
熊本大学・病院・医員

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）

１７４０１

研究活動スタート支援

2019～2018

SMAD4を介した口腔癌の発癌・悪性形質獲得機講の解明と新規診断・治療法への応用

The role of SMAD4 expression in carcinogenesis and therapeutic resistance of 
oral cancer

７０８２３３２６研究者番号：

坂田　純基（Sakata, Junki）

研究期間：

１８Ｈ０６３２９・１９Ｋ２１４１３

年 月 日現在  ２   ４ ２２

円     2,300,000

研究成果の概要（和文）：口腔扁平上皮癌（OSCC）患者において、SMAD4低発現群は化学放射線治療(CRT)の治療
効果不良かつ有意に予後が不良であった。OSCC細胞株でSMAD4を抑制すると、5-FUおよびCDDPの感受性の低下を
認め、cIAP2の発現が上昇していた。CRTの治療効果不良であった症例の切除標本で、CRT後も生存していた癌細
胞でSMAD4の発現低下とcIAP2の高発現を認めた。OSCCにおいてSMAD4低発現は、cIAP2発現上昇による抗アポトー
シス作用増強を介して抗癌剤抵抗性に関与している可能性が示唆された。SMAD4がOSCCの治療効果予測因子およ
び治療標的として応用できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we investigated SMAD4 expression status in biopsy 
specimens from patients with oral squamous cell carcinoma (OSCC) using immunohistochemical analysis 
and found that the low SMAD4 expression significantly correlates with poor response to preoperative 
chemoradiotherapy. Furthermore, we demonstrated that SMAD4 is associated with chemoresistance by 
activating anti-apoptotic effects via overexpression of cIAP2 in OSCC cells. Therefore, our data 
indicate that SMAD4 could be useful as a therapeutic biomarker of OSCC. Therapies targeting the 
SMAD4-dependent anti-apoptotic effects combined with chemotherapy could represent a promising new 
approach for overcoming chemotherapeutic resistance in OSCC, thereby improving the survival rate.

研究分野：口腔癌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
口腔扁平上皮癌（OSCC）は口腔癌の80％以上を占める悪性腫瘍であり、近年、OSCCの診断・治療法の選択肢は広
がっているが、その5年生存率に大きな改善はみられない。また、わが国での口腔癌および咽頭癌による年間死
亡者数は過去15年で約1.5倍に増加しており、その増加傾向の抑制が急務とされる。本研究の成果としてSMAD4が
口腔白板症からの癌化予測因子、OSCCの治療効果予測因子および治療標的として応用できる可能性が示唆され
た。

※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、研究者個人に帰属されます。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
(1)	近年、口腔扁平上皮癌	(Oral	squamous	cell	carcinoma:	OSCC)の診断・治療法の選択肢は

広がっているが、その 5年生存率に大きな改善はみられない。その原因として、高浸潤・転移

能や治療抵抗性をもつ高悪性腫瘍細胞が存在していることが挙げられる。また、わが国での口

腔癌による年間死亡者数は過去 15 年で約 1.5 倍に増加しており、その増加傾向の抑制が急務と

される。これらの知見から、OSCC の高度悪性形質獲得に関わる分子メカニズムの解明および前

癌病変からの発癌機構の解明は OSCC の予後改善に重要であると考えられる。	

	

(2)	SMAD4 は TGF-β スーパーファミリーシグナルにおいて、そのシグナルを伝達する SMAD フ

ァミリーの一つとして知られている。いくつかの癌種では SMAD4 の発現低下と発癌、抗癌耐性

との関連が報告されており、新たな治療標的や診断ツールとして注目を集めている。しかし、

OSCC における SMAD4 発現の意義またはその役割に関しては不明な点が多い。	

	
２．研究の目的	
本研究の目的は、OSCC の早期発見や早期治療につながる因子の解明、また OSCC 患者に対する
より有効性の高い治療法の開発を目指してOSCC発生に関与する前癌病変におけるSMAD4の役割、
および OSCC の浸潤転移能・治療抵抗性への SMAD4 の関与を明らかにすることである。	
 
３．研究の方法 
(1)	口腔白板症および OSCC 組織で抗 SMAD4	抗体を用いて免疫組織化学染色を施行し、SMAD4
の発現と各臨床項目との関連を検討する。	
	
(2)	OSCC 細胞株	(SAS,	HSC2,	HSC3,	HOC-313,	TSU,	OSC-19,	OSC-20)と不死化角化細胞株	
(HaCaT)を用いて、RT-PCR、ウエスタンブロット法で各細胞株の SMAD4 発現量を比較検討する。	
	
