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原　著

オステオポンチンの発現は口腔癌患者のシスプラチンに対する
抵抗性の予測因子となりうる

上田　倫弘

抄　録：シスプラチンは頭頸部扁平上皮癌の治療で広く使われる抗癌剤であるが，シスプラチンに耐性を示す癌が
存在し，期待した効果を得られない場合も少なくない．その効果を化学療法前に予測することは難しく，その予測
が可能であれば抗癌剤による治療の可否を決定できる．化学療法施行前にその効果を予測するためには獲得性耐性
遺伝子ではなく内因性耐性遺伝子の同定が必要であり，オステオポンチンはシスプラチンに対する内因性耐性遺伝
子の一つとして同定された．
　オステオポンチンは骨基質中で破骨細胞とハイドロキシアパタイトを架橋するタンパクとして考えられてきた
が，多くの正常組織や癌組織でも発現している．オステオポンチンを遺伝子導入した口腔癌細胞株HSC-3細胞で
はシスプラチンを作用させると生存シグナルであるAKTのリン酸化の阻害が減弱し，PARPの活性化が阻害され
た．
　口腔扁平上皮癌患者の生検組織でのオステオポンチンmRNA発現量とシスプラチンを用いた化学放射線同時療
法の奏効性との関連について，恵佑会札幌病院で化学放射線同時療法を行った37名の口腔扁平上皮癌患者を対象と
して研究を行った．37名のうち14名は化学放射線同時療法によって癌が完全に消失したが，23名では癌の残存ある
いは再発が認められた．化学放射線同時療法前の生検組織からmRNAを抽出し，real-time RT-PCRによりオステ
オポンチンmRNAの発現量を測定したところ，オステオポンチン低発現群では27例中14例（52 %）で癌が消失した
が，高発現群では10例すべてに残存・再発がみられた．原発巣効果期間についてはオステオポンチン高発現群で有
意に短かった．
　これらの結果から，オステオポンチンmRNAの発現量によって術前にシスプラチンを併用した化学放射線同時
療法の効果を予測出来る可能性のあることが，またオステオポンチンはAKTならびにPARPの経路に作用してシ
スプラチンに抵抗性を示すことが明らかになった．

キーワード：オステオポンチン，シスプラチン，抗癌剤耐性
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北海道大学歯学研究科　口腔病理病態学教室（進藤　正信 教授）

緒　　　　　言

　口腔癌は全悪性腫瘍のなかで1～ 3 %と比較的発生率が
低い癌1）だが，口腔は咀嚼，嚥下，発音などQOLに重要な
器官であることから，口腔に癌が発生すると口腔機能に重
大な支障を伴う．さらに口腔癌は根治性の観点から広範囲
な外科的切除が標準治療とされ，口腔機能のみならず審美
性にも大きな影響を及ぼす．近年では，化学療法を行い癌
を縮小あるいは消失させて口腔の機能温存を期待する放射
線化学療法を併用する症例が増加しており，シスプラチン
は化学療法の中心的薬剤の一つで，分裂期のDNAと直接
結合して複合体を形成し細胞機能を阻害する．癌細胞は正
常細胞に比べ分裂活性が高いことから，シスプラチンが癌

細胞のDNAに作用することによって癌を死滅させる2－5）．
しかしシスプラチンに対して抵抗性を示す癌の存在が化学
療法の障害となっている．シスプラチンを始めとした化学
療法の感受性の有無を治療前に評価することは困難である
が，不必要な治療や予期せぬ副作用を避けるためにも，抗
癌剤に対する感受性を予測できるシステムの構築は大きな
意義を持つ．
　抗癌剤治療に抵抗する原因の一つに，耐性遺伝子の発現
上昇が知られている．これまでにもシスプラチン耐性遺伝
子に関する研究は広く行われ，数種の耐性遺伝子が同定さ
れたものの，実際の臨床において治療前に耐性の有無を評
価できる有用なマーカー遺伝子は未だ明らかではない．
　耐性遺伝子には獲得性耐性遺伝子と内因性耐性遺伝子の

二種類がある6，7）．獲得性耐性遺伝子は，癌細胞が抗癌剤に
晒されたときに反応性に発現が上昇する遺伝子で，一方，
内因性耐性遺伝子は癌細胞内で本質的に発現が高く，耐性
に寄与する遺伝子である．これまで行われてきた耐性遺伝
子の研究は，培養細胞に抗癌剤を暴露させその濃度を徐々
に上昇させることで耐性株を樹立し，親株との遺伝子発現
や薬物動態を比較検討する実験方法がほとんどであり，癌
細胞がもっている本来の形質に加えて癌細胞が抗癌剤に暴
露されたときに反応性に発現が上昇する遺伝子である獲得
性耐性遺伝子をみているためではないかと考察されている．
抗癌剤の感受性の有無を治療前に把握するためには癌細胞
内で本質的に発現が高く，耐性に寄与する遺伝子である内
因性耐性遺伝子を同定できる方法が必要であると考え，シ
ングルセルクローニング法によりオステオポンチンを含む
数種の内因性耐性遺伝子候補を明らかにした8）．
　癌の悪性化に関与する機序としてAKTの活性上昇が多
くの癌で知られている9）．AKTはセリン・スレオニンキナ
ーゼのひとつで，細胞増殖，成長，生存，および抗アポト
ーシスなど重要な機能に関わっているタンパク質であるが，
オステオポンチンがシスプラチンに抵抗性を示すメカニズ
ムにおけるAKTの役割は未だ不明である．本研究では，口
腔癌細胞株でのオステオポンチンのシスプラチン抵抗性に
おけるAKTの機能解析に加え，口腔扁平上皮癌組織での
オステオポンチンmRNAの発現量と化学放射線療法同時
療法の効果との関係について検討を行った．
 

材料および方法

1）癌細胞および培養条件
　ヒト口腔扁平上皮癌細胞株であるHSC-3細胞を用いた．
細胞は，37 ℃，5 ％ CO2気相下において10 ％牛胎仔血清
（FBS）を加えたDulbecco’s modified Eagle’s medium
（DMEM；Sigma）培地中で通法に従い培養した．なお
HSC-3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にシスプラチン（Phizer株式会社, 
Japan）を加え，PBSで洗浄後，NP-40 Lysis Buffer（150 mM 
NaCl, 1 % NP-40, 50 mM Tris-HCl [pH 7．5]，50 mM NaF, 
5 mM β-glycerophosphat, 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 gel electrophoresis （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
PARP（Cell Signaling Technology），抗AKT（Cell 
Signaling Technology），抗p-AKT（Cell Signaling 

Technology）， 抗osteopontin （IBL, Japan）, 抗β-actin
（Santa Cruz Biotechnology）の各抗体を，二次抗体には
HRP標識抗マウスIgG抗体（Pierce, IL． USA）， 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）リアルタイムRT-PCR法
　それぞれの組織からRNeasy Mini Kit（QIAGEN）を用い
てtotal RNAを抽出し， 逆転写酵素（Toyobo, Japan）を用
いてcDNAを合成した．使用したプライマーの配列を以下
に示す．
　オステオポンチン forward; 5’-TTG CAG TGA TTT 
GCT TTT GC-3’, reverse; 5’-GCC ACA GCA TCT GGG 
TCT TT-3’, GAPDH forward; 5’-TCTGAC GTG CCG 
CCT GGA G-3’, reverse; 5’-TCG CAG GAG ACA ACC 
TGG TC-3’．
　リアルタイムPCRは，SYBR®Green Real time PCR 
Master Mix-plus（Toyobo, Japan）を用い，C1000™
Thermal Cycler（BIO RAD, CA）にて増幅産物を定量およ
び解析を行った．内部標準にはGAPDHを用い，その相対
比を比較検討した．

4）症例
　2003年～2012年の10年間に恵佑会札幌病院歯科口腔外科
を受診した顎口腔扁平上皮癌一次例に対し，シスプラチン
を用いた動注化学療法または静注化学療法に放射線を同時
併用した化学放射線同時療法（ C o n c o m i t a n t  
Chemoradiotherapy : 以下，動注例はIA CCRT，静注例は
IV CCRT と略）を施行し，生検組織にて遺伝子検索が可能
であった37症例を対象とした．CCRTのプロトコールは放
射線照射療法（1回1.8～2.5 Gy，週4～5回）と，シスプラチ
ン化学療法（IA CCRTの場合は1回40～100 mg/m2，週
1回，IV CCRTの場合は1回5 mg/m2，週5日）を同時に
行い，これらを4週にわたって行った．原則として放射線
総量が40 Gy前後に到達した時点でRECISTガイドライン10）

に準じて原発巣を評価した．完全奏効と判断された症例は
さらに2週間 CCRTを追加した（IV CCRTの場合は放射
線療法のみ）．CCRTを完遂した後再びRECISTガイドライ
ンに準じて原発巣を評価し，完全奏効と判断された症例は
経過観察を行った．化学療法はシスプラチンのみを使用し，
他の薬剤との併用は行わなかった．またRECISTガイドラ
インに準じた評価で部分奏効，進行，安定と判断された症
例は外科的切除に移行した．これらの治療の全体像を
Figure 1に示す．本研究では原発巣に対するCCRTの効果
を検討した．放射線量，シスプラチン総投与量の如何に関
わらず，外科的切除された組織で病理組織学的に癌が認め
られなかった症例と，経過観察中に原発巣に再発を認めら

れない症例を著効群とし，外科的切除された組織に病理組
織学的に癌を認めた症例及び，経過観察中に再発を認めた
症例を無効群とした．化学放射線同時療法による原発巣の
効果期間（以下，原発巣効果期間）は，著効群ではCCRT
後から手術の有無にかかわらず病理組織学的あるいは臨床
的に無再発の期間とし，無効群ではCCRT後から外科的切
除された組織で癌の残存・再発が病理組織学的に確認され
た日までの期間とした．患者の詳細についてTable 1に示す．
　なお，本研究は，恵佑会札幌病院倫理委員会で1999年に
承認された臨床研究であり，北海道大学病院の自主臨床研

究審査委員会の承認（承認番号：自009-0019）を得ている．

5）統計
　統計処理はStatView version5.0とSPSS version19.0を用
い，Mann-Whitney's U test，Fisher's exact probability 
test，Chi-squared test，log rank（Mantel-Cox test）を用い，
有意水準P<0.05を有意差ありと判断した．またカプランマ
イヤー曲線におけるカットオフ値は，ROC曲線解析を行い
設定した． 

結　　　　　果

１．口腔扁平上皮癌細胞でのオステオポンチンの抗アポト
ーシス効果とAKTの活性
　口腔扁平上皮癌細胞株HSC-3細胞を用いて，オステオポ
ンチンの抗アポトーシスに対する影響を調べた．まず，オ
ステオポンチン発現プラスミドあるいはコントロールベク
ターを細胞に遺伝子導入し，その発現を確認した．抗オス
テオポンチン抗体でウェスタンブロッティングを行ったと
ころ，オステオポンチン発現プラスミドをいれた細胞では
オステオポンチンの発現が上昇していた．次にシスプラチ
ン処理によるPARPの活性化（シスプラチン作用後18時間）
とAKTのリン酸化（シスプラチン作用後1時間）に対する
オステオポンチンの影響について検討した．HSC-3細胞に

オステオポンチン発現ベクターあるいはコントロールベク
ターを遺伝子導入し，シスプラチン2.5 µg/mlで処理した．
コントロール細胞では，シスプラチンによって活性型
PARPの発現が上昇し，AKTのリン酸化が減弱した．こ
れに対し，オステオポンチン導入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のリン酸化
の減弱が抑制された（Figure 2）．

２．口腔扁平上皮癌におけるオステオポンチンmRNAの発現
　恵佑会札幌病院で口腔扁平上皮癌と診断され，シスプラ
チンと放射線によるCCRTを受けた患者37人から生検時に
癌組織を採取した．37人の患者のまとめはTable 2に示す
ように26歳から83歳までの男性30人，女性7人で，舌癌が
14人と最も多く，上顎歯肉，頬粘膜，下顎歯肉，中咽頭，口底，
上顎洞の順であった．またステージⅣ患者が29人と最も多
く，ステージⅢは3人，ステージⅡは5人，T分類では，
T4が25人と最も多く，T3は2人，T2は10人であった．
N分類ではN0が14人，N1が1人，N2が18名であった．

３．オステオポンチンmRNAの発現量と原発巣効果期間
　オステオポンチンmRNA発現量と原発巣効果期間につ
いて検討を行った．解析はKaplan-Meier法で生存曲線を求
め，有意差はlog rank testを用いて検定した（Figure 5）．
その結果，原発巣効果期間はオステオポンチンmRNA高
発現群では低発現群に比べ有意に原発巣効果期間が短縮し
た（P=0.016）．
 

考　　　　　察

　本研究では，オステオポンチンmRNAの発現量が高い
口腔扁平上皮癌はCCRTに対して抵抗を示すことが明らか
となった．抗癌剤耐性遺伝子は獲得性耐性遺伝子と内因性
耐性遺伝子の2種類があり，オステオポンチンはシスプラ
チン抵抗性に関連する内因性耐性遺伝子の一つとして同定

された8）．多くの抗癌剤耐性の研究では，細胞株に抗癌剤
を用いて生き残った細胞を耐性株として樹立し，親株と遺
伝子発現を比較することで耐性遺伝子を同定している．し
かし，これら耐性遺伝子の発現と癌の抗癌剤感受性との間
に相関性がないという報告が多くみられる11－16）．特に
Gilletは380もの耐性遺伝子について検索を網羅的に行い，
組織サンプルとin vitroモデルの間には関連性がみられな
い報告している17）．in vitroで耐性遺伝子の一つとして同
定されたオステオポンチンが，実際にin vivoでも耐性遺伝
子として発現が亢進していることを示すことができたこと
は，本研究の大きな意義と考えられる．
　今回，口腔癌症例の生検組織でオステオポンチンmRNA

