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研究成果の概要（和文）：我々は、口腔癌によく用いられる抗癌剤シスプラチンの効果を事前に予測するため、
耐性遺伝子の検索を行ってきた。今回新たに樹立したシスプラチン耐性株と感受性株を用いて以下の実験を行っ
た。PTP4A1は以前に同定した耐性遺伝子であるが、今回樹立した耐性株および感受性株のPTP4A1 mRNAの発現に
有意な差は認められなかった。
　またJNK阻害剤は耐性株特異的に殺細胞効果を示し、耐性株では感受性株に比べJNKの活性が非常に高かった。
このことからJNKの活性化が、シスプラチン耐性に関与している可能性が考えられ、またJNK阻害剤を併用すると
耐性癌でも効果を期待できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have explored cisplatin resistance genes to predict the efficacy of 
chemotherapy for oral cancer. In this experiments we established resistance and sensitive cell 
lines. Since PTP4A1 has been identified as resistance gene before by us, we analyzed PTP4A1 mRNA 
expression in both cell lines. But there was no difference between resistance and sensitive cell 
lines. We found JNK inhibitor caused cell death especially in resistance cell lines. JNK activity 
was more increased in resistance cell lines compared to sensitive. These results indicated JNK 
activity was related to cisplatin resistance and combination of cisplatin and JNK inhibitor can 
eliminate cancer tissue which have tolerance to cisplatin.

研究分野： 口腔病理学

キーワード： シスプラチン耐性

  ２版



１．研究開始当初の背景 
 口腔は咀嚼、嚥下、発音、構音など日常生
活を営む上で非常の重要な器官であること
から、口腔に癌が発生するとその機能に重大
な支障を引き起こす。口腔癌は根治性の観点
から広範囲な外科的切除が標準治療とされ、
口腔機能のみならず審美性にも少なからず
影響を及ぼす。近年では、化学療法を行い癌
を縮小あるいは消失させて口腔の機能温存
を期待する放射線化学療法を併用する症例
が増加している。シスプラチンは口腔扁平上
皮癌に対する抗癌剤として広く使用されて
いる抗癌剤であるが、シスプラチンに抵抗性
を示す癌が存在し、期待した効果を得られな
い場合も少なくない。その効果を化学療法前
に予測することは難しく、その予測が可能で
あれば抗癌剤による治療の可否を決定でき
る。我々は、術前に化学療法の予測を可能と
することを目的とし、スプラチン耐性遺伝子
の検索を行ってきた。 
 抗癌剤には 2種類存在することが知られて
いる。一つは獲得性耐性遺伝子で、癌細胞が
抗癌剤に晒されたときに反応性に発現が上
昇する遺伝子である。もう一方は内因性耐性
遺伝子で、癌細胞内で本質的に発現が高く、
それによって耐性に寄与する遺伝子である。
これまで行われてきた耐性研究は、培養細胞
に抗癌剤を暴露させ耐性株として樹立し、親
株との遺伝子発現を比較検討する研究がほ
とんどである。このような研究は獲得性耐性
遺伝子をターゲットにした研究であり、同定
された遺伝子群は、抗癌剤に晒されていない
腫瘍では発現が低いと考えられることから、
化学療法前にその効果を予測するには不適
切である。そこで我々は内因性耐性遺伝子の
みを同定できる方法を考え、これまでに幾つ
かの耐性遺伝子を同定してきた。その方法と
は、口腔癌細胞株 HSC-3 細胞からシングル・
セルクローニング法を用いて数種類の細胞
株を樹立し、それぞれのシスプラチン抵抗性
を調べる方法である。実際樹立された細胞株
間でシスプラチン抵抗性は異なり、耐性細胞
株と感受性細胞株を得ることが出来た。これ
らを比較検討し、我々は PTP41 とオステオ
ポンチンを耐性遺伝子として同定した。 
 
２．研究の目的 
 (1) 細胞株の樹立 
 以前、我々が用いた細胞株は HSC-3 細胞
のみから検索し、上記耐性遺伝子を同定した
が、口腔癌普遍的な耐性遺伝子かどうかは不
明なままであった。また上記 2 つの遺伝子を
含め計 400 の遺伝子が候補となったが、そこ
から絞り込むのが困難であった。そこで、他
の口腔癌細胞株を用いて耐性株と感受性株
を樹立し、同様の検索を行い重複する遺伝子
を検索すれば、さらに信頼できる口腔癌普遍
的な遺伝子を検索できると考えた。そこで、
口腔癌細胞株 HSC-4 を用いてシングル・セ
ルクローニングクローニングを行い耐性株

