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研究成果の概要（和文）：癌は増殖能の高い細胞集団やある程度分化および成熟をした細胞集団などからなり、
これらは癌幹細胞（Cancer Stem Cell）から派生している。本研究ではOSCCで高発現し増殖や血管新生に関与し
ているHBp17/FGFBP-1 （HBp17）のmicro RNAによる制御について明らかにした。また放射線療法（RT）は主要な
治療法であるが、放射線耐性(RR)を示す。また治療後CRを示しても後に再発する症例が見られる。これは癌幹細
胞の存在による。OSCCのRT耐性機序を解明するためOSCC細胞株からHDR及びLDRの放射線照射系でRR-SCC株を単離
し放射線耐性に関与する遺伝子群を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Cancers consist of multiple cell populations, including highly proliferative
 cell populations and cells that have undergone some differentiation and maturation, and these 
consist of a small number of cancer stem cells (CSC).  In this study, HBp17/FGFBP-1 (HBp17), which 
is highly expressed in OSCC and is closely involved in its growth and angiogenesis, is studied. In 
addition, surgical/radiation/chemo-therapy are effective in treating many cancers, and radiation 
therapy (RT) plays a major role in the treatment of OSCC. However, some tumors show radiation 
resistance. In addition, even if the case exhibited a clinically complete-response, there are cases 
where it recurs later. This is believed to be due to the presence of CSC. In order to elucidate the 
mechanism of Radiation resistance in OSCC, RR-SCC strains were isolated  using two types of 
irradiation systems, HDR and LDR. The characteristics of the RR cells were clarified, and the genes 
involved in RR were clarified.

研究分野： 口腔外科学

キーワード： 無血清培養　癌幹細胞　放射線耐性細胞　HBp17/FGFBP-1　miRNA　exosome　krt13　IGF2

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
VD3/ED-71はOSCC細胞に対してregulatory chemical messengerとしてexosomal miR-6887-5pの培養上清中への分
泌を上昇させ腫瘍細胞及び周囲細胞に働きHBp17の発現を制御し増殖を抑制していた。ED-71の扁平上皮癌に対す
る治療薬としての有用性が示された。放射線耐性OSCC細胞ではIGF2やkrt13遺伝子が過剰発現され癌幹細胞の性
質を持った細胞集団が蓄積し、腫瘍原性が亢進し、放射線・化学療法後の癌再発をもたらすと考えられた。
RR-SCCモデルの確立は放射線耐性メカニズムを解明する強力なツールとなり、新規診断及び治療法の開発に有用
と考えられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



