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研究成果の概要（和文）：本研究では口腔癌患者の癌遺伝子・癌抑制遺伝子の変異をがん治療に活用し、口腔癌
治療において有効ながん化学療法・放射線治療を解析することである。実際には手術検体から培養細胞株を樹立
し、CDDPやCmabを培養液に添加し、耐性細胞を樹立した。また放射線耐性細胞では10Gy/回を照射し、100Gy照射
後も増殖能を有する口腔扁平上皮癌培養細胞の樹立に成功した。さらに唾液腺癌では培養細胞の樹立と発がんに
関わる融合遺伝子の解析を行った。現在、樹立細胞の全ゲノム解析を行っている。

研究成果の概要（英文）：In this study, we established newly oral squamous cell carcinoma cell lines 
and salivary gland carcinoma cell line derived from surgical specimen. Moreover, we analyzed some 
oncogene and tumor suppressor gene. Furthermore, we established acquired resistant cell lines 
against CDDP and Cmab. In addition, we established radiation resistant oral carcinoma cell line.  
Now, we analyzed  mutation of oncogene and tumor suppressor gene using Next Generation Sequencer 
against parental cell lines. Next, we established mucoepidermoid carcinoma cell lines, and adenoid 
cystic carcinoma cell line. we will analyze molecular characterization of salivary gland carcinoma 
cell lines. 

研究分野：口腔腫瘍学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
口腔がんの治療方針としては外科切除が優先されるが、術後再発や転移のリスクが高い場合は放射線化学療法
（あるいは放射線治療）が行われることが推奨される。術後治療の効果が患者の予後を決定するといっても過言
ではない。われわれは術後治療の効果判定を切除した組織検体から予測できないかと考え、患者由来の癌培養細
胞を作成し、がん化学療法や放射線治療を行った際の遺伝子の変化から効果予測が可能かを検討した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
1. 研究開始当初の背景 
 
癌化学療法は外科療法、放射線療法と並び、癌治療における重要な位置を占める。外科療
法と放射線療法は腫瘍が存在する部位を治療対象にするのに対し、癌化学療法は原発巣の
みならず、転移性のがんにも効果を発揮するので、標準治療では切除不能または遠隔転移
症例が適応となる。癌化学療法は患者の QOL に関わる重要な治療法であるにもかかわらず、
選択肢が少ない上に、生存期間の延長、有害事象対策などの点で現状は十分とは言えない。
近年、癌の tailor-made 治療、個別化治療が主張されるが、個別化治療が最も重要かつ進
歩している癌治療は癌化学療法である。口腔癌を含む頭頸部癌では One size fits-all 治
療の癌化学療法、すなわちファーストラインとして CDDP・5-FU＋Cmab が実施され、セカン
ドラインでドセタキセル＋Cmab が適応されるのみ（その後、オプジーボの承認によりファ
ーストラインとして CDDP・5-FU＋Cmab またはカルボプラチン＋パクリタキセル＋Cmab、セ
カンドラインとしてオプジーボ、サードラインンとしてパクリタキセル＋Cmab と変化して
いる）で、頭頸部癌の key Oncogene である EGFR シグナルの遺伝子レベルでの変異を確認
するには至っていない。 

 
２．研究の目的 
   
本研究の目的は口腔癌のゲノム不安定性を背景としたクローン進化に伴う組織内不均一
性を次世代シークエンサー（NGS）を用いて癌遺伝子・癌抑制遺伝子の発現を検討する。
すなわち、放射線治療、癌化学療法を行うと治療前の細胞集団と治療後の細胞集団は変化
する。これは腫瘍内細胞不均一性によるものであるが、前述の治療が有効な細胞群は死滅
し、無効な細胞群が残存する。このような変化はあたかもがん組織が治療により別の細胞
集団へと進化（ダーウィニズム的進化）にも見える。腫瘍内細胞不均一性はがんの治療抵
抗性の大きな原因であり、薬剤耐性に関与する遺伝子・シグナル経路の発見につながるだ
けでなく、個別化治療を確立するための基礎的データを蓄積することである。本研究の目
的は CDDP や Cmab 耐性症例の予測、他の既存の有効な分子標的薬を選択、その有効性を in 
vitro で検討することである。 
 

3.  研究の方法 
 
1) 口腔癌への標準治療の実施と口腔癌培養細胞株の樹立 
口腔癌に対し NCCNのガイドラインに沿った標準治療を行い、癌化学療法が必要とな
った患者に対して分化度・YK分類・リンパ管浸潤・脈管浸潤・神経浸潤の有無を臨床
的に評価する。同時に同意を得られた患者の手術検体よりにがん組織を採取し、腫瘍
組織より DNA・RNAを抽出、細胞培養を試みた。 

