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研究成果の概要： 
 腫瘍の転移と再発は予後を左右する大きな要因であり、その防止対策が急務である。がん抑制
遺伝子であるp53は多くの腫瘍でその変異がみられ、がん抑制遺伝子としての機能を喪失するだ
けでなく、より悪性度の高い腫瘍としての形質を獲得することが示され始めている。p53変異の
導くリスクファクターとしての意義を明らかにし、腫瘍の再発の防止の一助とすることを目的に
検索を行った。 
 11例の口腔扁平上皮がん患者について病理学的検索を行った。免疫染色でp53異常タンパクの
蓄積が9例に認められ、変異型p53をゲノムにもつ可能性が示唆された。これらの症例からDNAお
よびRNAを抽出し、遺伝子変異について検索したところ、全例でp53の変異が確認された。 
 抗がん剤は癌細胞にアポトーシスを引き起こし細胞死誘導を生じさせる。野生型p53はこの機
構に重要な役割を演じているが、口腔がんの多くは変異型p53をゲノムにもち抗がん剤の効果を
高める必要性がある。ゲノムに変異型p53をもち抗がん剤シスプラチンに抵抗性をもつ口腔がん
細胞株HSC3を対象としてシスプラチンの細胞死誘導に及ぼすポリリン酸の影響について検索し
た。ポリリン酸は10数個から数百個の正リン酸が直鎖状に結合したポリマーで，ほとんど全ての
生物に存在することが知られているが生物学的機能については不明な点が多い。その結果、ポリ
リン酸がシスプラチン処理により細胞に生じた細胞死誘導をさらに活性化し、低濃度のシスプラ
チンでも細胞死を誘導できることが明らかになり、この際にはp53被依存的にBaxの転写活性化に
ともなうCaspase9, PARPの活性化が生じていた。このような所見は、ポリリン酸がp53以外の転
写因子の安定化にはたらきストレス経路によるアポトーシス誘導経路を刺激したものと思われ
た。 
 さらに患者血清中のp53タンパクの発現についてELISA法を用いて検討を行った。その結果、血
清中にp53タンパクの発現がみられた症例では二次的なリンパ節転移の頻度が高く、予後との相
関が得られた。 
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１．研究開始当初の背景 
腫瘍の転移と再発は予後を左右する大きな
要因であり、その防止対策が急務である。が

