
群馬大学・大学院医学系研究科・講師

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）

１２３０１

基盤研究(C)（一般）

2021～2019

扁平上皮がんにおけるバイオマーカーと分子標的治療法の探索

Novel Biomarker for Therapeutic Target in Lung squamous cell carcinoma

２０３９２３３４研究者番号：

六代　範（Rokudai, Susumu）

研究期間：

１９Ｋ０７７０６

年 月 日現在  ４   ６ ３０

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：肺扁平上皮がんは、分子標的治療薬も有効ではなく難治療性である。扁平上皮がんの
診断マーカーであるΔNp63遺伝子の発現制御の破綻は、がんの発生や進行の原因の一つである。我々は、次世代
シーケンサーを用いた網羅的なスクリーニングにより、予後不良に関わるp63の発現制御の破綻を惹き起こす分
子機構を明らかにし、がんの悪性化に関与する仕組みを明らかにした。また頭頸部扁平上皮がんにおいては、癌
関連繊維芽細胞（CAF）におけるAKT3がCAF微小環境の免疫抑制に関連することを明らかにし、CAF活性と免疫抑
制微小環境の潜在的なバイオマーカーであり、CAFの腫瘍促進機能を阻害する治療標的である可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Lung squamous cell carcinoma is difficult to treat because molecular 
targeted therapies are not effective. The disruption of control of the ΔNp63 gene expression, which
 is a diagnostic marker for squamous cell carcinoma, is one of the causes of cancer development and 
progression. Through comprehensive screening using a next-generation sequencer, we clarified the 
molecular mechanism that causes the disruption of p63 expression control related to poor prognosis, 
and clarified the mechanism involved in malignant transformation of cancer. In addition, in squamous
 cell carcinoma of the head and neck, AKT3 in cancer-related fibroblastic cells (CAF) was revealed 
to be associated with immunosuppression of the microenvironment of CAF, and is a potential biomarker
 of CAF activity and immunosuppressive microenvironment. Possibly a therapeutic target that inhibits
 the tumor-promoting function of CAF.

研究分野：腫瘍学

キーワード： p53　p63　肺がん　扁平上皮がん
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肺扁平上皮がんの診断マーカーでもあるΔNp63の発現の増加は高頻度で認められ、90%以上の扁平上皮がんで陽
性であり、p53のがん抑制機能を阻害することで、がんの発生や進行、治療への抵抗性を高めるものと考えられ
ており、治療標的としての可能性を秘めていると考えられる。本研究では、p63遺伝子の制御に関与するがんの
発生や進行の詳細な仕組みを解明し、分子標的治療の開発に繋がる可能性を検討した。p63の発現制御機構を利
用した化合物スクリーニングを進めており、アカデミア創薬としての開発が期待される。

※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 

 

① 肺がんをはじめとする扁平上皮癌は難治療性であり効果的な分子標的治療がなく、新たなバ

イオマーカーや分子標的治療の探索が必要である。これまでに肺扁平上皮癌の臨床マーカーで

あるΔNp63 のユビキチン化分解を STXBP4 が抑制することから、STXBP4 の結合阻害によりΔNp63

の発現を低下させることで、扁平上皮がんの発生や進行を抑制する分子標的治療法の開発が望

まれる。 

② 頭頸部扁平上皮癌（HNSCC）において、癌周縁部においては癌関連線維芽細胞（CAF）は上皮

間葉転換、血管新生、および免疫抑制を促進し、腫瘍の進行を促進することが知られている。CAF

は様々な調節因子により制御を受け、癌微小環境の免疫抑制に関連することが知られている。 

③ 急性骨髄性白血病（AML）は、エピジェネティックな制御不全により、発癌性の分化停止状態

から離脱させることが知られている。 これまでに AML 細胞の分化に関与する種々のエピジェネ

ティック調節因子が関与することが報告されている。 

 

 

２．研究の目的 

 

① 肺癌をはじめとする扁平上皮癌の臨床マーカーであるΔNp63 を標的として、新たな扁平上皮

癌の治療標的の探索を目的とする。肺扁平上皮がんにおいては、これまでにΔNp63 のユビキチ

ン化分解を STXBP4 が抑制することから、STXBP4 の結合阻害によりΔNp63 の発現を低下させる

ことで、扁平上皮がんの発生や進行を遅らせる分子標的治療の探索を目的とする。 

② 頭頸部扁平上皮癌（HNSCC）において、癌関連線維芽細胞（CAF）は上皮間葉転換、血管新生、

および免疫抑制を促進し、腫瘍の進行を促すことが知られている。本課題では、頭頸部扁平上皮

癌（HNSCC）における CAF の主要な調節因子を正常繊維芽細胞との NGS 解析から同定し、CAF 微

小環境の免疫抑制への影響を明らかにすることを目的とする。また HNSCC の CAF 活性と免疫抑

制微小環境を評価するためのバイオマーカーや、CAF の腫瘍促進機能に関与する治療標的となり

得ることを明らかにする事を目的とする。 

③ 急性骨髄性白血病（AML）においては、エピジェネティックプログラムの調節不全により、発

癌性の分化停止状態を離脱させる。 AML 細胞で分化に焦点を当てた CRISPR スクリーニング法な

どを行い、AML 細胞の主要なエピジェネティックな調節因子を同定することを目的とする。 

 