1. 研究開始当初の背景 

 癌組織は一様な細胞集団ではなく、多様な細胞集団から構成され、その中でも細胞周期の遅

い細胞群はごく少数でも癌を生体内に再構築でき、放射線療法や化学療法に対して抵抗性を示

すことから、癌における幹細胞（癌幹細胞）である可能性が示唆されている。近年、癌は幹細

胞能力と癌形成能を併せ持つ少数の癌細胞群と同細胞に由来した幹細胞の特性を持たない細胞

群により形成、維持されていることが示され癌幹細胞は癌治療における新たな標的細胞として

注目されてきている。 

 癌幹細胞の特徴として正常幹細胞と同様に，① 未分化な表面形質を示す、② 自己複製能

により癌幹細胞集団を維持する、③ 多分化能を有し多様な癌細胞に分化する、④ 高い薬剤

耐性を示す、⑤ 高い腫瘍形成能を示す、などがあげられている。そのため癌幹細胞は癌の発

生・進展のみならず再発や転移および治療抵抗性にも深く関与していると考えられている。 

口腔扁平上皮癌（OSCC）を含む扁平上皮癌（SCC）は、世界で増加しており、特に betel-quid 

や areca-nut を噛む習慣を有する東南アジア諸国では最も発症頻度の高い癌である。近年、癌

は増殖能の高い細胞集団やある程度分化および成熟をした細胞集団など複数の細胞集団からな

り、これらは少数の癌幹細胞（Cancer Stem Cell:CSC）から派生していると考えられている。し

たがって、癌の治癒は、CSC 集団が排除された場合にのみ達成可能であると考えられている。 

２．研究の目的 

(1) HBp17/FGFBP-1 (heparin binding protein17/fibroblast growth factor binding protein-1)は、
外陰部扁平上皮癌細胞株 A431 の conditioned medium (CM)より分離精製された 17kDa の分泌
タンパクで、扁平上皮細胞で特異的に発現され，FGF-1, -2 と可逆的に結合し、FGFs のスイッ
チ分子として FGFs の安定性・遊離・活性化に深く関与していると考えられている。さらに、同
分子は、口腔扁平上皮癌(OSCC)で高発現し、その増殖や血管新生に密接に関与していることが
報告されている。 

活性型ビタミン D3(1α,25(OH)2D3 (VD3))は骨代謝において重要な働きをするとともに、心臓
病や癌の予防効果も報告されている。また、VD3 は、NF-κB 経路を抑制することで上皮細胞の
増殖を制御していることが知られている。著者の所属する研究室の先行研究で、VD3 および誘導
体 ED-71( 中 外 製 薬 よ り 供 与 ) は 、 ビ タ ミ ン D レ セ プ タ ー (VDR)—NF-κ経 路 を 介 し
HBp17/FGFBP-1 の発現を抑制することで in vitro および in vivo で SCC の増殖を抑制するこ
とを報告してきた。 

従来、増殖因子などの蛋白因子、ホルモンや脂質が regulatory chemical messenger (RCM)と
して正常あるいは癌細胞の autocrine あるいは paracrine 制御に重要な機能をしているとして考
えられてきたが、近年、細胞が細胞外に分泌/放出する exosome も RCM として機能しているこ
とが明らかにされてきている。 

本研究では、ED-71 の扁平上皮癌に対する治療薬としての有用性をさらに明らかにすること
を目指して、ED-71 による SCC / OSCC 細胞における HBp17/FGFBP-1 の発現低下や増殖抑
制における exosomal microRNAs (exo-miRs)の発現とその機能解析を行った。 
(2)  口腔扁平上皮癌（OSCC）を含む扁平上皮癌（SCC）は、世界で増加しており、特に betel-

quid や areca-nut を噛む習慣を有する東南アジア諸国では最も発症頻度の高い癌である。近

年、癌は増殖能の高い細胞集団やある程度分化および成熟をした細胞集団など複数の細胞集団

からなり、これらは少数の癌幹細胞（CSC）から派生していると考えられている。したがって、

癌の治癒は、CSC 集団が排除された場合にのみ達成可能であると考えられている。手術、放射線



療法や化学療法などの治療は、OSCC を含む多くの癌治療に有効であり、中でも放射線療法（RT）

は OSCC の治療において主要な役割を果たしている。しかしながら、一部の腫瘍では治療中に放

射線耐性を示したり、治療後、臨床的に Complete response 症例であっても数年後に再発する症

例が見られる。高線量率放射線（HDR）を用いた RT は有効な癌治療法として広く使用されてい

る。また、低線量率放射線（LDR）を用いた RTは、前立腺癌および口腔癌の治療において導入さ

れている。したがって、HDR や LDR を用いた放射線療法における癌細胞の放射線耐性機構を解明

することは、放射線耐性を克服する有効な治療法を開発するために重要である。これまでに、in 

vitro での放射線耐性癌細胞樹立の報告はあるが、これら放射線耐性（RR）細胞は血清添加培地

を用いて、HDR 照射系で分離されている。血清添加培地は未知のタンパク質、因子および脂質を

多く含むため、癌細胞自身が産生する種々の因子を明らかにすることはできない。一方、無血清

培養系は細胞の正確な生物学的特性を明らかにすることができる 

本研究では、OSCC を含む SCC における RTに対する耐性機序を解明するために、無血清培養系

で SCC および OSCC 細胞株から HDR および LDR の２種類の放射線照射系を用いて RR-SCC 株を単

離し、その細胞・分子生物学的特性を明らかにし、さらにこれら細胞を用いて放射線耐性に関与

する遺伝子群を明らかにした。 

３．研究の方法 

(1) OSCC 由来細胞株 HO-1-N-1（NA）、KO、Ca9-22 および A431 を用いた。細胞培養は DMEM
と Ham-F12 培地を 1:1 の比率で混合した DF 培地に、insulin (10µg/ml), transferrin (5µg/ml), 2-

