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研究成果の概要（和文）：  
今回は当施設の頭頸部癌サンプルを実際に使用しての、ゲノム、プロテオーム解析だけではな

く、microRNA の解析も多検体を用いて行うことができた。唾液腺癌も頭頸部癌の一つでありこ

れらの免疫組織学的検討も行うことができた。(昨年の頭頸部外科学会最優秀論文賞受賞)これ

らは海外の頭頸部癌関連学会で発表している。さらには現在話題の分子標的薬に対する耐性機

構のトランスクリプトーム解析とそれに付随する microRNA の解析についても論文としてすで

に Publish されている。 

得られた膨大な量のデータにはまだ分子情報が未知のものが多く、これからもこのデータから

臨床応用すべく実証実験を重ねていきたい。 

 

研究成果の概要（英文）： 
In this study, we could get the genome, proteome and microRNAs profile using the head 
and neck cancer samples from our institute. Furthermore, salivary grand samples could be 
added to this study and the molecular which showed difference depending on prognosis 
were confirmed their expression with the immunohistochemical methods. A lot of data were 
presented on meetings of American head and neck society, Asian society of head and neck, 
and other international meetings. 
We got the tremendous volume of data of head and neck cancer, so we need to continue the 
data-mining and the examination of protein-protein reaction to apply clinically. 
 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2010 年度 7,300,000 2,190,000 9,490,000 

2011 年度 3,900,000 1,170,000 5,070,000 

2012 年度 2,600,000 780,000 3,380,000 

年度  

  年度  

総 計 13,800,000 4,140,000 17,940,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学・耳鼻咽喉科学 
キーワード：頭頸部癌、トランスクリプトーム、EGFR、NF-kB 
 
１．研究開始当初の背景 

頭頸部癌は毎年世界で 50 万人以上が罹患し、

全癌中 6 番目に多い疾患である。この頭頸部

癌の治療においては、再建術の進歩や強力な

放射線化学同時併用療法により治療成績の

改善が期待されてきたが、いまだに大きな改
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善の余地が残されていると言わざるを得な

い。個々の頭頸部癌は本質的に異なる特性

（腫瘍悪性度・放射線/抗癌剤感受性など）

を有しているが、これらの増殖・制御の基本

的メカニズムや実地臨床に真に直結する評

価法は未だにないのが現状であり、基礎的研

究に裏打ちされた臨床的break through が強

く求められている。 

 

２．研究の目的 

本研究では主としてゲノム・プロテオーム技

術を用い、頭頸部癌組織から抽出したタンパ

ク質を網羅的・定量的に解析し、頭頸部癌の

発生・転移・予後・抗癌剤耐性・治療感受性

等に関連するタンパク質群を同定していき

たい。 

本研究で得られる知見によって、頭頸部癌発

生に関与する分子機構の解明と、その個性に

関わるタンパク質の同定により頭頸部癌に

関する極めて有用な基礎的情報を提供する

とともに、個々人に最も適した治療法の選択

や新しい治療標的分子の同定などを通して、

さらなる治療成績の向上が期待される。 

 

３．研究の方法 

（1） 頭頸部正常扁平上皮および癌組織から

のタンパク質抽出 

生検、手術で得られた検体を凍結保存し、-20 

度の状態で凍結切片を作製する。これをヘマ

トキシリン・エオジン染色後、病理医により

光学顕微鏡下にその組織型を確認する。 

さらに連続切片をヘマトキシリン染色のみ

行い Lasermicrodissection 法を用いて当該

組織のみを採取し、タンパク質を抽出する。 

（2） ２次元電気泳動及び発現解析 

抽出したタンパク質に蛍光標識を行い、２次

元電気泳動にて展開する。 

専用のスキャナーを用いて、画像を取り込み、

その発現を専用のソフトウエアを用いて定

量化する。 

定量化されたデータをバイオインフォマテ

ィクスアプローチにより解析する。 

従来の多変量解析のほか、階層的クラスター

分析、機械学習法、自己組織化写像法を用い

て検体の組織特異性、臨床的背景に応じて変

化するタンパク質スポット群を層別化する。 

（3） 質量分析ならびにユビキチンプロテア

ソーム解析 

臨床背景に即した変化をしめすタンパク質

スポットをゲル上から分離し、トリプシン処

理後、四重極法による質量分析を行い、当該

タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 。 ま た Cell 

Proliferation Assay でユビキチンリガーゼ

TRIM32 の細胞増殖への影響をみる 

（Cancer Res, 2008 研究業績 No.24） 

（4） ウエスタンブロッティング、免疫染色

によるタンパク質発現の確認 

質量分析で同定したタンパク質群の実際の

発現をウエスタンブロッティング法、ELIZA 

法、免疫染色法により確認する。 

（5） 当該タンパク質に関する細胞生物学的

解析 

野生型もしくはドミナントネガティブ型

（RING ドメインを欠失した）を過剰発現さ

せる、もしくは RNAi によってノックダウン

させた細胞株を作製し、癌化、増殖に対する

検討を試みる。つまり、細胞を使ったこのア

ッセイ系により、注目されるタンパク質分子

が、細胞増殖の活性化に働いているのか、抑

制性に働いているのかを検討する。使用する

方法としては、フォーカスアッセイ、コロニ

ー形成アッセイ、等を行う。 

（6） 当該タンパク質の発現プロファイルの

検索（癌組織発現プロファイル検索を含む） 

作製した抗体を使用し、その他の臓器での免

疫組織化学的解析を行い、いかなる臓器のい

かなる細胞で発現されているかをタンパク

質レベルで確認する。この情報は、次の遺伝

子改変マウス作製の際、いかなる表現系の変

化が認められるかの指標になる可能性が高

い。また、他臓器での当該タンパク質の発現

強度を網羅的に調べ、癌の悪性度との相関を

検索する。 

 

