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研究成果の概要（和文）：　口腔がんにおけるSIRT6の発現と放射線感受性について調査するとともに、治療抵
抗性の原因の一つとして考えられるがん幹細胞におけるSIRT6の役割を明らかにすることを目的として研究を進
めた。口腔がん（OSCC）患者から採取された組織サンプルを用いた実験により、OSCC組織ではタンパク質レベル
でもmRNAレベルにおいても正常組織と比較して、SIRT6の発現が有意に高いことが分かった。また、細胞株を用
いた実験により、SIRT6の発現が放射線治療の効果を抑制していることが分かった。このことから、効果的な放
射線治療を目指すうえで、SIRT6が治療標的になりえるのではないかということが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the relationship between SIRT6 expression and 
radiosensitivity in oral cancer and aimed to clarify the role of SIRT6 in cancer stem cells, which 
is one of the potential mechanisms responsible for treatment resistance. Experiments using tissue 
samples from oral squamous cell carcinoma (OSCC) patients revealed that SIRT6 expression was 
significantly higher in OSCC tissue than in normal tissue, both at the protein and mRNA levels. 
Experiments using cell lines also showed that SIRT6 expression suppressed the effect of 
radiotherapy. This suggests that SIRT6 may be a potential therapeutic target for effective 
radiotherapy.

研究分野：放射線生物学

キーワード： SIRT6　口腔がん　がん幹細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究において、SIRT6発現が放射線治療抵抗性に関わっているのではないかということが示唆された。SIRT6
阻害が放射線感受性に及ぼす影響についてさらなる検討が必要ではあるが、口腔がんに対するより効果的な放射
線治療戦略を考える上で、本研究がその基盤になると思われる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 我が国の口腔がん罹患数は年々増加しつつある。口腔がんにおける標準治療は手術療法であ
るが、近年放射線療法や化学療法を含めた集学的治療により成績は向上しつつある。しかし再
発・転移を認めた場合、治療選択肢は著しく制限され、根治的な治療がないのが現状である。そ
の原因として、治療抵抗性を示すがん幹細胞が化学療法、放射線療法後に残存し再発や転移に寄
与するだけでなく、変異を蓄積しより悪性度の高い性質を獲得する可能性が示唆されている。   
 SIRT6 は脱アセチル化酵素の一つでヘテロクロマチンを制御することが知られ、DNA-PK を
介して DNA 修復に関与する。また近年幹細胞恒常性の維持に関わることが分かりつつある。
SIRT6はがんにおいて抑制的と促進的な二つの異なる役割が指摘されているが、前者は MYCな
どのがん促進因子の阻害により、後者は FOXO3などの cell cycleの促進や IL-8などのサイトカ
インの発現上昇によって炎症性反応や血管新生などの微小環境変化を起こし、転移などの悪性
度を上昇させることが指摘されている。そこで本研究では PLDR阻害状況下での SIRT6の活性
と、がん幹細胞における SIRT6の役割の変化について解析を行う。 
 
２．研究の目的 
 口腔がんにおける SIRT6 の発現と放射線感受性について調査するとともに、治療抵抗性の原
因の一つとして考えられるがん幹細胞における SIRT6の役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 

1. 患者組織サンプルにおける SIRT6の発現 
  術前補助療法を行わなかった口腔がん（OSCC）患者から生検または外科手術で採取された 
組織サンプルを用いた。 
 
①免疫染色 
 採取されたサンプルからパラフィン包埋切片を作製した。作製したスライドに対し、キシレ 
ンとエタノールを用いて脱パラフィン処理と再水和を行った。抗原の脱マスキング後、3％ 
H2O2の添加により内因性ペルオキシダーゼの不活性化を行い、抗 SIRT6ウサギモノクローナ 
ル抗体を用いて 4℃で一晩インキュベートした。サンプルに対し、二次抗体を用いてインキュ 
ベートした後、ヘマトキシリンで染色した。切片をマウンティングし、顕微鏡で観察した。 

SIRT6発現の陽性シグナルは、以下の基準に従って半定量的にスコア化した（0、染色なし、 
1、弱い染色から普通の染色、2、中程度から強い染色）。5つの異なる部位をランダムに選択 
し、スコアの平均を SIRT6陽性率として表示した。 

