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 研究成果の概要（和文）：Hsp90 阻害剤である 17-AAG は，Rad51 が関与する相同組み換えによるDNA 損傷応答システムを阻害することにより口腔扁平上皮癌細胞のγ線に対する感受性を増強することが明らかとなり，今後，17-AAG と放射線療法との併用は口腔扁平上皮癌に対する有効な治療法となりうる可能性が示唆された．   研究成果の概要（英文）：An inhibitor of heat shock protein 90, 17-AAG, inhibits homologous recombination mechanism to repair DNA damage in oral squamous cell carcinoma cells via the inhibition of Rad51 expression.  The combination of 17-AAG with ionizing irradiation seems to be a useful strategy for oral cancer treatment.   交付決定額                                （金額単位：円）  直接経費 間接経費 合 計 2007 年度 1,500,000 450,000 1,950,000 2008 年度 1,300,000 390,000 1,690,000 2009 年度 700,000 210,000 910,000 年度      年度    総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000   研究分野：医歯薬学 科研費の分科・細目：歯学・外科系歯学 キーワード：口腔扁平上皮癌，DNA 損傷，放射線，Rad51，17-AAG，アポトーシス  １．研究開始当初の背景 近年，口腔癌に対する治療戦略は大きな変革を遂げ，外科的切除を常に第一選択とするのではなく，抗癌剤や放射線によるネオアジュバント療法の導入や超選択的動注化学療法と放射線療法などを組み合わせることにより根治的治療を目指すなど，患者のQuality of life を重視したものとなってき
た．しかしながら，縮小術が適応となる，あるいは，手術を回避できる症例は限られており，化学・放射線療法の治療効果の向上に向けての検討がまだまだ必要である．これらの治療効果を高めるためには，抗癌剤や放射線の癌細胞に対する作用，つまり，抗癌剤や放射線による癌細胞の DNA 障害・アポトーシス誘導についてのより詳細な解析が求められ，

研究種目：基盤研究（C） 研究期間：2007～2009 課題番号：19592300 研究課題名（和文）：口腔癌の DNA 損傷応答システムの解析に基づく新規治療法の開発                     研究課題名（英文）：Development of novel treatment for oral cancer due to analysis of DNA repair system  研究代表者：尾崎 登喜雄（OSAKI TOKIO） 高知大学・名誉教授 研究者番号：70031995 



 

 

その結果をもとにした新しい治療戦略を構築する必要がある． 抗癌剤や放射線は癌細胞に活性酸素（ROS）産生を誘導し，産生された ROSはその強力な酸化作用により蛋白や脂質のみならず核酸に対しても傷害を与え，塩基のメチル化，酸化，加水分解，ヌクレオチドの挿入あるいは欠失，二本鎖の切断などを引き起こし，癌細胞を死に至らしめる．しかし，癌細胞の DNA修復機能が強ければ，抗癌剤や放射線の作用が十分に発揮されず，効果も不十分となると想定される．したがって，抗癌剤や放射線の効果をさらに増強させるためには，癌細胞のDNA 修復機構を抑制することが重要と考えられる．  ２．研究の目的 口腔扁平上皮癌（OSC）細胞の抗癌剤および放射線に対する感受性と DNAの損傷応答に関わる分子の発現レベルとの関係を検討し，OSC 細胞の抗癌剤および放射線に対する感受性と強く相関する DNA損傷応答システムの分子を明らかにする．さらに，その候補分子発現のシグナル伝達を解析し，そのシグナル伝達を効果的に抑制する手段を検討することにより，DNA 損傷応答システムを破綻させる方法を明らかにすることとした．  ３．研究の方法 γ線感受性の OSC細胞株(OSC-2 およびOSC-3 細胞)およびγ線抵抗性の OSC細胞株(OSC-4 および OSC-5 細胞)を，17-AAG (10μg/mL)で 1時間前処理した後，γ線照射(30Gy)を行い，γ線に対する感受性に及ぼす 17-AAGの影響を Flow cytometry 法および Comet assay にて検討した．これとともに， 17-AAG前処理後にγ線照射を行った各 OSC細胞株における Rad51 の発現，STAT5，cAbl およびBRCA2 のリン酸化レベル，さらには，Rad51と BRCA1/2 あるいは p53 との会合を，ウエスタンブロット法および免疫沈降法にて検討した．  ４．研究成果  OSC-2 および OSC-5 細胞をγ線で処理すると前者では 50.9％の細胞が，後者では 11.4％の細胞がアポトーシスに陥った（Fig. 1）．両細胞をγ線で処理する前に 17-AAG で前処理しておくと，OSC-2 細胞では 67.3％の細胞が，OSC-5 細胞では 27.7％の細胞がアポトーシスに陥り，17-AAG は放射線感受性および抵抗性いずれの OSC細胞においてもγ線に対する感受性を増強した．  両 OSC細胞をγ線で処理するといずれの細胞においても DNA二重鎖切断が認められたが，OSC-2 細胞のコメットテールは OSC-5 細胞のものに比べ長く，より強く DNA二重鎖切断が

生じていた（Fig. 2）．OSC-2 細胞を 17-AAGで前処理すると DNA二重鎖切断が有意に増強したが，OSC-5 細胞を 17-AAG で前処理してもDNA二重鎖切断の増強はわずかであった．                               Rad51 はγ線感受性の OSC-2 および OSC-3細胞では弱く，γ線抵抗性の OSC-4 およびOSC-5 細胞では強く発現されていたが，いずれの細胞においてもγ線照射によりその発現に有意な変化は認められなかった（Fig. 3）． STAT-5，cAbl および BCRA2 はいずれの細胞においてもγ線照射によりリン酸化が認められたが，γ線抵抗性の OSC-4 および OSC-5 細胞ではより強くリン酸化が生じていた．OSC細胞を 17-AAG で前処理すると，γ線照射による STAT-5，cAbl および BCRA2 のリン酸化はいずれの細胞においても抑制された．            

 

 

 



 

 

OSC 細胞をγ線で処理することによりいずれの細胞においても Rad51 と BRCA1/2 あるいは p53 との会合が認められたが，γ線抵抗性の OSC-4 および OSC-5 細胞ではγ線感受性のOSC-2 および OSC-3 細胞よりもより強く認められ，17-AAG で前処理しておくとそれらの会合は抑制された（Fig. 4）．           以上より，17-AAG はγ線感受性のみならずγ線抵抗性の株化口腔扁平上皮癌細胞のγ線に対する感受性を増強することが明らかとなり，その機序として①「cAbl のリン酸化 → STAT5 のリン酸化 → Rad51 の発現誘導」の抑制，②Rad51 の核への移行に重要な「Rad51 と p53 あるいは BRCA1/2 との会合」の抑制による相同組み換えによる DNA損傷応答システムの阻害が示唆された．これらのことより，口腔扁平上皮癌において 17-AAG と放射線療法との併用は治療効果の増強をもたらすものと考えられる．                      ５．主な発表論文等 （研究代表者，研究分担者及び連携研究者には下線） 〔雑誌論文〕（計 6件） 1. Yoshihisa Tateishi, Yukihiro Tatemoto, Seiji Ohno, Keiko Morishita, Eisaku Ueta, Tetsuya Yamamoto: Combined 
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