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研究成果の概要（和文）：44NNQQOO 誘発ラット舌癌モデルにおいて、ヒストン HH33KK44 トリメチル化、

HH33--KK99 ジメチル化、トリメチル化のレベルを wweesstteerrnn 	
 bblloottttiinngg 法を用いて測定することにより

口腔発癌モデルとしての有益性を検証することを目的とした。本研究において、44NNQQOO 投与開始

から 3322 週後のラット舌扁平上皮癌において、HH33--KK99 ジメチル化のレベルの上昇が示唆された事

より、ヒト口腔発癌モデルとしての有用性が示唆された。 	
 

 	
 

研究成果の概要（英文）::WWee 	
 aaiimm 	
 ttoo 	
 eexxaammiinnee 	
 tthhee 	
 uusseeffuullnneessss 	
 ooff 	
 44--NNQQOO 	
 iinndduucceedd 	
 rraatt 	
 ttoonngguuee 	
 ccaanncceerr 	
 

aass 	
  	
 hhuummaann 	
 oorraall 	
 ccaarrcciinnooggeenneessiiss 	
 mmooddeell 	
 ..IInn 	
 oorrddeerr 	
 ttoo 	
 vveerriiffyy 	
 wwhheetthheerr 	
 cchhaannggeess 	
 iinn 	
 tthhee 	
 oovveerraallll 	
 

lleevveell 	
 ooff 	
 HH33KK44,,HH33KK99 	
 hhiissttoonnee 	
 mmeetthhyyllaattiioonn,,tthhee 	
 lleevveell 	
 ooff 	
 HH33KK44mmee33,,HH33KK99mmee22,,mmee33 	
 wweerree 	
 mmeeaassuurreedd 	
 

iinn 	
 44--NNQQOO 	
 iinndduucceedd 	
 rraatt 	
 ttoonngguuee 	
 ccaanncceerr 	
 mmooddeell 	
 bbyy 	
 wweesstteerrnn 	
 bblloottttiinngg..OOuurr 	
 rreessuullttss 	
 ssuuggggeesstt 	
 tthhaatt 	
 

tthhee 	
 lleevveell 	
 ooff 	
 HH33KK99mmee22 	
 wwaass 	
 iinnccrreeaasseedd 	
 iinn 	
 ssqquuaammoouuss 	
 cceellll 	
 ccaarrcciinnoommaa 	
 ooff 	
 rraatt 	
 aatt 	
 3322 	
 wweeeekkss 	
 ffrroomm 	
 

bbeeggiinnnniinngg 	
 ooff 	
  	
 aaddmmiinniissttrraattiioonn..TThheerreeffoorree,, 	
 44--NNQQOO 	
 iinndduucceedd 	
 rraatt 	
 ttoonngguuee 	
 ccaanncceerr 	
 mmooddeell 	
 iiss 	
 

ssuuggggeesstteedd 	
 tthhee 	
 uusseeffuullnneessss 	
 aass 	
 hhuummaann 	
 oorraall 	
 ccaarrcciinnooggeenneessiiss 	
 mmooddeell 	
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キーワード：口腔癌 	
 

１．�研究開始当初の背景 	
 

我々はこれまでの口腔癌の eeppiiggeenneettiicc な

解析において、ヒト口腔癌で pp1166（癌抑

制遺伝子）、MMGGMMTT（DDNNAA 修復遺伝子）の
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DDNNAA メチル化異常が高頻度に生じているこ

と（KKaattoo 	
 KK,, 	
 eett 	
 aall:: 	
 JJ 	
 CCaanncceerr 	
 RReess 	
 CClliinn 	
 OOnnccooll,, 	
 

22000066）や、癌の浸潤増殖に関与する RREECCKK

遺伝子のメチル化異常がヒト口腔癌の予

後に影響すること（LLoonngg 	
 NNKK,, 	
 eett 	
 aall:: 	
 OOrraall 	
 

OOnnccooll.. 	
 22000088）、緑茶ポリフェノールである

eeppiiggaallllooccaatteecchhiinn--33--ggaallllaattee 	
 ((EEGGCCGG))が口

腔癌細胞内のメチル化により不活化した

RREECCKK遺伝子を脱メチル化し、癌の浸潤能を

抑制すること((KKaattoo 	
 KK,, 	
 eett 	
 aall:: 	
 BBrr 	
 JJ 	
 CCaanncceerr.. 	
 