が高発現していた10例は，すべてCCRTに抵抗性を示した．
また，CCRTによって外科的切除を回避できた9例および
外科的切除に腫瘍が認められなかった5例すべてで生検組
織のオステオポンチンmRNAの発現が低かった．以上の
ことから，口腔扁平上皮癌に対するシスプラチンを用いた
化学放射線同時療法において，オステオポンチンが予測因
子となりうると考えられた．途中評価で外科的切除となり
腫瘍が残存した15例のうち7例はオステオポンチン低発現
群で，これらはCCRTを継続することで腫瘍が消失し外科
的切除を避けることができる可能性が示唆された．一方，
オステオポンチン高発現群ではCCRTを継続しても腫瘍の
残存・再発の可能性が高く，外科的切除回避は困難と予想
される．よって，オステオポンチン高発群では，CCRTが
完遂し臨床的に腫瘍が完全消失したという評価であっても
外科的切除を選択した方が良いと考えられた．また，オス
テオポンチン高発現群10症例全てが化学放射線同時療法に
抵抗性を示した．偽陽性が少ないことから，オステオポン
チンmRNAの測定はスクリーニング検査として非常に優
れている可能性がある．
　オステオポンチン低発現群では著効例14例，無効例13例
で効果との関連性がみられなかった．口腔扁平上皮癌の発
生には多くの遺伝子変異が関連している18）ことから，抗癌
剤耐性の機序を単一因子のみで言及することは困難である
と考えられ，内因性耐性遺伝子と同定された他の遺伝子発
現を加味して検索を進める必要がある．
　オステオポンチンは，分子量約41kDaのたんぱく質で，
カルシウムの沈着した骨組織のマトリックスを構成する非
コラーゲン性タンパク質として同定され，乳汁，胎盤，尿，
白血球，腎臓などの正常組織にも存在している19）．オステ
オポンチンは，インテグリンやCD44受容体の双方に結合
し骨の再吸収や，創傷治癒，免疫機能，血管新生，細胞の
生存など多くの機能に関与していることが知られている20）．
また癌組織では肝癌，乳癌，胃癌，卵巣癌，肺癌などで高
発現していることが報告されている21－26）．オステオポンチ
ンがシスプラチンに対して抵抗性を示す機序は不明な点が
多かったが，今回癌の悪性化に関与するAKTの活性化が
関連していることが明らかとなった（Figure 1）．しかし
AKTからどのようなシグナル伝達によって細胞死に抵抗
性を示すか，またオステオポンチンがAKTをどのように
活性化するかは依然不明である．活性化されたAKTは
XIAPやBAD，GSK3などの細胞死や増殖を制御するさま
ざまな標的分子を活性化する27）ことや，オステオポンチン
がEGFRを介してAKT/mTOR/p70S6Kを活性化する28）と
いう報告がある．また，細胞死について調べるためPARP
の切断についてwestern blotting法を用いて検討した．
PARPはDNA修復やDNAの安定化に関与するタンパク質
で，アポトーシス経路が活性化した際にカスパーゼによっ
て切断されることから切断型PARPの発現はアポトーシス

の指標となる29）．本研究では，シスプラチンによるPARP
の切断はオステオポンチンの強制発現で阻害された．
AKTによって活性化されるXIAPは，カスパーゼ9に結合
し活性を阻害することが知られている30）．よってオステオ
ポンチンはEGFR-AKT-XIAP-PARP経路を活性化してシ
スプラチンに抵抗性を示すと考えられるが，その全容は今
後検索が必要である．
　今回の研究で，中間評価で癌の残存を疑われ切除に至っ
た19例のうち4例に腫瘍が認められなかったことから，
RECISTガイドラインは正確な腫瘍の残存を示す評価とは
ならない可能性がある．本研究において，切除を行わなか
った症例では経過観察開始からそれぞれ109日，159日に手
術により腫瘍の再発を認めた症例が存在することから，長
期間の経過観察が必要である．
　また，オステオポンチンmRNA量が男性に比べ女性に
高い発現が認められた．原因として女性ホルモンの影響が
考えられたが，過去の文献を検索してもオステオポンチン
の発現と性差について述べられたものは認められなかった
が，女性の進行癌症例は比較的少ないため，今後さらに検
討する必要がある．
　今回は37例の症例について検討を行ったが，今後更に症
例を追加して検討を行う必要がある．またオステオポンチ
ンが分泌タンパクであることから，患者の血清中のオステ
オポンチン量がシスプラチンを併用した化学放射線同時療
法に対する抵抗性に関与する可能性があり，予後と相関関
係について検討が必要である．
 

結　　　　　論

　口腔扁平上皮癌におけるシスプラチン耐性とオステオポ
ンチンの関連性について以下の知見を得た．
1．口腔扁平上皮癌細胞株HSC-3にオステオポンチンを強
制発現させてシスプラチンで処理を行ったところ，
AKTの活性化の減弱が阻害されPARPの活性化が減少
した．

2．口腔扁平上皮癌組織から採取したオステオポンチン
mRNAの発現とCCRTの効果について比較検討したと
ころ，オステオポンチンmRNAを強く発現する癌では
CCRTに抵抗性を示した．

3．CCRTによって癌が消失した例ではすべて，オステオ
ポンチンmRNA低発現群であった．

4．オステオポンチンmRNA高発現群では低発現群に比べ
原発巣効果期間が短縮した．

5．オステオポンチンmRNAの発現量によって治療前にシ
スプラチンを用いた化学放射線同時療法の効果を予測
出来る可能性のあることが明らかになった．

シスプラチン総投与量の平均値は269.6 mgで併用した放射
線総量平均は48.95 Gyであった．IA CCRTを受けた患者
は21名，IV CCRTを受けた患者は16名であった．
　CCRTを受けた結果，原発巣の癌が消失した著効群は14
例，癌が残存あるいは再発した無効群は23例であった．
CCRTによる治療効果と背景因子をTable 3に示す．それ
ぞれの臨床項目に対し統計処理を行ったところ，T分類で
は癌の大きいものほど有意に治療抵抗性を示した．年齢，
性別，病期，N分類では有意差が認められなかった．また，
IA CCRTとIV CCRTの違いと治療効果には有意な差がみ
られなかった．

　患者の癌組織からmRNAを抽出し，オステオポンチン
mRNA発現量をreal time RT-PCRにて測定した．内因性
コントロールとしてGAPDH mRNAを用いその相対値を検
討した．全37症例のオステオポンチンmRNA量をFigure 3
に示す．オステオポンチンmRNAの発現量は0.15～5.66で，
ROC曲線解析より，カットオフ値を1.54と設定した
（Figure 4）．オステオポンチンmRNAの発現量がカットオ
フ値以下の症例をオステオポンチン低発現群（n=27），カ
ットオフ値以上の症例をオステオポンチン高発現群（n=10）
とした．CCRTによって癌が消失した症例はすべてオステ
オポンチン低発現群に属し，オステオポンチン高発現群は
すべて無効群に属した．
　オステオポンチンmRNAの発現と背景因子との関連に
ついて比較検討した結果をtable 4に示す．それぞれの臨床
項目に対し統計処理を行ったところ，オステオポンチン高
発現群では低発現群に比べ，有意にCCRTが奏効しないこ
とが明らかとなった．また，女性が男性に比べ，オステオ
ポンチンmRNAの値が高い傾向がみられた．なおオステ
オポンチンの発現と年齢，部位，ステージ，大きさ，リン
パ節転移に有意な関連性はみられなかった．
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緒　　　　　言

　口腔癌は全悪性腫瘍のなかで1～ 3 %と比較的発生率が
低い癌1）だが，口腔は咀嚼，嚥下，発音などQOLに重要な
器官であることから，口腔に癌が発生すると口腔機能に重
大な支障を伴う．さらに口腔癌は根治性の観点から広範囲
な外科的切除が標準治療とされ，口腔機能のみならず審美
性にも大きな影響を及ぼす．近年では，化学療法を行い癌
を縮小あるいは消失させて口腔の機能温存を期待する放射
線化学療法を併用する症例が増加しており，シスプラチン
は化学療法の中心的薬剤の一つで，分裂期のDNAと直接
結合して複合体を形成し細胞機能を阻害する．癌細胞は正
常細胞に比べ分裂活性が高いことから，シスプラチンが癌

細胞のDNAに作用することによって癌を死滅させる2－5）．
しかしシスプラチンに対して抵抗性を示す癌の存在が化学
療法の障害となっている．シスプラチンを始めとした化学
療法の感受性の有無を治療前に評価することは困難である
が，不必要な治療や予期せぬ副作用を避けるためにも，抗
癌剤に対する感受性を予測できるシステムの構築は大きな
意義を持つ．
　抗癌剤治療に抵抗する原因の一つに，耐性遺伝子の発現
上昇が知られている．これまでにもシスプラチン耐性遺伝
子に関する研究は広く行われ，数種の耐性遺伝子が同定さ
れたものの，実際の臨床において治療前に耐性の有無を評
価できる有用なマーカー遺伝子は未だ明らかではない．
　耐性遺伝子には獲得性耐性遺伝子と内因性耐性遺伝子の

二種類がある6，7）．獲得性耐性遺伝子は，癌細胞が抗癌剤に
晒されたときに反応性に発現が上昇する遺伝子で，一方，
内因性耐性遺伝子は癌細胞内で本質的に発現が高く，耐性
に寄与する遺伝子である．これまで行われてきた耐性遺伝
子の研究は，培養細胞に抗癌剤を暴露させその濃度を徐々
に上昇させることで耐性株を樹立し，親株との遺伝子発現
や薬物動態を比較検討する実験方法がほとんどであり，癌
細胞がもっている本来の形質に加えて癌細胞が抗癌剤に暴
露されたときに反応性に発現が上昇する遺伝子である獲得
性耐性遺伝子をみているためではないかと考察されている．
抗癌剤の感受性の有無を治療前に把握するためには癌細胞
内で本質的に発現が高く，耐性に寄与する遺伝子である内
因性耐性遺伝子を同定できる方法が必要であると考え，シ
ングルセルクローニング法によりオステオポンチンを含む
数種の内因性耐性遺伝子候補を明らかにした8）．
　癌の悪性化に関与する機序としてAKTの活性上昇が多
くの癌で知られている9）．AKTはセリン・スレオニンキナ
ーゼのひとつで，細胞増殖，成長，生存，および抗アポト
ーシスなど重要な機能に関わっているタンパク質であるが，
オステオポンチンがシスプラチンに抵抗性を示すメカニズ
ムにおけるAKTの役割は未だ不明である．本研究では，口
腔癌細胞株でのオステオポンチンのシスプラチン抵抗性に
おけるAKTの機能解析に加え，口腔扁平上皮癌組織での
オステオポンチンmRNAの発現量と化学放射線療法同時
療法の効果との関係について検討を行った．
 

材料および方法

1）癌細胞および培養条件
　ヒト口腔扁平上皮癌細胞株であるHSC-3細胞を用いた．
細胞は，37 ℃，5 ％ CO2気相下において10 ％牛胎仔血清
（FBS）を加えたDulbecco’s modified Eagle’s medium
（DMEM；Sigma）培地中で通法に従い培養した．なお
HSC-3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にシスプラチン（Phizer株式会社, 
Japan）を加え，PBSで洗浄後，NP-40 Lysis Buffer（150 mM 
NaCl, 1 % NP-40, 50 mM Tris-HCl [pH 7．5]，50 mM NaF, 
5 mM β-glycerophosphat, 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 gel electrophoresis （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
PARP（Cell Signaling Technology），抗AKT（Cell 
Signaling Technology），抗p-AKT（Cell Signaling 

Technology）， 抗osteopontin （IBL, Japan）, 抗β-actin
（Santa Cruz Biotechnology）の各抗体を，二次抗体には
HRP標識抗マウスIgG抗体（Pierce, IL． USA）， 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）リアルタイムRT-PCR法
　それぞれの組織からRNeasy Mini Kit（QIAGEN）を用い
てtotal RNAを抽出し， 逆転写酵素（Toyobo, Japan）を用
いてcDNAを合成した．使用したプライマーの配列を以下
に示す．
　オステオポンチン forward; 5’-TTG CAG TGA TTT 
GCT TTT GC-3’, reverse; 5’-GCC ACA GCA TCT GGG 
TCT TT-3’, GAPDH forward; 5’-TCTGAC GTG CCG 
CCT GGA G-3’, reverse; 5’-TCG CAG GAG ACA ACC 
TGG TC-3’．
　リアルタイムPCRは，SYBR®Green Real time PCR 
Master Mix-plus（Toyobo, Japan）を用い，C1000™
Thermal Cycler（BIO RAD, CA）にて増幅産物を定量およ
び解析を行った．内部標準にはGAPDHを用い，その相対
比を比較検討した．

4）症例
　2003年～2012年の10年間に恵佑会札幌病院歯科口腔外科
を受診した顎口腔扁平上皮癌一次例に対し，シスプラチン
を用いた動注化学療法または静注化学療法に放射線を同時
併用した化学放射線同時療法（ C o n c o m i t a n t  
Chemoradiotherapy : 以下，動注例はIA CCRT，静注例は
IV CCRT と略）を施行し，生検組織にて遺伝子検索が可能
であった37症例を対象とした．CCRTのプロトコールは放
射線照射療法（1回1.8～2.5 Gy，週4～5回）と，シスプラチ
ン化学療法（IA CCRTの場合は1回40～100 mg/m2，週
1回，IV CCRTの場合は1回5 mg/m2，週5日）を同時に
行い，これらを4週にわたって行った．原則として放射線
総量が40 Gy前後に到達した時点でRECISTガイドライン10）

に準じて原発巣を評価した．完全奏効と判断された症例は
さらに2週間 CCRTを追加した（IV CCRTの場合は放射
線療法のみ）．CCRTを完遂した後再びRECISTガイドライ
ンに準じて原発巣を評価し，完全奏効と判断された症例は
経過観察を行った．化学療法はシスプラチンのみを使用し，
他の薬剤との併用は行わなかった．またRECISTガイドラ
インに準じた評価で部分奏効，進行，安定と判断された症
例は外科的切除に移行した．これらの治療の全体像を
Figure 1に示す．本研究では原発巣に対するCCRTの効果
を検討した．放射線量，シスプラチン総投与量の如何に関
わらず，外科的切除された組織で病理組織学的に癌が認め
られなかった症例と，経過観察中に原発巣に再発を認めら

れない症例を著効群とし，外科的切除された組織に病理組
織学的に癌を認めた症例及び，経過観察中に再発を認めた
症例を無効群とした．化学放射線同時療法による原発巣の
効果期間（以下，原発巣効果期間）は，著効群ではCCRT
後から手術の有無にかかわらず病理組織学的あるいは臨床
的に無再発の期間とし，無効群ではCCRT後から外科的切
除された組織で癌の残存・再発が病理組織学的に確認され
た日までの期間とした．患者の詳細についてTable 1に示す．
　なお，本研究は，恵佑会札幌病院倫理委員会で1999年に
承認された臨床研究であり，北海道大学病院の自主臨床研