mercaptoethanol (10µM), 2-aminoethanol (10µM), sodium selenite (10nM), oleic acid (4.7µg/ml)の
6 因子を加えた無血清培地 DF6F を用いた。Conditioned Medium(CM)の採取は以下の方法で行な
った。80％コンフルエントまで DF6F で A431 細胞を培養後、DF 基礎栄養培地のみでさらに 48
時間培養後の CM を採取し、限外濾過法にて 50 倍に濃縮した。A431-CM 中の exosome は、
Phosphatidylserine アフィニティー法で精製し、ウェスタンブロッティング法および走査型電子
顕微鏡（SEM）で exosome を評価した。Exosome 中の miR (exo-miR)の発現に及ぼす ED-71 の
影響を明らかにするため、各 exosome よりフェノール/グアニジン法で miR を抽出後、miR マ
イクロアレイにて網羅的解析を行ない、ED-71 により A431 および Ca9-22 で発現上昇する exo-
miRs を同定した。HBp17/FGFBP-1 遺伝子の 3’-untranslated region (UTR)の配列を含んだルシ
フェラーゼレポーターと、同定した miR mimic を SCC/OSCC 細胞に共導入し、HBp17/FGFBP-
1 発現が抑制されるか否かをレポーターアッセイ法で評価した。次に、同 miR の各細胞におけ
る発現量を定量 RT-qPCR 法（qPCR）で検討した。また、miR-mimic および対照として scramble 
RNA-mimic を SCC/OSCC 細胞に導入し、細胞増殖能、コロニー形成能、HBp17/FGFBP-1 お
よび FGF-2 の発現を検討した。 

