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研究成果の概要（和文）：Fucciを導入した舌癌由来のSAS細胞において、セツキシマブ長期処理により、G1期で
の細胞周期の同調を認めた。このメカニズムを解明すべく、タンパク発現を解析した。その結果、セツキシマブ
による早期のEGFR経路の阻害は引き起こさないが、細胞遊走低下による、細胞接触ストレスを介したAkt・mTOR
活性を低下させ、p27の増加とオートファジーの亢進により細胞増殖を抑制したと結論付けることができた
(Okuyama, et al. Sci Rep 2021;11:5259)。
本来の計画の放射線増感効果の検証までは至っていないが、本研究結果をもって増感を得る標的を明らかにする
ことができた。

研究成果の概要（英文）：The long-term cellular outcome of prolonged cetuximab treatment and the 
related molecular mechanism were explored in a tongue squamous cell carcinoma cell line 
constitutively expressing a fluorescent ubiquitination-based cell cycle indicator. Fluorescent 
time-lapse imaging and western blot analysis revealed prolonged cetuximab treatment decreased cell 
motility and enhanced G1 phase cell arrest in the central region of the colonies. Significantly 
decreased phosphorylation of retinoblastoma, Skp2, and Akt-mTOR proteins, accumulation of p27Kip1, 
and induction of type II LC3B were also observed. Results of the present study elucidate the 
cetuximab-dependent inhibition of cell migration, resulting in high cell density-related stress and 
persistent G1 arrest culminating in autophagy. These findings provide novel molecular insights 
related to the anti-tumor effects of prolonged cetuximab treatment with the potential to improve 
future therapeutic strategy. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
頭頸部癌に対するセツキシマブの適応拡大以来、良好な反応性が期待され、維持療法としての使用頻度も高まっ
ている一方、その投与が長期化するケースも多い。本研究では、舌癌細胞における細胞周期動態を観察するとと
もに、細胞内タンパク発現動態を解析することで、セツキシマブ増感因子の同定を目的とした。その結果、p27
の蓄積とオートファジーの誘導が生じていることが明らかとなった。これを糸口とし、細胞死への誘導や免疫原
性の増加を付与する因子を同定し、修飾することでセツキシマブの治療効果を向上させる可能性がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
上皮がんにおける上皮成長因子受容体 (Epithelial growth factor 
receptor、EGFR)を遮断することで、その下流経路の分子動態に及ぼ
す生物学的影響と細胞増殖抑制効果が明らかとなり、頭頸部扁平上皮
癌治療において、抗 EGFR 抗体である Cetuximab (以下、Cmab)が標
準的に使用されている。これまで、申請者は生きたままの細胞の細胞
周期をリアルタイムに可視化するFucci (fluorescence ubiquitination-
based cell cycle indicator)1) (図 1) を導入した舌癌由来の SAS 細胞(以
下、SAS-Fucci 細胞)2)を用いて、Cmab の細胞周期動態に及ぼす影響
に着目し、それを応用した放射線増感治療戦略の提案を目標としてき
た。これまでの殺細胞薬とは異なり、Cmab は上皮に発現している
EGFR を標的とし、その下流にある MAP キナーゼ経路を絶ち、細胞
増殖を阻害する薬理作用を持つ。標的となる EGFR の機能やその生物
学的動態に対する基礎研究はこれまで多数行われているものの、細胞周
期動態に与える影響とその原因を明らかにした研究は見られなかった。 
 
