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研究成果の概要（和文）：本研究では、口腔扁平上皮癌細胞株を用いて、抗癌剤（5FU、CDDP）と上皮増殖因子受容体(
EGFR)の分子標的治療薬（セツキシマブ）を併用した口腔癌治療法の検討と、腫瘍細胞に発現する特定酵素(群）がIFNG
分解責任酵素として作用し腫瘍免疫を減弱する腫瘍免疫回避メカニズムについて解析した。セツキシマブは主にAktを
阻害し、オートファジーの抑制により5FUのアポトーシスを増強させることが示唆された。各細胞株の培養系においてI
FNGの濃度減少が見られ、TACEのmRNA発現に細胞間の差がみられた。質量分析からIFNG分解にTACEや他の酵素、KRAS遺
伝子の関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we evaluated the combination chemotherapy for oral cancer us
ing anti-cancer agents (5-FU and CDDP) and the molecular target reagent, Cetuximab which is an antagonist 
of epidermal growth factor receptor (EGFR). We also analyzed the mechanism how the enzymes, which express 
on tumor cells and play as an IFNG degrading enzyme, affect circumvention of tumor immunity. Our results s
uggest that Cetuximab inhibits Akt and autophagy resulting in the up-regulation of apoptosis induced by 5-
FU. IFNG concentration was decreased in the culture supernatant of each cell line and the difference of mR
NA expression of TACE was observed among cell lines. Mass spectrometry analysis indicated that TACE, other
 enzymes and KRAS gene were involved in the degradation of IFNG.
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１．研究開始当初の背景 
口腔癌を含めた消化器癌は、癌発生にお

いてさまざまな要因が関与している。食品
添加物、喫煙、飲酒、大気汚染など、外因
性因子や環境因子により genetic、 
epigenetic な遺伝子異常がおこると考えら
れている。これらの遺伝子異常がどのよう
に口腔癌の発癌メカニズムに影響を与える
のかを解明することは、発癌予防の最大の
方策と考えられる。遺伝子異常は、発癌メ
カニズムのみならず、癌の薬剤感受性にも
関与しており、口腔癌の化学療法において
重要である。口腔癌に対する化学療法とし
て、シスプラチン、カルボプラチン、5-FU、
パクリタキセル、ドセタキセル等、様々な
抗癌剤が用いられ、これらの有用性が報告
されている。しかし、これらの薬剤につい
ての耐性癌の出現、局所再発の問題はいま
だに解決されていない。 
口腔癌の治療として、化学療法、手術療

法、放射線療法、あるいはそれらのコンビ
ネーションなどが併用されているが、その
治療効果には未だ課題が多く、現在のとこ
ろ有効な治療法が確立していない。その理
由の一つに癌細胞による腫瘍免疫回避メカ
ニズムが挙げられる。 
 腫瘍免疫において、インターフェロン

γ(IFNG)は腫瘍組織局所に浸潤したNK細胞
から分泌され細胞傷害性 T細胞活性化を惹
起し腫瘍細胞殺傷を誘導するなど抗腫瘍免
疫において重要なサイトカインである。ま
たIFNGはそれ自身が抗腫瘍活性を発揮する
ことや、インターフェロン-αとβの腫瘍細
胞に対する直接的な増殖抑制効果を増強す
る作用を有することから、IFNG の局所濃度
を増加させることで抗腫瘍活性を得る治療
法の可能性が検討されている。 
近年、従来の DNA,RNA を標的とする抗癌

剤と異なり、EGFR（epidermal growth factor 
receptor）など、細胞の増殖シグナルにか
かわるタンパク質を標的とした新しい分子
標的薬剤が数多く開発されている。EGFR は
口腔癌を含め多くの癌で過剰発現しており、
癌の増殖・血管新生・転移に関連している。
EGFR を標的とする薬剤の一つにセツキシマ
ブ（Cetuximab）がある。セツキシマブは、
キメラ化モノクローナル抗体であり、EGFR
のリガンド部位にアンタゴニストとして作
用し、EGFR 下流のシグナル伝達を阻害剤す
る。現在、大腸癌での有効性が認められ、
欧米ではすでに臨床応用が進んでいる。大
腸癌において、EGFR 下流の分子シグナルの

KRAS、BRAF、PIK3CA の変異が、EGFR 阻害剤
の薬剤効率に影響を与えることが知られて
いる。 
一方、口腔癌に関しては、米食品医薬品

局（FDA）が 2006 年 3月 1日、頭頸部の扁
平細胞がん（SCCHN）のセツキシマブと放射
線治療の併用療法を承認し、通常の化学療
法で治癒不可能な頭頸部がんが転移した患
者に対するセツキシマブの単剤療法も、同
時に承認されている。しかし、日本におい
ては、いまだ認可されていない。その理由
として、頭頸部腫瘍に対する基礎研究デー
タが大腸癌に比較して少なく、奏功率や、
他の抗癌剤との併用効果、抗腫瘍メカニズ
ムに関して不明な点が多いことがあげられ
る。しかし、口腔癌は大腸癌と同様に EGFR
を高発現しているため、セツキシマブの抗
腫瘍効果の可能性は十分に期待できる。日
本におけるセツキシマブの口腔癌治療への
応用のためには、口腔癌治療にセツキシマ
ブが有効であるかどうか、基礎的解析が急
務である。 
本研究では、口腔癌の EGFR 下流の分子シグ