(2)    本研究では、外陰部 SCC 由来 A431 および OSCC 由来 NA（HO-1-N-1）を使用した。無

血清培地 DF6F（ダルベッコ変法イーグル培地および Ham-F12 培地の 1：1混合物に、インスリン

（10g/ml）、トランスフェリン（5g/ml）、2-アミノエタノール（10M）、亜セレン酸ナトリ

ウム（10nM）、2-メルカプトエタノール（10M）、および脂肪酸不含ウシ血清アルブミンと結合

させたオレイン酸（9.4g/ml）を加えた無血清培地）。 
各細胞を、低線量率（LDR）システム（RM1000、中外テクノス、日本）を用いて 2.2Gy/日で毎

週４日間、また、高線量率（HDR）システム（Gamma cell 40 Exactor、Best Theratronics、カ

ナダ）を用いて 5Gy/5.75min で週 2 回照射し、LDR および HDR システムにより全線量 60Gy 照射

した後、A431-HDR、A431-LDR、NA-HDR、NA-LDR 細胞を単離した。これらの耐性細胞の放射線耐性



を明らかにするために、colony survival assay(CSA)を以下の方法で行った。野生型（WT）およ

び RR 株に 0Gy、2Gy、4Gy、6Gy および 8Gy の線量で照射し、培養 14日後、コロニーをギムザ染

色しコロニー数を測定し、生存率を３７％まで減ずるのに必要な線量 D37値を算出した。さらに、

これら RR細胞の生物学的特性を明らかにするために、単層培養系における増殖能、浮遊培養系

における sphere 形成能および Boyden-chamber 法を用いた細胞運動能などを無血清培養系で以

下のごとく検討した。細胞を 24 ウェルプレートに 10 4細胞/ウェルで播種し、Coulter Counter

にて毎日細胞数を計数した。sphere 形成は、細胞を 103細胞 /皿で 35mm 一次表面（低付着性皿）

に播種し、sphere 数を 5日目に測定した。細胞運動試験のために、細胞を 24 ウェル中 5×104細

胞/ 0.1％BSA を添加した DF 培地に I型コラーゲンコートし、細胞を加え、ギムザ染色後チャン

バー下面に移動した細胞数/mm 2を測定した。各細胞における CD133 陽性細胞の比率はフローサ

イトメトリーを用いて検討した。すべての細胞株から抽出・精製した RNA を DNA マイクロアレ

イ解析およびリアルタイム定量 PCR（RT-qPCR）に使用した。WTおよび RR株における多能性幹細

胞マーカーNanog、Oct4およびSox2の発現をRT-qPCRで検討した。ヌードマウス（BALB/c-nu/nu）

の背側皮下に WTおよび RR-株（0.25×106,1×106細胞）に播種し、腫瘍サイズを毎週測定した。

腫瘍を切除し、秤量し、4％パラホルムアルデヒドで 24 時間固定し、H＆E および免疫組織化学

染色のためにパラフィンに包埋した。 
各細胞の DNA マイクロアレイ解析の結果、IGF2 および krt13 は、WT と比較して RR 株におい

て高度に発現され、さらなる研究のために選択された。 RT-qPCR 分析、ウェスタンブロットお

よびヌードマウス腫瘍の免疫組織化学染色によって、RNA レベルおよびタンパク質レベルにおけ

る RR 株の高い発現が確認された。 siRNA による RR株におけるこれらの遺伝子のサイレンシン

グも、それらの耐放射線性との関係を確認するために行った。 RR 感受性、多能性幹細胞マーカ

ー発現、単層成長および球形成能の確認のために、siRNA によるサイレンシングおよび安定トラ

ンスフェクタント krt13-A431 細胞の産生による過剰発現によって、IGF2 および krt13 の機能を

研究した。 
4. 研究成果 

(1) A431-CM-exosome は、CD9 陽性を示し、SEM 解析では 50～100nm の小胞様構造物の存在
が認められた。miR マイクロアレイ解析の結果、ED-71 で発現上昇する exosomal miR として、
miR-6887-5p を同定した。HBp17/FGFBP-1 遺伝子の 3’UTR 配列を遺伝子導入した SCC/OSCC
細胞を用いたレポーターアッセイ法で、miR-6887-5p mimic は約 20～40%ルシフェラーゼ活性を
抑制した。 

ED-71 は、A431 および Ca9-22 における exosomal-miR-6887-5p の発現上昇を誘導した。miR-
6887-5p は、OSCC 細胞株の増殖能およびコロニー形成能を有意に抑制した。一方、A431 では
細胞増殖およびコロニー形成能の抑制はみられなかった。また、miR-6887-5p は、全細胞株にお
ける HBp17/FGFBP-1 の mRNA・蛋白発現を抑制したが、FGF-2 の mRNA・蛋白発現には影
響を示さなかった。 

