INK4a) in NHEK, bu
t not SCCs. The expression of DNA methyltransferase DNMT1 was suppressed in NHEK, but not SCCs. The inhibi
tion of cellular senescence through the epigenetic modification on p16 (INK4a) expression may play an impo
rtant role in carcinogenesis of keratinocytes.
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１．研究開始当初の背景 
 舌癌をはじめとする口腔癌はそのほとん

どが粘膜上皮の扁平上皮細胞（ケラチノサイ

ト）から発生する扁平上皮癌である。がん治

療のめざましい進展にもかかわらず 20〜30

年に渡って口腔癌の生存率は改善していな

い。生存率改善のための１つの方策は早期が

んおよび前がん病変の早期発見と口腔発が

んの予防である。他臓器の癌と同様に口腔癌

も高齢者に多い。発がん機構の１つに、炎症

等で発生した活性酸素（ROS）により細胞の

DNA が酸化され、例えばゲノムに生じた

8-oxo-guanine により生じる DNA 複製のミス

マッチがある。従って正常細胞は ROS に対す

る様々な防御反応を有する。正常ケラチノサ

イトでも酸化 DNA を除去する酵素の発現が

ROS により上昇する。このような防御反応の

１つが細胞老化であると考えられる。細胞老

化には多様な特徴が含まれるが、最も重要な

特徴は不可逆的な細胞周期の停止である。正

常細胞は ROSにより DNAにダメージを受けて

も細胞老化することによってがん化を防い

でいると言える。逆に言うと、がん細胞は細

胞老化を回避していることが考えられる。従

って口腔発がんのメカニズムを理解するた

めにはケラチノサイトの細胞老化機構にも

着目する必要があった。 

 

２．研究の目的 

 細胞に対する酸化ストレスであるROSに対

する正常口腔粘膜（正常ケラチノサイト）の

ストレス防御機構と発がんのメカニズムを

明らかにするために、正常ケラチノサイトの

細胞老化機構とエピジェネティック修飾を

検討する。正常ケラチノサイトと口腔扁平上

皮癌細胞とを培養し、ROS（過酸化水素）で

処理して、細胞老化機構、特に細胞老化マー

カー発現の違いを比較し、その違いの原因を

探索する。また、口腔扁平上皮癌細胞の分化

程度とエピジェネティック修飾との関係を

検討し、発がん予測との関係を調べる。 

 

３．研究の方法 

１）過酸化水素（ROS）で処理された正常ケ

ラチノサイト（NHEK）と口腔扁平上皮癌細

胞から mRNA を分離し、DNA マイクロアレ

イによって発現遺伝子の相違を比較する。 

２）正常ケラチノサイト（NHEK）と口腔扁

平上皮癌細胞とを過酸化水素で処理し、細胞

老化マーカーSA-β-galactosidase の発現を

調べる。 

３）正常ケラチノサイト（NHEK）と口腔扁

平上皮癌細胞とを過酸化水素で処理し、

p53TP53、p21cip1、p16INK4aの発現を RT-PCR

および Western blotting で解析する。 

４）正常ケラチノサイト（NHEK）と口腔扁

平上皮癌細胞とを過酸化水素で処理し、DNA

メチル化酵素 DNMT1 の発現を RT-PCR お

よび Western blotting で解析する。 

５）正常ケラチノサイト（NHEK）と口腔扁

平上皮癌細胞とをメチル化インヒビター

5-Azac で処理し、p53TP53、p21cip1、p16INK4a

の発現を RT-PCR および Western blotting

で解析する。 

６）正常ケラチノサイト（NHEK）と口腔扁

平上皮癌細胞とを過酸化水素で処理し、

p16INK4a 遺伝子プロモーターのメチル化レベ

ルを解析する。 

７）分化程度の異なる口腔扁平上皮癌細胞の

ケラチン 13 遺伝子発現と同遺伝子のクロマ

チン修飾（ヒストン修飾）とを比較する。 

 

４．研究成果 

・正常ケラチノサイト（NHEK）と口腔扁平

上皮癌細胞（SCC）との比較 

（１）DNA マイクロアレイ：過酸化水素処

理により p21cip1と p16INK4aの発現は SCC よ

りも NHEK の方が亢進していた。 



 

（２）SA-β-galactosidase（SA-β-gal）の

発現：過酸化水素処理により NHEK の SA-

β-gal 発現が見られたのに対し SCC では

SA-β-gal 発現が見られなかった。NHEK は

ROS により細胞老化するが、がん細胞は細胞

老化しないことが示された。 

 

（３）p53TP53、p21cip1、p16INK4aの発現：過

酸化水素処理によって、NHEK と SCC とも

に p53TP53の発現に変化はなかった。しかし、

p21cip1とp16INK4aの発現はNHEKで上昇し、

SCC では変化がなかった。p21cip1と p16INK4a

とは共に細胞老化による細胞周期停止に関

与していることが報告されているため

NHEK では ROS により細胞老化が生じ、

SCC は細胞老化しないことを反映している。 

 

（４）DNMT1 の発現：過酸化水素処理によ

ってNHEKのDNMT1発現が抑制されたが、

SCC の DNMT1 発現には変化がなかった。

NHEK では ROS により遺伝子のメチル化レ

ベルが減少することが示唆された。 

 

（５）メチル化インヒビター5-Azac の効果：

5-Azac で細胞を処理すると、NHEK では

p21cip1と p16INK4aの発現が上昇したが、SCC

では変化がなかった。ROS による p21cip1 と

p16INK4a の発現、つまり細胞老化には遺伝子

のメチル化が関与していることが考えられ

た。 

 

（６）p16INK4a のプロモーター領域のメチル

化：過酸化水素処理によって、NHEK では

p16INK4a プロモーター領域のメチル化レベル

の低下が見られたが、SCC では変化が見られ

なかった。 

 

（７）口腔扁平上皮癌細胞（SCC）における

その他のエピジェネティック修飾：SCC の分

化マーカーであるケラチン 13 遺伝子のクロ

マチン修飾を解析すると、正常ケラチノサイ

トと比べて、SCC ではケラチン 13 遺伝子のヒ

ストン H3N 末端（K9、K4、K27）のメチル化



が亢進し、ケラチン 13 の発現が抑制されて

いることがわかった。また、Polycomb 複合体

阻害薬DZNepでがん細胞を処理することによ

ってヒストンの脱メチル化が生じ、がん細胞

にケラチン 13 遺伝子の発現を誘導できるこ

とが示された。 
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