 

３．研究の方法 

① 具体的には、STXBP4 とΔNp63 の結合を検討するためのスクリーニング法の開発に向けて、バ

キュロウイルス系により作製した精製タンパク質の結合検出スクリーニング法の構築を進めた。

また細胞内分子間結合検出スクリーニング法の構築に関しても、標的タンパク質と発光タグの

位置を変えた 8 種類の組み合わせを構築し、それぞれの発現を確認したのち発光強度を比較し

た。構築した細胞内分子間結合検出スクリーニング法を用いて、両者のタンパク質の結合領域

（Coiled-Coil 領域）を含む STXBP4 断片を作製し、発光システム（細胞内分子間結合検出スク



リーニング系）に共導入して、発光抑制を比較検討した。さらには上記断片に細胞透過性修飾

（TAT 修飾）を施したペプチドを作製して、合成ポリペプチドにより発光強度の抑制を比較検討

した。 

 

② HNSCC 標本から得られた CAF と正常線維芽細胞の NGS 解析により、免疫機能に関連する発現

変動遺伝子（DEGs）を比較検討し、CAF の潜在的な調節因子を検証した。免疫抑制性サイトカイ

ン遺伝子の発現制御により、CAF の腫瘍への浸潤は T細胞抑制と腫瘍形成促進性マクロファージ

誘導への影響を考慮し、HNSCC 患者の予後不良との相関について検証を行った。これらの結果に

より、HNSCC における CAF 活性と免疫抑制微小環境を評価するためのバイオマーカーや治療標的

となり得ることを検証した。 

 

③ エピジェネティックプログラムは、急性骨髄性白血病（AML）で調節不全になり、発癌性の分

化停止状態を離脱させる。 AML 細胞で分化に焦点を当てた CRISPR スクリーニングを行い、AML

細胞の主要なエピジェネティックな調節因子を探索した。 このスクリーニングでは、ヒストン

修飾を伴うエピジェネティック制御が、白血病誘発性遺伝子発現プログラムを動かす骨髄分化

の関与を検証した。 KAT6A はプロモーターH3K9ac がアセチルリジンリーダーENL によって結合

され、クロマチン因子と協力し転写伸長を誘導する、新たに記述された転写制御複合体の治療標

的であることを検証した。 

 

 

４．研究成果 

① 具体的には、STXBP4 とΔNp63 の結合を検討するためのスクリーニング方法として、バキュロ

ウイルス系により作製した精製タンパク質の結合検出スクリーニング系の構築を進めた。また

細胞内分子間結合検出スクリーニング系の構築に関して、標的タンパク質と発光タグの位置を

変えた 8 種類の組み合わせを構築し、それぞれの発現を確認したのち発光強度の強い組み合わ

せを確定した。細胞内分子間結合検出スクリーニング法も用いて、両者のタンパク質の結合領域

（Coiled-Coil 領域）を含む STXBP4 断片を作製し、発光システムに共導入することにより、発

光抑制が強い部位を特定した。さらには上記断片に細胞透過性修飾（TAT 修飾）を施したペプチ

ドを作製して、発光強度が抑制される合成ポリペプチドを確定した（詳細については、下記 2-

i）〜2-iii）参照のこと）。 

 

② HNSCC 標本から得られた CAF と正常線維芽細胞の NGS 解析により、免疫機能に関連する発現

変動遺伝子（DEG）を 13 個特定し、CAF の潜在的な調節因子として AKT3 を同定した。AKT3 陽性

CAF の腫瘍への浸潤は、免疫抑制性サイトカイン遺伝子の発現を抑制し、T細胞抑制と腫瘍形成

促進性マクロファージ誘導を阻害することを明らかにした。HNSCC 患者の予後不良と正の相関が

認められルことを明らかにした。これらの結果は、AKT3 が HNSCC の CAF 活性と免疫抑制微小環

境を評価するための潜在的なバイオマーカーであり、CAF の腫瘍促進機能を阻害する治療標的で

あることを明らかにした。 

 

