
熊本大学・医学部附属病院・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７４０１

若手研究(B)

2017～2016

治療抵抗性口腔癌の高次エピゲノム解析に基づく新規診断法とエピゲノム治療法の創出

Creation of novel diagnostic methods and epigenome therapy based on higher-order
 epigenome analysis in treatment-resistant oral cancer

００６３８１８２研究者番号：

廣末　晃之（Hirosue, Akiyuki）

研究期間：

１６Ｋ２０５９５

平成 年 月 日現在３０   ５ ３０

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：口腔扁平上皮癌（OSCC）は罹患率が増加しており、治療抵抗性や転移などの高悪性形
質は生存率を低下させる大きな要因である。そこで、本研究ではOSCCの治療抵抗性に関与する高次エピゲノム異
常を解明し、エピゲノムプロファイルに基づいた新たな診断法とエピゲノム治療法の創出することを目的とし
た。高次エピゲノム制御に関するBRD4に着目し、その阻害薬であるJQ1をOSCC細胞株に投与したところ、増殖・
遊走・浸潤の低下を認め、さらに浸潤・転移に関与するMMP2遺伝子の発現の低下を認めた。BRD4は口腔癌におけ
る新たな浸潤転移の指標、さらには治療標的となり得る可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Oral squamous cell carcinoma (OSCC) has been increased morbidity, and its 
high malignant potential, including metastasis and therapeutic resistance affects patient survival. 
Herein, we investigated the higher-order epigemomic alteration in therapeutic resistance of OSCC to 
develop the novel diagnostic methods and epigenome therapy based on epigenome profile. Bromodomain 
containing 4 (BRD4) associates with acetylated chromatin and facilitates transcriptional activation.
 BET inhibitor JQ1 suppressed cell proliferation, migration and invasion in OSCC cell lines, and JQ1
 reduced expression levels of matrix metalloproteinase 2 (MMP2), which are associated with cancer 
metastasis. These results suggest that BRD4 may be a novel therapeutic target in OSCC.

研究分野：口腔癌
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１．研究開始当初の背景 
 口腔癌は頭頸部癌の約 60％を占める疾患
であり、その 90％以上を OSCC が占めてい
る。近年、頭頸部癌の診断法の向上および分
子標的治療薬を含めた治療法の選択肢が広
がっているにも関わらず、5 年生存率は過去
30年間ほとんど変化していない（Forastiere et 
al. New Engl. J. Med. 2003）。その原因としては、
再発・転移を生じやすい高悪性度の症例や化
学療法および放射線療法への耐性を示す症
例といった治療抵抗性の癌の問題が挙げら
れる。よって再発・転移のリスク評価および
治療反応性の予測は予後を向上させる重要
な因子となり得ると考えられる。それ故、癌
の個性を把握し、分子レベルでの病態把握に
より、個別化された治療法の開発が不可欠と
なっている。その方法のひとつとして、エピ
ゲノム異常の検出は新たな診断法と治療標
的として期待されている(Laird et al. Nat. Rev. 
Cancer 2003)。 
 エピジェネティクスの機構は DNA のメチ
ル化、ヒストンのアセチル化・メチル化等の
翻訳後修飾、DNA とタンパク質の複合体で
あるクロマチンで成り立っており、このよう
に修飾されたゲノムはエピゲノムと呼ばれ
ている(Wolffe et al. Science 1999)。近年、これ
らの修飾による 1 次構造体のエピゲノムに
加え、エンハンサー、プロモーター、インス
レーターの相互作用といった 3次元的なクロ
マチン構造による高次のエピゲノム機構を
介した遺伝子発現制御のメカニズムも解明
されてきており、これらのエピゲノムが総合
して、癌化や老化等の生命現象に関与してい
ると考えられている(Gondor et al.Nature 2009)。 
 癌に関連するエピゲノム異常のうち、DNA
メチル化を網羅的に解析したメチローム解
析やヒストン修飾の解析は様々な癌におい
て病期診断、予後の予測および治療反応性の
診断として注目されている (Toyota et al. 
PNAS 1999)。また近年、高次のクロマチン構
造変換に関連して、複数のがん関連遺伝子の
発現を活性化するスーパーエンハンサーが
同定されている。スーパーエンハンサーはヒ
ストン H3 の 27 番目のリジンのアセチル化
（H3K27Ac）で修飾されており、BETタンパ
ク質ファミリーのひとつであるBRD4が同部
を認識し、結合することが報告されている
（Loven et al. Cell 2013）。スーパーエンハンサ
ーは癌の特性維持に必要な遺伝子の発現制
御に関与しており、BETファミリータンパク
質に対する特異的阻害剤(BRD4 阻害剤)は複
数のがん関連遺伝子の発現を同時に抑制し、
薬剤抵抗性の改善も含めた抗腫瘍効果がい
くつかの癌で報告されている。 
 研究代表者はこれまでOSCCの細胞株や臨
床検体を用いて、抗癌剤耐性に関連する DNA
メチル化異常の解析を行ってきた。その結果、
MGMT、DAPK1、TFAP2Eの DNAメチル化と
術前の化学放射線治療の治療効果との間に
相関が認められ、それらの遺伝子がメチル化

