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研究成果の概要（和文）：本研究は、喫煙について、発がん要因のみならず、化学放射線治療の耐性化機序、浸潤能獲
得機序の解明のため、頭頸部がんを含む細胞株に喫煙抽出物を曝露させた上で評価を行い、将来の喫煙関連頭頸部がん
制圧を目的としているが、以下のごとくの研究成果であった。
１、頭頸部扁平上皮癌細胞株3種類について、喫煙曝露細胞株の抗がん剤、分子標的薬感受性を評価し、シスプラチン
、EGFR阻害薬の耐性を確認した。また、肺癌、膀胱癌細胞にて浸潤能の新規獲得を確認した。２、次世代シークエンサ
ーを用いた409がん抑制遺伝子のシークエンスにより、新規獲得変異を確認した。３、miRNAアレイにより、喫煙暴露関
連miRNAを抽出した。

研究成果の概要（英文）：Acquired resistance to anti-cancer drugs by smoking related carcinomas is a persis
tent problem in many chemotherapy treatment programs. Currently, no model exists to compare parental and d
rug resistant cell lines in smoking related head and neck squamous cell carcinomas. In order to effectivel
y study the mechanisms of resistance, we sought to develop a number of cell lines resistant to multiple dr
ugs commonly used in the treatment of smoking related cancers. MTT assay revealed that all three lines wer
e resistant to the EGFR targeted drugs and cis-diamminedichloroplatinum. The identification of the resista
nce-related genes was also conducted between parental cells and CSE exposed cells using sequencing technol
ogies and microarray. This analyses revealed several genes that were differentially expressed between pare
ntal and subline cells. These novel drug resistant cells lines may help to identify gene products responsi
ble for resistance to single and multiple agents.
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１．研究開始当初の背景 

喫煙関連癌は、頭頸部癌以外にも肺癌、食

道癌、膀胱癌等、男性癌の約５０％を占める

と言われる。頭頸部扁平上皮癌の主要な発癌

要因にも喫煙があるが、さらに、喫煙関連癌

は喫煙非関連癌と比較しても、化学放射線療

法後の予後不良因子としての側面をもつと

言われている（小川 2010）（Maxwell 2010）。

一般に喫煙関連癌は、頭頸部癌以外にも肺癌、

食道癌、膀胱癌等、男性癌の約５０％を占め

ると言われ、また、本邦においての肺癌の分

子標的治療薬奏功患者背景を見ても、喫煙関

連癌は非奏功要因であり、喫煙は、がん予防

はさることながら、癌治療においても非常に

重要な側面を持つ。 

喫煙曝露実験としては、喫煙抽出物質を用

い、粘膜上皮細胞、喫煙関連癌細胞の遺伝子

病理学的特長の研究報告（Kim 2010、Huang 

2010）もある。これらの研究は、本邦では、

耳鼻咽喉・頭頸部外科学分野のみならず他分

野でも稀な基礎研究であるが、実験手法とし

ては頭頸部癌細胞に容易に応用可能である

と考えられる。 

 
２．研究の目的 

喫煙関連癌の化学放射線治療耐性機序の

解明のため、頭頸部癌細胞株とタバコ抽出物

を暴露させた喫煙暴露癌細胞株を用い、薬剤

応答性と浸潤能獲得の解析を行い、獲得耐性

が認められれば、Exome sequence による網羅

的 DNA 変異調査、cDNA マイクロアレイ（遺伝

子発現解析用マイクロアレイ）を用いたｍ

RNA 発現解析、マイクロ RNA マイクロアレイ

を用いたマイクロ RNA 発現解析を行い、耐性

獲得機序として、DNA、mRNA、miRNA 発現の総

合的な検討を行う。その耐性機序を解明する

ことで、将来の頭頸部癌治療のオーダーメイ

ド化、遺伝子制御等による頭頸部癌征圧、さ

らには他部位の喫煙関連癌征圧をも達成さ

れる可能性があり、これらを目標とする。こ

れら一連の研究事業は、人為的に RNA 干渉

（RNAi）にての knockdown、発現ベクターを

用いての overexpression を用いれば、細胞

内でのRNA発現量をコントロールできるため、

RNA を制御することによる将来の癌征圧が可

能となる。本研究では、さらに in vivoでの

耐性解除の可能性を検討し、将来の頭頸部癌

征圧への新治療の開発へとつなげていく可

能性のある研究テーマである。 

 

３．研究の方法 

頭頸部癌細胞株とタバコ抽出物を暴露さ

せた喫煙暴露癌細胞株を用い、薬剤（シスプ

ラチン、セツキシマブ、５FU、ドセタキセル

など)応答性を MTTassay にて、浸潤能獲得の

解析を Invasion assay にて行う。表現系の

変化が認められれば、次世代シークエンサー

を用いた exome sequence、cDNA マイクロア

レイ、マイクロ RNA マイクロアレイを用いた

マイクロ RNA 発現解析、Western blottiong

を用いた蛋白解析を行い、DNA、RNA、蛋白の

多方向から総合的な耐性獲得機序の検討を

行う。 

 

４．研究成果 

（１）頭頸部扁平上皮癌３種類について、親

株、喫煙暴露細胞株（直接投与、間接投与）

間の薬剤感受性を MTTassay にて評価した。

投与 薬剤としては、シスプラチン、5FU、ド

セタキセル、パクリタキセル、セツキシマブ、

ゲフィチニブ、エルロチニブ、ジェムシタビ

ン を用いた。その結果、セツキシマブ、ゲ

フィチニブ、エルロチニブに対して、喫煙曝

露細胞株は優位な耐性を獲得した。またシス

プラチン、パクリタキセルにおいても一部の

細胞株で耐性を確認した。その他の薬剤につ

いては有意変化を確認できなかった。 （２）

喫煙関連であるとされる肺癌細胞株、膀胱癌

細胞株を用いた同様の実験系においても、上

記のEGFRをターゲットとする分子標的薬 の

耐性が確認された。また、マトリゲルと用い

た浸潤能確認実験系では、喫煙癌の高度浸潤



能が確認された。 （３）上記耐性を獲得し

た頭頚部癌細胞株において、次世代シークエ

ンサーを用いた Exome sequence を行った。

結果として同期間継体を行った親株とは異

なる遺伝子変異を検出した。（４）マイクロ

RNA マイクロアレイを用い、喫煙曝露細胞に

て優位変化をきたした喫煙関連マイクロ RNA

を検出した。（５）蛋白解析において、他分

子においてリン酸化の亢進を認め、これらを

標的とする阻害薬は喫煙曝露細胞で感受性

であり、逆相関していることが確認された。

これらの新規分子は、喫煙曝露癌細胞のター

ゲットとして有用である可能性が示唆され

た。 
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