  2) シスプラチン・セツキシマブ耐性細胞の作成 
新たに樹立した口腔扁平上皮癌培養細胞 4 株と以前より当科で継代培養していた口腔 
扁平上皮癌培養細胞 11 株の合計 15 株に対してシスプラチン(CDDP)とセツキシマブ
(Cmab)を低濃度から作用させるdose escalation methodを用いてCDDPおよびCmab
の耐性細胞を作成した。CDDPは各細胞の IC50の約 10倍まで、Cmabは最高血中濃
度から計算して 400μg/mL添加下の培養上精で増殖可能な細胞群を耐性細胞群とした。 

  3) 次世代シークエンサー(NGS)による腫瘍内不均一性・耐性化細胞のゲノム変化の解析 
得られた細胞群を用いて本学共同研に常設されている NGS の MiSeq とプラットフォ
ームとして TruSeq Amplicon – Cancer panelを用いてゲノム解析を行った。 

  4) シスプラチン・セツキシマブ耐性細胞における細胞生物学的特徴 
各薬剤に対して得られた耐性細胞群間、耐性細胞と親株のゲノム変異をNGSにて確認
し、シグナル変化を RT-PCR法を用いて発現量を解析した。 

  5) 放射線耐性細胞の樹立と解析 
前述の口腔扁平上皮癌培養細胞 15株のうち、p53に nonsence変異など重要な変異が
ある細胞株 8種類に対し、10Gy/回の放射線照射を行い、総線量が 100Gyになるまで
照射と再増殖を繰り返した細胞群を放射線耐性細胞株として上記と同様の手法で解析
した。 

 
４．研究成果 

 
1) 口腔癌培養細胞株の樹立 
われわれは外科的切除ののち、遠隔転移をきたした口腔癌患者 4 名より培養細胞株の
作成を試み、50継代を超える現在も継代培養中である。さらに当科で加療した腺様嚢
胞癌・多形腺腫由来癌・粘表皮癌の 3 種類の唾液腺癌患者より同様の手法を用いて培
養細胞株を作成した。現来新たに顎骨中心性癌より培養細胞株を作成中である。 

2) シスプラチン・セツキシマブ耐性細胞の樹立 
dose escalation法を用いて CDDP耐性口腔扁平上皮癌培養細胞および Cmab耐性口



腔扁平上皮癌培養細胞を作成したところ、CDDP耐性細胞は 3株、Cmab耐性細胞は
4株が樹立された。 

3) シスプラチン耐性細胞の耐性獲得機序の解析 
CDDP 耐性細胞 3 株のうち、2 株についてはこれまでの報告どおり ABC トランスポ
ーターである ATP7B によることが明らかになった。しかし 1 株は特異な細胞形態と
増殖スピードを示し、他の 2 株と明確な差があることが分かった。そのため、分子遺
伝的解析を行い、Hippo シグナル経路の YAP が耐性に関与していることを明らかに
した。 

4) セツキシマブ耐性細胞の耐性獲得機序の解析 
次にわれわれは CDDP 耐性細胞樹立と同様の手法で、Cmab 耐性細胞株を樹立した。Cmab
は EGFR と結合する分子標的薬で頭頸部癌だけでなく大腸癌などでも使用される薬剤
であり、大腸癌の場合、K-Ras の変異があると使用出来ないことが知られている。そ
こでわれわれは NGS で口腔扁平上皮癌培養細胞株 15 株の EGFR および K-Ras の変異を
あらかじめ確認した上で耐性細胞の作成に移った。また EGFR についてはコピー数の変
化も確認した。その結果、耐性を獲得した細胞と獲得できなかった（すなわち Cmab が
有効である）細胞群間、さらに耐性細胞とその親株に共通した EGFR の変異は確認でき
なかった。また EGFR のコピー数と Cmab 耐性獲得に相関はないように思われた。K-Ras
の変異も同様で、大腸癌と異なり頭頸部癌では K-Ras の変異は Cmab の有用性とは関係
なく、K-Ras に変異があっても Cmab が有効な細胞株は存在した。そこで EGFR-PI3K-AKT
経路に注目し、EGFR よりも下流の遺伝子変異に注目して解析を行った。その結果、PI3K
の変異が Cmab 耐性に関与していることが確認された。 

5) 放射線耐性細胞の樹立と解析 
得られた耐性細胞と親株を比較すると、放射線耐性細胞は CD44など幹細胞マーカー
が変化しており、顕著に幹細胞化が進んでいることが確認された。 

 
  現在、これらは in vitroの解析結果であるため、病理組織学的解析も含めて検討中である。 
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