されている症例に関しては予後が不良にな
ることを見出している。しかし、癌の個性を
捉えるには、更なるエピゲノム情報の解析が
必要であり、DNAメチル化プロファイルに加
え、ヒストン修飾プロファイル、さらには高
次クロマチン構造も含めた、総合的なエピゲ
ノムプロファイルの確立が望まれる。 
 
２．研究の目的 
 そこで、本研究では、OSCC の治療抵抗性
に関連する高次エピゲノム異常を解明し、エ
ピゲノムプロファイルに基づいた新たな診
断法の開発とエピゲノム異常を標的とした
がん治療の創出を目指すことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)治療抵抗性の OSCC 細胞株における高次
エピゲノムの異常の解析 
(a)抗癌剤/放射線耐性に関与するDNAメチル
化異常の解析  
 5-FU耐性 OSCC細胞株（Nagata et al. Br. J. 
Cancer 2011）、放射線耐性 OSCC細胞株をと
その親株を用いて、DNAメチル化アレイ解析
および次世代シークエンサーを用いた RSBB 
(Reduced representation of bisulfite sequence) 
法にてゲノムワイドでの DNA メチル化の解
析を行った。 
 
(b)抗癌剤 /放射線耐性に関与する遺伝子の
DNAメチル化状態と遺伝子発現解析 
 当所属分野では 5FU-耐性 OSCC 細胞株の
遺伝子発現アレイ解析のデータを有してい
たため、数種類の放射性耐性 OSCC 細胞株
(SAS-R、Ca9-22-R、HSC2-R)においても親株
と共に遺伝子発現アレイ解析を施行し、耐性
株で発現が変化している遺伝子を抽出した。
また、発現変化がある遺伝子の発現機構に関
して DNA メチル化状態との関連性について
解析した。 
 
(c)浸潤・転移に関与するヒストン修飾状態の
解析 
 OSCC 細胞株(SAS,HOC313)を用いてゲノ
ムワイドでのヒストン修飾状態を ChIP-seq
法にて解析した。対象とするヒストン修飾は
活性化のマークであるヒストン H3リジン 27
のアセチル化（H3K27Ac）とした。これらの
解析結果より浸潤・転移機構に関与してエピ
ゲノム異常が生じている遺伝子の探索を行
った。 
 
(d)スーパーエンハンサーの同定 
 Homer というソフトウェアを使用して、
H3K27Ac の ChIP-seq データからエンハンサ
ー、スーパーエンハンサーを同定した。 
 
(2)OSCC におけるエピゲノム・プロファイル
とその臨床的意義の解析 
 OSCC 組織の解析として当所属分野に保管
している臨床検体のうち、治療前の生検時の



