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研究成果の概要（和文）：ラパマイシン、テムシロリムス、エベロリムスの何れかと、5-FU、CDDP、DOC、PTX、
C-mab、RTの何れかとの併用効果の検索では、in vitroおよびin vivoにおいて、ラパマイシンと5-FUとの併用効
果が最も高く、この際細胞老化促進につながるp16の発現は減弱し、生存シグナルであるPI3KおよびAktの発現は
増強し、細胞周期を停止させるp27、p21の発現は増強し、さらに、血管新生に関わるVEGFとリンパ管新生に関わ
るpodoplaninは共に発現減弱したことから、ラパマイシンと5-FUとの併用療法は、老化防止ならびに健康寿命延
長につながる治療法となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the combined effect one of mTOR inhibitors (rapamycin, 
everolimus or temsirolimus) and any of conventional anticancer agents (5-FU, CDDP, DOC, PTX, C-mab 
or radiation). Rapamycin in combination with 5-FU exerted maximum growth inhibitory effects on OSCC 
cell lines and nude mice tumors. Immunohistochemical staining showed that the expressions of p16, 
VEGF and podoplanin were down-regulated, and the expressions of PI3K, Akt , p27, and p21 were 
up-regulated on nude mice tumors treated with rapamycin and 5-FU. 
These findings suggested that the combined therapy of rapamycin and 5-FU might be an new oral cancer
 treatments focused on mTOR inhibition leading to the anti-aging prevention and the healthy 
life-span extension.

研究分野：口腔外科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 補助化学療法を受けた乳癌患者の末梢血T
細胞の老化関連マーカーを測定すると、細胞
老化に関わるp16INK4aおよびARF遺伝子発現と
老化関連サイトカイン(VEGFAとMCP1)の増加
が認められ、その程度が細胞老化10～15年間
分の促進に相当すると報告された(J Natl 
Cancer Inst. 2014; 106: dju057)。口腔癌治
療によっても同様に口腔癌患者の老化を促進
させている可能性は否めない。近年、医療費
や介護費を減らすことからも、平均寿命より
健康寿命を延ばすことはもちろん、両者の差
を縮めることの重要性が強調されるようにな
った。ただし、ケースによってはインテンシ
ブな癌治療は平均寿命と健康寿命の差を拡げ
ているのかも知れない。これまで我々は、口
腔癌に対する化学放射線療法を主体とした機
能温存療法の開発(Cancer Lett. 2005; 226: 
161)、フッ化ピリミジン系抗癌剤をベースと
した化学療法レジメンの検討(Int J Oncol. 
2013; 43: 271)、抗癌剤ならびに分子標的薬
併用による効果増強機構の解明(Int J Oncol. 
2014; 45: 2439)など、主に細胞障害性薬剤を
用いて治療効果の向上を目指してきた。しか
しながら、世代別(年齢別)の癌治療戦略の開
発が望まれる今、高齢者や超高齢者に多く発
症する口腔癌に対する治療戦略としては、イ
ンテンシブな治療法だけでなく、老化の進行
を抑制でき、健康寿命を延長できるような治
療法の開発が重要である。 
 臓器移植時に用いられる免疫抑制剤のラパ
マイシンには、寿命延長効果と抗癌効果を発
現できる可能性がある。すなわち、生後 600
日のマウス(人間では 60 歳に相当)にラパマ
イシンを投与すると、通常に比べて雌は平均
で 13％、雄は 9％長生きできたとの報告
(Nature. 2009; 460 : 392)や、ラパマイシン
が、mammalian Target of Rapamycin (mTOR)
に結合し、mTORの機能を抑制することにより、
癌細胞の増殖を抑制し、apoptosis を引き起
こすという報告 (Curr Opin Pharmacol. 
