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研究成果の概要： 
本研究では各種癌細胞株を用いて、エピジェネティクス制御剤（SAHA、ZEB）と各種抗癌剤（5-Fu、
CDDP）を併用し、抗腫瘍効果と、血管新生因子の産生について解析した。抗癌剤単独処理に比
較し、エピジェネティクス制御剤を併用することで、アポトーシスが増強する一方で、血管新
生因子(VEGF-A,VEGF-C)の産生を抑制した。この抑制メカニズムとして、ZEBによるHIF-1aの分
解と、また、エピジェネティクス制御剤によるVEGFの抑制が、抗癌剤誘導性のアポトーシス増
強に直接関与しているわけではないことが示唆された。エピジェネティクス制御剤は口腔癌の
薬剤感受性増強や癌の血管新生抑制に有効であることが示唆された。しかし、エピジェネティ
クス制御剤の効果は、併用する抗癌剤の種類、細胞種により異なり、抗癌剤の代謝や抗腫瘍効
果の作用機序に依存していることが推察され、臨床応用に向けて、更なる解析が必要である。  
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キーワード：口腔外科学一般（含病態検査学）  
 
１．研究開始当初の背景 
口腔癌の根治をめざすうえで癌の浸潤・転移、

再発が最大の障害となっている。本研究では、

血管新生抑制効果をもつエピジェネティク

ス制御剤と抗癌剤を併用し、従来の化学療法

では対応できなかった口腔癌の血管新生・転

移の抑制をめざしている。 

 癌細胞による転移の形成は、①原発病巣で

の癌細胞増殖および血管新生、②浸潤および

脈管への侵入、③血流中での生存、④標的臓

器への着床、⑤血管外への遊走、⑥標的臓器

での増殖と血管新生、という多段階の反応か

ら成立する。この転移形成のステップには、

増殖因子、血管新生因子、浸潤関連分子、接

着分子などが重要な役割を演じている。血管

新 生 に か か わ る 主 な 因 子 と し て VEGF 

(vascylar endothelial growth factor), 

bFGF (basic fibroblast growth factor), 



MMPs (matrix metalloproteinases) などが

知られている。なかでも、VEGFは最も強力な

血管新生因子であり、血管内皮細胞の遊走・

増殖・管腔形成の促進や、血管透過性の亢進

を誘導し、口腔癌をはじめとする多くの固形

癌の血管新生において重要な役割を担って

いる。 

 申請者は口腔外科臨床に携わり、口腔癌の

局所再発や頚部リンパ節転移をきたした予

後不良の症例に直面し、再発・転移問題の重

大さを痛感している。口腔癌の治癒を期待で

きる主要な治療法は手術療法と放射線療法

であり、癌のリンパ節転移を予防するために

術前・術後に化学療法が併用されることがあ

る。口腔癌に対する化学療法として、現在、

シスプラチン、カルボプラチン、5-FU、パク

リタキセル、ドセタキセル等、様々な抗癌剤

が用いられ、これらの有用性が報告されてい

る。しかし、その一方で、薬剤耐性癌細胞の

出現や後発転移・局所再発の問題はいまだに

解決されていない。これらの抗癌剤の口腔癌

細胞に対する抗腫瘍効果の作用機序につい

て不明な点も多く、口腔癌の血管新生や微小

転移に及ぼす影響については未知である。浸

潤・転移の予防を目的として化学療法を併用

する以上、抗癌剤が口腔癌の血管新生や転移

に及ぼす影響の解明は必須であり、口腔癌治

療に併用する化学療法の意義を再検討する

必要があると考える。 

２．研究の目的 
本研究では、エピジェネティクス制御剤と抗

癌剤の併用が口腔癌の血管新生に及ぼす影

響を解析し、口腔癌の血管新生の抑制と血行

性転移の予防に効果的な化学療法の開発を

目的とする。 

以下の研究に取り組む。 

１）ヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）阻害

剤とDNAメチル化酵素（DNMT）阻害剤などの

エピジェネティクス制御化合物を各種抗癌

剤と併用して、ヒト口腔扁平上皮癌細胞株の

血管新生に対する作用をin vitroで検討する。

口腔癌細胞株の血管新生を抑制する最適な

薬剤の組み合わせ、投与方法のプロトコール

をin  vitroで確立する。 

２）ヒト口腔癌細胞の移植が可能なSCIDマウ

スに、癌細胞株を移植し、in vitroのプロト

コールを参考にin vivoでの移植腫瘍細胞の

増殖、腫瘍周囲血管新生、リンパ節転移に対

する併用効果を検討する。 

３）２）の検討で得られた、腫瘍増殖の抑制・

転移の抑制効果が得られる最適条件下で治

療された腫瘍組織を採取し、腫瘍の血管新生

とアポトーシスの誘導について、腫瘍免疫学

