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研究成果の概要（和文）：新規の分子標的薬の開発には目覚ましいものがある。しかし、口腔癌に対する分子標的治療
は開発が遅れている。そこで、治療に抵抗して生残り、再発の原因となる癌幹細胞を治療対象とし、新たな分子標的を
ターゲットとした研究を進めて行くことが重要である。癌幹細胞マーカーとしてCD44陽性細胞を抽出し、sphere形成が
出来ること確認した。Safingolによる細胞死は、抗酸化剤で抑制されることから、活性酸素が関与すること、その過程
にendo Gのミトコンドリアから核へのトランスロケーションが関係することが分かった。Endo Gは口腔癌に対する分子
標的となると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Recent advances in a molecular target therapy are remarkable. However the 
molecular target therapy for oral cancer is delayed. So it is important to study new molecular target, 
such as cancer stem cell, which have resistance for cancer treatment and is the cause of any recurrence. 
We isolated CD44(+) cells as cancer stem cell marker, the formation of sphere cells could be observed. 
Antioxidant prevent the apoptosis of oral SCC cells by safingol. These results suggest that H2O2 is 
involved in the nuclear translocation of the mitochondrial factor of endo G. Endo G may be useful as a 
molecular target in cases of oral SCC.

研究分野：口腔癌
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１．研究開始当初の背景 
新規の分子標的薬の開発には目覚ましいも
のがある。しかし、口腔癌に対する分子標的
治療は他領域の悪性腫瘍に比べて開発が遅
れており、まだ始まったばかりである。大き
な期待が持たれた EGFR をターゲットとし
た分子標的治療も、従来の治療を大きく凌駕
する結果は得られていない。そこで、治療に
抵抗して生残り、再発の原因となる癌幹細胞
を治療対象とし、新たな分子標的をターゲッ
トとした研究を進めて行くことが重要であ
る。癌幹細胞は組織再生への応用を期待され
る組織幹細胞と同様、自己複製能を有して癌
細胞を供給し、癌組織を維持するもので、
1994 年にヒト急性骨髄性白血病において初
めて報告され、癌幹細胞のマーカーとして
CD24、CD34、CD44、CD133、CD166など
が現在知られている。頭頸部癌では 2007 年
に癌幹細胞としての性格を示す細胞群が報
告されて、CD44 が癌幹細胞マーカーとして
知られている。 
 
２．研究の目的 
研究代表者は、これまで分子標的として発癌
プロモーターの細胞内受容体であるプロテ
インキナーゼ C(PKC)に着目し、その阻害剤
である safingolによる口腔癌細胞の caspase
非依存的アポトーシスを明らかにしてきた。
今回、これら新規の分子標的薬の作用メカニ
ズムを口腔癌の癌幹細胞を用いた研究を行
うことを目的とした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
３．研究の方法 
各種ヒト口腔扁平上皮癌細胞を用いた。癌幹
細胞マーカーである CD44 陽生細胞の抽出は
MAC 社の CD44 MicroBeads (Miltenyi Biotec)
を用いて行った。Sphere Formation assay は
無 血 清 培 地 に bFGF(Fibroblast Growth 
Factor-Basic human)、EGF(Epidermal Growth 
Factor)を各々20 ng/ml 加え、Ultra-Low 
Attachment 6 well plate(Corning,NY)にて、
培養を行い、観察を行った。薬剤は safingol、
H2O2、抗酸化剤である NAC、PEG-catalase を
用いた。生死細胞はトリパンブルー色素排除

試験法にて判定し、アポトーシス細胞は
Annexin V 染色にて検出した。Endo G の検出
をイムロブロット法、蛍光免疫染色は共焦点
蛍光顕微鏡にて観察した。 
 
４．研究成果 
（１）各種ヒト口腔扁平上皮癌細胞を用い、
MAC 社の CD44 MicroBeads (Miltenyi Biotec)
を用いて CD44 細胞を抽出し、Sphere 形成能
を見たところ、Sphere 形成が起こることを確
認した。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（２）また、各種ヒト口腔扁平上皮癌細胞を
用いて、PKC 阻害剤 safingol による endoG を
介するcaspase非依存的アポトーシスにおけ
る活性酸素種(ROS)の役割を検討した。 
① safingol または H2O2で処理すると、アポ
トーシスの誘導がみられた。抗酸化剤で前処
理すると、この作用は阻害された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
② endo G siRNA をトランスフェクションし
た細胞では、safingol または H2O2によるア
ポトーシスは抑制された。 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
③ safingol または H2O2で処理すると、endo 
G のミトコンドリアから核へのトランスロケ
ーションがみられた。NAC で前処理すると、
この作用は阻害された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
以上のことから、safingol による細胞死は、
抗酸化剤で抑制されることから、活性酸素が
関与すること、その過程に endo G のミトコ
ンドリアから核へのトランスロケーション
が関係することが分かった。Endo G は口腔癌
に対する分子標的となると考えられた。 
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