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研究成果の概要（和文）：口腔扁平上皮癌（OSCC）におけるNrf2抗酸化経路が放射線抵抗性に与える生物学的影
響、および、がん糖代謝においてNrf2依存的な放射線耐性機序を解明することを目的とし研究を推進した。
Nrf2は、in vitroおよびin vivoにおいて臨床的放射線耐性細胞で発現上昇し、Nrf2発現上昇は放射線抵抗性と
関連した。Nrf2依存的な解糖亢進が放射線抵抗性の発現に関与した。また、リン酸化Nrf2発現は化学放射線療法
に対する組織学的治療効果と関連し、その発現は進行OSCC患者の不良な予後と相関した。この結果は、Nrf2が代
謝調節を伴うOSCCの放射線抵抗性に重要な役割を果たしていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Our research aimed to elucidate the biological effects of tNrf2 anti-oxidant
 pathway on radioresistance in oral squamous cell carcinoma (OSCC) and Nrf2-dependent 
radioresistance mechanism in cancer glucose metabolism. Nrf2 was upregulated in clinical 
radioresistant cells in in vitro and in vivo experiments, and increased Nrf2 expression was 
associated with radioresistance. In addition, Nrf2-dependent glycolysis was involved in the 
development of radioresistance. Furthermore, phosphorylated Nrf2 expression was associated with 
histopathological response to chemoradiotherapy, and its expression correlated with poor prognosis 
in patients with advanced OSCC. These results suggested that Nrf2 plays an important role in OSCC 
radioresistance accompanied with metabolic modulation.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
継続的放射線照射によって耐性を獲得した臨床的放射線耐性細胞（CRR細胞）は、標準的な放射線治療線量であ
る2GyのX線を毎日照射しても安定して生存し続けることから、放射線耐性機序を解析するための臨床的なモデル
がん細胞として非常に有用な資材であり、学術的独自性が高いと考えられる。そのため、CRR細胞を用いて放射
線耐性におけるNrf2依存的な代謝経路を解析し、Nrf2の代謝調節を標的とした放射線抵抗性口腔扁平上皮癌に対
する治療戦略は新規治療の開発の観点で意義が深い。

※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 
O SCCを含む頭頸部癌において、放射線治療は重要な治療戦略の一つであるため、治療法とし
て選択される場面が多く、頭頸部癌患者のうち、放射線治療を受ける患者の割合は約 78%と高い 
(Cancer. 103:2216-27, 2005)。一般的に、放射線治療は、放射線と水が反応して生じる活性酸素
（Reactive oxygen species : ROS）の発生を通して DNA損傷を引き起こすことによって癌細胞を
効果的に死滅させる (Crit. Rev. Oncol. Hematol. 88:706-15, 2013)。しかし、抗酸化能力の高い癌細
胞は ROS スカベンジャーにより放射線障害から逃避することで抵抗性を獲得している (Nature 
458:780-3, 2009)。従って、放射線抵抗性を解明することが OSCC患者の予後の改善に大きく貢献
すると考えられるが、未だ詳細なメカニズムは不明な点が多い。 
 Keap1-Nrf2 システムは酸化ストレスや様々な毒物に対する生体内の防御反応として重要な役
割を果たしている (Genes. Cells. 16:123-40, 2011)。活性化した Nrf2は、Nrf2抗酸化経路を介して
がん細胞の ROSレベルを低くすることで ROSの解毒の調節に関与しており、放射線に対する抵
抗性を増加させる (Nature 475:106-9, 2011)。また、Nrf2 を制御することで放射線感受性が向上、
促進するという基礎的研究が報告されている(Free Radic Res. 46(12):1446-57, 2012)。申請者らは
これまでに、がん微小環境において IL-6が Nrf2抗酸化経路を介して酸化ストレスを調節するこ
とで OSCC の放射線抵抗性に影響を与えることを明らかにした (Br. J. Cancer. 8;115(10):1234-
1244, 2016) 。 
 がん細胞における特徴的な代謝様式一つとして、好気的な条件下でも解糖系が活性化してい
るワールブルグ効果がある。近年、がん細胞では特異的な代謝経路の存在が次々と明らかにされ
ており(Nat. Genet. 43, 869-874, 2011)、細胞内の代謝が改変され（代謝リプログラミング）細胞の
増殖、治療抵抗性に有利な代謝様式が実現している(Cell Metab. 7, 11-20, 2008)。また、多くのが
ん細胞において Nrf2が恒常的に安定化していることが見出され(Genes Cells 16, 123-140, 2011)、
Nrf2陽性の症例では予後不良であることが報告されている(Genes Cells 16, 123-140, 2011)。こう
した Nrf2 の安定化はグルコースやグルタミンの代謝を変化させ同化反応を促進させることが報
告され (Cancer Cell 22, 66-79, 2012)、さらに、Nrf2と PI3K-Aktシグナル伝達経路とが相互の活
性を増強しあい(Cancer Cell 22, 66-79, 2012)、がん細胞において Nrf2は、ストレス応答能の増強
に加え、代謝リプログラミングにより同化反応を促進し、増殖シグナルの増強をもたらすことで
がんの悪性化の駆動力となっているものと考えられる。 
 これまでの申請者らが明らかにしてきた IL-6とNrf2抗酸化経路との間の相互作用の知見を利
用し、Nrf2 の代謝リプログラミングを標的とした放射線抵抗性口腔扁平上皮癌に対する治療戦
略は新規治療の開発の観点で意義が深いと考え、研究へ着手した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、臨床的放射線耐性（clinically relevant radioresistant, CRR）細胞を用いて Nrf2抗酸
化経路が OSCC の放射線抵抗性に与える生物学的影響を解明すること、および、代謝リプログ
ラミングに着眼し、がん糖代謝において Nrf2 依存的な放射線耐性機序を解明することを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
① in vitroにて OSCC細胞とその CRR細胞における Nrf2およびリン酸化（活性化した）Nrf2
の発現解析をリアルタイム PCR、ウエスタンブロッティング法を用いて行った。 
② 次に、OSCC の放射線感受性における Nrf2 の機能解析を行った。まず、siRNA を用いて