サンプルを用いて DNA を抽出した。細胞株
の解析から候補となる耐性関連遺伝子を抽
出し、プロモーター領域における DNA メチ
ル化状態を定量的MSP法にて解析した。 
 また生検時のサンプルから mRNA を抽出
し、浸潤転移に関与する遺伝子の発現を
qRT-PCRにて解析した。 
 解析結果を基に、臨床病理学的特徴と併せ
その臨床学的意義を解析した。臨床病理学的
特徴としては、TNM分類、Stage分類、浸潤
様式、再発・後発転移の有無、生存、術前治
療の治療効果（抗癌剤、放射線感受性）等の
項目について検討を行った。 
 
(3)細胞株を用いたエピゲノム治療薬の解析 
 新規エピゲノム治療薬として注目されて
い BRD4阻害薬（JQ1）を用いて、細胞増殖
能、浸潤能、遊走能への影響を解析した。 
 
４．研究成果 
(1)抗癌剤/放射線耐性に関与するDNAメチル
化状態の変化 
 5-FU 耐性 OSCC 細胞株（ SAS/FR2、
Ca9-22/FR2）とその親株である OSCC細胞株
（SAS、Ca9-22）を用いてゲノムワイドでの
DNAメチル化状態の解析を行った。解析には
イルミナ社の DNAメチル化アレイ（Infinium 
HumanMethylation 450 BeadChip）を用いた。
また、SAS細胞由来の放射線耐性 OSCC細胞
株(SAS-R)は親株(SAS)と共に次世代シーク
エンサーを用い、RRBS(Reduced representation 
of bisulfite sequence)法による網羅的 DNA メ
チル化解析を行った。結果として、5-FU耐性
OSCC細胞株および放射線耐性 OSCC細胞株
ともゲノムワイドで DNA メチル化状態が大
きく変化していた。 
 
(2)抗癌剤 /放射線耐性に関与する遺伝子の
DNAメチル化状態と遺伝子発現の変化 
 当所属分野では 5FU-耐性 OSCC 細胞株の
遺伝子発現アレイ解析のデータを有してい
たため、放射性耐性 OSCC 細胞株(SAS-R、
Ca9-22-R、HSC2-R)においても親株と共に遺
伝子発現アレイ解析を施行した。放射線耐性
OSCC 細胞株で発現が低下している遺伝子の
内、放射線耐性との関連が報告されている遺
伝子として MGMT を抽出した。同遺伝子に
関して DNA メチル化との関連性について解
析したところ、SAS細胞ではプロモーター領
域での高メチル化を認めた。 
 
(3) MGMT 遺伝子の DNA メチル化状態と術
前の化学放射線療法の治療効果との関連 
 上記の MGMT 遺伝子に関して放射線耐性
との関連性を評価するため、治療前の生検時
のサンプルから抽出した DNA をバイサルフ
ァイト処理し、定量的MSP法にて DNAメチ
ル化状態の解析を行った。術前の化学放射線
療法を施行した患者 50 例について解析した
ところ、MGMTのメチル化と治療効果との間

に相関が見られ、MGMTの高メチル化症例は
化学放射線療法の治療効果が乏しいという
結果が得られた。 
 
(4)浸潤・転移に関与するヒストン修飾状態の
変化 
 浸潤・転移に関連するヒストン修飾状態を
解析するために OSCC 細胞株(SAS)および浸
潤・転移能の高い OSCC 細胞株（HOC313）
を用いて ChIP-seq法にて解析を行った。対象
としたヒストン修飾は H3K27Ac とした。
ChIP-seqの解析結果をもとに、転移に関与す
る遺伝子の探索を行った。その結果、転移に
関連の深い、MMP 遺伝子群の近傍には
H3K27Ac の高集積が確認された。そこで、
MMP遺伝子群の中でMMP2に着目し、解析
を進めた。 
 
(5)エンハンサー、スーパーエンハンサーの同
定 
 Homer というソフトウェアを使用して、
H3K27Ac の ChIP-seq データからエンハンサ
ー、スーパーエンハンサーを同定したが、
MMP2 遺伝子座に関してもエンハンサー領
域が認められた。UCSC Genome Browserのデ
ータベースを用いて他の細胞株においても
検索を行ったところ、同領域は OSCC細胞株
だけではなく、他の細胞株においても保存さ
れていた。 
 