22000088))を報告し、病変の進行のみならず、

予後にも RREECCKK 遺伝子が関与している可能

性を明らかにしてきた。 	
 

 	
 現在、我々は 44NNQQOO 誘発ラット舌癌モデ

ルを用いて遺伝子メチル化異常など

eeppiiggeenneettiicc な変化の解析をすすめており、

pp1166 癌抑制遺伝子が発癌過程の比較的早期

にメチル化異常を生じることを見出して

おり、さらに EE--ccaaddhheerriinn など他の癌抑制

遺伝子においても同様な解析を進めてい

る最中であるが、eeppiiggeenneettiicc のもうひとつ

の機構であるヒストン修飾についても解

析をすすめる必要性を感じている。 	
 

 	
 当初、ヒストンタンパク質のアセチル化

が染色体上での転写活性に必須の修飾で

あり、ヒストン脱アセチル化が転写反応の

不活性化を導き発がんに関与すると考え

られ、染色体の活性化・不活性化の最上流

に位置すると考えられてきたが、現在はヒ

ストンのメチル化・脱メチル化が発がんに

おいてより上流に位置すると考えられて

いる。ヒストンのメチル化修飾は最近解析

が飛躍的に進んでおり、ヒストン HH33NN 末端

から 44 番目、3366 番目、7799 番目のリシン

（HH33--KK44、HH33--KK3366、HH33--KK7799）のメチル化修

飾は転写活性と関与し、HH33--KK99、HH33--KK2277、

HH44--KK2200 のメチル化修飾は転写抑制に関与

することが明らかになってきた。しかし、

口腔癌においては、ヒト扁平上皮癌、前

癌病変における HH33--KK44 のモノ、ジ、トリ

メチル化レベルを wweesstteerrnn 	
 bblloottttiinngg 法

に て 解 析 し た 報 告 （ AAccttaa 	
 BBiioocchhiimm 	
 

PPooll..22000099::5566((33))::440055--1100）などがあるの

みで、詳細な解析は進んでおらず、口腔

発癌におけるヒストン修飾の関与にお

いては依然不明な点が多い。 	
 

２．�研究の目的 	
 

 	
 44NNQQOO 誘発ラット舌癌モデルを用いて、

発癌へのヒストン修飾（ヒストンメチル

化）の関与を明らかにする事により、ヒ

ト口腔発癌モデルとしての有用性を検

証することを目的とした。その結果は、

今後発展�すると考えられる eeppiiggeenneettiicc

な異常修復を動物モデルで確認する事

を可能にし、口腔癌治療に有効な口腔発

癌抑制物質の新たな開発につながるも

のと考えられる。 	
 

３．�研究の方法 	
 

((11))44--NNQQOO 誘発ラット舌癌モデルの作製 	
 

 	
 ６週齢 FF334444 ラットを以下のグループ

に分けた。 	
 

・グループ１：2200ppppmm 	
 44--NNQQOO 飲水投与群 	
 

4455 匹 	
 

・グループ 22：非処置群 	
 99 匹。 	
 

 	
 グループ１は、実験開始より８週間

2200ppppmm の 44--NNQQOO の飲水投与を行い、3322 週

後にラット((4400 匹))を犠牲死し舌組織を

採取した。舌組織は２分割し、一方はホ

ルマリン固定（病理検索用）し、一方は

--8800℃で凍結保存した（タンパク抽出用）。

グループ２は、3322 週後（99 匹）に犠牲死

し舌組織をグループ１と同様に採取・保

存した。 	
 

 	
 

((22))病理組織学的検索 	
 

 	
 ホルマリン固定を行った組織はパラ



フィン包埋し、病理組織学的検索用に連続

切片を作成した。病理組織学的検索には HH

•EE 染色を行い、組織型の分類（正常粘膜、
過形成粘膜、異形成粘膜{{軽度•中等度•高
度}}、乳頭腫、早期癌、浸潤癌）を行った。 	
 

 	
 

（33))wweesstteerrnn 	
 bblloottttiinngg法によるヒストン修

飾レベルの測定 	
 

 	
 グループ１から舌扁平上皮癌（55 匹）と

グループ22から正常舌組織((22匹))を採取し、

これらよりタンパクを抽出した。33 種類の

11 次抗体（抗 HH33--KK44mmee33,,抗 HH33--KK99mmee22,,抗

HH33--KK99mmee33 抗体）を用い、wweesstteerrnn 	
 bblloottttiinngg

法にて、HH33--KK44mmee33,,HH33--KK99mmee22,,HH33--KK99mmee33 を測

定した。更に wweesstteerrnn 	
 bblloottttiinngg 法より得

られたバンドのiinntteennssiittyyを定量化するた

めに、画像解析ソフト（IImmaaggee 	
 JJ）を使用

し 、 扁 平 上 皮 癌 と 正 常 組 織 の

HH33--KK44mmee33,,HH33--KK99mmee22,,HH33--KK99mmee33 の発現レベ

ルを対比•比較した。 	
 
４．�研究成果 	
 

 	
 HH33--KK44mmee33 においては、舌扁平上皮癌およ

び舌正常組織ともに高分子量のシグナル

が発現し、バンドは確認できなかった。一

方、HH33--KK99mmee22 および HH33--KK99mmee33 においては

下図如くバンドが確認された。((図 11)) 	
 

 	
 

 	
 

（図１）WWeesstteerrnn 	
 BBlloott 法による HH33--KK99 	
 

mmee22,,mmee33 の測定 	
 

AA：HH33--KK99 	
 mmee22 	
 BB：HH33--KK99 	
 mmee33 	
  	
  	
 

LLaannee 	
 11〜55： 	
 扁平上皮癌 	
 LLaannee66,,77::正常組織 	
 

 	
 

これらの結果を、画像解析ソフト（IImmaaggee 	
 

JJ）を用いて解析を行ったところ、HH33--KK99mmee33

においては両者に差は認められなかった

が、HH33--KK99mmee22 においては、舌正常組織と

比べ舌扁平上皮癌ではジメチル化の増加

が示唆された。（図 22） 	
 

 	
 
 	
 

（図２）HH33--KK99 	
 mmee22,,mmee33 の発現レベル 	
 
AA::HH33--KK99mmee22 	
 BB::HH33--KK99mmee33 	
 

 	
 以上より、44NNQQOO 誘発ラット舌癌モデル

において HH33--KK99 ジメチル化レベルの上昇

が示唆されたことにより、ヒト口腔発癌モ

デルとしての有用性が示唆された。今後は

他の 3355 匹においても同様の解析を行い、

扁平上皮癌における HH33--KK99mmee22 の発現増加

に有意差がある事を確認するとともに、そ

の 他 の ヒ ス ト ン メ チ ル 化 修 飾

（HH33--KK44mmee11,,mmee22,,mmee33、HH33--KK99mmee11,,mmee22,,mmee33、

HH33--KK2277mmee11,,mmee22,,mmee33 など）においても解析

を行っていく予定である。 	
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