究審査委員会の承認（承認番号：自009-0019）を得ている．

5）統計
　統計処理はStatView version5.0とSPSS version19.0を用
い，Mann-Whitney's U test，Fisher's exact probability 
test，Chi-squared test，log rank（Mantel-Cox test）を用い，
有意水準P<0.05を有意差ありと判断した．またカプランマ
イヤー曲線におけるカットオフ値は，ROC曲線解析を行い
設定した． 

結　　　　　果

１．口腔扁平上皮癌細胞でのオステオポンチンの抗アポト
ーシス効果とAKTの活性
　口腔扁平上皮癌細胞株HSC-3細胞を用いて，オステオポ
ンチンの抗アポトーシスに対する影響を調べた．まず，オ
ステオポンチン発現プラスミドあるいはコントロールベク
ターを細胞に遺伝子導入し，その発現を確認した．抗オス
テオポンチン抗体でウェスタンブロッティングを行ったと
ころ，オステオポンチン発現プラスミドをいれた細胞では
オステオポンチンの発現が上昇していた．次にシスプラチ
ン処理によるPARPの活性化（シスプラチン作用後18時間）
とAKTのリン酸化（シスプラチン作用後1時間）に対する
オステオポンチンの影響について検討した．HSC-3細胞に

オステオポンチン発現ベクターあるいはコントロールベク
ターを遺伝子導入し，シスプラチン2.5 µg/mlで処理した．
コントロール細胞では，シスプラチンによって活性型
PARPの発現が上昇し，AKTのリン酸化が減弱した．こ
れに対し，オステオポンチン導入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のリン酸化
の減弱が抑制された（Figure 2）．

２．口腔扁平上皮癌におけるオステオポンチンmRNAの発現
　恵佑会札幌病院で口腔扁平上皮癌と診断され，シスプラ
チンと放射線によるCCRTを受けた患者37人から生検時に
癌組織を採取した．37人の患者のまとめはTable 2に示す
ように26歳から83歳までの男性30人，女性7人で，舌癌が
14人と最も多く，上顎歯肉，頬粘膜，下顎歯肉，中咽頭，口底，
上顎洞の順であった．またステージⅣ患者が29人と最も多
く，ステージⅢは3人，ステージⅡは5人，T分類では，
T4が25人と最も多く，T3は2人，T2は10人であった．
N分類ではN0が14人，N1が1人，N2が18名であった．

３．オステオポンチンmRNAの発現量と原発巣効果期間
　オステオポンチンmRNA発現量と原発巣効果期間につ
いて検討を行った．解析はKaplan-Meier法で生存曲線を求
め，有意差はlog rank testを用いて検定した（Figure 5）．
その結果，原発巣効果期間はオステオポンチンmRNA高
発現群では低発現群に比べ有意に原発巣効果期間が短縮し
た（P=0.016）．
 

考　　　　　察

　本研究では，オステオポンチンmRNAの発現量が高い
口腔扁平上皮癌はCCRTに対して抵抗を示すことが明らか
となった．抗癌剤耐性遺伝子は獲得性耐性遺伝子と内因性
耐性遺伝子の2種類があり，オステオポンチンはシスプラ
チン抵抗性に関連する内因性耐性遺伝子の一つとして同定

された8）．多くの抗癌剤耐性の研究では，細胞株に抗癌剤
を用いて生き残った細胞を耐性株として樹立し，親株と遺
伝子発現を比較することで耐性遺伝子を同定している．し
かし，これら耐性遺伝子の発現と癌の抗癌剤感受性との間
に相関性がないという報告が多くみられる11－16）．特に
Gilletは380もの耐性遺伝子について検索を網羅的に行い，
組織サンプルとin vitroモデルの間には関連性がみられな
い報告している17）．in vitroで耐性遺伝子の一つとして同
定されたオステオポンチンが，実際にin vivoでも耐性遺伝
子として発現が亢進していることを示すことができたこと
は，本研究の大きな意義と考えられる．
　今回，口腔癌症例の生検組織でオステオポンチンmRNA

が高発現していた10例は，すべてCCRTに抵抗性を示した．
また，CCRTによって外科的切除を回避できた9例および
外科的切除に腫瘍が認められなかった5例すべてで生検組
織のオステオポンチンmRNAの発現が低かった．以上の
ことから，口腔扁平上皮癌に対するシスプラチンを用いた
化学放射線同時療法において，オステオポンチンが予測因
子となりうると考えられた．途中評価で外科的切除となり
腫瘍が残存した15例のうち7例はオステオポンチン低発現
群で，これらはCCRTを継続することで腫瘍が消失し外科
的切除を避けることができる可能性が示唆された．一方，
オステオポンチン高発現群ではCCRTを継続しても腫瘍の
残存・再発の可能性が高く，外科的切除回避は困難と予想
される．よって，オステオポンチン高発群では，CCRTが
完遂し臨床的に腫瘍が完全消失したという評価であっても
外科的切除を選択した方が良いと考えられた．また，オス
テオポンチン高発現群10症例全てが化学放射線同時療法に
抵抗性を示した．偽陽性が少ないことから，オステオポン
チンmRNAの測定はスクリーニング検査として非常に優
れている可能性がある．
　オステオポンチン低発現群では著効例14例，無効例13例
で効果との関連性がみられなかった．口腔扁平上皮癌の発
生には多くの遺伝子変異が関連している18）ことから，抗癌
剤耐性の機序を単一因子のみで言及することは困難である
と考えられ，内因性耐性遺伝子と同定された他の遺伝子発
現を加味して検索を進める必要がある．
　オステオポンチンは，分子量約41kDaのたんぱく質で，
カルシウムの沈着した骨組織のマトリックスを構成する非
コラーゲン性タンパク質として同定され，乳汁，胎盤，尿，
白血球，腎臓などの正常組織にも存在している19）．オステ
オポンチンは，インテグリンやCD44受容体の双方に結合
し骨の再吸収や，創傷治癒，免疫機能，血管新生，細胞の
生存など多くの機能に関与していることが知られている20）．
また癌組織では肝癌，乳癌，胃癌，卵巣癌，肺癌などで高
発現していることが報告されている21－26）．オステオポンチ
ンがシスプラチンに対して抵抗性を示す機序は不明な点が
多かったが，今回癌の悪性化に関与するAKTの活性化が
関連していることが明らかとなった（Figure 1）．しかし
AKTからどのようなシグナル伝達によって細胞死に抵抗
性を示すか，またオステオポンチンがAKTをどのように
活性化するかは依然不明である．活性化されたAKTは
XIAPやBAD，GSK3などの細胞死や増殖を制御するさま
ざまな標的分子を活性化する27）ことや，オステオポンチン
がEGFRを介してAKT/mTOR/p70S6Kを活性化する28）と
いう報告がある．また，細胞死について調べるためPARP
の切断についてwestern blotting法を用いて検討した．
PARPはDNA修復やDNAの安定化に関与するタンパク質
で，アポトーシス経路が活性化した際にカスパーゼによっ
て切断されることから切断型PARPの発現はアポトーシス

の指標となる29）．本研究では，シスプラチンによるPARP
の切断はオステオポンチンの強制発現で阻害された．
AKTによって活性化されるXIAPは，カスパーゼ9に結合
し活性を阻害することが知られている30）．よってオステオ
ポンチンはEGFR-AKT-XIAP-PARP経路を活性化してシ
スプラチンに抵抗性を示すと考えられるが，その全容は今
後検索が必要である．
　今回の研究で，中間評価で癌の残存を疑われ切除に至っ
た19例のうち4例に腫瘍が認められなかったことから，
RECISTガイドラインは正確な腫瘍の残存を示す評価とは
ならない可能性がある．本研究において，切除を行わなか
った症例では経過観察開始からそれぞれ109日，159日に手
術により腫瘍の再発を認めた症例が存在することから，長
期間の経過観察が必要である．
　また，オステオポンチンmRNA量が男性に比べ女性に
高い発現が認められた．原因として女性ホルモンの影響が
考えられたが，過去の文献を検索してもオステオポンチン
の発現と性差について述べられたものは認められなかった
が，女性の進行癌症例は比較的少ないため，今後さらに検
討する必要がある．
　今回は37例の症例について検討を行ったが，今後更に症
例を追加して検討を行う必要がある．またオステオポンチ
ンが分泌タンパクであることから，患者の血清中のオステ
オポンチン量がシスプラチンを併用した化学放射線同時療
法に対する抵抗性に関与する可能性があり，予後と相関関
係について検討が必要である．
 

結　　　　　論

　口腔扁平上皮癌におけるシスプラチン耐性とオステオポ
ンチンの関連性について以下の知見を得た．
1．口腔扁平上皮癌細胞株HSC-3にオステオポンチンを強
制発現させてシスプラチンで処理を行ったところ，
AKTの活性化の減弱が阻害されPARPの活性化が減少
した．

2．口腔扁平上皮癌組織から採取したオステオポンチン
mRNAの発現とCCRTの効果について比較検討したと
ころ，オステオポンチンmRNAを強く発現する癌では
CCRTに抵抗性を示した．

3．CCRTによって癌が消失した例ではすべて，オステオ
ポンチンmRNA低発現群であった．

4．オステオポンチンmRNA高発現群では低発現群に比べ
原発巣効果期間が短縮した．

5．オステオポンチンmRNAの発現量によって治療前にシ
スプラチンを用いた化学放射線同時療法の効果を予測
出来る可能性のあることが明らかになった．

シスプラチン総投与量の平均値は269.6 mgで併用した放射
線総量平均は48.95 Gyであった．IA CCRTを受けた患者
は21名，IV CCRTを受けた患者は16名であった．
　CCRTを受けた結果，原発巣の癌が消失した著効群は14
例，癌が残存あるいは再発した無効群は23例であった．
CCRTによる治療効果と背景因子をTable 3に示す．それ
ぞれの臨床項目に対し統計処理を行ったところ，T分類で
は癌の大きいものほど有意に治療抵抗性を示した．年齢，
性別，病期，N分類では有意差が認められなかった．また，
IA CCRTとIV CCRTの違いと治療効果には有意な差がみ
られなかった．

　患者の癌組織からmRNAを抽出し，オステオポンチン
mRNA発現量をreal time RT-PCRにて測定した．内因性
コントロールとしてGAPDH mRNAを用いその相対値を検
討した．全37症例のオステオポンチンmRNA量をFigure 3
に示す．オステオポンチンmRNAの発現量は0.15～5.66で，
ROC曲線解析より，カットオフ値を1.54と設定した
（Figure 4）．オステオポンチンmRNAの発現量がカットオ
フ値以下の症例をオステオポンチン低発現群（n=27），カ
ットオフ値以上の症例をオステオポンチン高発現群（n=10）
とした．CCRTによって癌が消失した症例はすべてオステ
オポンチン低発現群に属し，オステオポンチン高発現群は
すべて無効群に属した．
　オステオポンチンmRNAの発現と背景因子との関連に
ついて比較検討した結果をtable 4に示す．それぞれの臨床
項目に対し統計処理を行ったところ，オステオポンチン高
発現群では低発現群に比べ，有意にCCRTが奏効しないこ
とが明らかとなった．また，女性が男性に比べ，オステオ
ポンチンmRNAの値が高い傾向がみられた．なおオステ
オポンチンの発現と年齢，部位，ステージ，大きさ，リン
パ節転移に有意な関連性はみられなかった．
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緒　　　　　言

　口腔癌は全悪性腫瘍のなかで1～ 3 %と比較的発生率が
低い癌1）だが，口腔は咀嚼，嚥下，発音などQOLに重要な
器官であることから，口腔に癌が発生すると口腔機能に重
大な支障を伴う．さらに口腔癌は根治性の観点から広範囲
な外科的切除が標準治療とされ，口腔機能のみならず審美
性にも大きな影響を及ぼす．近年では，化学療法を行い癌
を縮小あるいは消失させて口腔の機能温存を期待する放射
線化学療法を併用する症例が増加しており，シスプラチン
は化学療法の中心的薬剤の一つで，分裂期のDNAと直接
結合して複合体を形成し細胞機能を阻害する．癌細胞は正
常細胞に比べ分裂活性が高いことから，シスプラチンが癌

細胞のDNAに作用することによって癌を死滅させる2－5）．
しかしシスプラチンに対して抵抗性を示す癌の存在が化学
療法の障害となっている．シスプラチンを始めとした化学
療法の感受性の有無を治療前に評価することは困難である
が，不必要な治療や予期せぬ副作用を避けるためにも，抗
癌剤に対する感受性を予測できるシステムの構築は大きな
意義を持つ．
　抗癌剤治療に抵抗する原因の一つに，耐性遺伝子の発現
上昇が知られている．これまでにもシスプラチン耐性遺伝
子に関する研究は広く行われ，数種の耐性遺伝子が同定さ
れたものの，実際の臨床において治療前に耐性の有無を評
価できる有用なマーカー遺伝子は未だ明らかではない．
　耐性遺伝子には獲得性耐性遺伝子と内因性耐性遺伝子の

二種類がある6，7）．獲得性耐性遺伝子は，癌細胞が抗癌剤に
晒されたときに反応性に発現が上昇する遺伝子で，一方，
内因性耐性遺伝子は癌細胞内で本質的に発現が高く，耐性
に寄与する遺伝子である．これまで行われてきた耐性遺伝
子の研究は，培養細胞に抗癌剤を暴露させその濃度を徐々
に上昇させることで耐性株を樹立し，親株との遺伝子発現
や薬物動態を比較検討する実験方法がほとんどであり，癌
細胞がもっている本来の形質に加えて癌細胞が抗癌剤に暴
露されたときに反応性に発現が上昇する遺伝子である獲得
性耐性遺伝子をみているためではないかと考察されている．
抗癌剤の感受性の有無を治療前に把握するためには癌細胞
内で本質的に発現が高く，耐性に寄与する遺伝子である内
因性耐性遺伝子を同定できる方法が必要であると考え，シ
ングルセルクローニング法によりオステオポンチンを含む
数種の内因性耐性遺伝子候補を明らかにした8）．
　癌の悪性化に関与する機序としてAKTの活性上昇が多
くの癌で知られている9）．AKTはセリン・スレオニンキナ
ーゼのひとつで，細胞増殖，成長，生存，および抗アポト
ーシスなど重要な機能に関わっているタンパク質であるが，
オステオポンチンがシスプラチンに抵抗性を示すメカニズ
ムにおけるAKTの役割は未だ不明である．本研究では，口
腔癌細胞株でのオステオポンチンのシスプラチン抵抗性に
おけるAKTの機能解析に加え，口腔扁平上皮癌組織での
オステオポンチンmRNAの発現量と化学放射線療法同時
療法の効果との関係について検討を行った．
 

