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研究成果の概要（和文）：細胞死誘導抵抗性に関わるSTAT3を腫瘍の薬剤抵抗性に関わる標的因子として解析した。口
腔扁平上皮癌症例におけるIL-6高発現症例はリン酸化STAT3発現を認め、リンパ節転移、術前化学放射線療法抵抗性や
予後不良等との相関性を示した。抗癌薬剤として注目されるV-ATPase阻害剤に対する口腔扁平上皮癌細胞株の抵抗性に
ついて検討した処、薬剤抵抗性細胞株を認めた。腫瘍の薬剤抵抗性を解除するといわれるヒストン脱アセチル化酵素阻
害剤を薬剤抵抗性細胞株に併用すると、細胞増殖抑制効果が確認され、STAT3のリン酸化にも変化が認められた。口腔
扁平上皮癌症例の治療抵抗性にはSTAT3発現の関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The overcome of the resistance of such tumors to the chemotherapeutic agents is 
required to improve the tumor specificity for OSCC. We studied the tumor suppressor network through 
regulation of STAT3 in drug-resistance of oral squamous cell carcinoma (OSCC). The high IL-6 expression 
OSCCs showed highly expression of phosphorylated STAT3 and correlated closely with cervical lymph node 
metastases, preoperative chemoradiotherapy resistance and unfavourable prognosis. Because V-ATPase plays 
a critical role in tumor progression, the effects of a V-ATPase inhibitor on the proliferation and 
apoptosis of OSCC were investigated. The treatment of V-ATPase inhibitor combined with a histone 
deacetylase inhibitor changed STAT3 phosphorylation in the drug-resistant OSCC cells. These cells became 
more susceptible to the V-ATPase inhibitor. These results suggested that the regulation of activated 
STAT3 in the cancer cells could help improve poor response to chemotherapy and unfavorable prognosis.

研究分野：外科系歯学　臨床腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 

病理組織学的に同じ範疇に入る悪性腫瘍が
様々な細胞増殖や浸潤・転移能、薬剤抵抗性お
よび炎症細胞の反応性等を呈し、症例間で画一
的ではないことを臨床上しばしば経験する。中
でも腫瘍に薬剤抵抗性を付与する因子は格好
の標的因子であるが、腫瘍の薬剤抵抗性のメカ
ニズムは未だ十分には解明されていない。 

我々の一連の研究で各腫瘍細胞の形質を解
析していく過程で、多くの腫瘍の治療に用いら
れるcisplatinや現在抗癌剤としても注目される
V-ATPase阻害剤に強い薬剤抵抗性を示す口腔
扁平細胞癌細胞株が見つかった。そこで、本課
題ではこれらを用いて腫瘍に薬剤抵抗性を付
与する標的因子を検索することとし、まずsignal 
transducer and activator of transcription 3 (STAT3)
を標的因子として腫瘍抑制系ネットワークへ
の関与を解析した。 

STAT3はcytokineをはじめとする外部刺激に
より活性化する転写因子であり、様々な生理的
作用を有し、腫瘍化、発育や浸潤・転移に関わ
る。口腔扁平上皮癌をはじめとする多くの悪性
腫瘍で、STAT3の恒常的高発現が見られる。
我々は最近、IL-6 やIL-22といったcytokineに反
応して口腔扁平上皮癌がSTAT3を活性化し、
cytokeratin、SCC 抗原（SCCA）他様々な遺伝
子の発現変化をもたらすことを報告した（Naher 
et al, Int J Oncol, 2012）。また我々は、代表的な
扁平上皮癌の腫瘍マーカーであるSCCAがミト
コンドリアを介するアポトーシス経路に作用
し、アポトーシス抵抗性に関与すること
（Hashimoto et al, Tumour Biol, 2005）を明らか
にし、STAT3が口腔扁平上皮癌で高発現する
S100A7の発現制御にも関わることを示唆して
きた（Fukuzawa et al, BBA, 2006）。 

さらにSTAT3がARF-p53腫瘍抑制系ネットワ
ークの不活性化にも関わり、薬剤抵抗性を有す
る腫瘍における標的因子の候補に挙げられて
いる（Barré et al, Trends Mol Med, 2007）。2012 年
にHaung et al.は、次のように報告している。ヒ
ト胃腺癌細胞由来培養細胞より株分けした
cisplatin抵抗性細胞群はSTAT3の発現上昇を示
し、STAT3抑制によってその薬剤抵抗性は減弱
した（Cancer lett, 2012）。 

