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研究成果の概要（和文）：　本研究では、CD44v の発現やグルタチオン量が臨床において有用であるかを確認するため
に、セツキシマブ耐性口腔扁平上皮癌細胞を樹立し、親株との性質の違いについて主に細胞内代謝に着目して検討した
。
　その結果、セツキシマブ耐性細胞では、抗酸化物質グルタチオンの産生を抑えるxCT阻害剤スルファサラジンに対す
る感受性が高まることが明らかとなった。このことから、スルファサラジンは、セツキシマブ耐性口腔扁平上皮癌細胞
に対して高い効果を発揮すると考えられ、セツキシマブ不応症例に対する治療法の一つとなる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： The aim of the present study was to confirm the benefit of the appearance of 
CD44v and the amount of glutathione in clinical use, focusing on the intracellular metabolism, the nature 
of the parental strain was investigated by incubating cetuximab-resistant oral squamos carcinoma cells.
 According to the study, the cetuximab resistant cells sensitivity to xCT inhibitor sulfasalazine 
suppressing the production of antioxidants glutathione was increased. From this fact, sulfasalazine seems 
to be beneficial for cetuximab-resistant oral squamos carcinoma cells and might be considered as one of 
the treatments for cetuximab resistant cases.

研究分野： 口腔がん

キーワード： 口腔扁平上皮癌　CD44
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１．研究開始当初の背景 
 従来の口腔癌治療は、手術療法、化学療法、
放射線療法の三者を単独あるいは併用する
ことによって行われてきた。その中でも、手
術療法は物理的に腫瘍組織を除去できるこ
とから、口腔癌診療ガイドラインにおいても
主たる治療法として位置づけられている。一
方で口腔癌の治療では、咀嚼、嚥下、構音機
能の保持や審美的な側面から、臓器温存が強
く求められる。近年、動注化学療法と放射線
療法の併用により治療成績が著しく向上し、
手術回避可能な症例が増えてきた。この方法
の最大の利点は組織欠損を伴わないことで、
患者の機能的、審美的側面はもとより心理的
な面でも多大なアドバンテージを有し、当科
でも積極的に実施している。しかしながら、
この療法では再発時に有効な手段が少なく、
すでに高線量の放射線治療が行われている
場合、再度の照射や救済手術は難しいことが
多い。口腔癌治療において、従来の臨床病理
的アプローチのみでは十分な予後判定は困
難であるが、術前に化学療法や放射線療法の
感受性が判定できれば、感受性の低い腫瘍に
は手術療法を適用し、感受性の高い腫瘍には
臓器温存可能な化学放射線療法を適用する
といった個別化治療が可能となる。 
 そこでわれわれは、口腔癌において分子生
物学的アプローチによる悪性度判定を実現
させるために、上皮間葉転換および幹細胞様
性質に着目してトランスレーショナルリサ
ーチを行うこととした。 
 
２．研究の目的 
 幹 細 胞 様 性 質 （ stem cell-like 
characterstics ）および上皮間葉転換
（epithelial mesenchymal transition:EMT）
は癌の悪性度及び治療抵抗性を規定する重
要な現象である。われわれは口腔扁平上皮癌
において、これら 2 つの現象に関わる CD44v 
の機能的役割の解析を進めてきており、in 
vitro において、CD44v の発現量とそれに伴
うグルタチオン(GSH) 合成量の違いで抗癌
剤感受性が変わることを見出した。 
 今回は、これら CD44v の発現やグルタチオ
ン量が臨床において有用であるかを確認す
るために、既に実臨床で用いられている抗
EGFR 抗体薬セツキシマブに着目した。セツキ
シマブのプロトコールでは腫瘍の進行・増悪
を認めた時点でセツキシマブ投与を終了す
るとされており、ある時期に腫瘍がセツキシ
マブに対する抵抗性を獲得することが考え
られるが、これに伴う癌細胞の性質変化につ
いてはいまだ解明されていない。 
 そこで本研究では、セツキシマブ耐性口腔
扁平上皮癌細胞を樹立し、親株との性質の違
いについて主に細胞内代謝に着目して検討
することにより、治療標的の探索を行うこと
とした。 
 