2003; 3: 371)がなされた。また、口腔癌を含
む頭頸部扁平上皮癌の 80%以上で Akt/mTOR
シグナル伝達系の活性が亢進していること
(Expert Opin Ther Targets. 2011; 15: 63)、
mTORの一種であるmTOR複合体1(mTORC1)はリ
ンパ管新生を促進し、リンパ節転移を促進す
ること(Nat Genet. 2009; 41: 544)などから、
mTOR阻害剤であるラパマイシンやその誘導体
(テムシロリムス、エベロリムス)には、口腔
癌に対する増殖・転移抑制効果が十分に期待
できる。さらに口腔癌では癌治療に抵抗性を
示す癌抑制遺伝子 p53 の変異が高頻度で生じ
ているが、ラパマイシンは p53 の変異を有す
る癌細胞に対しても有効である (Mol 
Cell.2003; 11: 1419)。なお他剤との併用に
関しては、再発あるいは治療抵抗性の固形癌
を有する小児患者に対して mTOR 阻害剤とビ
ンクリスチンの併用療法は長期間の投与でも
安全であり、血中を循環している血管新生を
促進する因子(VEGFR2)を減らし、奏効率を高
めること(Pediatr Blood Cancer. 2014; 61: 
128)、再発・治療抵抗性の急性骨髄性白血病
に対するデシタビンとラパマイシンの併用療
法は目立った副作用を認めず安全であること
(Leuk Res. 2013; 37: 1622)、再発した切除

不能の軟骨肉腫の治療における mTOR 阻害剤
とシクロフォスファミドの併用療法は安全か
つ 有 望 な 組 合 せ で あ る こ と (Cancer 
Chemother Pharmacol.2012; 70: 855)等が報
告されている。米国ではすでに免疫抑制剤と
してラパマイシンの内服が FDA より許可され
ており、長期内服で重篤な腎、肝障害が報告
されているが、上記の如く至適用量を決定で
きれば、mTOR 阻害剤は他の分子標的薬と同様
既存の化学療法や化学放射線療法に上乗せで
きる可能性が十分に期待できる。すなわち、
ラパマイシンやテムシロリムス、エベロリム
スと既存の抗癌剤・分子標的薬を併用するこ
とにより、老化防止ならびに健康寿命延長に
つながる新規口腔癌治療法の開発が可能であ
ると考えた。 
２．研究の目的 
(1)口腔癌細胞に対するラパマイシン、テムシ
ロリムス、エベロリムスの細胞増殖抑制効果
と mTOR 阻害効果を検索する。 
(2)ラパマイシン、テムシロリムス、エベロリ
ムスの細胞増殖抑制効果と mTOR 阻害効果を
指標に、口腔癌細胞に対する既存の抗癌剤・
分子標的薬の細胞増殖抑制効果と mTOR 阻害
効果への影響を検索し、効果的な mTOR 阻害に
つながる化学療法のレジメンを検討する。 
(3)担癌ヌードマウスモデルを対象に上記(2)
で検討したレジメンを用いて治療を行い、至
適用量を決定するとともに、老化防止ならび
に健康寿命延長につながる治療法としての有
用性を検討する。 
３．研究の方法 
(1)口腔癌細胞に対するラパマイシン、テムシ
ロリムス、エベロリムスの細胞増殖抑制効果
ならびに mTOR 阻害効果の検討 
  口腔癌細胞に対するラパマイシン、テムシ
ロリムス、エベロリムス処理による細胞増殖
抑制効果はMTT assayを用いて検索し、mTOR、
p-mTORおよびmTORC1発現の検索はWestern 
blot法を用いた。すなわち、口腔癌細胞を各
種濃度のラパマイシン、テムシロリムス、エ
ベロリムスにてそれぞれ処理後24時間、48時
間、72時間後の生細胞数を評価することで細
胞増殖抑制効果を検討し、また処理細胞を
lysis bufferにて溶解し、SDS-PAGEにて展開
後、PVDF膜に転写し、各抗体を用いてmTOR、
p-mTORおよびmTORC1発現をそれぞれ検出した。 
(2)口腔癌細胞に対する5-FU、シスプラチン
(CDDP)、ドセタキセル(DOC)、パクリタキセル
(PTX)、セツキシマブ(C-mab)、放射線(RT)の
細胞増殖抑制効果ならびにmTOR阻害効果の検
討 
  口腔癌細胞(HSC2、HSC3、HSC4、Ca9-22、SAS、
SCC25、SCC4)に対する5-FU、CDDP、DOC、PTX、
C-mab、RTの処理による細胞増殖抑制効果なら
びにmTOR、p-mTORおよびmTORC1発現の検索は、
上記(1)と同様にMTT assayおよびWestern 
blot法を用いた。 
(3)口腔癌細胞に対する効果的なmTOR阻害を
目指した化学療法あるいは化学放射線療法レ
ジメンの検討 
  上記(1)、(2)の実験結果から口腔癌細胞に
対するラパマイシン、テムシロリムス、エベ
ロリムス、5-FU、CDDP、DOC、PTX、C-mab、RT
それぞれの細胞増殖抑制効果と mTOR 阻害効
果を比較し、効果的な併用療法を検討した。 



(4) mTOR 阻害に着目した新規レジメンによる
担癌ヌードマウスに対する治療効果および細
胞老化、寿命延長、抗癌作用に関わる諸因子
の発現の検討 
 上記(3)の結果から検討された最も効果的
な mTOR 阻害につながるレジメンと考えられ
