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研究成果の概要（和文）： 
 口腔がんのシスプラチン耐性遺伝子の候補であるオステオポンチンに関して以下の知見が得
られた。オステオポンチンを強制発現させた口腔癌細胞株はシスプラチンに抵抗性を示した。逆
にオステオポンチンの発現を抑制した細胞ではシスプラチンに感受性を示した。オステオポンチ
ンは AKTの活性を亢進することで，シスプラチンによるアポトーシスに抵抗性を示すことが明ら
かとなった。オステオポンチンはシスプラチン耐性を術前に予測できるマーカーとなりうること
が明らかとなった． 
 
研究成果の概要（英文）： 
 This study investigated the relationship between cisplatin resistance and osteopontin 
which is candidate gene responsible for drug resistance. Oral squamous cell carcinoma cells 
transfected with osteopontin were increased in resistance to cisplatin treatment and in 
activity of AKT. Knockdown of osteopontin chemosensitized cancer cells to cisplatin. The 
resistance mechanism of osteopontin was depend on AKT activation. These results suggest 
that osteopontin expression in oral cancer could be a useful predictable marker for the 
response to cisplatin. 
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１．研究開始当初の背景 
我が国での死因別死亡率はがんが第一位

を占めており、なおも増加傾向がみられる。
頭頸部癌も年々増加しているがんの一つで
ある。頭頚部癌の治療は、根治性と機能保持
という相反するテーマを両立させる必要が

ある。口腔は摂食、嚥下、呼吸、構音および
発音など生活の基本となる機能を具備して
いる器官であるが、外科的処置により、程度
の多寡はあるもののこれらの機能は障害さ
れる。さらに審美性も損なわれることから、
心理的障害も誘発することも特筆すべき点
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である。従って特に顎顔面領域の腫瘍におい
ては、抗癌剤による化学療法や放射線治療な
どの非観血的治療の確立が重要である。 
しかしある種の癌は抗癌剤に抵抗性をも

ち、それらに抗癌剤を用いることは、外科的
治療の時期を遅らせるだけでなく、ときに重
篤な副作用を惹起させる可能性がある。よっ
て抗癌剤適応の可否を事前に診断できれば
その意義は甚大であると考えられる。現在の
ところそれを可能にする確固たるマーカー
は未だ見つかっていない。 
耐性遺伝子には二種類存在することに留意
する必要がある。ひとつは内因性耐性遺伝子
で、耐性を示す癌細胞が本質的に発現を亢進
し耐性に寄与する遺伝子である。もう一方は
獲得性耐性遺伝子で、もともと細胞内での発
現は低いが、抗癌剤に暴露された際に反応性
に発現を上昇させ、耐性に寄与する遺伝子で
ある。我々の目的である、術前に感受性を予
測するマーカーを得るためには、内因性耐性
遺伝子を同定することが必須となる。従来の
抗癌剤研究では、まず親株に抗癌剤処理を行
なって、生き残った細胞から耐性株を樹立す
る。そして親株に比べ耐性株で強く発現して
いるものを耐性遺伝子として同定してきた。
しかしながら、この方法で導かれた耐性遺伝
子は内因性なのか獲得性なのかを区別する
ことができない。実際、これまで同定されて
きた数々の耐性遺伝子の発現と、腫瘍の抗癌
剤感受性と間に相関がみられないという報
告が散見される。それらの耐性遺伝子が獲得
性耐性遺伝子であるならば、これらの報告は
説明可能である。 
 そのためには獲得性ではなく内因性耐性
遺伝子を同定する必要がある。われわれは薬
剤投与による耐性細胞の樹立はせず、シング
ルセルクローニングによって数種類の細胞
株を樹立した。その樹立した細胞株を用いて、
シスプラチンの感受性を評価し、もう一方でそれ
ら細胞株の遺伝子発現をマイクロアレイによって
検索した。樹立した細胞株はシスプラチンに対
する抵抗性が微妙に異なった。内因性耐性遺
伝子は、その発現量とシスプラチンに対する抵
抗性が正の相関を示すと考えられることから、耐
性を示す細胞ほど多く発現している遺伝子を検
索した。 

２．研究の目的 

 我々の目的は口腔がんの抗癌剤、特にシス
プラチン感受性の有無を化学療法前に予測
するマーカーとなる内因性耐性遺伝子を検
索することである。またその分子メカニズム
を解明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）腫瘍細胞および培養条件 
ヒト口腔扁平上皮癌細胞である HSC-3 細胞，

SAS 細胞および樹立した HSC-3-8 を耐性株と
して，HSC-3-10 を感受性株として用いた。各
細胞は，37℃，5％CO₂-気相下において 10％
牛胎仔血清（FBS）を加えた培地中で通法に
従い培養した。培地は Dulbecco’s modified 
Eagle’s medium（DMEM； Sigma）を用いた。
なお HSC-3 細胞，SAS 細胞は理化学研究所
（Tsukuba，Japan）から分与された。 
 
（２）Western blotting 法 
それぞれの細胞培養液中に CDDP 単独あるい
は CDDP と 50mM の PI3-K 阻害剤(Calbiochem, 
USA)を加え，PBS で洗浄後，NP-40 Lysis 
Buffer (150 mM NaCl, 1% NP-40, 50 mM 
Tris-HCl [pH 7.4], 50  mM NaF,  5mM 