材料および方法

1）癌細胞および培養条件
　ヒト口腔扁平上皮癌細胞株であるHSC-3細胞を用いた．
細胞は，37 ℃，5 ％ CO2気相下において10 ％牛胎仔血清
（FBS）を加えたDulbecco’s modified Eagle’s medium
（DMEM；Sigma）培地中で通法に従い培養した．なお
HSC-3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にシスプラチン（Phizer株式会社, 
Japan）を加え，PBSで洗浄後，NP-40 Lysis Buffer（150 mM 
NaCl, 1 % NP-40, 50 mM Tris-HCl [pH 7．5]，50 mM NaF, 
5 mM β-glycerophosphat, 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 gel electrophoresis （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
PARP（Cell Signaling Technology），抗AKT（Cell 
Signaling Technology），抗p-AKT（Cell Signaling 

Technology）， 抗osteopontin （IBL, Japan）, 抗β-actin
（Santa Cruz Biotechnology）の各抗体を，二次抗体には
HRP標識抗マウスIgG抗体（Pierce, IL． USA）， 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）リアルタイムRT-PCR法
　それぞれの組織からRNeasy Mini Kit（QIAGEN）を用い
てtotal RNAを抽出し， 逆転写酵素（Toyobo, Japan）を用
いてcDNAを合成した．使用したプライマーの配列を以下
に示す．
　オステオポンチン forward; 5’-TTG CAG TGA TTT 
GCT TTT GC-3’, reverse; 5’-GCC ACA GCA TCT GGG 
TCT TT-3’, GAPDH forward; 5’-TCTGAC GTG CCG 
CCT GGA G-3’, reverse; 5’-TCG CAG GAG ACA ACC 
TGG TC-3’．
　リアルタイムPCRは，SYBR®Green Real time PCR 
Master Mix-plus（Toyobo, Japan）を用い，C1000™
Thermal Cycler（BIO RAD, CA）にて増幅産物を定量およ
び解析を行った．内部標準にはGAPDHを用い，その相対
比を比較検討した．

4）症例
　2003年～2012年の10年間に恵佑会札幌病院歯科口腔外科
を受診した顎口腔扁平上皮癌一次例に対し，シスプラチン
を用いた動注化学療法または静注化学療法に放射線を同時
併用した化学放射線同時療法（ C o n c o m i t a n t  
Chemoradiotherapy : 以下，動注例はIA CCRT，静注例は
IV CCRT と略）を施行し，生検組織にて遺伝子検索が可能
であった37症例を対象とした．CCRTのプロトコールは放
射線照射療法（1回1.8～2.5 Gy，週4～5回）と，シスプラチ
ン化学療法（IA CCRTの場合は1回40～100 mg/m2，週
1回，IV CCRTの場合は1回5 mg/m2，週5日）を同時に
行い，これらを4週にわたって行った．原則として放射線
総量が40 Gy前後に到達した時点でRECISTガイドライン10）

に準じて原発巣を評価した．完全奏効と判断された症例は
さらに2週間 CCRTを追加した（IV CCRTの場合は放射
線療法のみ）．CCRTを完遂した後再びRECISTガイドライ
ンに準じて原発巣を評価し，完全奏効と判断された症例は
経過観察を行った．化学療法はシスプラチンのみを使用し，
他の薬剤との併用は行わなかった．またRECISTガイドラ
インに準じた評価で部分奏効，進行，安定と判断された症
例は外科的切除に移行した．これらの治療の全体像を
Figure 1に示す．本研究では原発巣に対するCCRTの効果
を検討した．放射線量，シスプラチン総投与量の如何に関
わらず，外科的切除された組織で病理組織学的に癌が認め
られなかった症例と，経過観察中に原発巣に再発を認めら

れない症例を著効群とし，外科的切除された組織に病理組
織学的に癌を認めた症例及び，経過観察中に再発を認めた
症例を無効群とした．化学放射線同時療法による原発巣の
効果期間（以下，原発巣効果期間）は，著効群ではCCRT
後から手術の有無にかかわらず病理組織学的あるいは臨床
的に無再発の期間とし，無効群ではCCRT後から外科的切
除された組織で癌の残存・再発が病理組織学的に確認され
た日までの期間とした．患者の詳細についてTable 1に示す．
　なお，本研究は，恵佑会札幌病院倫理委員会で1999年に
承認された臨床研究であり，北海道大学病院の自主臨床研

究審査委員会の承認（承認番号：自009-0019）を得ている．

5）統計
　統計処理はStatView version5.0とSPSS version19.0を用
い，Mann-Whitney's U test，Fisher's exact probability 
test，Chi-squared test，log rank（Mantel-Cox test）を用い，
有意水準P<0.05を有意差ありと判断した．またカプランマ
イヤー曲線におけるカットオフ値は，ROC曲線解析を行い
設定した． 

結　　　　　果

１．口腔扁平上皮癌細胞でのオステオポンチンの抗アポト
ーシス効果とAKTの活性
　口腔扁平上皮癌細胞株HSC-3細胞を用いて，オステオポ
ンチンの抗アポトーシスに対する影響を調べた．まず，オ
ステオポンチン発現プラスミドあるいはコントロールベク
ターを細胞に遺伝子導入し，その発現を確認した．抗オス
テオポンチン抗体でウェスタンブロッティングを行ったと
ころ，オステオポンチン発現プラスミドをいれた細胞では
オステオポンチンの発現が上昇していた．次にシスプラチ
ン処理によるPARPの活性化（シスプラチン作用後18時間）
とAKTのリン酸化（シスプラチン作用後1時間）に対する
オステオポンチンの影響について検討した．HSC-3細胞に

オステオポンチン発現ベクターあるいはコントロールベク
ターを遺伝子導入し，シスプラチン2.5 µg/mlで処理した．
コントロール細胞では，シスプラチンによって活性型
PARPの発現が上昇し，AKTのリン酸化が減弱した．こ
れに対し，オステオポンチン導入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のリン酸化
の減弱が抑制された（Figure 2）．

２．口腔扁平上皮癌におけるオステオポンチンmRNAの発現
　恵佑会札幌病院で口腔扁平上皮癌と診断され，シスプラ
チンと放射線によるCCRTを受けた患者37人から生検時に
癌組織を採取した．37人の患者のまとめはTable 2に示す
ように26歳から83歳までの男性30人，女性7人で，舌癌が
14人と最も多く，上顎歯肉，頬粘膜，下顎歯肉，中咽頭，口底，
上顎洞の順であった．またステージⅣ患者が29人と最も多
く，ステージⅢは3人，ステージⅡは5人，T分類では，
T4が25人と最も多く，T3は2人，T2は10人であった．
N分類ではN0が14人，N1が1人，N2が18名であった．

３．オステオポンチンmRNAの発現量と原発巣効果期間
　オステオポンチンmRNA発現量と原発巣効果期間につ
いて検討を行った．解析はKaplan-Meier法で生存曲線を求
め，有意差はlog rank testを用いて検定した（Figure 5）．
その結果，原発巣効果期間はオステオポンチンmRNA高
発現群では低発現群に比べ有意に原発巣効果期間が短縮し
た（P=0.016）．
 

考　　　　　察

　本研究では，オステオポンチンmRNAの発現量が高い
口腔扁平上皮癌はCCRTに対して抵抗を示すことが明らか
となった．抗癌剤耐性遺伝子は獲得性耐性遺伝子と内因性
耐性遺伝子の2種類があり，オステオポンチンはシスプラ
チン抵抗性に関連する内因性耐性遺伝子の一つとして同定

された8）．多くの抗癌剤耐性の研究では，細胞株に抗癌剤
を用いて生き残った細胞を耐性株として樹立し，親株と遺
伝子発現を比較することで耐性遺伝子を同定している．し
かし，これら耐性遺伝子の発現と癌の抗癌剤感受性との間
に相関性がないという報告が多くみられる11－16）．特に
Gilletは380もの耐性遺伝子について検索を網羅的に行い，
組織サンプルとin vitroモデルの間には関連性がみられな
い報告している17）．in vitroで耐性遺伝子の一つとして同
定されたオステオポンチンが，実際にin vivoでも耐性遺伝
子として発現が亢進していることを示すことができたこと
は，本研究の大きな意義と考えられる．
　今回，口腔癌症例の生検組織でオステオポンチンmRNA

が高発現していた10例は，すべてCCRTに抵抗性を示した．
また，CCRTによって外科的切除を回避できた9例および
外科的切除に腫瘍が認められなかった5例すべてで生検組
織のオステオポンチンmRNAの発現が低かった．以上の
ことから，口腔扁平上皮癌に対するシスプラチンを用いた
化学放射線同時療法において，オステオポンチンが予測因
子となりうると考えられた．途中評価で外科的切除となり
腫瘍が残存した15例のうち7例はオステオポンチン低発現
群で，これらはCCRTを継続することで腫瘍が消失し外科
的切除を避けることができる可能性が示唆された．一方，
オステオポンチン高発現群ではCCRTを継続しても腫瘍の
残存・再発の可能性が高く，外科的切除回避は困難と予想
される．よって，オステオポンチン高発群では，CCRTが
完遂し臨床的に腫瘍が完全消失したという評価であっても
外科的切除を選択した方が良いと考えられた．また，オス
テオポンチン高発現群10症例全てが化学放射線同時療法に
抵抗性を示した．偽陽性が少ないことから，オステオポン
チンmRNAの測定はスクリーニング検査として非常に優
れている可能性がある．
　オステオポンチン低発現群では著効例14例，無効例13例
で効果との関連性がみられなかった．口腔扁平上皮癌の発
生には多くの遺伝子変異が関連している18）ことから，抗癌
剤耐性の機序を単一因子のみで言及することは困難である
と考えられ，内因性耐性遺伝子と同定された他の遺伝子発
現を加味して検索を進める必要がある．
　オステオポンチンは，分子量約41kDaのたんぱく質で，
カルシウムの沈着した骨組織のマトリックスを構成する非
コラーゲン性タンパク質として同定され，乳汁，胎盤，尿，
白血球，腎臓などの正常組織にも存在している19）．オステ
オポンチンは，インテグリンやCD44受容体の双方に結合
し骨の再吸収や，創傷治癒，免疫機能，血管新生，細胞の
生存など多くの機能に関与していることが知られている20）．
また癌組織では肝癌，乳癌，胃癌，卵巣癌，肺癌などで高
発現していることが報告されている21－26）．オステオポンチ
ンがシスプラチンに対して抵抗性を示す機序は不明な点が
多かったが，今回癌の悪性化に関与するAKTの活性化が
関連していることが明らかとなった（Figure 1）．しかし
AKTからどのようなシグナル伝達によって細胞死に抵抗
性を示すか，またオステオポンチンがAKTをどのように
活性化するかは依然不明である．活性化されたAKTは
XIAPやBAD，GSK3などの細胞死や増殖を制御するさま
ざまな標的分子を活性化する27）ことや，オステオポンチン
がEGFRを介してAKT/mTOR/p70S6Kを活性化する28）と
いう報告がある．また，細胞死について調べるためPARP
の切断についてwestern blotting法を用いて検討した．
PARPはDNA修復やDNAの安定化に関与するタンパク質
で，アポトーシス経路が活性化した際にカスパーゼによっ
て切断されることから切断型PARPの発現はアポトーシス

の指標となる29）．本研究では，シスプラチンによるPARP
の切断はオステオポンチンの強制発現で阻害された．
AKTによって活性化されるXIAPは，カスパーゼ9に結合
し活性を阻害することが知られている30）．よってオステオ
ポンチンはEGFR-AKT-XIAP-PARP経路を活性化してシ
スプラチンに抵抗性を示すと考えられるが，その全容は今
後検索が必要である．
　今回の研究で，中間評価で癌の残存を疑われ切除に至っ
た19例のうち4例に腫瘍が認められなかったことから，
RECISTガイドラインは正確な腫瘍の残存を示す評価とは
ならない可能性がある．本研究において，切除を行わなか
った症例では経過観察開始からそれぞれ109日，159日に手
術により腫瘍の再発を認めた症例が存在することから，長
期間の経過観察が必要である．
　また，オステオポンチンmRNA量が男性に比べ女性に
高い発現が認められた．原因として女性ホルモンの影響が
考えられたが，過去の文献を検索してもオステオポンチン
の発現と性差について述べられたものは認められなかった
が，女性の進行癌症例は比較的少ないため，今後さらに検
討する必要がある．
　今回は37例の症例について検討を行ったが，今後更に症
例を追加して検討を行う必要がある．またオステオポンチ
ンが分泌タンパクであることから，患者の血清中のオステ
オポンチン量がシスプラチンを併用した化学放射線同時療
法に対する抵抗性に関与する可能性があり，予後と相関関
係について検討が必要である．
 

結　　　　　論

　口腔扁平上皮癌におけるシスプラチン耐性とオステオポ
ンチンの関連性について以下の知見を得た．
1．口腔扁平上皮癌細胞株HSC-3にオステオポンチンを強
制発現させてシスプラチンで処理を行ったところ，
AKTの活性化の減弱が阻害されPARPの活性化が減少
した．

2．口腔扁平上皮癌組織から採取したオステオポンチン
mRNAの発現とCCRTの効果について比較検討したと
ころ，オステオポンチンmRNAを強く発現する癌では
CCRTに抵抗性を示した．

