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研究成果の概要（和文）：われわれは口腔扁平上皮癌細胞株を用い5-FU耐性株を樹立し、アポトーシス阻害タンパクで
あるcIAP2の重要性を提示し、cIAP2 の高発現が5-FUを用いた放射線化学療法の感受性低下を生じ、予後不良となるこ
とを報告した。続いて、cIAP2発現調節メカニズムとしてmiR-30aの高発現とアポトーシス耐性の関連性を示した。また
、細胞外基質であるFibronectinが、細胞表面のインテグリンレセプターと結合し抗がん剤耐性をもたらすことや、癌
関連線維芽細胞および腫瘍関連マクロファージの放射線化学療法への治療効果との関係という細胞周囲環境の変化によ
る耐性メカニズムを報告した。

研究成果の概要（英文）：We have reported the importance of cellular inhibitor of apoptosis 2 (cIAP2) 
using 5FU-resistant oral squamous cell carcinoma cell line, which we establish for 2 years 5FU treatment. 
We presented treatment-resistant and poor prognosis was due to cIAP2 high expression. To analyze of cIAP2 
regulator, we found relevance of miR-30a overexpression and apoptosis inhibition. In additon, an 
overexpression of extracellular matrix molecule fibronectin activate of survival regulator and confers 
cell adhesion-mediated drug resistance against 5-FU. Furthermore, we reported tumour-associated 
macrophages (TAMs) are a potential biomarker for predicting the clinical response to 5-FU-based 
chemoradiotherapy, and the expression status of the cancer-associated fibroblasts and TAMs may be useful 
for making treatment decisions to improve the survival of OSCC patients.

研究分野：抗がん剤耐性
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１．研究開始当初の背景 
（１）口腔癌の現状と薬剤耐性について 
 口腔扁平上皮癌（OSCC）では、cisplatin 
(CDDP) を含む白金製剤と代謝拮抗剤であ
る 5-FU系抗がん剤が汎用されている。申請
者は OSCC の抗がん剤耐性に関連する新規
の分子を探索するために、2年以上かけ 5-FU
およびCDDP耐性OSCC細胞株を樹立した。
その後、DNA マイクロアレイ解析の結果を
もとに、アポトーシス阻害因子である cIAP2
に着目し、5-FU によるアポトーシスを阻害
し、耐性を獲得していることを解明した。ま
た、5-FU 系抗がん剤を使用した術前放射線
化学療法を施行した OSCC 患者において、
cIAP2 発現は治療効果と有意な相関を認め、
cIAP2高発現患者群は有意に予後不良であり、
cIAP2の発現は予後因子となりうることを報
告した（Nagata et al .BJC 2011）。また、申
請者は、樹立した 5-FU耐性株および親株を
用いた、CDDP 投与後の生存分析により、
CDDPとの交差耐性を確認している。これに
加え、CDDP耐性株を用いた解析においても
cIAP2 が高発現しており、5-FU と同様にア
ポトーシス阻害を起こし、CDDP耐性を誘導
していることや、CDDP投与患者群における
予後不良因子となっていることを報告した
（癌学会学術総会 2013年）。これらのこと
から cIAP2 が多剤耐性の標的因子となる
可能性を示した。 
 抗がん剤耐性を誘導する因子に関して、腫
瘍のみでなく、その周囲環境にも着目し研
究を進めることとした。 
 また、口腔癌治療において放射線療法の
併用も多く認めることから放射線耐性のメ
カニズムに関しても解析を行った。 
 
２．研究の目的 
（１）アポトーシス阻害誘因メカニズムの検
討 アポトーシス阻害因子の発現を調整す
る因子としてmicroRNAの変化を確認する。 
（２）OSCC の 5-FU 耐性獲得と細胞周期
に関する検討 
 （３）細胞周囲環境による抗がん剤耐性メ
カニズムの検討 
（４）細胞周囲環境による放射線耐性メカニ
ズムの検討 
 
 
３．研究の方法 
（１）特定の miRNA による耐性メカニズムの
解明にあたっては、OSCC 細胞株 SAS および
Ca9-22 と、それらより樹立した 5-FU 耐性株
（SAS/FR2、Ca9-22/FR2）を用いて実験を行
った。親株と耐性株による miRNA マイクロア
レイ解析の結果、miR-30a が有意に発現上昇
していたため、miR-30a の機能解析のための
in vitro の研究を行った。具体的には、
miR-30a の恒常的過剰発現株を樹立し、5-FU
感受性やアポトーシスの変化の解析、細胞周
期解析、ルシフェラーゼアッセイによる

miR-30a の標的確認実験などを行った。 
（２）上記で使用した細胞株の５−FU 投与時
における細胞周期の変化を解析した。５−FU
投与後 24、48、72 時間後の細胞を Cell clock
に暴露し細胞周期解析を行った。 
（３）口腔扁平上皮癌細胞株(SAS、Ca9-22)
と、それらを用い、当科で樹立した 5-FU 耐
性株(SAS/FR2、Ca9-22/FR2)を使用した。DNA
マイクロアレイ解析による網羅的検索の結
果、耐性株において発現増強のみられた
fibronectin(FN) に 注 目 し 、 Real-Time 
quantitativePCR(RT-qPCR) 、 Western 
blotting 法(WB 法)、ELISA 法、FACS などの
手法を用いて in vitro の解析を行った。 
（４）化学放射線療法に抵抗性もつ患者の生
検組織において、腫瘍周囲間質において腫瘍
関連マクロファージや腫瘍関連線維芽細胞
の発現を確認し、予後との相関の有無を検討
した 
 