と感受性株を樹立することを目的とした。 
 (2) オステオポンチンの臨床的検討 
 以前に耐性遺伝子として同定したオステ
オポンチンの組織内発現とシスプラチン抵
抗性との関連について検討し、実際にオステ
オポンチンがシスプラチン耐性の予測因子
となりうるか検討した。 
(3) PTP4A1 の生物学的機能の検討 
 以 前 に 耐 性 遺 伝 子 と し て 同 定 し た
PTP4A1 はその機能が殆ど知られておらず、
実際どのようにシスプラチン抵抗性に関与
するのか知られていない。そこで PTP4A1 に
ついて分子生物学的に検討することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
 (1) シングル・セルクローニング 
 口腔癌細胞株 SAS 細胞を 10cm ディッシュ
に 1000 個播種した。数日培養後に更に 1/10
に希釈し 1週間培養した。各コロニーにコロ
ニーリングを設置し、96well plate に播種し
た。その後培養を継続し細胞株を樹立した。 
 
(2) MTS assay 
 96well plate に細胞を 3000 個播種し、24
時間後にシスプラチン（Phizer 株式会社, 
Japan）を 0, 0.3, 0.5, 1.2, 2.5, 5.0, 10.0, 
20.0g/ml の濃度で 48 時間作用させた。
CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell 
Proiferation Assay kit (Promega) を用い
て MTS assay を行った。 
 
(3) Western blotting 法 
培養細胞はPBSで洗浄後，NP-40 Lysis Buffer 
(150 mM NaCl, 1% NP-40, 50 mM Tris-HCl [pH 
7.5], 50 mM NaF, 5 mM B-glycerophosphate, 
1 mM sodium orthovanadate, Protease 
inhibitor [ sigma, MO. USA], 10% glycerol) 
にて可溶化，遠心後上清を細胞抽出液とした．
細 胞 抽 出 液 は SDS-polyachrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE)にて展開後，
polyvinylidine difluoride (PVDF)メンブレ
ン(Millipore, MA. USA)に転写した．一次抗
体として抗 JNK（Cell Signaling Technology），
抗 p-JNK（Cell Signaling Technology）を，
二次抗体にはHRP標識抗マウス HRP標識抗ラ
ビット IgG 抗体(Pierce, IL. USA)を用い，
SuperSignal West Femto detection kit 
(Pierce, IL. USA)にて検出を行った． 
 
(4)  リアルタイム RT-PCR 法 
培養細胞あるいは腫瘍組織から RNeasy Mini 
Kit（QIAGEN）を用いて total RNA を抽出し， 
逆転写酵素（Toyobo, Japan）を用いて cDNA
を合成した． 
リアルタイム PCR は，SYBR®Green Real time 
PCR Master Mix-plus(Toyobo, Japan)を用い，
C1000™Thermal Cycler (BIO RAD, CA)にて増
幅産物を定量および解析を行った．内部標準
には GAPDH を用い，その相対比を比較検討し



た． 
(5) 症例 
 恵佑会札幌病院歯科口腔外科を受診した
顎口腔扁平上皮癌一次例に対し、シスプラチ
ンを用いた動注化学療法または静注化学療
法に放射線を同時併用した化学放射線同時
療法(Concomitant Chemoradiotherapy : 以
下，動注例は IA CCRT、静注例は IV CCRT と
略）を施行し、生検組織にて遺伝子検索が可
能であった 37 症例を対象とした。CCRT のプ
ロトコールは放射線照射療法（1 回 1.8~2.5 
Gy、週 4~5 回）と、シスプラチン化学療法（IA 
CCRT の場合は 1 回 40~100mg/m2、週 1 回、IV 
CCRT の場合は 1回 5mg/m2、週 5日）を同時に
行い、これらを 4週にわたって行った。原則
として放射線総量が 40Gy 前後に到達した時
点で RECIST ガイドラインに準じて原発巣を
評価した。完全奏効と判断された症例はさら
に 2 週間 CCRT を追加した（IV CCRT の場合
は放射線療法のみ）。CCRT を完遂した後再び
RECIST ガイドラインに準じて原発巣を評価
し、完全奏効と判断された症例は経過観察を
行った。化学療法はシスプラチンのみを使用
し、他の薬剤との併用は行わなかった。また
RECIST ガイドラインに準じた評価で部分奏
効、進行、安定と判断された症例は外科的切
除に移行した。本研究では原発巣に対する
CCRT の効果を検討した。放射線量、シスプラ
チン総投与量の如何に関わらず、外科的切除
された組織で病理組織学的に癌が認められ
なかった症例と、経過観察中に原発巣に再発
を認められない症例を著効群とし、外科的切
除された組織に病理組織学的に癌を認めた
症例及び、経過観察中に再発を認めた症例を
無効群とした。 
 