 

３．研究の方法 
 口腔癌細胞株と担癌マウスモデルを用い
て、Western blotting、免疫染色、薬剤感受
性試験を行い解析した。 
 
(1)セツキシマブ耐性細胞の樹立。 
分化型扁平上皮癌を形成する HSC-2 細胞

（口腔扁平上皮癌細胞）をマウスの背部皮下
に移植（1×106 個）し、セツキシマブを 4日
に 1回 500μg腹腔投与し、4週間後に解剖
した。同様に HSC-3・HSC-4 細胞（口腔扁平
上皮癌細胞）にてセツキシマブ耐性細胞を樹
立した。親株と耐性細胞をマウスの背部皮下
に移植（1×106 個）し、できた腫瘍組織を観
察した。 
(2)遺伝子発現解析・メタボローム解析から、
癌幹細胞特異的なマーカーや代謝の違いを
検索。 
 HSC-3・HSC-4 細胞の親株とセツキシマブ耐
性細胞を用いてメタボローム解析 
を行った。 
(3) HSC-3・HSC-4 細胞の親株とセツキシマブ
耐性細胞における BSO 感受性と ROS の測定。 
(4) HSC-3・HSC-4 細胞の親株とセツキシマブ
耐性細胞におけるスルファサラジン感受性
の測定。 
 
４．研究成果 
(1) セツキシマブ治療によって、腫瘍は著明
に縮小した。治療後に残存した腫瘍では、分
化マーカーである Involucrin 陽性の腫瘍細
胞よりも、癌幹細胞マーカーCD44v を高発現
する未分化な腫瘍細胞が多く含まれている
ことが分かった（図 1）。 
 セツキシマブ耐性細胞によって形成され
た皮下腫瘍は、主に CD44v 陽性の未分化な腫
瘍細胞から成ることから、 セツキシマブ耐
性細胞は親株よりも、未分化性を維持する能
力が高いことが示唆された。 

図 1 
  
(2)セツキシマブ耐性細胞は親株と比べて、
TCA 回路の代謝物質を多く含むことから ミ
トコンドリアにおける酸化的リン酸化を使
用する傾向が有ることが分かった。 
 
(3) 抗酸化物質グルタチオンの合成阻害剤
である BSO は、セツキシマブ耐性細胞におい
て高い増殖抑制効果を示し、著明な細胞内
ROS の蓄積を誘導する。このことから、セツ
キシマブ耐性細胞の維持には、親株と比較し



て、よりグルタチオンを合成する必要がある
ことが分かった。 
 
(4) セツキシマブ耐性細胞は、 スルファサ
ラジン感受性が亢進しており、グルタチオン
合成を促進するシスチントランスポーター
xCT に対しても依存性が高くなることが分か
った。 
 
(5)結論 
メタボローム解析により、EGFR を高発現し

ている親株の口腔扁平上皮癌細胞では好気
的解糖経路が活性化し、酸化的リン酸化経路
を抑制することで活性酸素の産生を抑えて
いることがわかった。反対に、EGFR 発現の低
いセツキシマブ耐性細胞ではミトコンドリ
アにおける酸化的リン酸化の活性が上昇し、
活性酸素の産生が亢進することが示された。
このため、セツキシマブ耐性細胞では、抗酸
化物質グルタチオンの産生を抑えるxCT阻害
剤スルファサラジンに対する感受性が高ま
ることが明らかとなった（図 2）。 
 このことから、スルファサラジンは、セツ
キシマブ耐性口腔扁平上皮癌細胞に対して
高い効果を発揮すると考えられ、セツキシマ
ブ不応症例に対する治療法の一つとなる可
能性が示唆された。 
 現在、国内では EGFR 阻害薬セツキシマブ
およびスルファサラジンの臨床試験が開始
されている。今後は、それぞれの薬剤に対す
る口腔癌細胞の感受性に関わるバイオマー
カーの探索を行うとともに、口腔扁平上皮癌
に対象にセツキシマブ・スルファサラジン併
用療法の臨床試験を行っていきたいと考え
ている。 
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