(2) LDR および HDR システムを使用することにより、A431-LDL、NA-LDR、A431-HDR および NA-HDR

と称される A431-WT および NA-WT 細胞からの RR株が、無血清定常培養において首尾よく単離さ

れた。  

A431-HDR、A431-WT、NA-LDR、NA-HDR および NA-WT の D37 値はそれぞれ 5Gy、3.7Gy、2.3Gy、

7.5Gy、5.5Gy および 4.6Gy であった。 



これらの細胞は、CD133 などの癌幹細胞マーカーのより高い発現を示し、より高い球形成および

より高い移動能力を WT細胞株のものと比較して示した。  

LDR-RR 細胞は、WTおよび HDR-RR 細胞よりも多能性幹細胞マーカーNanog の顕著な高発現を示

した。さらに、RR細胞は、ヌードマウス異種移植において WT細胞と比較してより高い腫瘍形成

能を示した。  

LDR 照射は、HDR 系よりも癌細胞の放射線耐性が高く、ナノグーグの発現が高く、移動能力が

高く、腫瘍形成能が高い。 DNA マイクロアレイ分析により、WT細胞と比較して 500 種以上の遺

伝子が RR株において過剰発現されていることが明らかになった。そのうち、IGF2 および krt13

遺伝子は、WT 細胞と比較して RR 株において高発現であった。 RT-qPCR 分析はさらに、両方の

RR 株が IGF2 および krt13 を過剰発現することを確認した。さらに、DNA マイクロアレイ分析の

経路分析により、MAPK、JAK / STAT シグナル伝達経路、アポトーシス経路、TGF シグナリング経

路およびサイトカイン-サイトカイン受容体相互作用などの様々な経路が RR-株において活性化

されることが明らかにされた。マイクロアレイ分析の遺伝子オントロジー分析はまた、ケラチン

化、炎症反応、創傷治癒およびサイトカイン刺激に対する応答に関与する遺伝子が豊富であるこ

とを示した。 siRNA による RR 株における IGF2 のサイレンシングは、ネガティブコントロール

siRNA（NC）を導入した RR株と比較して、放射線感受性になった。 A431-LDR-siNC、A431-HDR-

siNC および A431-LDR-siIGF2、A431-HDR-siIGF2 の D37 値は、それぞれ 5.5Gy、5.9Gy および

3.8Gy、3.2Gy で、放射線感受性を示した。さらに、NA-LDR-siNC、NA-HDR-siNC および NA-LDR-

siIGF2、NA-HDR-siIGF2 の D37 はそれぞれ 5.5Gy、5.6Gy および 3.8Gy、4.5Gy で、放射線感受性

となった。siRNA-krt13 を用いて krt13 をサイレンシングすると、A431-HDR-siNC、A431-HDR-siNC 

A431-LDR-sikrt13 および A431-HDR-sikrt13 の D37 値は 5.5Gy、5Gy、2.8Gy、1.9Gy を示し、WT

と同様の放射線感受性を示した。 A431-LDR における IGF2 のサイレンシングは、mRNA レベルに

おいて krt13、Nanog および Oct4 の発現低下を示した。 krt13 過剰発現 WT-A431 細胞は、増殖

能、sphere 形成、細胞運動などのより高い細胞能力を示し、コントロール細胞よりも mRNA レベ

ルで IGF2、Nanog および Oct4 の発現の上昇を示した。 

VD3 および ED-71 は、SCC / OSCC 細胞に対して、VDR-NF-κB 経路を介した増殖抑制機構
に 加 え て 、 regulatory chemical messenger と し て exosomal miR-6887-5p の condition 
medium(CM)中への分泌・産生を上昇させ、腫瘍細胞自身および周囲細胞に働き、HBp17 の発
現を制御することで増殖を抑制していることが考えられた。したがって、VD3/ED-71 活性が代
謝消失後も、exosomal miR-6887-5p が autocrine 的に機能するだけでなく、周囲細胞に対して
も paracrine 的に機能する bystander 効果が期待され、ED-71 の扁平上皮癌に対する治療薬とし
ての有用性がさらに示唆された。 
放射線耐性 SCC 細胞では、IGF2 および krt13 などの遺伝子が過剰発現されることで、癌幹細

胞の性質を持った細胞集団が蓄積することで、腫瘍原性が亢進し、放射線療法や化学療法後の癌

再発をもたらすことが考えられた。 

無血清培養系を用いた放射線耐性癌細胞モデルの確立は、放射線耐性の獲得メカニズムを解

明する強力なツールとなり、新規診断および治療法の開発に有用と考えられた。 

本研究は、放射線耐性 SCC 細胞が、IGF2 および krt13 などの様々な遺伝子を過剰発現させる

ことにより、癌幹細胞集団がより高く、腫瘍原性が高い、放射線療法後の癌再発をもたらすこと

ができることを明確に示した。 
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