③ エピジェネティックプログラムは、急性骨髄性白血病（AML）で調節不全になり、発癌性の分

化停止状態を離脱させる。 AML 細胞で分化に焦点を当てた CRISPR スクリーニングを行い、AML

細胞の主要なエピジェネティックな調節因子を特定した。 このスクリーニングでは、ヒストン



アセチルトランスフェラーゼ KAT6A が、白血病誘発性遺伝子発現プログラムを動かす骨髄分化

の新規レギュレーターとして特定された。 KAT6A はプロモーターH3K9ac がアセチルリジンリー

ダーENL によって結合され、クロマチン因子と協力し転写伸長を誘導する、新たに記述された転

写制御モジュールのイニシエーターであることを示す。 KAT6A の阻害は、強力な抗 AML 表現型

を示し、KAT6A 小分子阻害剤が AML の単剤療法または併用療法に基づく治療に高い可能性を示唆

していた。 

 

 

（２）分子標的治療コンセプトの妥当性 nの検証： 

２-i）Tet 誘導性システムを用いた STXBP4 やΔNp63 阻害による抗腫瘍効果（治療効果）の検

証： これまでに、内因性 STXBP4 高発現の肺扁平上皮がん細胞 RERF-LC-Sq1 に、Tet 誘導性ノ

ックダウン系 Tet-shRNA レンチウイルス（shΔNp63 および shSTXBP4）を感染導入した安定細胞

株を樹立し、テトラサイクリン系薬剤（DOX）によりノックダウン効果を誘導し、in vitro お

よび in vivo で抗腫瘍効果（治療効果）が発揮されることを確認した。これらの安定発現細胞

株を用いて in vitro 実験および in vivo 実験を行い、DOX により KD 効果を誘導し、抗腫瘍効

果（治療効果）を有することを確認した。 

 

２-ii）Coiled-Coil 領域ペプチドによる STXBP4 とΔNp63 結合阻害の検討：本研究では、STXBP4

の Coiled-Coil 領域内の詳細な結合領域を欠損した発現細胞を構築し、STXBP4 とΔNp63 の結

合阻害および増殖抑制効果（in vitro）の検討を行なった。新規に開発した細胞内分子間結合

検出スクリーニング系を用いて、両者のタンパク質の結合領域（Coiled-Coil 領域）を含む

STXBP4 断片（20 アミノ酸断片を 12 種類）を発現する遺伝子をクローニングにより作製して、

発光システムに添加し、発光強度による結合阻害効果の検討を行った。その結果、フラグメン

ト 4（Frag.4）で発光抑制が最も強く、この部位で結合が示唆された。また、Coiled-Coil 領域

のフラグメント 4 に相当するポリペプチドに、細胞透過性修飾（TAT 修飾）を施した合成ペプ

チドを作製し、発現タンパク量（細胞数）を調整し発光強度の抑制効果を検証したところ、ペ

プチド濃度 1uM でも 1/2 程度まで発光が抑制され、結合が阻害されることを示唆する結果が得

られた。また、ΔNp63 との結合領域（Coiled-Coil 領域）を含む STXBP4 断片（20 アミノ酸断

片を 12 種類）を発現する遺伝子をクローニングにより作製して、発光システムで共発現させ

発光強度抑制効果を検証した。ΔNp63 との結合領域（Coiled-Coil 領域）を含む STXBP4 断片

（フラグメント 4）に細胞透過性修飾（TAT 修飾）を施したペプチドを、細胞内分子間結合検出

スクリーニング系に添加し、ペプチド処理後 24 時間にて発光強度抑制効果を検証した。ペプ

チド濃度 1uM でも 1/2 程度まで発光強度の抑制効果が認められた。 

 

２-iii）創薬標的により転写活性化が変動する因子探索 

・内因性 STXBP4 の発現が低い肺扁平上皮癌細胞株 RERF-LC-Sq1 細胞を用い、STXBP4 やΔNp63

をノックダウンした際の遺伝子発現への影響について検討するために、次世代シーケンサー

を用いたトランスクリプトーム解析にて遺伝子発現プロファイルを検討した。 



 

 

 

 

 

 

 

（図）扁平上皮癌細胞（LC-Sq1 等）を用い、標的遺伝子（STXBP4）をノックダウンした際の遺

伝子発現への影響について、NGS を用いた網羅的遺伝子解析の検討 。RERF-LC-Sq1 細胞におい

て、STXBP4 をノックダウンした際に発現が変動する遺伝子の分類。細胞増殖に関わる遺伝子の

変動が認められた。これまでに p53 非依存的な発現遺伝子として、PDGFR や VEGFR の経路の関

与の可能性を報告しており、今回は臨床検体（パブリックデータ：TCGA）や細胞データを用い

て検証実験および解析を行った。今後、他の扁平上皮がん細胞を用いて標的遺伝子をノックダ

ウンした際の遺伝子発現変動や、ヒット化合物による遺伝子変動プロファイル等の比較検討に

より、作用メカニズムの解明と高次評価に活用する。 
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