ん抑制遺伝子であるp53は多くの腫瘍でそ
の変異がみられ、がん抑制遺伝子としての
機能を喪失するだけでなく、より悪性度の



高い腫瘍としての形質を獲得することが示
され始めている。 
 
２．研究の目的 
p53 変異の導くリスクファクターとしての意
義を明らかにし、腫瘍の再発の防止の一助と
することを目的に検索を行った。 
 
３．研究の方法 
（1）口腔がんの術前治療と p53 の関連   
北海道大学病院口腔外科で術前に化学療法
あるいは放射線療法を行った口腔扁平上皮
がん 11 例を対象にした。これらの術前生検
標本に対して、p53, MIB-1 の免疫染色を行い、
その発現と術前治療への感受性との関連に
ついて検索した。術前治療効果は大星・下里
分類に従って判定し、有意差の検定には
Fischer の直接法を用いた。 
（2）ポリリン酸による口腔扁平上皮がん細
胞の抗がん剤感受性増強効果 
細胞培養：                              
舌扁平上皮がん由来細胞株HSC-3（RIKEN Cell 
Bank）を実験に用いた。細胞は10% FBS （fetal 
bovine serum）と抗生物質を含んだ DMEM を
用いて 37°C, 5% CO2で培養した。 
ポリリン酸とシスプラチンの調整：                    
ポリリン酸は、柴 博士［リジェンティス株
式会社］の供与による平均鎖長 100 のポリリ
ン酸ナトリウムを純水に溶解、250mM pH 7.4
になるよう調整し 0.45 μm フィルターで濾過
滅菌した。シスプラチンは、協和製薬から購
入した。 
細胞増殖活性および細胞毒性の検索：                    
① MTS アッセイ：HSC-3 細胞が 80-90%コン
フルエント時にトリプシン処理し、剥離した
細胞を回収後、96 穴ウェルあたり 5000 個の
細胞をプレーティングした。1mM の濃度のポ
リリン酸と、0, 0.5, 1, 2.5, 5μg/ml の濃
度のシスプラチンを加え、24 時間後に Cell 
Titer 96 AQ assay solution（プロメガ）で
処理し、96穴マイクロプレートリーダー
（Bio-Rad）で吸光度を測定した。                                         
② コロニーフォーメーションアッセイ：
HSC-3 細胞を６穴ウェルに 3000 個ずつまき、
培養 48 時間後に 1mM のポリリン酸、5μg/ml
シスプラチン、ポリリン酸とシスプラチンの
両者を加えてさらに 48 時間培養を行い、固
定後にギムザ染色を行った。 
Western blot                               
HSC-3 細胞の培養液中に 5μg/ml のシスプラ
チン単独あるいはシスプラチンと 1mMのポリ
リン酸を加え、・・時間後に細胞を回収し、
プロテアーゼ阻害剤、脱リン酸化防止剤を含
む細胞 lysis buffer (Cytoskeleton, Inc., 
USA)に溶解し、BCA protein assay kit でタ
ンパクを定量した。等量のタンパクを
SDS-PAGEにより電気泳動を行い Immobilon-P 
membrane (Millipore) に転写した. ブロッ
キングは 0.01% Tween 20 を含む TBS に溶解
した 5%スキムミルクで一時間行い、DO-7（抗
p53）、Bax, Apo-1/Fas （DAKO）、活性型
Caspase-3、-9 （Cell Signaling 
Technology）の 1次抗体で４℃、overnight
の反応を行った。 二次抗体は抗マウスおよ
びラビットの HRP-conjugated 2 次抗体を 
、室温で 1時間反応した. 洗浄後に Western 
Lightning Chemiluminescence（Perkin 
Elmer）で発光させ X 線フィルムに感光した. 
（3）Serum p53 antibodies as a prognostic 

indicator in oral squamous cell 
carcinoma 

 
 

 

 
 

 
 

 
 



４．研究成果 
（1）大星・下里分類では 11 例中、４例は術
前治療に抵抗性だったが、７例は抗がん剤と
放射線療法のコンビネーションテラピーに
より治療効果が得られた。 
 術前治療効果の認められなかった GradeI
症例を示す。腫瘍細胞は術前とほぼ同様に小
型の胞巣を形成しながら増殖し、腫瘍細胞の
変性の傾向は全くみとめられない（図１）。 

 
術前治療が奏効した症例を示す。Active な腫
瘍細胞は完全に消失し、角質変性物を囲んで
多核巨細胞が認められる（図２）。 

                
これらの症例の術前試験切除標本に対して
抗ヒト p53 遺伝子産物モノクローナル抗体
(DO-7)を用い、p53 タンパクの免疫染色を行
った（図３）。野生型 p53 はがん抑制遺伝子
で、DNA が損傷されるとリン酸化され安定
化し、細胞周期を調節するｐ21 や DNA 修復
を行う GADD45 などの転写を亢進する転写
因子であるが、野生型ではユビキチン化され
ほとんどタンパクを検出することはできな
い。これに対して、多くのがん細胞でみられ
る変異型p53はユビキチン化されずタンパク
が蓄積することが知られている。今回、核に
陽性所見を示すがん細胞は変異型p53をゲノ
ムに持つものと考えた。その結果、変異型 p53
症例では術前治療有効 6 例、無効３例、野生
型p53をゲノムに持つと考えられる２例では
術前治療有効１例、無効１例だった。野生型
p53 症例が少なく、有効群と無効群の間には
有意差は見られなかった。しかし、今後症例