-glycerophosphate, 1  mM sodium 
orthovanadate, Protease inhibitor(sigma, 
MO。 USA), 10% glycerol) にて可溶化，遠
心後上清を細胞抽出液とした。細胞抽出液は
SDS-polyachrylamide gelelectrophoresis 
(SDS-PAGE) に て 展 開 後 ， polyvinylidine 

difluoride (PVDF)メンブレン(Millipore, 
MA。 USA)に転写した。一次抗体として，抗
Cleaved PARP，抗 p-AKT（Cell Signaling 
Technology），  抗β -actin（ Santa Cruz 
Biotechnology）抗体を用い，二次抗体には 
HRP 標識抗ラビット IgG 抗体(Pierce, IL。 
USA), を 用 い ， SuperSignal West Femto 
detection kit (Pierce, IL。 USA)にて検出
を行った。 
 
（３）細胞増殖アッセイ（MTS アッセイ） 
CellTiter 96® AQueous One Solution Cell 
Proliferation Assay （PROMEGA）を用いて
MTS assay を行った。HSC-3-8，10 細胞を 96
穴に 3000 個/well 播種し 24 時間培養後，
CDDP5μg/ml で処理し，0，1，2日後に MTS 
reagent を添加し 2 時間反応させ，Benchmark 
microplate reader（Bio-Rad Laboratories）
を用いて 490nm で吸光度を測定した。 

４．研究成果 

多くの腫瘍において AKTによる生存促進メカ
ニズムが亢進していることが知られている。
我々が樹立した細胞株を用いて AKTの活性を
Western blotting で調べた。 
 CDDP 未処理の耐性株 HSC-3-8 および感受性
株 HSC-3-10 では AKT の活性に差異は認めな
かった。しかし CDDP 処理によって HSC-3-10
では AKT の活性は低下したものの，HSC-3-8
では AKTの活性が強く維持されていた（図１）。 
 次に CDDP 対する抵抗性を調べるため，
HSC-3-10 と HSC-3-8 に CDDP を加え，1 日後
および 2 日後に MTS アッセイを行った。
HSC3-8は HSC-3-10に比べCDDPに対して抵抗
性を示した（図２ａ）。しかし AKT の上流に
位置する PI3K の阻害剤である LY294002 をシ
スプラチンと併用したところ，HSC-3-8 の 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CDDP 抵抗性は消失し，HSC-3-10 と同レベル
の感受性を示した（図２ｂ）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
これらのことから耐性細胞では AKTが活性化
することにより耐性を示していることが明
らかとなった。 
 マイクロアレイの結果より検索した内因
性耐性遺伝子の候補のうち、AKT の活性との
関係が示唆されているオステオポチンにつ
いて、シスプラチン耐性との関係性について
研究を進めた。 
 はじめに、オステオポンチンの発現量とシ
スプラチン抵抗性との関係を調べるため，
HSC-3 オステオポンチンを強制発現した（図
３ａ）。オステオポンチン強制発現した細胞
ではシスプラチンに抵抗性を示した。逆にオ
ステオポンの発現を siRNA にて knockdown し
たところ、シスプラチンに対する抵抗性が減
弱した（図３ｂ）。 
 これらの分子メカニズムを調べるため 
SAS細胞を用いてAKTの活性と活性型PARPの
発現を調べた。SAS 細胞にオステオポンチン
発現ベクターまたはコントロールベクター
を遺伝子導入し，3μg/ml のシスプラチンを
18 時間作用させた。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
オステオポンチンを強制発現させた細胞で
はコントロールに比べ活性型 PARP の発現が
抑制され，AKT の活性が上昇していた（図４
ａ）。さらにシスプラチン処理前に PI-3K 阻
害剤 LY294002 を 3 時間前処置したところ，
オステオポンチンによって抑制された PARP
の活性が，コントロールと同程度になった
（図４ｂ）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

以上のことより、次のことが明らかとなった。 
 
１）シングルセルクローニング法を利用した
方法によってシスプラチン内因性耐性遺伝
子を同定することが可能であった。 
２）樹立した細胞株では，AKT の活性がシス
プラチン抵抗性に重要であることが示唆さ
れた。 
３）オステオポンチンを強制発現した細胞で
はシスプラチンに対して抵抗性を示した。逆
にオステオポンチンを knockdown した細胞で
はシスプラチンに対して感受性を示した。 
４）オステオポンチンの発現によってシスプ
ラチンによる PARP の活性が阻害され，AKT の
活性が増加した。また PI3K 阻害剤を併用す
るとオステオポンチンの発現による PARP の

図１ 耐性株 HSC-3-8 と感受性株
HSC-3-10 における AKT の活性。 
HSC-3-8ではシスプラチンによるAKT活
性減少が HSC-3-10 に比べ少なかった 

図２ 耐性株と感受性株のシスプラチン抵
抗性と PI3K 阻害剤の効果 
耐性株 HSC-3-8 は HSC-3-10 に比べシスプ
ラチン抵抗性を示したが、PI3K 阻害剤を併
用するとその抵抗性が消失した。 

図４ オステオポンチンのシスプラチン耐
性分子メカニズム 
オステオポンチンは AKT 依存的にシスプラ
チンに抵抗性を示し、アポトーシスに抵抗
性を示す。 

図３ オステオポンとシスプラチン抵抗性 
HSC-3 細胞にオステオポンを強制発現さ
せた細胞ではシスプラチンに抵抗性を示
し、knockdown した細胞では感受性を示し
た。 



活性阻害が消失した。 
 
これらのことから、シスプラチン内因性耐性
遺伝子であるオステオポンチンは，術前のシ
スプラチン耐性マーカーとなりうること，さ
らに化学療法による有効性を改善するため
のターゲット遺伝子の一つであることが示
唆された。 
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