ナル KRAS、BRAF、PIK3CA 変異と EGFR 阻害剤
の感受性について検討し、EGFR 阻害剤の口腔
癌治療への応用、また腫瘍細胞に発現する特
定酵素(群）が IFNG 分解責任酵素として作用
し、腫瘍細胞自身による IFNG 活性の阻止が
腫瘍免疫を減弱するという仮説を基に、腫瘍
免疫回避メカニズムについて検討する。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、分子標的治療薬（セツキシ

マブ[EGFR 阻害薬]）の口腔癌治療応用を目
指した基礎的検討を目的とする。口腔癌に
おける EGFR シグナルに関与する遺伝子
（KRAS、BRAF、PIK3CA など）の変異、エピ
ジェネティック異常（メチル化、アセチル
化の異常）、口腔癌細胞における新規 IFNG
分解責任酵素の同定とINFG阻害メカニズム
の解析、同定された IFNG 分解責任酵素の阻
害方法の開発と口腔癌化学療法への応用を
検討する。 
1) 口腔癌細胞株（HSC-2,3,4,SAS）の KARS、
BRAF、PIK3CA の遺伝子変異の有無を検討 
2) エピジェネティクス変異の検討（メチ
ル化、アセチル化異常の検討） 
3) それぞれの遺伝子変異の有無とセツキ
シマブの効果を比較検討 
4) セツキシマブ単独あるいは、抗癌剤（シ 



スプラチン、5-FU、タキソテール）または
エピジェネティクス制御剤
（Zebularine,SAHA）と併用し、細胞株、抗
癌剤、各種阻害剤の組み合わせの違いによ
る抗腫瘍効果を比較検討 
5) 遺伝子変異と薬剤効率に関連性が確認
された場合、正常遺伝子を導入した株と、
変異株とで、その薬剤効率を比較検討 
6) 以上の結果を基にセツキシマブと他の
薬剤の効果的な併用法を in vitro で確立 
7) ヒト口腔癌細胞の移植が可能なSCIDマ
ウスに、癌細胞株を移植し、in vitro のプ
ロトコールを参考に in vivo での移植腫瘍
細胞の増殖に対する併用効果を検討 
 
３．研究の方法 
1) 口腔癌細胞株（HSC-2,3,4,SAS）の KARS、

BRAF、PIK3CA の遺伝子変異の検討。細胞株
は、口腔扁平上皮癌細胞株(HSC-2,-3,-4)と
舌癌由来細胞株(SAS)を用い、
Microsatellite Instability （MSI）
analysis や Pyrosequencing assay を用い
て KRAS、BRAF 等の遺伝子変異、DNA 
methylation の解析を行う。 
2) エピジェネティクス変異の検討（メチ

ル化異常の検討） 
MethyLight assay を用いて分子生物学的

な異常を検討する。 
3) 抗腫瘍効果の検討  
セツキシマブ単独あるいは、抗癌剤、エ

ピジェネティクス制御剤、オートファジー
誘導剤（ラパマイシン）またはオートファ
ジー阻害剤（3MA、クロロキン）と併用し、
細胞株、抗癌剤、各種阻害剤の組み合わせ
の違いによる抗腫瘍効果を比較検討する。
抗癌剤は、シスプラチン,5-FU,タキソテー
ル、エトポシド、ドキソルビシンを使用す
る。エピジェネティクス制御剤は以下を用
いる。ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤
(HDAC 阻害剤)：NaB,SAHA,MS-275 を使用す
る。DNA メチル化酵素阻害剤(DNMT 阻害剤)：
Decitabine, Zebularine を使用する。 

各種薬剤の併用による抗腫瘍効果を観
察し、併用効果のみられる至適条件（各種
薬剤濃度、組み合わせ、投与時間）を検討
する。細胞毒性は MTT assay,アポトーシ
スは TUNEL 法、オートファジーは LC3 をマ
ーカーとして Western blot 法で解析する。  

4) In vitro における ADAM ファミリー
の評価  

ヒト口腔扁平上皮癌細胞株(HSC-2,-3,-4) 
や舌癌由来細胞株(SAS)等を用いて TACE
を含む ADAM ファミリーの発現の相違と、
IFNG 分解酵素の同定を行う。IFNG を分解
する酵素は IFNG と結合する性質を利用し
て、各種細胞からの lysate から、タグを
付加したリコンビナント IFNG とタグ結合
レジンビーズを用いて pull-down assay を
行い、IFNG と結合するタンパクを回収す
る。これを SDS-PAGE gel にて展開後、質
量分析法にてタンパクの同定を行い、それ
らの中から IFNG 分解に関わる酵素を同定
する。IFNG 分解酵素（TNF-alpha 
converting enzyme ;TACE）の阻害には、
低分子阻害剤（TAPI2）、および TACE の中
和抗体（抗ヒト TACE 中和抗体；a-TACE abs）
を使用する。 