たラパマイシンと 5-FU との併用療法を用い
て、口腔癌細胞を背部皮下に移植したヌード
マウスに対して治療を行い、抗腫瘍効果、体
重変化に加えて、残存腫瘍における細胞老化、
寿命延長、抗癌作用に関わる諸因子の発現を
検討した。すなわち、腫瘍体積の変化および
体重の変化を計測することで、抗腫瘍効果と
副作用の程度を観察する。さらに治療終了後
残存腫瘍を切除し、サンプルはホルマリン固
定を行い、パラフィンブロック、薄切切片を
作製し、免疫組織染色法を用いて、mTOR 
(mTORC1)、p16INK4a、PI3K/Akt、p27、p21、VEGF、
podoplanin の発現を検索した。特に体重減少
や皮膚障害の程度について慎重な観察を行い、
未処理対照群である生理食塩水の腹腔内投与
を行ったマウスと比較して有意な体重減少を
示す薬剤の組み合わせは除外し,老化防止な
らびに健康寿命延長につながる最も有用な治
療法を検討した。 
４．研究成果 
 各種口腔癌細胞に対する mTOR、p-mTOR およ
び mTORC1 の発現を Western blot.にて検索し
たところ、それぞれ、SCC25 では顕著に発現
が高く、HSC4 も高発現、HSC2、HSC3、Ca9-22
は中等度発現、SCC4 と SAS はやや低発現を示
した(図 1)。次に、各種 mTOR 阻害剤による増
殖抑制効果を検索したところ、ラパマイシン、 
テムシロリムス、エベロリムスともに、m-TOR、
p-mTOR および mTORC1 発現が高発現の細胞株
程、低濃度の mTOR 阻害剤に感受性を示したが、
ラパマイシンやエベロリムスはテムシロリム
スより、顕著な細胞増殖抑制効果を発現した
(図 2A-C)。一方、5-FU、CDDP、DOC、PTX、C-mab、
RT の増殖抑制効果と mTOR、p-mTOR ならびに
mTORC1の発現の間には明らかな相関を認めな
かった。またラパマイシンを含む mTOR 阻害剤
は、濃度依存的に mTOR、p-mTOR ならびに
mTORC1 の発現を抑制した(図 3)。そこで、ラ
パマイシン、テムシロリムス、エベロリムス
の何れか一つと、5-FU、CDDP、DOC、PTX、C-mab、
RTの何れか一つとの併用処理を行ったところ、
それぞれ相加効果程度以上の増殖抑制効果を
認めたが、mTOR 阻害剤と C-mab との併用も効
果が認められ、この際、HaCat や線維芽細胞
への増殖抑制効果が最も少なかった。なお、
ラパマイシン、テムシロリムス、エベロリム
スの何れかと抗癌剤 5-FU、CDDP、DOC の何れ
かとの併用効果は大きく、それらの中で最も
併用効果が優れていた組み合わせは、ラパマ
イシンと 5-FU の併用であった(図 4A-C)。 
 ヌードマウス背部皮下への移植の容易さか
らも、HSC4腫瘍、SAS腫瘍あるいはHSC2腫瘍を
有する担癌ヌードマウスを作製し、 ラパマイ
シン 5mg/kg/日ならびに5-FU 10mg/kg/日を、
それぞれ単独あるいは併用にて週3回投与を3
週間行った。コントロール群(未処理対照)と
比較して、ラパマイシンと5-FUの併用療法で
は、 HSC4腫瘍に対しては約72%の縮小を示し、
SAS腫瘍に対しては約57%の縮小を示し、HSC2
腫瘍に対しては約50%の縮小を示した。ラパマ

イシン、テムシロリムス、エベロリムスそれ
ぞれと5-FUとの併用効果を確認するために、
最も安定したヌードマウス背部皮下での増腫
瘍性を有する細胞株を考慮した結果、HSC2細
胞を移植したHSC2腫瘍を選択し、mTOR阻害剤
と5-FUとの併用による治療効果を検討したと
ころ、in vitroのデーターと同様に、ラパマ
イシンと5-FUの併用療法が最も抗腫瘍効果が
優れており、この際に顕著な体重減少を認め
なかった(図5A-D)。ヌードマウスにおける残
存腫瘍を対象に、免疫染色法を用いて細胞老
化や寿命延長関連因子の発現を検索したとこ
ろ、細胞老化促進につながるp16INK4aの発現は、
コントロール群と比較して、5-FU群では軽度
の発現増強を認めたが、ラパマイシン群では
顕著に発現が減弱し、ラパマイシン＋5-FU群
においても軽度の発現減弱が認められた。一
方、生存シグナルであるPI3KおよびAktの発現
は、コントロール群と比較して、5-FU群では
発現減弱を認めたが、ラパマイシン群では発
現増強を認め、ラパマイシン＋5-FU群におい
ても軽度の発現増強を認めた。また細胞周期
を停止させるp27、p21の発現は、コントロー
ル群と比較して、5-FU群では軽度の発現増強
を認めたが、ラパマイシン群では顕著に発現
が減弱し、ラパマイシン＋5-FU群では軽度の
発現増強を認めた。さらに、血管新生に関わ
るVEGFの発現およびリンパ管新生に関わる
podoplaninの発現はともに、コントロール群
と比較して、5-FU群では軽度の発現減弱を認
めたが、ラパマイシン群でも発現が減弱し、
ラパマイシン＋5-FU群において顕著な発現減
弱を認めた。 
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