ヒトのヒストン脱アセチル化酵素（histone 
deacetylase: HDAC）はヒストン修飾により遺伝

子発現を制御し、1996年にクローニングされた。
ヒトのHDACは現在18種類に及び、ヒドロキサ
ム酸系HDAC阻害剤の代表的なものとしてスベ
ロイルアニリドヒドロキサム酸（SAHA）が挙
げられる。HDAC阻害剤は細胞分化誘導、細胞
増殖抑制、アポトーシス誘導、細胞浸潤・転移
の抑制、血管新生の抑制といった様々な作用機
序により抗腫瘍効果を示すとされる。これらの
作用は、上述したSTAT3の作用と相反する。本
研究では、SAHAの作用機序とSTAT3 の関与の
検索を行う。 

そして、薬剤抵抗性口腔扁平上皮癌細胞に
HDAC阻害剤の前処理をすると、抵抗性を示し
ていた薬剤によって細胞死が誘導されること
を我々は既に確認していることから、HDAC阻
害剤の前処理により腫瘍細胞の遺伝子発現が
どのように変化したのか、細胞死がどのように
誘導されたのか、STAT3やARF-p53腫瘍抑制系
ネットワークへどのように関与するのか、とい
った方向にも興味が広がる。 

 
２．研究の目的 

癌治療をする上で、腫瘍における抗癌剤をは
じめとする薬剤への抵抗性は大きな障害とな
るが、腫瘍の薬剤抵抗性のメカニズムは未だ十
分には解明されていない。そこで、口腔扁平上
皮癌をはじめとする多くの悪性腫瘍で恒常的
に高発現し、細胞周期停止や細胞死誘導を回避
する因子であるSTAT3に着目した。 

本研究では、STAT3抑制により薬剤抵抗性口
腔扁平上皮癌細胞の薬剤抵抗性が減じて細胞
死が誘導されるのかを検討し、その作用機序を
解明する。また、この薬剤抵抗性口腔扁平上皮
癌細胞はHDAC阻害剤の前処理により細胞死が
誘導されることから、その機序にSTAT3がどの
ように関与しているかを検討する。 

 
３．研究の方法 & ４．研究成果 

癌治療を困難にする原因のひとつとして、腫
瘍の薬剤抵抗性が考えられる。そこで、多くの
悪性腫瘍で恒常的高発現が見られ、細胞死誘導
抵抗性に関わるsignal transducer and activator of 
transcription 3 (STAT3)を標的因子として腫瘍抑
制系ネットワークへの関与を解析し、以下の結
果が得られた。 
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① OSCC生検および切除標本を用いて、IL-6と
リン酸化STAT3 の発現局在を免疫組織化学染
色法にて検索し、臨床病理学的に統計解析を行
った。IL-6陰性群および低発現群に比べ、IL-6
高発現群では癌細胞の核内にpSTAT3の発現を
認め、頸部リンパ節転移と遠隔転移の発生頻度
が有意に高く、術前放射線化学療法による抗腫
瘍効果が病理組織学的には乏しかった。また、
予後が不良であった。 

複数のOSCC細胞株においてIL-6とIL-6Rの
発現が認められた。抗癌剤の濃度上昇につれて
細胞生存率の低下を認めたが、IL-6の発現量が
多い細胞株では抗癌剤に対し抵抗性を示した。
また、添加したrhIL-6 proteinの濃度上昇につれ、
抗癌剤による細胞生存率の低下が抑制された。 

OSCC細胞におけるIL-6の発現が抗癌剤に対
する抵抗性の獲得に関与しており、STAT3シグ
ナルを介した伝達経路がその重要な役割を果
たしていると考えられた。 

 

② 抗癌薬剤として注目されているV-ATPase阻害
剤に対する口腔扁平上皮癌細胞株の抵抗性につ
いて検討した。V-ATPase阻害剤のConcanamycin 
A（CMA）の効果を検討した処、細胞死が誘導され、
感受性を示す細胞株（MISK-81-5、HSC-4、SAS）
がある一方、SQUU-B株はCMA抵抗性を示した。 