3．CCRTによって癌が消失した例ではすべて，オステオ
ポンチンmRNA低発現群であった．

4．オステオポンチンmRNA高発現群では低発現群に比べ
原発巣効果期間が短縮した．

5．オステオポンチンmRNAの発現量によって治療前にシ
スプラチンを用いた化学放射線同時療法の効果を予測
出来る可能性のあることが明らかになった．

Table 1　症例一覧

シスプラチン総投与量の平均値は269.6 mgで併用した放射
線総量平均は48.95 Gyであった．IA CCRTを受けた患者
は21名，IV CCRTを受けた患者は16名であった．
　CCRTを受けた結果，原発巣の癌が消失した著効群は14
例，癌が残存あるいは再発した無効群は23例であった．
CCRTによる治療効果と背景因子をTable 3に示す．それ
ぞれの臨床項目に対し統計処理を行ったところ，T分類で
は癌の大きいものほど有意に治療抵抗性を示した．年齢，
性別，病期，N分類では有意差が認められなかった．また，
IA CCRTとIV CCRTの違いと治療効果には有意な差がみ
られなかった．

　患者の癌組織からmRNAを抽出し，オステオポンチン
mRNA発現量をreal time RT-PCRにて測定した．内因性
コントロールとしてGAPDH mRNAを用いその相対値を検
討した．全37症例のオステオポンチンmRNA量をFigure 3
に示す．オステオポンチンmRNAの発現量は0.15～5.66で，
ROC曲線解析より，カットオフ値を1.54と設定した
（Figure 4）．オステオポンチンmRNAの発現量がカットオ
フ値以下の症例をオステオポンチン低発現群（n=27），カ
ットオフ値以上の症例をオステオポンチン高発現群（n=10）
とした．CCRTによって癌が消失した症例はすべてオステ
オポンチン低発現群に属し，オステオポンチン高発現群は
すべて無効群に属した．
　オステオポンチンmRNAの発現と背景因子との関連に
ついて比較検討した結果をtable 4に示す．それぞれの臨床
項目に対し統計処理を行ったところ，オステオポンチン高
発現群では低発現群に比べ，有意にCCRTが奏効しないこ
とが明らかとなった．また，女性が男性に比べ，オステオ
ポンチンmRNAの値が高い傾向がみられた．なおオステ
オポンチンの発現と年齢，部位，ステージ，大きさ，リン
パ節転移に有意な関連性はみられなかった．
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緒　　　　　言

　口腔癌は全悪性腫瘍のなかで1～ 3 %と比較的発生率が
低い癌1）だが，口腔は咀嚼，嚥下，発音などQOLに重要な
器官であることから，口腔に癌が発生すると口腔機能に重
大な支障を伴う．さらに口腔癌は根治性の観点から広範囲
な外科的切除が標準治療とされ，口腔機能のみならず審美
性にも大きな影響を及ぼす．近年では，化学療法を行い癌
を縮小あるいは消失させて口腔の機能温存を期待する放射
線化学療法を併用する症例が増加しており，シスプラチン
は化学療法の中心的薬剤の一つで，分裂期のDNAと直接
結合して複合体を形成し細胞機能を阻害する．癌細胞は正
常細胞に比べ分裂活性が高いことから，シスプラチンが癌

細胞のDNAに作用することによって癌を死滅させる2－5）．
しかしシスプラチンに対して抵抗性を示す癌の存在が化学
療法の障害となっている．シスプラチンを始めとした化学
療法の感受性の有無を治療前に評価することは困難である
が，不必要な治療や予期せぬ副作用を避けるためにも，抗
癌剤に対する感受性を予測できるシステムの構築は大きな
意義を持つ．
　抗癌剤治療に抵抗する原因の一つに，耐性遺伝子の発現
上昇が知られている．これまでにもシスプラチン耐性遺伝
子に関する研究は広く行われ，数種の耐性遺伝子が同定さ
れたものの，実際の臨床において治療前に耐性の有無を評
価できる有用なマーカー遺伝子は未だ明らかではない．
　耐性遺伝子には獲得性耐性遺伝子と内因性耐性遺伝子の

二種類がある6，7）．獲得性耐性遺伝子は，癌細胞が抗癌剤に
晒されたときに反応性に発現が上昇する遺伝子で，一方，
内因性耐性遺伝子は癌細胞内で本質的に発現が高く，耐性
に寄与する遺伝子である．これまで行われてきた耐性遺伝
子の研究は，培養細胞に抗癌剤を暴露させその濃度を徐々
に上昇させることで耐性株を樹立し，親株との遺伝子発現
や薬物動態を比較検討する実験方法がほとんどであり，癌
細胞がもっている本来の形質に加えて癌細胞が抗癌剤に暴
露されたときに反応性に発現が上昇する遺伝子である獲得
性耐性遺伝子をみているためではないかと考察されている．
抗癌剤の感受性の有無を治療前に把握するためには癌細胞
内で本質的に発現が高く，耐性に寄与する遺伝子である内
因性耐性遺伝子を同定できる方法が必要であると考え，シ
ングルセルクローニング法によりオステオポンチンを含む
数種の内因性耐性遺伝子候補を明らかにした8）．
　癌の悪性化に関与する機序としてAKTの活性上昇が多
くの癌で知られている9）．AKTはセリン・スレオニンキナ
ーゼのひとつで，細胞増殖，成長，生存，および抗アポト
ーシスなど重要な機能に関わっているタンパク質であるが，
オステオポンチンがシスプラチンに抵抗性を示すメカニズ
ムにおけるAKTの役割は未だ不明である．本研究では，口
腔癌細胞株でのオステオポンチンのシスプラチン抵抗性に
おけるAKTの機能解析に加え，口腔扁平上皮癌組織での
オステオポンチンmRNAの発現量と化学放射線療法同時
療法の効果との関係について検討を行った．
 

材料および方法

1）癌細胞および培養条件
　ヒト口腔扁平上皮癌細胞株であるHSC-3細胞を用いた．
細胞は，37 ℃，5 ％ CO2気相下において10 ％牛胎仔血清
（FBS）を加えたDulbecco’s modified Eagle’s medium
（DMEM；Sigma）培地中で通法に従い培養した．なお
HSC-3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にシスプラチン（Phizer株式会社, 
Japan）を加え，PBSで洗浄後，NP-40 Lysis Buffer（150 mM 
NaCl, 1 % NP-40, 50 mM Tris-HCl [pH 7．5]，50 mM NaF, 
5 mM β-glycerophosphat, 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 gel electrophoresis （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
PARP（Cell Signaling Technology），抗AKT（Cell 
Signaling Technology），抗p-AKT（Cell Signaling 

Technology）， 抗osteopontin （IBL, Japan）, 抗β-actin
（Santa Cruz Biotechnology）の各抗体を，二次抗体には
HRP標識抗マウスIgG抗体（Pierce, IL． USA）， 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）リアルタイムRT-PCR法
　それぞれの組織からRNeasy Mini Kit（QIAGEN）を用い
てtotal RNAを抽出し， 逆転写酵素（Toyobo, Japan）を用
いてcDNAを合成した．使用したプライマーの配列を以下
に示す．
　オステオポンチン forward; 5’-TTG CAG TGA TTT 
GCT TTT GC-3’, reverse; 5’-GCC ACA GCA TCT GGG 
TCT TT-3’, GAPDH forward; 5’-TCTGAC GTG CCG 
CCT GGA G-3’, reverse; 5’-TCG CAG GAG ACA ACC 
TGG TC-3’．
　リアルタイムPCRは，SYBR®Green Real time PCR 
Master Mix-plus（Toyobo, Japan）を用い，C1000™
Thermal Cycler（BIO RAD, CA）にて増幅産物を定量およ
び解析を行った．内部標準にはGAPDHを用い，その相対
比を比較検討した．

4）症例
　2003年～2012年の10年間に恵佑会札幌病院歯科口腔外科
を受診した顎口腔扁平上皮癌一次例に対し，シスプラチン
を用いた動注化学療法または静注化学療法に放射線を同時
併用した化学放射線同時療法（ C o n c o m i t a n t  
Chemoradiotherapy : 以下，動注例はIA CCRT，静注例は
IV CCRT と略）を施行し，生検組織にて遺伝子検索が可能
であった37症例を対象とした．CCRTのプロトコールは放
射線照射療法（1回1.8～2.5 Gy，週4～5回）と，シスプラチ
ン化学療法（IA CCRTの場合は1回40～100 mg/m2，週
1回，IV CCRTの場合は1回5 mg/m2，週5日）を同時に
行い，これらを4週にわたって行った．原則として放射線
総量が40 Gy前後に到達した時点でRECISTガイドライン10）

に準じて原発巣を評価した．完全奏効と判断された症例は
さらに2週間 CCRTを追加した（IV CCRTの場合は放射
線療法のみ）．CCRTを完遂した後再びRECISTガイドライ
ンに準じて原発巣を評価し，完全奏効と判断された症例は
経過観察を行った．化学療法はシスプラチンのみを使用し，
他の薬剤との併用は行わなかった．またRECISTガイドラ
インに準じた評価で部分奏効，進行，安定と判断された症
例は外科的切除に移行した．これらの治療の全体像を
Figure 1に示す．本研究では原発巣に対するCCRTの効果
を検討した．放射線量，シスプラチン総投与量の如何に関
わらず，外科的切除された組織で病理組織学的に癌が認め
られなかった症例と，経過観察中に原発巣に再発を認めら

れない症例を著効群とし，外科的切除された組織に病理組
織学的に癌を認めた症例及び，経過観察中に再発を認めた
症例を無効群とした．化学放射線同時療法による原発巣の
効果期間（以下，原発巣効果期間）は，著効群ではCCRT
後から手術の有無にかかわらず病理組織学的あるいは臨床
的に無再発の期間とし，無効群ではCCRT後から外科的切
除された組織で癌の残存・再発が病理組織学的に確認され
た日までの期間とした．患者の詳細についてTable 1に示す．
　なお，本研究は，恵佑会札幌病院倫理委員会で1999年に
承認された臨床研究であり，北海道大学病院の自主臨床研

究審査委員会の承認（承認番号：自009-0019）を得ている．

5）統計
　統計処理はStatView version5.0とSPSS version19.0を用
い，Mann-Whitney's U test，Fisher's exact probability 
test，Chi-squared test，log rank（Mantel-Cox test）を用い，
有意水準P<0.05を有意差ありと判断した．またカプランマ
イヤー曲線におけるカットオフ値は，ROC曲線解析を行い
設定した． 

結　　　　　果

１．口腔扁平上皮癌細胞でのオステオポンチンの抗アポト
ーシス効果とAKTの活性
　口腔扁平上皮癌細胞株HSC-3細胞を用いて，オステオポ
ンチンの抗アポトーシスに対する影響を調べた．まず，オ
ステオポンチン発現プラスミドあるいはコントロールベク
ターを細胞に遺伝子導入し，その発現を確認した．抗オス
テオポンチン抗体でウェスタンブロッティングを行ったと
ころ，オステオポンチン発現プラスミドをいれた細胞では
オステオポンチンの発現が上昇していた．次にシスプラチ
ン処理によるPARPの活性化（シスプラチン作用後18時間）
とAKTのリン酸化（シスプラチン作用後1時間）に対する
オステオポンチンの影響について検討した．HSC-3細胞に

オステオポンチン発現ベクターあるいはコントロールベク
ターを遺伝子導入し，シスプラチン2.5 µg/mlで処理した．
コントロール細胞では，シスプラチンによって活性型
PARPの発現が上昇し，AKTのリン酸化が減弱した．こ
れに対し，オステオポンチン導入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のリン酸化
の減弱が抑制された（Figure 2）．

２．口腔扁平上皮癌におけるオステオポンチンmRNAの発現
　恵佑会札幌病院で口腔扁平上皮癌と診断され，シスプラ
チンと放射線によるCCRTを受けた患者37人から生検時に
癌組織を採取した．37人の患者のまとめはTable 2に示す
ように26歳から83歳までの男性30人，女性7人で，舌癌が
14人と最も多く，上顎歯肉，頬粘膜，下顎歯肉，中咽頭，口底，
上顎洞の順であった．またステージⅣ患者が29人と最も多
く，ステージⅢは3人，ステージⅡは5人，T分類では，
T4が25人と最も多く，T3は2人，T2は10人であった．
N分類ではN0が14人，N1が1人，N2が18名であった．

３．オステオポンチンmRNAの発現量と原発巣効果期間
　オステオポンチンmRNA発現量と原発巣効果期間につ
いて検討を行った．解析はKaplan-Meier法で生存曲線を求
め，有意差はlog rank testを用いて検定した（Figure 5）．
その結果，原発巣効果期間はオステオポンチンmRNA高
発現群では低発現群に比べ有意に原発巣効果期間が短縮し
た（P=0.016）．
 

考　　　　　察

　本研究では，オステオポンチンmRNAの発現量が高い
口腔扁平上皮癌はCCRTに対して抵抗を示すことが明らか
となった．抗癌剤耐性遺伝子は獲得性耐性遺伝子と内因性
耐性遺伝子の2種類があり，オステオポンチンはシスプラ
チン抵抗性に関連する内因性耐性遺伝子の一つとして同定

された8）．多くの抗癌剤耐性の研究では，細胞株に抗癌剤
を用いて生き残った細胞を耐性株として樹立し，親株と遺
伝子発現を比較することで耐性遺伝子を同定している．し
かし，これら耐性遺伝子の発現と癌の抗癌剤感受性との間
に相関性がないという報告が多くみられる11－16）．特に
Gilletは380もの耐性遺伝子について検索を網羅的に行い，
組織サンプルとin vitroモデルの間には関連性がみられな
い報告している17）．in vitroで耐性遺伝子の一つとして同
定されたオステオポンチンが，実際にin vivoでも耐性遺伝
子として発現が亢進していることを示すことができたこと
は，本研究の大きな意義と考えられる．
　今回，口腔癌症例の生検組織でオステオポンチンmRNA