 
 ②Real-Time qRT-PCR 
  High Pure FFPE RNA isolation kitを用いて、パラフィン包埋サンプル（腫瘍サンプルおよ 
び非がんサンプル）から Total RNAを抽出・精製し、Super Script IV VILO Master Mixを用い 
て、cDNAを作製した。SIRT6遺伝子の発現は、TaqMan®システムを用いて解析した。正規 
化には、ヒトハウスキーピング遺伝子である GAPDHの発現を用いた。qRT-PCRは、ABI  
7900HT RealTime Systemで行い、閾値のサイクル（ΔCt）を得るように計算した。OSCCと 
非がん部の相対発現量は比較 Ct（ΔΔCt）法により算出し、相対発現倍率（2-ΔΔCt）は RQ  
Managerを用いて算出した。健常者のmRNA発現量を 1とし、OSCC患者のmRNA発現量 
を正規化し、OSCC患者の fold changeを求めた。 

 
 ③マイクロアレイ 
  RNeasy kitを用いて、パラフィン包埋サンプル（腫瘍サンプルおよび非がんサンプル）から 

Total RNAを抽出した。Macrogen Inc.の DNAマイクロアレイ受託解析サービスを用いて、遺 
伝子発現プロファイル解析を行った。遺伝子レベルの SST-RMA解析で結果をエクスポート 
し、差次的発現遺伝子（DEG）解析を行った。遺伝子発現の統計的有意性は、fold changeを 
用いて判定した。DEGセットについて、完全連鎖とユークリッド距離を類似性の指標とした 
階層的クラスター分析を行った。遺伝子セット濃縮解析（GSEA）において、Gene Ontology 
と Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomics（KEGG）を用いて解析を実施した。 

 
 2. 口腔がん細胞株における SIRT6の発現と放射線感受性に対する影響 
  ヒト口腔がん細胞株 HSC-3、SASからタンパク抽出を行い、immunoblotで SIRT6の発現 
を確認した。siRNAを用いて SIRT6をノックダウンした細胞と対照群としてノックダウンし 
ていない細胞を用いて、X線の抗腫瘍効果を検証した。また、SIRT6特異的阻害剤OSS_128167 
および pan-sirtuin阻害剤 Sirtinolを用いて同様の実験を行った。加えて、口腔がん治療に用い 
られる代表的な抗がん剤であるシスプラチン（CDDP）の感受性にも影響を与えるかどうかも 
調べた。 

 



４．研究成果 
1. 患者組織サンプルにおける SIRT6の発現 
①免疫染色 
  免疫染色した組織サンプルのうち 90 %以上で SIRT6タンパク陽性であった。SIRT6発現の 
強度解析を行ったところ、SIRT6陽性のうちスコア 2で示されるSIRT6の過剰発現が約半数、 
スコア 1が約半数であった。腫瘍に隣接する正常口腔粘膜組織では、いずれの症例において 
も SIRT6タンパク質の過剰発現は観察されなかった。このことから、OSCCにおける SIRT6 
の過剰発現は、正常口腔粘膜のそれよりも有意に高いということがわかった。 

 
Yoshii H et al. Anticancer Res 2022; 42:3815-3823改変 
 
②Real-Time qRT-PCR 
 同様に Real-Time qRT-PCR法を用いて、SIRT6の遺伝子発現量を測定したところ、タンパ 
ク質レベルと一致して、SIRT6のmRNA発現レベルも OSCC組織では正常組織よりも高かっ 
た（図 2）。 

 
Yoshii H et al. Anticancer Res 2022; 42:3815-3823 
 
③マイクロアレイ 
 包括的な遺伝子発現プロファイリングアプローチを用いて、OSCC組織標本を用いてマイ 
クロアレイ解析を行った。OSCCにおける遺伝子発現を、各個人における一対の非がん個体 
と比較して解析した結果、いくつかの SIRT6関連分子が同定された（1.5倍以上の変化）。 
OSCCでは、癌抑制遺伝子 BRCA2の転写調節に関わる ANXA2が有意に発現上昇し、PIGC 
と RGPD4が発現低下した。 
 
2. 口腔がん細胞株における SIRT6の発現と放射線感受性に対する影響 
 まず immunoblot法でヒト口腔がん細胞株HSC-3、SASでSIRT6の発現を確認できたので、 
2種類の SIRT6 siRNAで SIRT6をノックダウンした細胞と対照群として control siRNAを処 
理した細胞に 0, 2, 4, 6 Gyの X線を照射し、照射 4日後の細胞生存率を CCK-8 assayで測定 
した。HSC-3および SASどちらにおいても SIRT6をノックダウンすることで X線の抗腫瘍
効果を増強した（図 3：未発表データ）。また阻害剤を用いた実験においても同様の結果とな
ったことから、SIRT6発現が放射線治療効果を抑制しているということが示唆された。 
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