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研究成果の概要（和文）： 
口腔癌を含めた癌治療の臨床では，癌細胞増殖、浸潤、および転移の各々のステップでの制

御が焦点の一つとなっている。その中でも副作用が少なく癌細胞をそれぞれのステップで抑制
する物質、すなわち分子標的治療薬の開発に力が注がれている。近年、癌細胞の増殖・浸潤・
転移において活性化した低分子量 GTP 結合蛋白質の Rho ファミリーの一つである Rac の関与
が注目されている。そこで我々は特に口腔扁平上皮癌細胞において活性化した低分子量 GTP
結合蛋白 Rac に焦点を絞り研究を進めている。今までに我々は口腔扁平上皮癌細胞において
Rac を過剰発現し、活性化すると癌浸潤能が増すことを確認している。そこで本研究では口腔
扁平上皮癌細胞のRac活性を特異的に抑制することにより癌細胞がいかなる影響を受けるかを
検討した。 
研究成果の概要（英文）： 
Among Rho family members, Rac has been implicated in the regulation of cell survival and apoptosis. 
However, the mechanisms underlying this process have not been fully elucidated. Here, we report that 
inhibition of Rac by a Rac-specific small molecule inhibitor, NSC23766, or transfection of dominant 
negative Rac (Rac-DN) elicits apoptosis in highly malignant oral squamous carcinoma cells (OSC-19 
cells). Upon suppression of Rac, we observed up-regulation of c-Jun N-terminal kinase (JNK) and 
condensation of nuclei, leading to caspase-dependent apoptosis. Pretreatment with a JNK-specific 
inhibitor, SP600125, decreased the effect of Rac inhibition on apoptosis, indicating that activation of 
JNK strongly correlates with apoptosis. Protein phosphatase 5 (PP5) has recently been reported as a 
downstream effector of Rac signaling. Stimulation of PP5 rescued apoptosis caused by Rac inhibition by 
dephosphorylating JNK. These results demonstrate that inhibition of Rac activity leads to the 
suppression of PP5 activity, which results in extensive activation of JNK and caspase-dependent 
apoptosis. Taken together, Rac inhibition may represent a novel therapeutic approach for oral squamous 
carcinoma. 
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１．研究開始当初の背景 
現在、口腔癌を含めた癌治療の臨床では，癌