が高発現していた10例は，すべてCCRTに抵抗性を示した．
また，CCRTによって外科的切除を回避できた9例および
外科的切除に腫瘍が認められなかった5例すべてで生検組
織のオステオポンチンmRNAの発現が低かった．以上の
ことから，口腔扁平上皮癌に対するシスプラチンを用いた
化学放射線同時療法において，オステオポンチンが予測因
子となりうると考えられた．途中評価で外科的切除となり
腫瘍が残存した15例のうち7例はオステオポンチン低発現
群で，これらはCCRTを継続することで腫瘍が消失し外科
的切除を避けることができる可能性が示唆された．一方，
オステオポンチン高発現群ではCCRTを継続しても腫瘍の
残存・再発の可能性が高く，外科的切除回避は困難と予想
される．よって，オステオポンチン高発群では，CCRTが
完遂し臨床的に腫瘍が完全消失したという評価であっても
外科的切除を選択した方が良いと考えられた．また，オス
テオポンチン高発現群10症例全てが化学放射線同時療法に
抵抗性を示した．偽陽性が少ないことから，オステオポン
チンmRNAの測定はスクリーニング検査として非常に優
れている可能性がある．
　オステオポンチン低発現群では著効例14例，無効例13例
で効果との関連性がみられなかった．口腔扁平上皮癌の発
生には多くの遺伝子変異が関連している18）ことから，抗癌
剤耐性の機序を単一因子のみで言及することは困難である
と考えられ，内因性耐性遺伝子と同定された他の遺伝子発
現を加味して検索を進める必要がある．
　オステオポンチンは，分子量約41kDaのたんぱく質で，
カルシウムの沈着した骨組織のマトリックスを構成する非
コラーゲン性タンパク質として同定され，乳汁，胎盤，尿，
白血球，腎臓などの正常組織にも存在している19）．オステ
オポンチンは，インテグリンやCD44受容体の双方に結合
し骨の再吸収や，創傷治癒，免疫機能，血管新生，細胞の
生存など多くの機能に関与していることが知られている20）．
また癌組織では肝癌，乳癌，胃癌，卵巣癌，肺癌などで高
発現していることが報告されている21－26）．オステオポンチ
ンがシスプラチンに対して抵抗性を示す機序は不明な点が
多かったが，今回癌の悪性化に関与するAKTの活性化が
関連していることが明らかとなった（Figure 1）．しかし
AKTからどのようなシグナル伝達によって細胞死に抵抗
性を示すか，またオステオポンチンがAKTをどのように
活性化するかは依然不明である．活性化されたAKTは
XIAPやBAD，GSK3などの細胞死や増殖を制御するさま
ざまな標的分子を活性化する27）ことや，オステオポンチン
がEGFRを介してAKT/mTOR/p70S6Kを活性化する28）と
いう報告がある．また，細胞死について調べるためPARP
の切断についてwestern blotting法を用いて検討した．
PARPはDNA修復やDNAの安定化に関与するタンパク質
で，アポトーシス経路が活性化した際にカスパーゼによっ
て切断されることから切断型PARPの発現はアポトーシス

の指標となる29）．本研究では，シスプラチンによるPARP
の切断はオステオポンチンの強制発現で阻害された．
AKTによって活性化されるXIAPは，カスパーゼ9に結合
し活性を阻害することが知られている30）．よってオステオ
ポンチンはEGFR-AKT-XIAP-PARP経路を活性化してシ
スプラチンに抵抗性を示すと考えられるが，その全容は今
後検索が必要である．
　今回の研究で，中間評価で癌の残存を疑われ切除に至っ
た19例のうち4例に腫瘍が認められなかったことから，
RECISTガイドラインは正確な腫瘍の残存を示す評価とは
ならない可能性がある．本研究において，切除を行わなか
った症例では経過観察開始からそれぞれ109日，159日に手
術により腫瘍の再発を認めた症例が存在することから，長
期間の経過観察が必要である．
　また，オステオポンチンmRNA量が男性に比べ女性に
高い発現が認められた．原因として女性ホルモンの影響が
考えられたが，過去の文献を検索してもオステオポンチン
の発現と性差について述べられたものは認められなかった
が，女性の進行癌症例は比較的少ないため，今後さらに検
討する必要がある．
　今回は37例の症例について検討を行ったが，今後更に症
例を追加して検討を行う必要がある．またオステオポンチ
ンが分泌タンパクであることから，患者の血清中のオステ
オポンチン量がシスプラチンを併用した化学放射線同時療
法に対する抵抗性に関与する可能性があり，予後と相関関
係について検討が必要である．
 

結　　　　　論

　口腔扁平上皮癌におけるシスプラチン耐性とオステオポ
ンチンの関連性について以下の知見を得た．
1．口腔扁平上皮癌細胞株HSC-3にオステオポンチンを強
制発現させてシスプラチンで処理を行ったところ，
AKTの活性化の減弱が阻害されPARPの活性化が減少
した．

2．口腔扁平上皮癌組織から採取したオステオポンチン
mRNAの発現とCCRTの効果について比較検討したと
ころ，オステオポンチンmRNAを強く発現する癌では
CCRTに抵抗性を示した．

3．CCRTによって癌が消失した例ではすべて，オステオ
ポンチンmRNA低発現群であった．

4．オステオポンチンmRNA高発現群では低発現群に比べ
原発巣効果期間が短縮した．

5．オステオポンチンmRNAの発現量によって治療前にシ
スプラチンを用いた化学放射線同時療法の効果を予測
出来る可能性のあることが明らかになった．

Figure 2　オステオポンチンのシスプラチン抵抗性 
  オステオポンチンまたはコントロールベクターを強制発現さ
せたHSC- 3細胞にシスプラチン2.5 mg/mlを作用させ，PARP
とAKTの活性をwestern blottingで調べた．オステオポンチン
の発現は抗オステオポンチン抗体で確認した．シスプラチンに
よってオステオポンチン強制発現細胞ではPARPの活性化が減
弱し，AKTの減弱が抑制された．

Table 2　顎口腔扁平上皮癌37症例の背景因子，治療因子のまとめ

シスプラチン総投与量の平均値は269.6 mgで併用した放射
線総量平均は48.95 Gyであった．IA CCRTを受けた患者
は21名，IV CCRTを受けた患者は16名であった．
　CCRTを受けた結果，原発巣の癌が消失した著効群は14
例，癌が残存あるいは再発した無効群は23例であった．
CCRTによる治療効果と背景因子をTable 3に示す．それ
ぞれの臨床項目に対し統計処理を行ったところ，T分類で
は癌の大きいものほど有意に治療抵抗性を示した．年齢，
性別，病期，N分類では有意差が認められなかった．また，
IA CCRTとIV CCRTの違いと治療効果には有意な差がみ
られなかった．

　患者の癌組織からmRNAを抽出し，オステオポンチン
mRNA発現量をreal time RT-PCRにて測定した．内因性
コントロールとしてGAPDH mRNAを用いその相対値を検
討した．全37症例のオステオポンチンmRNA量をFigure 3
に示す．オステオポンチンmRNAの発現量は0.15～5.66で，
ROC曲線解析より，カットオフ値を1.54と設定した
（Figure 4）．オステオポンチンmRNAの発現量がカットオ
フ値以下の症例をオステオポンチン低発現群（n=27），カ
ットオフ値以上の症例をオステオポンチン高発現群（n=10）
とした．CCRTによって癌が消失した症例はすべてオステ
オポンチン低発現群に属し，オステオポンチン高発現群は
すべて無効群に属した．
　オステオポンチンmRNAの発現と背景因子との関連に
ついて比較検討した結果をtable 4に示す．それぞれの臨床
項目に対し統計処理を行ったところ，オステオポンチン高
発現群では低発現群に比べ，有意にCCRTが奏効しないこ
とが明らかとなった．また，女性が男性に比べ，オステオ
ポンチンmRNAの値が高い傾向がみられた．なおオステ
オポンチンの発現と年齢，部位，ステージ，大きさ，リン
パ節転移に有意な関連性はみられなかった．

Table 3　著効群と無効群の治療因子，背景因子の関連性
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緒　　　　　言

　口腔癌は全悪性腫瘍のなかで1～ 3 %と比較的発生率が
低い癌1）だが，口腔は咀嚼，嚥下，発音などQOLに重要な
器官であることから，口腔に癌が発生すると口腔機能に重
大な支障を伴う．さらに口腔癌は根治性の観点から広範囲
な外科的切除が標準治療とされ，口腔機能のみならず審美
性にも大きな影響を及ぼす．近年では，化学療法を行い癌
を縮小あるいは消失させて口腔の機能温存を期待する放射
線化学療法を併用する症例が増加しており，シスプラチン
は化学療法の中心的薬剤の一つで，分裂期のDNAと直接
結合して複合体を形成し細胞機能を阻害する．癌細胞は正
常細胞に比べ分裂活性が高いことから，シスプラチンが癌

細胞のDNAに作用することによって癌を死滅させる2－5）．
しかしシスプラチンに対して抵抗性を示す癌の存在が化学
療法の障害となっている．シスプラチンを始めとした化学
療法の感受性の有無を治療前に評価することは困難である
が，不必要な治療や予期せぬ副作用を避けるためにも，抗
癌剤に対する感受性を予測できるシステムの構築は大きな
意義を持つ．
　抗癌剤治療に抵抗する原因の一つに，耐性遺伝子の発現
上昇が知られている．これまでにもシスプラチン耐性遺伝
子に関する研究は広く行われ，数種の耐性遺伝子が同定さ
れたものの，実際の臨床において治療前に耐性の有無を評
価できる有用なマーカー遺伝子は未だ明らかではない．
　耐性遺伝子には獲得性耐性遺伝子と内因性耐性遺伝子の

二種類がある6，7）．獲得性耐性遺伝子は，癌細胞が抗癌剤に
晒されたときに反応性に発現が上昇する遺伝子で，一方，
内因性耐性遺伝子は癌細胞内で本質的に発現が高く，耐性
に寄与する遺伝子である．これまで行われてきた耐性遺伝
子の研究は，培養細胞に抗癌剤を暴露させその濃度を徐々
に上昇させることで耐性株を樹立し，親株との遺伝子発現
や薬物動態を比較検討する実験方法がほとんどであり，癌
細胞がもっている本来の形質に加えて癌細胞が抗癌剤に暴
露されたときに反応性に発現が上昇する遺伝子である獲得
性耐性遺伝子をみているためではないかと考察されている．
抗癌剤の感受性の有無を治療前に把握するためには癌細胞
内で本質的に発現が高く，耐性に寄与する遺伝子である内
因性耐性遺伝子を同定できる方法が必要であると考え，シ
ングルセルクローニング法によりオステオポンチンを含む
数種の内因性耐性遺伝子候補を明らかにした8）．
　癌の悪性化に関与する機序としてAKTの活性上昇が多
くの癌で知られている9）．AKTはセリン・スレオニンキナ
ーゼのひとつで，細胞増殖，成長，生存，および抗アポト
ーシスなど重要な機能に関わっているタンパク質であるが，
オステオポンチンがシスプラチンに抵抗性を示すメカニズ
ムにおけるAKTの役割は未だ不明である．本研究では，口
腔癌細胞株でのオステオポンチンのシスプラチン抵抗性に
おけるAKTの機能解析に加え，口腔扁平上皮癌組織での
オステオポンチンmRNAの発現量と化学放射線療法同時
療法の効果との関係について検討を行った．
 

材料および方法

1）癌細胞および培養条件
　ヒト口腔扁平上皮癌細胞株であるHSC-3細胞を用いた．
細胞は，37 ℃，5 ％ CO2気相下において10 ％牛胎仔血清
（FBS）を加えたDulbecco’s modified Eagle’s medium
（DMEM；Sigma）培地中で通法に従い培養した．なお
HSC-3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にシスプラチン（Phizer株式会社, 
Japan）を加え，PBSで洗浄後，NP-40 Lysis Buffer（150 mM 
NaCl, 1 % NP-40, 50 mM Tris-HCl [pH 7．5]，50 mM NaF, 
5 mM β-glycerophosphat, 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 gel electrophoresis （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
PARP（Cell Signaling Technology），抗AKT（Cell 
Signaling Technology），抗p-AKT（Cell Signaling 

Technology）， 抗osteopontin （IBL, Japan）, 抗β-actin
（Santa Cruz Biotechnology）の各抗体を，二次抗体には
HRP標識抗マウスIgG抗体（Pierce, IL． USA）， 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）リアルタイムRT-PCR法
　それぞれの組織からRNeasy Mini Kit（QIAGEN）を用い
てtotal RNAを抽出し， 逆転写酵素（Toyobo, Japan）を用
いてcDNAを合成した．使用したプライマーの配列を以下
に示す．
　オステオポンチン forward; 5’-TTG CAG TGA TTT 
GCT TTT GC-3’, reverse; 5’-GCC ACA GCA TCT GGG 
TCT TT-3’, GAPDH forward; 5’-TCTGAC GTG CCG 
CCT GGA G-3’, reverse; 5’-TCG CAG GAG ACA ACC 
TGG TC-3’．
　リアルタイムPCRは，SYBR®Green Real time PCR 
Master Mix-plus（Toyobo, Japan）を用い，C1000™
Thermal Cycler（BIO RAD, CA）にて増幅産物を定量およ
び解析を行った．内部標準にはGAPDHを用い，その相対
比を比較検討した．

4）症例
　2003年～2012年の10年間に恵佑会札幌病院歯科口腔外科
を受診した顎口腔扁平上皮癌一次例に対し，シスプラチン
を用いた動注化学療法または静注化学療法に放射線を同時
併用した化学放射線同時療法（ C o n c o m i t a n t  
Chemoradiotherapy : 以下，動注例はIA CCRT，静注例は
IV CCRT と略）を施行し，生検組織にて遺伝子検索が可能
であった37症例を対象とした．CCRTのプロトコールは放
射線照射療法（1回1.8～2.5 Gy，週4～5回）と，シスプラチ
ン化学療法（IA CCRTの場合は1回40～100 mg/m2，週
1回，IV CCRTの場合は1回5 mg/m2，週5日）を同時に
行い，これらを4週にわたって行った．原則として放射線
総量が40 Gy前後に到達した時点でRECISTガイドライン10）

に準じて原発巣を評価した．完全奏効と判断された症例は
さらに2週間 CCRTを追加した（IV CCRTの場合は放射
線療法のみ）．CCRTを完遂した後再びRECISTガイドライ
ンに準じて原発巣を評価し，完全奏効と判断された症例は
経過観察を行った．化学療法はシスプラチンのみを使用し，
他の薬剤との併用は行わなかった．またRECISTガイドラ
インに準じた評価で部分奏効，進行，安定と判断された症
例は外科的切除に移行した．これらの治療の全体像を
Figure 1に示す．本研究では原発巣に対するCCRTの効果
を検討した．放射線量，シスプラチン総投与量の如何に関
わらず，外科的切除された組織で病理組織学的に癌が認め
られなかった症例と，経過観察中に原発巣に再発を認めら