(3)	SMAD4 の si-RNA とコントロールの si-RNA を導入した OSCC 細胞株	(SAS と HSC2)に各濃度
の CDDP または 5-FU を加え感受性の差を評価する。	
	
(4)	SMAD4 を抑制した SAS と HSC2 細胞における抗アポトーシス因子の発現を RT-PCR、ウエスタ
ンブロット法で検討し、さらに術前化学放射線治療の治療効果が不良であった OSCC 患者の切除
標本を用いて抗 SMAD4 抗体、抗 cIAP2 抗体で免疫組織化学染色を行い、発現を評価する。	
		
４．研究成果	
(1)	口腔白板症 150 例の組織標本で免疫組織化学染色を
施行し SMAD4 の発現を評価したところ、SMAD4	低発現群
は有意に口腔白板症の癌化率が高いことが明らかになっ
た(図 1)。また、上皮化のリンパ球浸潤に着目したとこ
ろ、SMAD4 低発現は制御性 T細胞のマーカーである FOXP3
陽性リンパ球の高浸潤と相関していた。	
	
(2)	OSCC	90 例の組織標本で免疫組織化学染色を施行し
SMAD4 の発現を評価したところ、SMAD4 低発現は頸部リン
パ節転移陽性と術前化学放射線治療の治療効果不良と相
関していた。また、SMAD4	低発現群は高発現群と比較し
有意に予後が不良であった(図 2)。他に予後因子として
頸部リンパ節転移と術前化学放射線治療の治療効果と
SMAD4 の発現で多変量解析を行ったところ、SMAD4 の発現	
は有意差を認めなかった。	
	
(3)	 OSCC 細胞株	
(SAS,	HSC2,	HSC3,	
HOC-313,	 TSU,	
OSC-19,	OSC-20)と
不死化角化細胞株	
(HaCaT)で SMAD4の
発現程度を RT-PCR
およびウエスタン
ブロット法で比較
すると、OSCC 細胞
株では角化細胞株
と比較し SMAD4 発
現が有意に低かった。	

図 1: SMAD4 発現程度別の白板症の癌化率 

図 2: OSCC における SMAD4 発現程度別の予後 

 



	
(4)	OSCC 細胞株(SAS,	HSC2)に SMAD4 の
si-RNA を導入後、その発現抑制効果を確
認し、以降の実験に使用した。SMAD4 の
発現を抑制した OSCC 細胞株において抗
癌剤感受性の変化について検討したと
ころ、SMAD4	の発現を抑制した細胞にお
いてシスプラチン(CDDP)およびフルオ
ロウラシル(5-FU)への感受性が有意に
低下していた(図 3)。また CDDP	10μg/ml
投与24時間後の細胞において、SMAD4	の
発現を抑制した細胞でアポトーシス細
胞が有意に減少していた。	
	
(5)	OSCC細胞株におけるSMAD4発現抑制
によるアポトーシス抑制因子の変化に
ついて検討したところ、SMAD4	抑制により	
アポトーシス阻害因子 2	(cIAP2）の発現が上
昇し、アポトーシスが抑制されていることが明らかとなった(図 4)。	
	

	
	
(6)	化学放射線治療(CRT)後にも生存
していた治療抵抗性の OSCC 組織で免
疫組織化学染色を行ったところ、
SMAD4 の発現低下および cIAP2 の発現
上昇が確認された(図 5)。	
	
	(7)	口腔白板症における SMAD4 発現
は癌化予測マーカーとして有用であ
り、OSCC の予防や早期発見に寄与する
可能性が示された。また癌化に寄与す
る機序としてSMAD4の低発現が抗腫瘍
免疫の抑制に関与している可能性が
考えられた。また、OSCCにおけるSMAD4
の発現が化学放射線療法の治療効果
予測や予後予測マーカーとして応用で
きる可能性が示唆された。また治療抵抗性に寄与する機序として、SMAD4 の発現低下によりア
ポトーシス阻害因子 cIAP2 の発現が亢進し、	抗アポトーシス作用が増強されることで抗癌剤耐
性を示した可能性が考えられた。SMAD4 依存的な抗アポトーシス作用を標的とした治療法が治
療抵抗性 OSCC の新たな治療戦略になりうる可能性が示された。	
	
	
	

	

図 3: SMAD4 抑制による抗癌剤の感受性変化 

 

図 4: SMAD4 抑制による抗アポトーシス因子の発現変化 

 

図 5: 化学放射線治療後の OSCC 組織での SMAD4・cIAP2 の発現 
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