(6)MMP2遺伝子座への BRD4の結合 
 H3K27Ac の高集積部位には BET タンパク
質ファミリーのひとつであるBRD4が同部を
認識し、結合することが報告されている。そ
こで BRD4 の抗体を用いて ChIP 解析を行っ
たところ、MMP2 遺伝子座の H3K27Ac の高
集積部位で BRD4の結合が確認できた。 
 
(7)OSCC患者での BRD4とMMP2の発現 
 OSCC 患者の非癌部、癌部から採取した検
体より mRNAを抽出し、BRD4とMMP2の遺
伝子発現レベルを qRT-PCR で比較したとこ
ろ、両遺伝子とも癌組織において優位に発現
が上昇していた。両遺伝子は癌組織において
は正に相関することを認めた。また、頸部リ
ンパ節転移を認めた患者群では BRD4、MMP2
とも有意に高い発現が認められた。 
 
(8) エピゲノム治療薬の細胞増殖、遊走能、
浸潤能への影響 
 新規エピゲノム治療薬として注目されて
いる BRD4 阻害薬（JQ1）を用いて解析を行
った。JQ1 を用いて OSCC 細胞株(SAS、
HOC313)による細胞増殖をMTT assayにて解
析した結果、濃度依存的に細胞増殖が抑制さ
れた。また、wound healing assayにて遊走能
をmatrigel invasion chamberを用いて浸潤能を
解析したところ、より浸潤能の高い HOC313
細胞にて JQ-1 処理を行った細胞の遊走およ
び浸潤が著明に抑制された。 



(9) JQ1 による MMP2 遺伝子の発現変化およ
び BRD4の結合変化 
 JQ1を加えたOSCC細胞株(SAS、 HOC313)
にて MMP2 遺伝子の発現変化を解析したと
ころ、両細胞株共に JQ1投与にてMMP2の著
明な発現低下を認めた。また、MMP2遺伝子
座の H3K27Ac 集積部位への BRD4 の結合量
に関しても ChIP解析の結果、JQ1投与にて結
合量の低下を認めた。 
 
 今回の研究結果をまとめると、5FU-耐性
OSCC細胞株、放射線耐性 OSCC耐性株にお
いてはゲノムワイドでの DNA メチル化解析
によって、ダイナミックに DNA メチル化状
態が変化していることが分かった。臨床検体
も用いた解析より MGMT の高メチル化症例
は化学放射線療法の治療効果が乏しいとい
う結果が得られた。 
 また、転移能の高い OSCC 細胞株での
H3K27Ac の ChIP-seq の解析結果をもとに、
転移に関与する遺伝子の探索を行った結果、
転移に関連の深い、MMP 遺伝子群の近傍に
はH3K27Acの高集積が確認された。そこで、
MMP遺伝子群の中でMMP2に着目し、解析
を進め、BRD4の抗体を用いて ChIP解析を行
ったところ、MMP2 遺伝子座の H3K27Ac の
高集積部位で BRD4の結合が確認できた。続
いて BRD4阻害薬（JQ1）を OSCC細胞株に
投与したところ、増殖・遊走・浸潤の低下を
認め、さらにはMMP2の著明な発現の低下を
認めた。次いで、OSCC 患者の非癌部、癌部
から採取した検体の mRNAを抽出し、BRD4
と MMP2 の遺伝子発現レベルを qRT-PCR で
比較したところ、有意に正に相関することを
認め、頸部リンパ節転移を認めた患者群でよ
り高い発現傾向にあった。さらに JQ1の投与
は、MMP2 遺伝子座の H3K27Ac 集積部位へ
の BRD4の結合量を低下させた。これらの結
果から高次エピゲノム制御に関与する BRD4
が口腔癌における新たな浸潤転移の指標、さ
らには治療標的となり得る可能性が示唆さ
れた。現在、放射線耐性に関与する遺伝子に
関しても同定し解析を進めており、これらの
研究結果も併せて本研究の目的である治療
抵抗性に関与する高次エピゲノム異常を解
明し、エピゲノムプロファイルに基づいた新
規診断法とエピゲノム治療法の創出を目指
したいと考えている。 
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