Nrf2ノックダウンを行い Nrf2の放射線感受性への影響を検討した。 
③ 続いて、複数のOSCC細胞とそのCRR細胞株を用いて、細胞の主要なエネルギー代謝経路
である解糖、ミトコンドリアによる好気呼吸の状態を経時的に測定した。具体的には解糖
系で産生される乳酸をターゲットとし、代謝経路の解糖系への依存を代謝アナライザーを
用いることで検討した。また、CRR細胞においてNrf2依存的な代謝経路に注目し、ペント
ースリン酸経路の酸化的経路と非酸化的経路やグルタミンの代謝を触媒する酵素群の発
現を検討した。さらに、グルタミン代謝の産物で抗酸化物質であるグルタチオンや抗酸化
能を評価するため活性酸素種を測定した。 
④ 最後に、OSCC患者110症例の生検標本を用いたリン酸化Nrf2の免疫組織化学的染色で発現
解析を行った。そして、各種臨床病理学的項目との関連性を統計学的に解析した。 

 
４．研究成果 
① 放射線耐性である SAS-R細胞では、細胞質および核内にNrf2およびリン酸化Nrf2（p-Nrf2）
タンパク質のレベルが有意に高かったが、SAS-R 細胞の Nrf2 の mRNA レベルは親細胞よ
りも低かった。 対照的に、HSC2-R 細胞では、HSC2 細胞と比較して、mRNA レベルとタ
ンパク質レベルの両方で Nrf2および p-Nrf2の過剰発現が観察された（図 1）。 

② まず、OSCC細胞および CRR細胞における Nrf2発現に対する siRNAの抑制効果を確認し



た（図 2A、B）。そして、modified-HDSアッセイを行うことで、Nrf2の下方制御が放射線照
射を受けた OSCC 細胞および CRR細胞の生存を大幅に減少させ、放射線感受性を高める
ことが明らかとなった（図 2C）。 

③ 非機能的 TP53変異を有する HSC2細胞とその CRR 細胞株 HSC2-Rでは、HSC2細胞より
も HSC2-R細胞の方が解糖活性が高かった。そして、siRNAによる Nrf2抑制によりいずれ
の細胞も解糖が減少した（図 3A）。機能的 TP53 変異を持つ SAS 細胞とその CRR 細胞株
SAS-Rでは、HSC2細胞とは異なり SAS-R細胞の解糖活性が低かった。Nrf2抑制条件下で
は、SAS細胞および SAS-R細胞の解糖活性の変化は HSC2細胞と比較して小さかった（図
3B）。SAS細胞と HSC2細胞の間で、TP53変異の状態に応じて Nrf2依存性の代謝変化に違
いがあることが示唆された。 

④ OSCC 臨床検体および情報を利用して、術前化学放射線療法施行後の OSCC 患者術後検体
においてリン酸化 Nrf2の発現と組織学的治療効果との間に関連性があること、および、全
生存期間と無病生存期間における不良な患者予後に相関する結果を得た（図 4、表 1）。ま
た、Cox 比例ハザードモデルを用いた多変量解析により、本検討の患者群において化学放
射線療法に対する治療効果とともに、p-Nrf2 の発現が OSCC 患者の予後予測因子であるこ
とが明らかとなった（表 2）。  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. OSCC細胞および臨床的放射線耐性細胞における p-Nrf2の発現  
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図 2. Nrf2の抑制は OSCC細胞と臨床的放射線耐性細胞の放射線感受性を高めた 

図 3. Nrf2は放射線耐性口腔扁平上皮癌細胞の解糖代謝に関与した 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4. リン酸化 Nrf2 の高発現は、OSCC 患者の全生存期間と無病生存期間に関連した  
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