４．研究成果 
(1)  細胞株の樹立 
口腔癌細胞株 SAS 細胞からシングル・セルク
ローニングを行い 21 種類の細胞株を樹立し
た。それらの細胞株のシスプラチン耐性を調
べるため、様々な濃度のシスプラチンを 48
時間作用させ MTS assay を行った。その結果、
細胞株間でそれぞれシスプラチン抵抗性は
異なった（図 1、代表的な 4 つの細胞株を示
す）。SAS-1, 4 を耐性株、SAS-5, 20 を感受
性株とした。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの細胞株を用いて PTP4A1 mRNA の発現
を検討した。しかしそれぞれの細胞株での
PTP4A1 の発現量に有意な差は認められなか
った（図２）。 
 次に、これらの細胞株を用いて、各種阻害
剤を用いて実験を行った。JNK 阻害剤、MEK
阻害剤、NF-kB 阻害剤、Rapamycin、AKT 阻害
剤、EGFR 阻害剤を用いて実験を行ったところ、
JNK 阻害剤のみが、感受性株に比べ耐性株に
対して特異的に殺細胞効果を示した(図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 JNK 阻害剤がシスプラチン耐性と関連がみ
られたため、耐性細胞および感受性細胞の
JNK の活性化をウェスタンブロッティングに
て検索した。その結果、耐性細胞株 SAS-4 は
感受性細胞株 SAS-5 は JNK の活性が高かった。
これらの結果はJNKの活性化がシスプラチン

図１．各種細胞株のシスプラチン抵抗性 
SAS-1, 4 を耐性株、SAS-5, 20 を感受性
株とした。 

図 2．各種細胞株における PTP4A1 
mRNA 発現量をリアルタイム PCR に
て検討したが、有意な差は認められなか
った。 

図 3．JNK 阻害剤は感受性株 SAS-5,20
に比べ、耐性細胞株 SAS-1,4 で殺細胞効
果を示した。 



抵抗性と関連し、その活性を阻害すればシス
プラチン抵抗性を減弱する可能性が示され
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) オステオポンチンの組織内発現とシス
プラチン抵抗性との関連について検討 
 我々は以前にシスプラチン耐性遺伝子と
してオステオポンチン遺伝子を同定した。そ
こで、実際に扁平上皮癌患者の生検組織から 
mRNA を抽出し、オステオポンチンの発現とシ
スプラチン感受性の関連性について検討を
行った。全 37 症例のオステオポンチン発現
量は 0.15~5.66 で、ROC 曲線解析より、カッ
トオフ値を 1.54 と設定した。オステオポン
チン mRNA 発現量がカットオフ値以下の症例
をオステオポンチン低発現群（n=27）、カッ
トオフ値以上の症例をオステオポンチン高
発現群（n=10）とした。CCRT によって癌が消
失した症例はすべてオステオポンチン低発
現群に属し、オステオポンチン高発現群はす
べて無効群に属した。それぞれの臨床項目に
対し統計処理を行ったところ、オステオポン
チン高発現群では低発現群に比べ、有意に
CCRT が奏効しないことが明らかとなった（表
1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) PTP4A1 の生物学的機能の検討 
これまでに PTP4A1 を遺伝子導入した細胞
はシスプラチンに抵抗性を示し、siRNA でそ
の発現を減少させた細胞ではシスプラチン

感受性が上昇することを示してきた。今回
PTP4A1 を遺伝子導入した SAS 細胞は、コ
ントロール細胞に比べ、増殖活性が上昇する
ことが明らかになった。これは PTP4A1 高発
現腫瘍が多角的に悪性化に関与しているこ
とが示唆された（図 5）。 
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