４．研究成果 
（１）miR-30a の発現増加時の 5-FU 耐性度を
評価するために、親株である SAS および
Ca9-22 に pmR-ZsGreen1 Vector に組み込んだ
miR-30a を細胞導入し、miR-30a を安定的に
高発現したSAS/st-30aおよびCa9-22/st-30a
を樹立した。 

図 1.  RT-qPCR による miR-30a の発現確認 
 
in vitro での miR-30a の機能解析においては、
miR-30a を恒常的に過剰発現させた細胞株で
は、5-FU 処理によって親株よりもアポトーシ
スに耐性を示し、また細胞周期解析において、
G1 アレスト細胞の増加を認めた。 

図 2 A：両細胞間の 5-FU 感受性曲線 
B：5-FU 投与 72 時間後のアポトーシス測定   
 
 



図 3 miR-30aの恒常的発現細胞における細
胞周期解析 
 
以上の結果は共同研究者の川原が報告して
いる（Kawahara et al., J Oral Pathol Med 
43(5),2014） 
 
（２）p53 変異を認める細胞株である SAS で
は、24 時間で既に M 期において 5-FU 添加時
は細胞分裂が抑えられており、 48 時間にお
いて M期にいかない細胞は S期に溜まってい
た。 
 SASの 5−FU 耐性株では細胞周期の変化は生
じていなかった。また、p53変異がないCa9-22
では、５−FU 投与によって細胞数の減少のみ
認め、細胞周期には変化が生じていなかった。
Ca9-22 の 5-FU 耐性株においては、5-FU 投与
によって細胞周期のサイクルが早く廻って
いた。これらの結果より p53 の機能が保存さ
れているかによって耐性のメカニズムに違
いが生じている可能性が示唆された。 
 
以上の結果は現在論文執筆中である。 
 
（３）両細胞株において、DNA マイクロアレ
イの結果に基づき、FN の発現に関して、遺伝
子レベル、タンパクレベルで耐性株における
FN の上昇を確認した。さらに、細胞培養中の
FN 分泌量を ELISA 法にて確認したところ、経

時的に、両細胞株において有意に FN 分泌量
が耐性株で亢進しているのが確認された。 
図 4 OSCC 細胞株および 5−FU 耐性株におけ
る経時的な Fibronectin 分泌測定 
 
 

インテグリンの細胞膜上発現のサブユニッ
ト解析を FACS にて行ったところ、FN のレセ
プターとして機能するα4、α5、β1 サブユ
ニットの量的分布に関しては有意差が認め
られなかった。次に、Non-coat と FN-coat の
dish 上で細胞を培養し、耐性度の変化を確認
したところ、有意に FN-coat の dish 上にて
培養した細胞の耐性度の上昇を認めた。 
 

 
図 5 FN-coat の Dish で培養した細胞におけ
る 5-FU 感受性試験と細胞生存関連タンパク
の発現解析 
 
最後に、FNIII14 にて FN-インテグリン接着
阻害実験を行ったところ、FN-インテグリン
接着による ILK/Akt/NF-κB シグナリングの
細胞生存関連分子の阻害が確認され、有意な
耐性度の低下を認めた。 
 
 
図 6 FN 抑制細胞における 5-FU 感受性試験

と細胞生存関連タンパクの発現解析 
 
 
以上の結果は共同研究者の中川が報告して
いる（Nakagawa et al., IJO 44(4),2014） 
 
（４）化学放射線療法に抵抗性を示すヒト舌
癌組織検体では、癌細胞および間質に CD163 
陽性のリンパ球が高発現している症例を多
く認め、腫瘍関連マクロファージ（TAMs）に
よる治療抵抗性との関連が示唆された。また、
αSMA の免疫染色を行うと、腫瘍細胞周囲に
αSMA 陽性の腫瘍関連線維芽細胞（CAFs）を
多く認めた。この 2つに関して、相関を調べ
たところ、有意に正の相関関係を認めた。 



 
図７ OSCC組織におけるCAFsとTAMsの発現
とその相互関係 
 
次に、放射線化学療法を施行した 60 例の患
者群において、TAMs と CAFs の発現と治療効
果および予後の関連を解析した結果、CAFs お
よび TAMs 高発現患者群は有意に予後不良で
あることが示された。 
 
 

 

図 8 TAMs および CAFs 発現別、全生存分析お

よび無病生存分析 

 
 
以上の結果は共同研究者の松岡が報告して
いる（Matsuoka et al., IPMIS 123(3),2015） 
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