的手法を用いて解析する。 

４）腫瘍組織の血管新生関連遺伝子のアセチ

ル化の亢進、脱メチル化を定量し、併用療法

による腫瘍のエピジェネティクス制御を解

析する 

５）以上の実験結果に基づき、エピジェネテ

ィクス制御化合物を用いた血管新生抑制と

転移の抑制をめざした新しい口腔癌化学療

法のシステムを提唱する。 

 
３．研究の方法 
（１）In vitroにおける血管新生抑制効果の

評価 

口腔扁平上皮癌細胞株(HSC-2,-3,-4)と舌癌

由来細胞株(SAS)を用いて、ヒストン脱アセ

チル化酵素阻害剤(HDAC阻害剤；NVP-LAQ824,

NaB,SAHA,MS-275)とDNAメチル化酵素阻害剤

(DNMT阻害剤；Decitabine, Azacitidine, 

Zebularine)各種抗癌剤（シスプラチン、カ

ルボプラチン、5-FU、パクリタキセル、ドセ

タキセル）と併用し、抗腫瘍効果の検討と、

VEGF , bFGF ,などの血管新生因子の産生抑

制をELISA, ウエスタンブロット法で解析す

る。HDAC阻害剤またはDNMT阻害剤存在下によ



腫瘍増殖の抑制・転移の抑制など、治療効果

がみられた腫瘍組織を採取し、腫瘍のアポト

ーシスの誘導、血管新生因子（VEGF、bFGF、

MMPs、angiopoietin-2、Tie-2など）とアポ

トーシス関連タンパク（IAPファミリー、

Bcl-2ファミリー、カスパーゼなど）と、そ

の遺伝子発現について、免疫染色、real-time 

PCR、ウェスタンブロット法等を用いてどの

ような変化が表れているか解析する。 

る抗腫瘍効果を観察し、併用効果のみられる

至適条件（各種薬剤濃度、組み合わせ、投与

時間）を検討する。 

（２）マウス腫瘍モデル（異種腫瘍モデル）

の確立 

SCIDマウスに、抗癌剤に対する感受性が異な

ることが既に知られているヒト口腔扁平上

皮癌細胞株（HSC-2、HSC-3、HSC-4、SAS細胞；

1×106cells）をそれぞれ側腹部に皮下注射後、

腫瘍が約１週間で 100 mm３を異種のヒト担

癌マウスとして使用する。 

（8）転写因子、遺伝子のアセチル化、脱メ

チル化の同定 

アポトーシスの抑制や促進にかかわる転写

因子（NF-kB、p53、IRF-1）の発現変化を、

各転写因子が認識するオリゴヌクレオチド

をコーティングしたプレートを用いたELISA

キットにて測定する。腫瘍組織のDNAメチル

化とヒストンタンパクのメチル化、アセチル

化は、免疫沈降法を用いて解析する。 

（３）マウス腫瘍転移モデル（異種腫瘍モデ

ル）の確立 

SCIDマウスに、上記ヒト口腔扁平上皮癌細胞

株をそれぞれ尾静脈に注射し、肺もしくは肝

臓に腫瘍が血行性遠隔転移するモデルを作

製する。 

（４）ヒト担癌マウスにおける背部皮下法に

よる血管新生の検討  

４．研究成果 マウス腫瘍モデル（異種腫瘍モデル）で、ヒ

ト口腔扁平上皮癌細胞株による血管新生を

背部皮下法(dorsal air sac assay ; DAS 

assay)にて検討する。 

抗 癌 剤 単 独 処 理 に 比 較 し て 抗 癌 剤

（CDDP,5-FU）と SAHA や zebularine(ZEB)を

併用することで、アポトーシスが増強した。

血管新生因子に対する効果として、SAHA、ZEB

ともに VEGF-A,VEGF-C の産生を抑制した（図

１）。この抑制メカニズムとして、ZEB による

HIF-1αの分解が示唆された。VEGF-A を阻害 

（5）担癌マウスにおける抗癌剤治療効果 

作成したヒト担癌マウスに、各種抗癌剤

（シスプラチン、カルボプラチン、5FU、パ

クリタキセル、ドセタキセル）と、HDAC阻害

剤またはDNMT阻害剤を併用して治療し、抗腫

瘍効果と血管新生の程度をDAS assayで検討

する 

（6）腫瘍転移モデルにおける血行性転移抑

制効果 

血行性転移が確立したモデルマウスに、各種

抗癌剤とHDAC阻害剤またはDNMT阻害剤を併

用し、治療し、転移抑制効果と奏効率を検討

する。 

（7）血管新生因子、アポトーシス関連分子

の同定 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ 



するモノクロナール抗体（Bevacizumab）と
CDDP との併用によるアポトーシス増強作用
は確認されなかった。このことから、
ZEB,SAHA は VEGF を抑制し、かつアポトーシ
ス増強作用をもつが、VEGF の抑制が直接、抗
癌剤誘導性のアポトーシス増強に関与して
いるわけではないことが示唆された。 
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