２．研究の目的 
SAS-Fucci 細胞を用い、Cmab の処理後の細胞周期動態を解析した結果、およそ 4 日という比
較的長期間の処理の後、Fucci により赤色蛍光を発する G1 期における細胞周期の停止(以下、
G1 arrest)が生ずることを観察した。そして、それらの細胞では遊走能の有意な低下を認めた。
これらは単に EGFR の阻害とその下流経路の遮断による抑制とは考えにくく、細胞内でどのよ
うな分子生物学的変化が生じているかを同定することは、新たな標的を見出し、Cmab の増感治
療戦略の提案に直結する。とくに昨今、再発・転移頭頸部扁平上皮癌に対し、Cmab を長期使用
する維持療法も行われることも多い。新たな標的因子が同定されれば、Cmab と併用することで
生存率の向上に寄与する可能性を秘めており、本研究は臨床的にも有益な知見であった。この代
謝動態の変化を解析し、因子の特定と、それを標的とした Cmab 増感治療法を提案することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)実験に使用した細胞株 
筆者が以前所属していた東京医科歯科大学大学院医歯学総合研究科口腔腫瘍治療学分野では、
舌癌由来の SAS 細胞に Fucci を導入し、恒久的に蛍光発現する SAS-Fucci 細胞株の樹立に成功
している 2)。本研究では、この SAS-Fucci 細胞株を使用し、Cmab の細胞内分子動態に与える影
響について解析した。 
(2)Cmab 
Merck社(Darmstadt, Germany)よりCetuximab (C225, Erbitux™)を提供いただいた。DMEM(Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)、高グルコース培地(4500mg/L)および 10% FBS にて溶解し、実
験ごとに 5mg/mL のストック液から調剤し、使用した。細胞は培養皿上に播種(5×103 個/dish)
し、48時間培養後、付着・成育を確認し、各濃度の Cmab を含む培地に入れ替えた。細胞数の計
測は自動セルカウンター(TC20, Bio-Rad laboratories, Tokyo)を使用した。 
(3)細胞周期解析(Live-cell imaging) 
BioStation ID microscope(GE Healthcare Bioscience, Tokyo)を用い、培養下に蛍光イメージ
ングを、10 分間隔で最長 120 時間タイムラプス撮影した。経時的に変化する蛍光強度を Adobe
社 Photoshop (Adobe Systems, Inc., San Jose, CA, USA)のヒストグラム・ツールを用いて定
量化した。ランダムに選ばれた画像から蛍光強度の平均値を算出し、解析した。 
(4)細胞遊走能試験 (Cell-motility assay) 
(3)でのタイムラプス撮影画像から、Fiji-ImageJ plugin "TrackMate" (Tinevez)ソフトウェア
を用い、個々の細胞を認識させ、その運動の軌跡を追跡し、細胞毎の移動距離を計測した。コン
トロールおよび Cmab 処理群の細胞遊走能を比較し、解析した。個々の細胞の平均移動速度は
TrackMate のプロトコールをもとに計算し、解析した。 
(5)ウェスタン・ブロット 
コントロールおよび Cmab 処理群の培地はそれぞれ 48 時間ごとに交換した。Cmab 処理 5、8、10
日目の細胞を回収し、タンパクを抽出した。ウェスタン・ブロットの手技は既報告の通りである
3)。タンパク濃度測定は Bicinchoninic acid protein assay (Pierce, Rockford, Ill.)を用い
て決定し、8µg を解析に使用した。それぞれのブロットは高精度スキャナーおよび ImageJ ソフ
トウェアを用いて定量した。それぞれのタンパク発現量を β-actin の発現レベルをベースとし
てノーマライズし、Day 0 のそれと比較した。一次抗体：EGFR (#4267)、EGFR phosphorylated 
at Y1068 (#2234)、ERK1/2 (#4695)、phosphorylated ERK1/2 (#4370)、p38 (#9212)、
phosphorylated p38 (#4511)、RB phosphorylated at S780 (#8180)、RB (#9313)、Skp2 
phosphorylated at S64 (#14,865)、Akt (#4691)、Akt phosphorylated at S473/T308 (#2965、

図１ Fucci の概要 



#4060)、mTOR phosphorylated at S2448/S2481 (#2974、#5536)、mTOR (#2983)、Atg12-Atg5 
(#2010)、LC3B (#12,741)は、Cell Signaling Technology Japan 社製 (Tokyo)、p21WAF1/Cip1 
(ab107099), p27Kip1 (ab32034), and p16INK4a (ab117443)は、Abcam PLC 社製 (Cambridge, UK)、
β-Actin (2F1-1)は BioLegend 社製 (San Diego, USA)を使用した。ビオチン化抗マウス、もし
くは抗ラビット IgG 抗体とストレプトアビジン結合アルカリホスファターゼは Amersham 社製 
(Amersham Japan, Tokyo)を使用した。 
 
(6)免疫蛍光染色 (Immunofluorescence) 
Glass coverslips (22×22 mm, Matsunami, Tokyo, Japan)上で細胞培養を開始し、24時間後か
ら 10日間 Cmab 培地(10 µg/ml)上にて培養を行った。培養後、細胞を通法どおり 4%ホルマリン
固定し、一次抗体として rabbit anti-p27Kip1 (ab32034, Abcam PLC)を、核染色を DAPI(1 µg/ml, 
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)にて行った。二次抗体には、Alexa Fluor 555-conjugated 
anti-rabbit IgG secondary antibody (A32732, Life Technologies, CA, USA)を使用した。蛍
光画像はマイクロスコープ上の DFC-350 FX digital camera (Leica, Germany)にて撮影した。
ランダムに選択された領域のプロット密度を Adobe Photoshop (Adobe Systems, Inc.)に内蔵さ
れるヒストグラム・ツールを使用して解析を行った。コントロールとして、同程度の大きさであ
った正常培養5日目の細胞集塊を免疫蛍光染色に使用した。また、G1 arrestの評価を行うべく、
Cmab 処理 5日目の細胞集塊に対し、個々の細胞の Fucci に内在する monomeric Kusabira-Orange 
2 (mKO2)の蛍光強度を解析した。 
 