れない症例を著効群とし，外科的切除された組織に病理組
織学的に癌を認めた症例及び，経過観察中に再発を認めた
症例を無効群とした．化学放射線同時療法による原発巣の
効果期間（以下，原発巣効果期間）は，著効群ではCCRT
後から手術の有無にかかわらず病理組織学的あるいは臨床
的に無再発の期間とし，無効群ではCCRT後から外科的切
除された組織で癌の残存・再発が病理組織学的に確認され
た日までの期間とした．患者の詳細についてTable 1に示す．
　なお，本研究は，恵佑会札幌病院倫理委員会で1999年に
承認された臨床研究であり，北海道大学病院の自主臨床研

究審査委員会の承認（承認番号：自009-0019）を得ている．

5）統計
　統計処理はStatView version5.0とSPSS version19.0を用
い，Mann-Whitney's U test，Fisher's exact probability 
test，Chi-squared test，log rank（Mantel-Cox test）を用い，
有意水準P<0.05を有意差ありと判断した．またカプランマ
イヤー曲線におけるカットオフ値は，ROC曲線解析を行い
設定した． 

結　　　　　果

１．口腔扁平上皮癌細胞でのオステオポンチンの抗アポト
ーシス効果とAKTの活性
　口腔扁平上皮癌細胞株HSC-3細胞を用いて，オステオポ
ンチンの抗アポトーシスに対する影響を調べた．まず，オ
ステオポンチン発現プラスミドあるいはコントロールベク
ターを細胞に遺伝子導入し，その発現を確認した．抗オス
テオポンチン抗体でウェスタンブロッティングを行ったと
ころ，オステオポンチン発現プラスミドをいれた細胞では
オステオポンチンの発現が上昇していた．次にシスプラチ
ン処理によるPARPの活性化（シスプラチン作用後18時間）
とAKTのリン酸化（シスプラチン作用後1時間）に対する
オステオポンチンの影響について検討した．HSC-3細胞に

オステオポンチン発現ベクターあるいはコントロールベク
ターを遺伝子導入し，シスプラチン2.5 µg/mlで処理した．
コントロール細胞では，シスプラチンによって活性型
PARPの発現が上昇し，AKTのリン酸化が減弱した．こ
れに対し，オステオポンチン導入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のリン酸化
の減弱が抑制された（Figure 2）．

２．口腔扁平上皮癌におけるオステオポンチンmRNAの発現
　恵佑会札幌病院で口腔扁平上皮癌と診断され，シスプラ
チンと放射線によるCCRTを受けた患者37人から生検時に
癌組織を採取した．37人の患者のまとめはTable 2に示す
ように26歳から83歳までの男性30人，女性7人で，舌癌が
14人と最も多く，上顎歯肉，頬粘膜，下顎歯肉，中咽頭，口底，
上顎洞の順であった．またステージⅣ患者が29人と最も多
く，ステージⅢは3人，ステージⅡは5人，T分類では，
T4が25人と最も多く，T3は2人，T2は10人であった．
N分類ではN0が14人，N1が1人，N2が18名であった．

３．オステオポンチンmRNAの発現量と原発巣効果期間
　オステオポンチンmRNA発現量と原発巣効果期間につ
いて検討を行った．解析はKaplan-Meier法で生存曲線を求
め，有意差はlog rank testを用いて検定した（Figure 5）．
その結果，原発巣効果期間はオステオポンチンmRNA高
発現群では低発現群に比べ有意に原発巣効果期間が短縮し
た（P=0.016）．
 

考　　　　　察

　本研究では，オステオポンチンmRNAの発現量が高い
口腔扁平上皮癌はCCRTに対して抵抗を示すことが明らか
となった．抗癌剤耐性遺伝子は獲得性耐性遺伝子と内因性
耐性遺伝子の2種類があり，オステオポンチンはシスプラ
チン抵抗性に関連する内因性耐性遺伝子の一つとして同定

された8）．多くの抗癌剤耐性の研究では，細胞株に抗癌剤
を用いて生き残った細胞を耐性株として樹立し，親株と遺
伝子発現を比較することで耐性遺伝子を同定している．し
かし，これら耐性遺伝子の発現と癌の抗癌剤感受性との間
に相関性がないという報告が多くみられる11－16）．特に
Gilletは380もの耐性遺伝子について検索を網羅的に行い，
組織サンプルとin vitroモデルの間には関連性がみられな
い報告している17）．in vitroで耐性遺伝子の一つとして同
定されたオステオポンチンが，実際にin vivoでも耐性遺伝
子として発現が亢進していることを示すことができたこと
は，本研究の大きな意義と考えられる．
　今回，口腔癌症例の生検組織でオステオポンチンmRNA

が高発現していた10例は，すべてCCRTに抵抗性を示した．
また，CCRTによって外科的切除を回避できた9例および
外科的切除に腫瘍が認められなかった5例すべてで生検組
織のオステオポンチンmRNAの発現が低かった．以上の
ことから，口腔扁平上皮癌に対するシスプラチンを用いた
化学放射線同時療法において，オステオポンチンが予測因
子となりうると考えられた．途中評価で外科的切除となり
腫瘍が残存した15例のうち7例はオステオポンチン低発現
群で，これらはCCRTを継続することで腫瘍が消失し外科
的切除を避けることができる可能性が示唆された．一方，
オステオポンチン高発現群ではCCRTを継続しても腫瘍の
残存・再発の可能性が高く，外科的切除回避は困難と予想
される．よって，オステオポンチン高発群では，CCRTが
完遂し臨床的に腫瘍が完全消失したという評価であっても
外科的切除を選択した方が良いと考えられた．また，オス
テオポンチン高発現群10症例全てが化学放射線同時療法に
抵抗性を示した．偽陽性が少ないことから，オステオポン
チンmRNAの測定はスクリーニング検査として非常に優
れている可能性がある．
　オステオポンチン低発現群では著効例14例，無効例13例
で効果との関連性がみられなかった．口腔扁平上皮癌の発
生には多くの遺伝子変異が関連している18）ことから，抗癌
剤耐性の機序を単一因子のみで言及することは困難である
と考えられ，内因性耐性遺伝子と同定された他の遺伝子発
現を加味して検索を進める必要がある．
　オステオポンチンは，分子量約41kDaのたんぱく質で，
カルシウムの沈着した骨組織のマトリックスを構成する非
コラーゲン性タンパク質として同定され，乳汁，胎盤，尿，
白血球，腎臓などの正常組織にも存在している19）．オステ
オポンチンは，インテグリンやCD44受容体の双方に結合
し骨の再吸収や，創傷治癒，免疫機能，血管新生，細胞の
生存など多くの機能に関与していることが知られている20）．
また癌組織では肝癌，乳癌，胃癌，卵巣癌，肺癌などで高
発現していることが報告されている21－26）．オステオポンチ
ンがシスプラチンに対して抵抗性を示す機序は不明な点が
多かったが，今回癌の悪性化に関与するAKTの活性化が
関連していることが明らかとなった（Figure 1）．しかし
AKTからどのようなシグナル伝達によって細胞死に抵抗
性を示すか，またオステオポンチンがAKTをどのように
活性化するかは依然不明である．活性化されたAKTは
XIAPやBAD，GSK3などの細胞死や増殖を制御するさま
ざまな標的分子を活性化する27）ことや，オステオポンチン
がEGFRを介してAKT/mTOR/p70S6Kを活性化する28）と
いう報告がある．また，細胞死について調べるためPARP
の切断についてwestern blotting法を用いて検討した．
PARPはDNA修復やDNAの安定化に関与するタンパク質
で，アポトーシス経路が活性化した際にカスパーゼによっ
て切断されることから切断型PARPの発現はアポトーシス

の指標となる29）．本研究では，シスプラチンによるPARP
の切断はオステオポンチンの強制発現で阻害された．
AKTによって活性化されるXIAPは，カスパーゼ9に結合
し活性を阻害することが知られている30）．よってオステオ
ポンチンはEGFR-AKT-XIAP-PARP経路を活性化してシ
スプラチンに抵抗性を示すと考えられるが，その全容は今
後検索が必要である．
　今回の研究で，中間評価で癌の残存を疑われ切除に至っ
た19例のうち4例に腫瘍が認められなかったことから，
RECISTガイドラインは正確な腫瘍の残存を示す評価とは
ならない可能性がある．本研究において，切除を行わなか
った症例では経過観察開始からそれぞれ109日，159日に手
術により腫瘍の再発を認めた症例が存在することから，長
期間の経過観察が必要である．
　また，オステオポンチンmRNA量が男性に比べ女性に
高い発現が認められた．原因として女性ホルモンの影響が
考えられたが，過去の文献を検索してもオステオポンチン
の発現と性差について述べられたものは認められなかった
が，女性の進行癌症例は比較的少ないため，今後さらに検
討する必要がある．
　今回は37例の症例について検討を行ったが，今後更に症
例を追加して検討を行う必要がある．またオステオポンチ
ンが分泌タンパクであることから，患者の血清中のオステ
オポンチン量がシスプラチンを併用した化学放射線同時療
法に対する抵抗性に関与する可能性があり，予後と相関関
係について検討が必要である．
 

結　　　　　論

　口腔扁平上皮癌におけるシスプラチン耐性とオステオポ
ンチンの関連性について以下の知見を得た．
1．口腔扁平上皮癌細胞株HSC-3にオステオポンチンを強
制発現させてシスプラチンで処理を行ったところ，
AKTの活性化の減弱が阻害されPARPの活性化が減少
した．

2．口腔扁平上皮癌組織から採取したオステオポンチン
mRNAの発現とCCRTの効果について比較検討したと
ころ，オステオポンチンmRNAを強く発現する癌では
CCRTに抵抗性を示した．

3．CCRTによって癌が消失した例ではすべて，オステオ
ポンチンmRNA低発現群であった．

4．オステオポンチンmRNA高発現群では低発現群に比べ
原発巣効果期間が短縮した．

5．オステオポンチンmRNAの発現量によって治療前にシ
スプラチンを用いた化学放射線同時療法の効果を予測
出来る可能性のあることが明らかになった．

シスプラチン総投与量の平均値は269.6 mgで併用した放射
線総量平均は48.95 Gyであった．IA CCRTを受けた患者
は21名，IV CCRTを受けた患者は16名であった．
　CCRTを受けた結果，原発巣の癌が消失した著効群は14
例，癌が残存あるいは再発した無効群は23例であった．
CCRTによる治療効果と背景因子をTable 3に示す．それ
ぞれの臨床項目に対し統計処理を行ったところ，T分類で
は癌の大きいものほど有意に治療抵抗性を示した．年齢，
性別，病期，N分類では有意差が認められなかった．また，
IA CCRTとIV CCRTの違いと治療効果には有意な差がみ
られなかった．

　患者の癌組織からmRNAを抽出し，オステオポンチン
mRNA発現量をreal time RT-PCRにて測定した．内因性
コントロールとしてGAPDH mRNAを用いその相対値を検
討した．全37症例のオステオポンチンmRNA量をFigure 3
に示す．オステオポンチンmRNAの発現量は0.15～5.66で，
ROC曲線解析より，カットオフ値を1.54と設定した
（Figure 4）．オステオポンチンmRNAの発現量がカットオ
フ値以下の症例をオステオポンチン低発現群（n=27），カ
ットオフ値以上の症例をオステオポンチン高発現群（n=10）
とした．CCRTによって癌が消失した症例はすべてオステ
オポンチン低発現群に属し，オステオポンチン高発現群は
すべて無効群に属した．
　オステオポンチンmRNAの発現と背景因子との関連に
ついて比較検討した結果をtable 4に示す．それぞれの臨床
項目に対し統計処理を行ったところ，オステオポンチン高
発現群では低発現群に比べ，有意にCCRTが奏効しないこ
とが明らかとなった．また，女性が男性に比べ，オステオ
ポンチンmRNAの値が高い傾向がみられた．なおオステ
オポンチンの発現と年齢，部位，ステージ，大きさ，リン
パ節転移に有意な関連性はみられなかった．

Figure 3　各症例のオステオポンチンmRNAの発現量 
　CCRTによって腫瘍が消失した症例ではすべて，オステオポンチン
mRNA低発現群であった．また，オステオポンチン高発現群では全て残
存・再発がみられた．

Figure 4　ROC曲線解析 
オステオポンチンmRNA量のカットオフ値を設定した．

Table 4　オステオポンチンmRNA高発現と低発現群の比較
　オステオポンチンmRNA発現は，CCRTの効果及び性差とに
有意な相関がみられた．

Figure 5　オステオポンチンmRNA発現量と全症例の原発巣効
果期間 

　オステオポンチンmRNA高発現群では低発現群に比べ，原発
巣効果期間が有意に短縮した．
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緒　　　　　言

　口腔癌は全悪性腫瘍のなかで1～ 3 %と比較的発生率が
低い癌1）だが，口腔は咀嚼，嚥下，発音などQOLに重要な
器官であることから，口腔に癌が発生すると口腔機能に重
大な支障を伴う．さらに口腔癌は根治性の観点から広範囲
な外科的切除が標準治療とされ，口腔機能のみならず審美
性にも大きな影響を及ぼす．近年では，化学療法を行い癌
を縮小あるいは消失させて口腔の機能温存を期待する放射
線化学療法を併用する症例が増加しており，シスプラチン
は化学療法の中心的薬剤の一つで，分裂期のDNAと直接
結合して複合体を形成し細胞機能を阻害する．癌細胞は正
常細胞に比べ分裂活性が高いことから，シスプラチンが癌

細胞のDNAに作用することによって癌を死滅させる2－5）．
しかしシスプラチンに対して抵抗性を示す癌の存在が化学
療法の障害となっている．シスプラチンを始めとした化学
療法の感受性の有無を治療前に評価することは困難である
が，不必要な治療や予期せぬ副作用を避けるためにも，抗
癌剤に対する感受性を予測できるシステムの構築は大きな
意義を持つ．
　抗癌剤治療に抵抗する原因の一つに，耐性遺伝子の発現
上昇が知られている．これまでにもシスプラチン耐性遺伝
子に関する研究は広く行われ，数種の耐性遺伝子が同定さ
れたものの，実際の臨床において治療前に耐性の有無を評
価できる有用なマーカー遺伝子は未だ明らかではない．
　耐性遺伝子には獲得性耐性遺伝子と内因性耐性遺伝子の