近年腫瘍の示す薬剤抵抗性を解除して抗癌薬
剤の抗腫瘍効果を改善させると報告されているヒス
トン脱アセチル化酵素阻害剤（SAHA）をCMA抵
抗性細胞株にCMAと併用し、細胞増殖抑制効果
の検討も行った。 

CMA抵抗性SQUU-B株に対してSAHAを併用
すると、細胞増殖抑制効果が確認された。SAHA
を併用されたSQUU-Bでは、BaxやBcl-2の発現変
化が見られ、Bcl-2の上流因子STATのリン酸化に
も変化が認められた。また、Bcl-2阻害剤やsiRNA
処理下におけるCMAによるSQUU-Bの細胞増殖
抑制効果も見られた。 

口腔扁平上皮癌に対してCMAの抗癌効果は
ある程度認められるものの、CMA抵抗性口腔扁平
上皮癌に対してはSAHA併用の有効性が示唆され、
その抵抗性の解除にはSAHAによるBcl-2発現抑
制が影響していることが示唆された。 

 

③ 上述のようにHSC-2とSASは細胞死が誘導さ
れ、薬剤感受性を示す一方、SQUU-B株は抵抗

性を呈したことで、癌細胞の薬剤抵抗性に関与
が注目した。細胞内ストレスに関係する
Glucose-related Protein 78 (GRP78)が介する細胞
死誘導の解明を試みた。まず、未処理細胞内の
GRP78発現量と細胞内局在部位をwestern 
blotting法や免疫蛍光細胞染色法を用いて各々
検索した。検索した細胞株によってGRP78発現
量は異なっていた。予想とは反し、検索した細
胞株の中でSQUU-B株が最もGRP78発現量は低
かった。細胞内局在部位はいずれの細胞株にお
いても細胞質内にびまん性の陽性像を認めた。
また、共焦点レーザー顕微鏡にて核内に局在す
る GRP78も確認した。cisplatin、SAHA処理に
よる癌細胞株の細胞死誘導における関連因子
発現変化とGRP78発現量変化について検討した。 

 

④ STAT3は、OSCC細胞株に対して様々な扁平
上皮分化マーカーの発現に影響を及ぼした。種々
のサイトケラチンは、発現に影響を受けたマーカー
に含まれる。また、そのサイトケラチンの発現制御
には、Hedgehogシグナル経路も関与しているという。
そこで、我々はこのHedgehogシグナル経路に注目
し、口腔扁平上皮癌の癌形質に対するHedgehog
シグナル経路の関与を検討した。また、そのサイト
ケラチンの癌形質への影響を検討した。 

Hedgehog シグナル経路に対するある阻害薬
を添加すると、OSCC 細胞株の細胞残存数が非
添加群と比較して阻害薬濃度依存的に減少し
ていた。Annexin-V 染色、TUNEL 法や DNA 
ladder により、Hedgehog シグナル経路に対する
阻害薬によるアポトーシス誘導が確認された。こ
れにより、OSCCにおける Hedgehogシグナル経
路阻害が新たな癌の標的となる可能性が示唆さ
れた。また、種発現に影響を受けたサイトケラチ
ンの発現調節を行うと、細胞増殖や扁平上皮分
化マーカーである他のサイトケラチンの発現にも
影響し、癌形質への関与が示唆された。 

 

⑤ 口腔扁平上皮癌の骨への浸潤破壊はしばし
ば認められ、治療法や手術範囲や予後を左右
する。骨粗鬆症治療の第一選択薬であるビスフ
ォスフォネート（BP）は、癌による骨量減少に対
する有効な治療薬としても注目されている。とこ
ろが、抜歯などの外科的侵襲を契機に顎骨壊
死を引き起こす、ビスフォスフォネート関連
顎骨壊死が知られ、原因として BP による破
骨細胞の分化抑制が考えられる。そこで、BP
による破骨細胞の分化抑制と BP の効果調節
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を検討したところ、in vitroおよび in vivo実験
にてある薬剤の添加にて BP による破骨細胞
の分化抑制の回避する可能性が示唆された。 

 

これらの結果と、結果を得る過程で生じた問題
点や改善点は次期戦略の礎として有用である。 
将来的にはがん組織に応じて多種多彩な標的因
子から効果的な因子を選択することが出来るように、
上記検索から得られた問題点や改善点を踏まえて
さらに研究を展開していく。 
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