４．研究成果 

ポストゲノム時代を迎え、この数年の分子

生物学技術の発展には目覚しいものがある。

技術の進歩は単なる DNAのシークエンスの解



読から、転写される mRNA、翻訳されて生まれ

るタンパク質の大規模解析を可能とし、更に

は分子の修飾、干渉機構の網羅的解析やバイ

オインフォマティクスの発展も相まって進

化を続けている。我々はこれらの最新の技術

を用いた解析を行なってきており、「木を見

て森を見ない」従来のウエットな実験では成

しえなかった、分子標的治療に対する耐性化

機構の解明やテーラーメード医療に向けた

新たなマーカーや分子標的の同定を行なっ

てきた。今回の研究では多症例における食道

扁平上皮癌プロテオーム解析と、トランスク

リプトーム解析及び SNP解析を用いた頭頸部

扁平上皮癌細胞株などの我々のデータを中

心に供覧する。ゲノム・プロテオーム解析の

膨大なデータを基として、EGFR パスウエイを

始めとする扁平上皮癌増殖シグナル伝達機

構をバイオインフォマティクスアプローチ

によって分析した。階層的クラスター解析か

ら癌細胞と正常扁平上皮のタンパク成分が

大きく異なることを解明し更にはリンパ節

転移、予後に関する腫瘍マーカーを同定した。

パスウエイ解析では EGFR 阻害薬の耐性機構

が上皮間葉転換に関連すること、それによっ

て個々の扁平上皮癌の増殖シグナル伝達が

変化することが示された。すでに扁平上皮癌

治療においても分子標的治療が標準ともな

ってきており、臨床医にとっては Cancer 

biology の理解が必須なものとなってきてい

る。診断技術や手術手技の研鑽だけでなく、

基 礎 医 学 へ の 造 詣 を 深 め 、 い わ ゆ る

translational researchへの今後の一つの方

向性を示したい前回の研究ではプロテオー

ム中心のものであったが、今回は microRNA

による遺伝子発現制御やトランスクリプト

ーム解析といった、遺伝子からタンパク質ま

での、転写、翻訳の過程についても幾つかの

知見を得ることができた。 

今回得られた画期的発見の一つに頭頸部癌

における EGFR リガンドの役割が挙げられ、

研究の結果の要旨を以下に記す。セツキシマ

ブは既に欧米では頭頸部癌治療における分

子標的薬として標準的な薬剤として認知さ

れ、本邦においても頭頸部癌における臨床治

験が始まっている。しかし、他の抗腫瘍薬と

同様に長期投与において耐性化することも

明らかとなってきた。これまで肺癌を始めと

する他癌においては、ターゲットとなる上皮

成長因子受容体（EGFR）やその下流にある

k-ras の変異、Met 等の他のシグナル伝達の

亢進等の耐性化の機構が示されている。しか

し頭頸部癌においては、これらの遺伝子変異

は稀であることもわかってきた。今回我々は

ＥＧＦＲのリガンドの発現とセツキシマブ

感受性への影響と、さらにこれらのリガンド

をターゲットとする microRNA 発現を検討し

た。方法はセツキシマブ高感受性頭頸部癌細

胞株ＳＣＣ1 とその耐性クローンである１Ｃ

ｃ８を用いて、各リガンドの発現とセツキシ

マブ耐性への影響を比較した。microRNA の発

現は Taqman Array(Applied Biosystem)を用

いている。 

実験の結果、HB-EGF, Amphiregulin, TGF-β

がセツキシマブの感受性に影響を与え、さら

に耐性株では親株に比べHB-EGF, TGF-βの発

現が亢進していることが確認された。なかで

も HB-EGF は少量でもセツキシマブの耐性化

を起こし、その下流のパスウエイの活性化を

起こすことが確認された。HB-EGF ノックダウ

ン株は高いセツキシマブ感受性を示し、患者

血清中、癌組織中の HB-EGF 濃度は初診時よ

り再発時で高かった。miRNA212 は耐性株で低

値を示し、HB-EGF の発現を制御していた。こ

れらのことからセツキシマブの耐性化には

リガンドが強く関与しており、またこのリガ

ンド発現の制御に microRNAが関与していた。

リガンドの発現はセツキシマブ感受性のマ

ーカーとして有用と考えられ、さらには

microRNA を分子標的とした治療は、頭頸部癌

治療における新たなブレイクスルーとなる

ことが期待される。 

 これら研究の成果を今後の臨床にフィー

ドバックし、今後の頭頸部癌治療への速やか

な臨床応用へと繋げて行きたい。 
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