４．研究成果 
Cmab (10μg/ml）を SAS-Fucci 細胞に
持続的に処理した結果、8日目という
長期処理で顕著な増殖抑制を認めた
(図 2)。タイムラプスイメージングを
用いた pedigree assay では、Cmab 処
理により次第に G1 期(赤色蛍光)の細
胞の集積が顕著になり、特に細胞コロ
ニーの中央部で G1 arrest した細胞集
塊を認めた。細胞毎に Cdt1-mKO2 の蛍
光強度を計測すると、コントロール群
の G1 期の細胞の赤色蛍光と比較して有
意な増強を認めた(図 3)。また、コントロ
ール群では細胞遊走が活発であるのに対
し、Cmab 処理群では、細胞遊走が大きく
抑制されていた。そこで、個々の細胞を認
識し、動的解析を行ったところ、Cmab 処
理群では単位時間あたりの細胞の運動性が
有意に減少した(図 4)。これは、Ohnishi
らが報告している Cmab による細胞遊走の
抑制と一部共通する現象 4）で、同じ舌癌
由来の細胞株の中でも、SAS 細胞に特異的
な形質であった。この現象を詳細に解析す
べく、Western blot 法にてタンパク発現を確認した。EGFR 経路でシ
グナルを受ける ERK1/2 のリン酸化の抑制は顕著ではなく、この程度
の減少が、顕著な細胞増殖の抑制の原因とは考えにくい。Cmab は
EGFR を阻害することから、その下流で MAP キナーゼ経路を阻害した
結果と捉えがちだが、MEK、ERK や RAF の阻害の際に見られる現象と
同様で、EGFR にかかるネガティブフィードバックループを切断した
結果による MAP キナーゼ経路の逆活性化 5）であると考えられた(図
5a)。続いて細胞増殖に関与する RBのリン酸化をみると、Cmab 処
理 8日目以降で顕著な減少が確認された。同時に非リン酸化 RBの
レベルも減少したため、細胞内でのタンパク分解が全体的に亢進し
ている可能性が考えられた。そこで、細胞周期に関連するタンパク
群 CDK 阻害因子 (以下、CKI)についても定量解析した。p27Kip1は
Cmab 処理 5日目以降、有意に増加を認めた。p27Kip1は細胞増殖の接触阻害で機能する CKI であ
ることから 6）、これが RBの脱リン化を介して細胞増殖を抑制しているキー因子であると考えら
れた。p27Kip1の分解には、E3 ガーゼの SCFSkp2が関与しており 7）、Skp2 は mKO2-Cdt1 の分解にも
関与していることから、p27Kip1の亢進、mKO2 の赤色蛍光増強は、共通のメカニズムが関与して
いる可能性が考えられた。そこで、Skp2 のリン酸化についても解析した。その結果、確かに
Cmab 長期処理により Skp2 のリン酸化が消失し、Skp2 の活性も消失した(図 5b)。続いて、Skp2
の活性を制御する Akt ならびに mTOR の経路の変化を解析した。その結果、Akt の活性化に関わ
る S473 および T308、また mTOR のリン酸化も、Cmab 長期処理により有意に抑制された(図

図２ Cmab 長期処理による細胞増殖抑制効果 

図３ Cmab 長期処理による G1 arrest 

図４ Cmab 長期処理に 

よる細胞遊走能の低下 



5c)。Akt は、Skp2 のリン酸化を介してそのレベル維持に関与していること 8）、mTOR は S64 を
リン酸化してその活性を正に制御していることから 9）、Akt および mTOR の抑制は、Skp2 の活性
を共に抑制していると結論づけられる。一方、mTOR の抑制は、オートファジーを誘導すること
も知られている 10）。そこで、オートファジー関連因子である、Atg12 および LC3B についても解
析を行った。すると、Cmab 処理 8日目以降で Atg12-Atg5 複合体および Type II LC3B の有意な
増加を認め、オートファジーの発現が確認された(図 5c)。以上の結果をまとめると、Cmab 処理
は、SAS 細胞における早期の EGFR 経路の顕著な阻害は引き起こさないが、持続的細胞遊走低下
による、細胞接触ストレスを介した Akt および mTOR 活性の低減を引き起こし、その結果、
p27Kip1の増加とオートファジーの亢進により細胞増殖を抑制したと結論づけられた。 
本研究成果は、2021 年 3月付けで Springer Nature 社の Scientific Reports 誌に電子版が掲

載された 3)。 
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Clinical significance of periosteal reaction as a predictive factor for treatment outcome of
medication-related osteonecrosis of the jaw.

J Bone Miner Metab 913, 919

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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 ４．巻
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 ４．発表年

 １．発表者名
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田　浩．
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柚鳥宏和，柳本惣市，石田　優，奥山紘平，林田　咲，川北晃子，兒島由佳，河岡有美，六反田　賢，梅田正博．
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 １．発表者名

 １．発表者名
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薬剤関連顎骨壊死の治療法に関する臨床的検討：上顎発症例の適切な手術法は？
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 ３．学会等名
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