5) マウス腫瘍モデル（異種腫瘍モデル）、
腫瘍転移モデルの確立 
SCID マウスに、ヒト口腔扁平上皮癌細胞株
（HSC-2、HSC-3、HSC-4、SAS 細胞；1×
106cells）をそれぞれ側腹部に皮下注射後、
腫瘍が約１週間で 100 mm３を異種のヒト担
癌マウスとして使用する。 
各種抗癌剤またはエピジェネティクス制
御剤と併用し、細胞株、抗癌剤、各種阻害
剤の組み合わせの違いによる抗腫瘍効果を
比較検討する。また、同定された IFNG 分解
責任酵素に対する中和抗体を腫瘍モデルマ
ウスに注射しその効果を検討する。その腫
瘍組織で標本を作成し、組織内における同
定したIFNG分解責任酵素の発現量を確認す
る。 
 
４．研究成果 
抗癌剤 5FU,CDDP にセツキシマブを併用し、
アポトーシス誘導効果について検討致した
ところ、HSC-3, 4 共にセツキシマブと５FU、
の併用処理でアポトーシスの増強が観察さ
れた。 

 



このアポトーシス増強（TUNEL 染色）につ
いて EGFR の pathway に関わる分子を調べた
ところ、PI3K インヒビターとの併用でセツ
キシマブ併用時と同様な５FU のアポトーシ
ス増強効果が観察される一方、ERK 
inhibitorでは 5FUのアポトーシス増強が認
められなかった。このことから、セツキシマ
ブは主に Akt を阻害していることが示唆さ
れ、Western blot 法におても Akt のリン酸
化の抑制が観察された。アポトーシス抑制因
子である IAP family（Bcl2、BclXL）は大き
な変化が認めらなかった。EGFR とオートフ
ァジー（LC3）の関与を調べたところ、5-FU
のアポトーシス誘導効果は、オートファジー
による抑制がみられ、セツキシマブが何らか
の機構でオートファジーを抑制することに
より５FU のアポトーシスを増強させること
が示唆された。 
腫瘍局所に浸潤したNK細胞からのIFNGが、

が、腫瘍細胞内の特定の酵素によって切断分
解される機構が存在することから、IFNG 分
解責任酵素同定と効果を検討した。HSC-3 細
胞からのlysateから、タグを付加したrIFNG
とタグ結合レジンビーズを用いて IFNG と結
合するタンパクを回収した。これをSDS-PAGE
にて展開後、質量分析法にてタンパクの同定
を行なった。HSC-3 細胞において、IFNG と結
合する複数のタンパク（peroxiredoxin、
Hornerin 他）が候補に上がった。今回同定
されたタンパクが、腫瘍のアポトーシスを誘
導する活性酸素を分解、上皮細胞の再生分化
あるいは細胞増殖に関連することから、これ
が IFNG と結合し何らかの作用することによ
り、抗腫瘍効果を得ることが示唆された。 
HSC-2、HSC-3、HSC-4、SAS および A549 を

用い、IFNG 分解責任酵素の解析を行なった。
すなわち各種培養細胞にTACEの低分子阻害
剤（TAPI2）、およびその中和抗体（a-TACE 
abs）を加え、IFNG 濃度変化（IFNG 分解）、
細胞の viability や増殖能、TACE の mRNA 発
現を解析した。またそれぞれの細胞株をマ
イクロアレイにてmRNA発現比較を行なった。 
各腫瘍細胞株の培養系においてIFNGの濃

度減少が見られた。各細胞の TACE の mRNA
発現には差がみられ、IFNG 濃度が低下した
細胞株では TACE の発現が高かった。また
TACE の低分子阻害剤およびの中和抗体を添
加したところ、IFNG の濃度上昇に各細胞株
で差がみられた。マイクロアレイを用い
mRNA 発現比較を行ったところ、IFNG 分解に
TACE 以外の他の酵素が関わっている可能性、
また、EGFR 下流の KRAS 遺伝子の関与が示唆

された。 
口腔癌の免疫回避メカニズムの一つとし

て、腫瘍細胞自身が産生する酵素、特に IFNG
活性阻害により腫瘍免疫の減弱される可能
性が認められた。またその酵素は腫瘍細胞
それぞれで感受性が異なり、その発現量と
予後不良度が相関しているという報告もあ
る。このことから本研究の IFNG 分解責任酵
素の同定と解析は、腫瘍免疫回避を阻止す
る新規の抗腫瘍療法の開発に期待される。 
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