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研究成果の概要（和文）：メトロノーム化学療法は、低容量頻回投与で行われる化学療法である。高分化型扁平
上皮癌の抗腫瘍効果は、有意に低くなっていた。我々は、高分化型頭頸部扁平上皮癌と低中分化型扁平上皮癌の
遺伝子発現の相違を、TCGA (The Cancer Genome Atlas) を用いて解析した。その結果、高分化型において、
EphA4 の活性化並びにT 細胞活性化に関与する経路の不活性化が観察された。CD8 や形質細胞様樹状細胞は、低
中分化型腫瘍周囲で集積していた。
さらに、EphA4 ブロッキングペプチドは、抗がん剤と併用することにより、相乗的な癌細胞死を誘導した。

研究成果の概要（英文）：Metronomic chemotherapy is defined as a high-frequency low-dose schedule of 
chemotherapy drug administration. The response rate of well-differentiated OSCC to metronomic 
chemotherapy was significantly lower. We investigated differences in molecular profiles between 
poorly or moderately differentiated head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) and 
well-differentiated HNSCC from patients with HNSCC TCGA data. An upstream regulator analysis 
correlated with EphA4 expression identified pathways associated with decreased mTORC1 signaling and 
T cell activation, including TCR, CD3, CD28, and CD40LG. Plasmacytoid dendritic cell and CD8+ T cell
 numbers were higher in the microenvironment of poorly or moderately differentiated HNSCC than in 
that of well-differentiated HNSCC. Moreover, KYL used with chemotherapeutic drugs synergistically 
increased cancer cell death. 

研究分野：腫瘍薬理学

キーワード： 口腔癌　術前化学療法　メトロノーム化学療法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は、bleomycin 併用S-1 による術前メトロノーム化学療法のphase I/II 試験の結果を学術誌上にて報告し
た（Kina S, et al. Eur J Pharmacol. 2023）。上記化学療法による重篤な副作用は観察されなかった。約半数
の患者で、組織学的に腫瘍が完全に消失しており、そのような患者集団では、外科切除を最初に行った患者群と
比較して生存率が有意に高くなっていた。高分化型腫瘍は、抗がん剤耐性を示した。高分化型腫瘍周囲では、免
疫細胞が枯渇しており、EphA4 が活性化していた。メトロノーム化学療法は、腫瘍免疫に関して働きかけている
ことが強く示唆された。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
メトロノーム化学療法は、低容量頻回投与で行われる化学療法である。臨床現場で幅広く使用さ
れている化学療法であるが、その耐性機構に関しては不明のままである。 
 
２．研究の目的 
申請者は、これまでに口腔扁平上皮癌患者に対して、bleomycin と S-1 による術前メトロノー
ム化学療法を行うと、外科切除と最初に行った場合と比較して、後発転移を抑制し、生存率が有
意に改善することを報告していた。本研究では、bleomycin と S-1 による術前化学療法耐性な
患者集団を特定し、その耐性機構を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
1)対象患者 
2008 年から 2013 年にかけて琉球大学口腔外科を受診した口腔扁平上皮癌患者を対象とした。妊
娠中の女性は除外した。本研究は、琉球大学倫理審査委員会で承認を得ている。 
2)術前化学療法 
術前化学療法では、S-1(100mg)を毎日、計３週間内服した。Bleomycin は 15mg/body を１週間
に２回、計 3週間投与した。外科切除後の切片に対して、生存癌細胞が無い場合を、pathological 
complete response (pCR) と判断した。 
3)細胞培養 
癌細胞は、JCRB から購入した。 
4)in vitro による細胞傷害アッセイ 
癌細胞は、96 ウェルプレートで培養した。37 度 5%CO2条件下で、抗がん剤および EphA4 ブロッ
キングペプチド暴露後 72 時間後に MTT assay を行った。抗がん剤は、methotrexate を用いた。 
5)ウェスタンブロット 
細胞は、PBS で wash した後、Laemmli buffer にて溶解し、98 度で５分間ボイルをした。SDS-
PAGE で電気泳動後 PVDF メンブレンにトランスファーし、5%スキムミルクでブロッキングを行
い、一次抗体で一晩浸した。一次抗体は、EphA4 (1:300 dilution, Invitrogen, 37-1600), 
cleaved caspase 3 (1:1000 dilution, Cell Signaling, 9661), p-MAPK (1:1000 dilution, 
Sigma-Aldrich, M8159), MAPK (1:1000 dilution, Sigma-Aldrich, M5670), p-p70S6K (1:1000 
dilution, Cell Signaling, #9205S), and β-actin (1:5000 dilution, Sigma-Aldrich, A5441)
の条件で使用した。 
6)口腔扁平上皮癌組織に対する免疫染色 
生検で採取した組織を、10％ホルマリン溶液で固定し、ブロックを作成した。その後、EphA4 抗
体を用いて、免疫染色を行った。 
7)RNA シークエンス解析 
RNA シークエンスのデータは、cBioPortal から入手した。P<0.0001 である場合を相関ありと
判定した。 
8)統計解析 
生存率等の比較では、ログランク検定を用いた。解析は、EZR で行った。P値の算出は、全て両
側検定で行った。 
 