を増やすことによって p53 の変異と術前
治療効果との関連性をさらに検討したい
と考えている。 
 次に、Ki-67 抗原を認識する MIB-1 抗体
を用いた免疫染色を行った。Ki-67 抗原は
G0 以外の細胞周期に入った増殖細胞の核
に発現するため、MIB-1 抗体は増殖中の細
胞のマーカーとして頻用されている。今回、
200 倍視野下でがん細胞の陽性率を測定し、
60%以上を MIB-1 (+)群とした。その結果、
MIB-1(+)群では、６例全てにおいて術前治
療が有効であったのに対し、MIB-1 (-)群で
は、術前治療が有効だったのは 1 例のみで、
4 例は効果が認められなかった。 有為差
検定の結果を示す。MIB-1 の発現頻度の高
さは危険率５％と有意に差をもって術前
治療効果と関連していることが示された。 
11 例の口腔扁平上皮がん患者試料を用い
て術前放射線治療、化学療法に対するがん
細胞の感受性について検討したところ、11
例中７例は術前治療効果奏効群であった。 
 これらの術前治療に感受性を示す腫瘍
は、細胞増殖因子マーカーMIB-1 が高発現
している症例が有意に多い傾向を示した。
このような結果は、増殖能が高いがん細胞
は放射線や化学療法による DNA の障害を
受けやすいためと考えられた。 

 
 
（2） 
①シスプラチンとポリリン酸による細胞
死の誘導効果 
 コロニーフォーメーションアッセイで
ゲノムに変異型p53をもつ口腔扁平上皮が
ん細胞株 HSC3 のシスプラチンによる細胞
増殖におよぼすシスプラチンとポリリン
酸の効果を検討した。通常の培養を行った
際、６穴ウェル１個当たり 3000 個の HSC-3
細胞をまき時間培養した際には 97.6±6.1
個のコロニーが認められた。1mM のポリリ
ン酸を培養液に加えるとコロニー数は
143.3±3.1 個と有意に増加した。5μg/ml
の濃度のシスプラチン単独処理では、コロ
ニー数は 73.8±5.9 に有意に減少し、ポリ
リン酸とシスプラチンの共処理でコロニ
ー数は52.8±6.9個とさらに有意の減少を
みた（図１） 
 
 
MTS アッセイにより、HSC3 のシスプラチン
の濃度による細胞死誘導および、この細胞
死におよぼすポリリン酸の影響について
検索した。その結果、HSC-3 細胞はシスプ
ラチンの濃度が0.5μg/mlではシスプラチ



ンに抵抗性を示したが、１μg/ml～５μg/ml
ではシスプラチンの濃度依存性に細胞死が
誘導された。ポリリン酸との共処理ではシス
プラチン単独では抵抗性を示した 0.5μg/ml
の濃度でもシスプラチン単独処理に比べて
有意に低値を示し、ポリリン酸処理によりシ
スプラチンが低濃度でも細胞死の誘導が生
じることが明らかになった。(図 2).  
 

 

 
 
②シスプラチンとポリリン酸によるアポト
ーシス誘導タンパクの発現 
 抗がん剤による細胞死誘導にはアポトー
シスが関与している。シスプラチン処理およ
びシスプラチンとポリリン酸で共処理した
HSC-3 細胞から抽出したタンパクの Western 

blot でアポトーシス関連タンパクの発現
について検索した。シスプラチン単独処理
で、HSC-3 細胞での変異型 p53 の発現は軽
度に減少したが、Bax は 1.2 倍.に発現が亢
進し、活性型 Caspase-9、PARP もそれぞれ
2.9 倍、 1.4 倍に増加した。ポリリン酸
との共培養では、変異型 p53 の発現が軽度
に亢進したが、Bax はシスプラチン単独処
理の1.2倍、活性型Caspase-9の発現は1.9
倍、活性型 PARP の発現も 1.2 倍に増加し
た。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（ 3 ） Serum p53 antibodies as a 
prognostic indicator in oral squamous 
cell carcinoma 
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