細胞増殖、浸潤、および転移の各々のステッ

プでの制御が焦点の一つとなっている。その

中でも副作用が少なく癌細胞をそれぞれの

ステップで抑制する物質、すなわち分子標的

治療薬の開発に力が注がれている。 

近年、癌細胞の増殖・浸潤・転移において

活性化した低分子量 GTP 結合蛋白質の Rho

ファミリーの一つである Rac の関与が注目

されている。しかしながら癌細胞にいかなる

影響を及ぼし，増殖・浸潤・転移に関わって

いるかは現在のところ不明であり解析が待

たれている。 
２．研究の目的 
我々は特に口腔扁平上皮癌細胞において

活性化した低分子量 GTP 結合蛋白 Rac に焦

点を絞り研究を進めている。今までに我々は

口腔扁平上皮癌細胞において Rac を過剰発

現し、活性化すると癌浸潤能が増すことを確

認している。そこで本研究では口腔扁平上皮

癌細胞の Rac 活性を特異的に抑制すること

により癌細胞がいかなる影響を受けるかを

検討した。 
３．研究の方法 
（１）低分子量 GTP 結合蛋白 Rac 阻害によ

る細胞形態変化の観察 

実験には口腔粘膜由来のヒト扁平上皮癌

細胞で、Y-K 分類 4C 型の浸潤像を示す細胞

株 OSC-19 細胞、および口唇より採取したヒ

ト線維芽細胞を用いた。各々の細胞に Rac の

特異的な阻害剤である NSC23766 を作用し、

細胞形態変化を観察した。 

（２）遺伝子導入と低分子量 GTP 結合蛋白

Rac の発現と活性測定 

OSC-19細胞へ低分子量GTP結合蛋白Rac

の 17 番目の Thr（スレオニン）を Asn（ア

スパラギン酸）に置き換えた dominant 

negative 遺伝子 N17Rac1（Rac-DN）を導入

した。また各々の細胞の低分子 GTP 結合蛋

白 Rac の定性的発現を Western blotting、そ

の活性を pull down assay にて測定した。 

（３）核の組織化学的染色とアポトーシスの

測定 

スライドガラス上でOSC-19細胞および線

維芽細胞を培養し、Rac 活性を阻害した際の

核の形態的変化を比較検討した。また Rac 活

性阻害したOSC-19細胞および線維芽細胞に

おいて細胞死検出 ELISA キットプラスを使

用し、細胞内ヒストン結合 DNA のモノ-およ

びオリゴヌクレオソームレベルでの DNA 断

片化を定量的に測定することでアポトーシ

スの程度を検討した。 

（４）Western blotting による断片化カスパ

ーゼ-3 の検出とカスパーゼ阻害によるアポ

トーシスへの影響の解析 

Rac 活性阻害した OSC-19 細胞の断片化カ

スパーゼ-3の定性的発現をWestern blotting

にて検討した。またカスパーゼ特異的阻害剤

である z-VAD-fmk を作用させ、Rac 阻害に

よるアポトーシスへの影響を検討した。 

（５）Western blotting によるシグナル伝達

の検討と JNKおよび p-38阻害によるアポト

ーシスへの影響の解析 

Rac 活性阻害した OSC-19 細胞および線維

芽細胞の c-Jun N-terminal リン酸化酵素

（JNK）および p-38 リン酸化酵素（p-38）

の定性的発現をWestern blottingにて検討し

た。また JNK および p-38 特異的阻害剤であ

る SP600125 および SB203580 にて JNK お

よび p-38 を阻害し、Rac 阻害によるアポト

ーシスへの影響を検討した。 

（６）JNK の活性測定 

Rac 活性阻害した OSC-19 細胞の JNK 活

性を c-Jun fusion 蛋白を用い、免疫沈降法に



より測定した。 

Ser/Thr Protein Phosphatase 5（PP5）活性

化によるアポトーシスへの影響の解析 

Rac 活性阻害した OSC-19 細胞にアラキドン

酸を作用し PP5 を活性化させ、Rac 阻害によ

るアポトーシスへの影響を検討した。 

（７）Ser/Thr Protein Phosphatase の活性

測定 

Rac 活性阻害および PP5 活性促進した

OSC-19 細 胞 の Ser/Thr Protein 

Phosphatase 活性を測定した。 
４．研究成果 

（１）低分子量 GTP 結合蛋白 Rac 阻害によ

る細胞形態変化 

OSC-19 細胞は、NSC23766 を作用させる

ことで顕著な死細胞を認めた。しかしながら

線維芽細胞では同様の変化は認められなか

った。 

（２）低分子量 GTP 結合蛋白 Rac の発現と

活性測定 

OSC-19 細胞は線維芽細胞よりも Rac 活性

の亢進を認めた。また Rac-DN を導入した細

胞および NSC23766 を作用させた細胞にお

いて Rac 活性の抑制が認められた。 

（３）核の組織化学的染色とアポトーシスの

測定 

OSC-19 細胞では Rac 活性阻害により断片化

した核の染色像を示した。さらに Rac 活性阻

害により、アポトーシスが認められた。また

NSC23766 の濃度依存的にアポトーシスが

上昇した。 

（４）Western blotting による断片化カスパ

ーゼ-3 の検出とカスパーゼ阻害によるアポ

トーシスへの影響 

Rac 活性阻害によりアポトーシスを起こし

た OSC-19 細胞では断片化したカスパーゼ-3

が認められた。また z-VAD-fmk にてカスパ

ーゼ活性が抑制されることでアポトーシス

が完全に抑制された。 

（５）Western blotting によるシグナル伝達

の解析と JNKおよび p-38阻害によるアポト

ーシスへの影響 

Rac 活性阻害した OSC-19 細胞では JNK

および p-38 の顕著なリン酸化が認められた

が、線維芽細胞では p-38 のみリン酸化が認

められた。また SP600125 ではカスパーゼ活

性が抑制されアポトーシスが抑制されたが、

SB203580 では抑制されなかった。 

（６）JNK の活性測定 

Rac 活性阻害した OSC-19 細胞では顕著な

JNK 活性を認めた。 

（７）Ser/Thr Protein Phosphatase 5（PP5）

活性化によるアポトーシスへの影響 

Rac 活性阻害した OSC-19 細胞ではアラキ

ドン酸を作用させることで JNK およびカス

パーゼ活性が抑制されアポトーシスが抑制

された。 

（８）Ser/Thr Protein Phosphatase の活性

測定 

Rac 活性阻害した OSC-19 細胞では

Ser/Thr Protein Phosphatase の活性が抑制

され、アラキドン酸にて促進した。 
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