４．研究成果 
本研究において、以下のことが明らかになった 
・高分化型腫瘍は、メトロノーム化学療法耐性である。 
・高分化型頭頸部扁平上皮癌では、受容体チロシンキナーゼ EphA4 が高発現している。 
・EphA4 は、口腔扁平上皮癌細胞株において mTOR を不活化している。 
・EphA4 高発現腫瘍では、腫瘍周囲の免疫細胞が減少している。 
・高分化型腫瘍では、腫瘍周囲の免疫細胞が減少している。 

 
1)患者背景 
解析した患者の年齢の中央値は 66 歳であり、患者数は 40 人であった。術前メトロノーム化学療



法による、グレード 3以上の有害事象は観察されなかった。 
2)抗がん剤感受性および、術前メトロノーム化学療法が生存率に与える影響 
40 名の患者のうち、19 名が bleomycin 併用
S-1 による術前化学療法後、腫瘍が組織学的
に消失していた。低中分化型の方が、高分化
型と比較して腫瘍が有意に消失していた。一
方 GDSC のデータベースを用いた解析では、腫
瘍の分化度と 5-FU の抗がん剤感受性との間
に相関関係は観察されなかった。このことよ
り腫瘍の分化度依存的な抗癌剤感受性の違い
は、腫瘍そのものの抗癌剤感受性のみならず、
腫瘍周囲の微小環境が大きく影響しているこ
とが判明した。術前メトロノーム化学療法群
では、外科切除先行群と比較して遠隔転移を
有意に抑制し、生存率が改善していた。 
3)腫瘍の組織学的分化度の違いに基づく受容
体型チロシンキナーゼ発現量の相違 
メトロノーム化学療法耐性に関与する分子の
候補として、受容体型チロシンキナーゼに着
目し、その発現を分化度依存的に検討した。
EphA4, A1, B3 は高分化型において有意に発
現が高くなっていた。EphA4 に関して、口腔
癌細胞株においても同様な傾向が観察される
かウェスタンブロットを用いて検討した。そ
の結果、細胞株においても EphA4 は高分化型
において高発現していることが判明した。免
疫組織染色を用いた実験においても、EphA4 
は高分化型において、発現が高くなっていた。 
4)高分化型腫瘍周囲では、免疫細胞の浸潤が抑制されている 
EphA4 の発現と相関する遺伝子を、IPA により
解析した。その結果、T 細胞の活性化に関与す
る因子が減弱していることが判明した。EphA4 
ブロッキングペプチド KYL を用いて口腔癌細
胞株を処理したところ、mTORC1 のターゲット
である p70S6K の活性化が観察された。EphA4 
の発現と腫瘍周囲の免疫環境にどのような相
関があるか線形回帰分析を行うことで検討し
た。CD8やCD123(形質細胞様樹状細胞マーカー)
の発現は、EphA4 の発現が低下するほど増大
し、かつこれらのマーカーは低中分化型腫瘍周
囲において発現が高くなっていった。 
5)EphA4 の発現は、IL-6 の発現と負の相関を
示している 
高分化型腫瘍周囲では、免疫細胞の浸潤が抑制
されていることをふまえて、その原因となる因
子に関して検討を行なった。IL-6 は唾液を用
いた研究から腫瘍の組織学的分化度と相関があることが報告されている。TCGA を用いた解析か
ら IL-6 は腫瘍組織中においても、低中分化型腫瘍において高発現していることが判明した。こ
のことが、単球や形質細胞様樹状細胞が低中分化型腫瘍に集積していることの一因として考え
られた。 
6)EphA4 は抗癌剤暴露後、プロテアソームによる分解される 
我々はこれまでに、子宮頸がん細胞株において、抗がん剤暴露後 EphA4 が分解されることを報
告している。メトトレキサートは、口腔癌細胞株に対して暴露後 EphA4 の発現を低下させた。
プロテアソーム阻害剤を加えると、EphA4 の発現上昇が観察された。 
7)高分化型腫瘍の抗癌剤耐性は、EphA4 により制御されている 
高分化型腫瘍が有する抗がん剤耐性に関して、EphA4 が関与しているか検討するために、EphA4 



ブロッキングペプチドを用いて、高分化型口腔
癌細胞株 HSC2 を用いて MTT アッセイを行な
った。メトトレキサートと KYL を共に口腔癌細
胞株に対して加えた際に、相乗的に癌細胞死が
誘導されることを観察した。このような相乗効
果が低分化型口腔扁平上皮癌細胞株では観察
されなかった。 
8)リボソーム mRNA は高分化型腫瘍において抑
制されている 
IPA を用いた解析から、EphA4 が関与している
シグナル経路を検討した。EphA4 の発現が低下
すると、蛋白合成に関与する EIF2 シグナルお
よび酸化的リン酸化のシグナル経路が増大していた。EphA4 ブロッキングペプチドを高分化型
口腔扁平上皮癌細胞株に加えると、mTOR および Erk の経路が活性化された。リボソーム mRNA 
の発現が高分化型で有意に低くなっていた。 
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