二種類がある6，7）．獲得性耐性遺伝子は，癌細胞が抗癌剤に
晒されたときに反応性に発現が上昇する遺伝子で，一方，
内因性耐性遺伝子は癌細胞内で本質的に発現が高く，耐性
に寄与する遺伝子である．これまで行われてきた耐性遺伝
子の研究は，培養細胞に抗癌剤を暴露させその濃度を徐々
に上昇させることで耐性株を樹立し，親株との遺伝子発現
や薬物動態を比較検討する実験方法がほとんどであり，癌
細胞がもっている本来の形質に加えて癌細胞が抗癌剤に暴
露されたときに反応性に発現が上昇する遺伝子である獲得
性耐性遺伝子をみているためではないかと考察されている．
抗癌剤の感受性の有無を治療前に把握するためには癌細胞
内で本質的に発現が高く，耐性に寄与する遺伝子である内
因性耐性遺伝子を同定できる方法が必要であると考え，シ
ングルセルクローニング法によりオステオポンチンを含む
数種の内因性耐性遺伝子候補を明らかにした8）．
　癌の悪性化に関与する機序としてAKTの活性上昇が多
くの癌で知られている9）．AKTはセリン・スレオニンキナ
ーゼのひとつで，細胞増殖，成長，生存，および抗アポト
ーシスなど重要な機能に関わっているタンパク質であるが，
オステオポンチンがシスプラチンに抵抗性を示すメカニズ
ムにおけるAKTの役割は未だ不明である．本研究では，口
腔癌細胞株でのオステオポンチンのシスプラチン抵抗性に
おけるAKTの機能解析に加え，口腔扁平上皮癌組織での
オステオポンチンmRNAの発現量と化学放射線療法同時
療法の効果との関係について検討を行った．
 

材料および方法

1）癌細胞および培養条件
　ヒト口腔扁平上皮癌細胞株であるHSC-3細胞を用いた．
細胞は，37 ℃，5 ％ CO2気相下において10 ％牛胎仔血清
（FBS）を加えたDulbecco’s modified Eagle’s medium
（DMEM；Sigma）培地中で通法に従い培養した．なお
HSC-3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にシスプラチン（Phizer株式会社, 
Japan）を加え，PBSで洗浄後，NP-40 Lysis Buffer（150 mM 
NaCl, 1 % NP-40, 50 mM Tris-HCl [pH 7．5]，50 mM NaF, 
5 mM β-glycerophosphat, 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 gel electrophoresis （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
PARP（Cell Signaling Technology），抗AKT（Cell 
Signaling Technology），抗p-AKT（Cell Signaling 

Technology）， 抗osteopontin （IBL, Japan）, 抗β-actin
（Santa Cruz Biotechnology）の各抗体を，二次抗体には
HRP標識抗マウスIgG抗体（Pierce, IL． USA）， 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）リアルタイムRT-PCR法
　それぞれの組織からRNeasy Mini Kit（QIAGEN）を用い
てtotal RNAを抽出し， 逆転写酵素（Toyobo, Japan）を用
いてcDNAを合成した．使用したプライマーの配列を以下
に示す．
　オステオポンチン forward; 5’-TTG CAG TGA TTT 
GCT TTT GC-3’, reverse; 5’-GCC ACA GCA TCT GGG 
TCT TT-3’, GAPDH forward; 5’-TCTGAC GTG CCG 
CCT GGA G-3’, reverse; 5’-TCG CAG GAG ACA ACC 
TGG TC-3’．
　リアルタイムPCRは，SYBR®Green Real time PCR 
Master Mix-plus（Toyobo, Japan）を用い，C1000™
Thermal Cycler（BIO RAD, CA）にて増幅産物を定量およ
び解析を行った．内部標準にはGAPDHを用い，その相対
比を比較検討した．

4）症例
　2003年～2012年の10年間に恵佑会札幌病院歯科口腔外科
を受診した顎口腔扁平上皮癌一次例に対し，シスプラチン
を用いた動注化学療法または静注化学療法に放射線を同時
併用した化学放射線同時療法（ C o n c o m i t a n t  
Chemoradiotherapy : 以下，動注例はIA CCRT，静注例は
IV CCRT と略）を施行し，生検組織にて遺伝子検索が可能
であった37症例を対象とした．CCRTのプロトコールは放
射線照射療法（1回1.8～2.5 Gy，週4～5回）と，シスプラチ
ン化学療法（IA CCRTの場合は1回40～100 mg/m2，週
1回，IV CCRTの場合は1回5 mg/m2，週5日）を同時に
行い，これらを4週にわたって行った．原則として放射線
総量が40 Gy前後に到達した時点でRECISTガイドライン10）

に準じて原発巣を評価した．完全奏効と判断された症例は
さらに2週間 CCRTを追加した（IV CCRTの場合は放射
線療法のみ）．CCRTを完遂した後再びRECISTガイドライ
ンに準じて原発巣を評価し，完全奏効と判断された症例は
経過観察を行った．化学療法はシスプラチンのみを使用し，
他の薬剤との併用は行わなかった．またRECISTガイドラ
インに準じた評価で部分奏効，進行，安定と判断された症
例は外科的切除に移行した．これらの治療の全体像を
Figure 1に示す．本研究では原発巣に対するCCRTの効果
を検討した．放射線量，シスプラチン総投与量の如何に関
わらず，外科的切除された組織で病理組織学的に癌が認め
られなかった症例と，経過観察中に原発巣に再発を認めら

れない症例を著効群とし，外科的切除された組織に病理組
織学的に癌を認めた症例及び，経過観察中に再発を認めた
症例を無効群とした．化学放射線同時療法による原発巣の
効果期間（以下，原発巣効果期間）は，著効群ではCCRT
後から手術の有無にかかわらず病理組織学的あるいは臨床
的に無再発の期間とし，無効群ではCCRT後から外科的切
除された組織で癌の残存・再発が病理組織学的に確認され
た日までの期間とした．患者の詳細についてTable 1に示す．
　なお，本研究は，恵佑会札幌病院倫理委員会で1999年に
承認された臨床研究であり，北海道大学病院の自主臨床研

究審査委員会の承認（承認番号：自009-0019）を得ている．

5）統計
　統計処理はStatView version5.0とSPSS version19.0を用
い，Mann-Whitney's U test，Fisher's exact probability 
test，Chi-squared test，log rank（Mantel-Cox test）を用い，
有意水準P<0.05を有意差ありと判断した．またカプランマ
イヤー曲線におけるカットオフ値は，ROC曲線解析を行い
設定した． 

結　　　　　果

１．口腔扁平上皮癌細胞でのオステオポンチンの抗アポト
ーシス効果とAKTの活性
　口腔扁平上皮癌細胞株HSC-3細胞を用いて，オステオポ
ンチンの抗アポトーシスに対する影響を調べた．まず，オ
ステオポンチン発現プラスミドあるいはコントロールベク
ターを細胞に遺伝子導入し，その発現を確認した．抗オス
テオポンチン抗体でウェスタンブロッティングを行ったと
ころ，オステオポンチン発現プラスミドをいれた細胞では
オステオポンチンの発現が上昇していた．次にシスプラチ
ン処理によるPARPの活性化（シスプラチン作用後18時間）
とAKTのリン酸化（シスプラチン作用後1時間）に対する
オステオポンチンの影響について検討した．HSC-3細胞に

オステオポンチン発現ベクターあるいはコントロールベク
ターを遺伝子導入し，シスプラチン2.5 µg/mlで処理した．
コントロール細胞では，シスプラチンによって活性型
PARPの発現が上昇し，AKTのリン酸化が減弱した．こ
れに対し，オステオポンチン導入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のリン酸化
の減弱が抑制された（Figure 2）．

２．口腔扁平上皮癌におけるオステオポンチンmRNAの発現
　恵佑会札幌病院で口腔扁平上皮癌と診断され，シスプラ
チンと放射線によるCCRTを受けた患者37人から生検時に
癌組織を採取した．37人の患者のまとめはTable 2に示す
ように26歳から83歳までの男性30人，女性7人で，舌癌が
14人と最も多く，上顎歯肉，頬粘膜，下顎歯肉，中咽頭，口底，
上顎洞の順であった．またステージⅣ患者が29人と最も多
く，ステージⅢは3人，ステージⅡは5人，T分類では，
T4が25人と最も多く，T3は2人，T2は10人であった．
N分類ではN0が14人，N1が1人，N2が18名であった．

３．オステオポンチンmRNAの発現量と原発巣効果期間
　オステオポンチンmRNA発現量と原発巣効果期間につ
いて検討を行った．解析はKaplan-Meier法で生存曲線を求
め，有意差はlog rank testを用いて検定した（Figure 5）．
その結果，原発巣効果期間はオステオポンチンmRNA高
発現群では低発現群に比べ有意に原発巣効果期間が短縮し
た（P=0.016）．
 

考　　　　　察

　本研究では，オステオポンチンmRNAの発現量が高い
口腔扁平上皮癌はCCRTに対して抵抗を示すことが明らか
となった．抗癌剤耐性遺伝子は獲得性耐性遺伝子と内因性
耐性遺伝子の2種類があり，オステオポンチンはシスプラ
チン抵抗性に関連する内因性耐性遺伝子の一つとして同定

された8）．多くの抗癌剤耐性の研究では，細胞株に抗癌剤
を用いて生き残った細胞を耐性株として樹立し，親株と遺
伝子発現を比較することで耐性遺伝子を同定している．し
かし，これら耐性遺伝子の発現と癌の抗癌剤感受性との間
に相関性がないという報告が多くみられる11－16）．特に
Gilletは380もの耐性遺伝子について検索を網羅的に行い，
組織サンプルとin vitroモデルの間には関連性がみられな
い報告している17）．in vitroで耐性遺伝子の一つとして同
定されたオステオポンチンが，実際にin vivoでも耐性遺伝
子として発現が亢進していることを示すことができたこと
は，本研究の大きな意義と考えられる．
　今回，口腔癌症例の生検組織でオステオポンチンmRNA

が高発現していた10例は，すべてCCRTに抵抗性を示した．
また，CCRTによって外科的切除を回避できた9例および
外科的切除に腫瘍が認められなかった5例すべてで生検組
織のオステオポンチンmRNAの発現が低かった．以上の
ことから，口腔扁平上皮癌に対するシスプラチンを用いた
化学放射線同時療法において，オステオポンチンが予測因
子となりうると考えられた．途中評価で外科的切除となり
腫瘍が残存した15例のうち7例はオステオポンチン低発現
群で，これらはCCRTを継続することで腫瘍が消失し外科
的切除を避けることができる可能性が示唆された．一方，
オステオポンチン高発現群ではCCRTを継続しても腫瘍の
残存・再発の可能性が高く，外科的切除回避は困難と予想
される．よって，オステオポンチン高発群では，CCRTが
完遂し臨床的に腫瘍が完全消失したという評価であっても
外科的切除を選択した方が良いと考えられた．また，オス
テオポンチン高発現群10症例全てが化学放射線同時療法に
抵抗性を示した．偽陽性が少ないことから，オステオポン
チンmRNAの測定はスクリーニング検査として非常に優
れている可能性がある．
　オステオポンチン低発現群では著効例14例，無効例13例
で効果との関連性がみられなかった．口腔扁平上皮癌の発
生には多くの遺伝子変異が関連している18）ことから，抗癌
剤耐性の機序を単一因子のみで言及することは困難である
と考えられ，内因性耐性遺伝子と同定された他の遺伝子発
現を加味して検索を進める必要がある．
　オステオポンチンは，分子量約41kDaのたんぱく質で，
カルシウムの沈着した骨組織のマトリックスを構成する非
コラーゲン性タンパク質として同定され，乳汁，胎盤，尿，
白血球，腎臓などの正常組織にも存在している19）．オステ
オポンチンは，インテグリンやCD44受容体の双方に結合
し骨の再吸収や，創傷治癒，免疫機能，血管新生，細胞の
生存など多くの機能に関与していることが知られている20）．
また癌組織では肝癌，乳癌，胃癌，卵巣癌，肺癌などで高
発現していることが報告されている21－26）．オステオポンチ
ンがシスプラチンに対して抵抗性を示す機序は不明な点が
多かったが，今回癌の悪性化に関与するAKTの活性化が
関連していることが明らかとなった（Figure 1）．しかし
AKTからどのようなシグナル伝達によって細胞死に抵抗
性を示すか，またオステオポンチンがAKTをどのように
活性化するかは依然不明である．活性化されたAKTは
XIAPやBAD，GSK3などの細胞死や増殖を制御するさま
ざまな標的分子を活性化する27）ことや，オステオポンチン
がEGFRを介してAKT/mTOR/p70S6Kを活性化する28）と
いう報告がある．また，細胞死について調べるためPARP
の切断についてwestern blotting法を用いて検討した．
PARPはDNA修復やDNAの安定化に関与するタンパク質
で，アポトーシス経路が活性化した際にカスパーゼによっ
て切断されることから切断型PARPの発現はアポトーシス

の指標となる29）．本研究では，シスプラチンによるPARP
の切断はオステオポンチンの強制発現で阻害された．
AKTによって活性化されるXIAPは，カスパーゼ9に結合
し活性を阻害することが知られている30）．よってオステオ
ポンチンはEGFR-AKT-XIAP-PARP経路を活性化してシ
スプラチンに抵抗性を示すと考えられるが，その全容は今
後検索が必要である．
　今回の研究で，中間評価で癌の残存を疑われ切除に至っ
た19例のうち4例に腫瘍が認められなかったことから，
RECISTガイドラインは正確な腫瘍の残存を示す評価とは
ならない可能性がある．本研究において，切除を行わなか
った症例では経過観察開始からそれぞれ109日，159日に手
術により腫瘍の再発を認めた症例が存在することから，長
期間の経過観察が必要である．
　また，オステオポンチンmRNA量が男性に比べ女性に
高い発現が認められた．原因として女性ホルモンの影響が
考えられたが，過去の文献を検索してもオステオポンチン
の発現と性差について述べられたものは認められなかった
が，女性の進行癌症例は比較的少ないため，今後さらに検
討する必要がある．
　今回は37例の症例について検討を行ったが，今後更に症
例を追加して検討を行う必要がある．またオステオポンチ
ンが分泌タンパクであることから，患者の血清中のオステ
オポンチン量がシスプラチンを併用した化学放射線同時療
法に対する抵抗性に関与する可能性があり，予後と相関関
係について検討が必要である．
 

結　　　　　論

　口腔扁平上皮癌におけるシスプラチン耐性とオステオポ
ンチンの関連性について以下の知見を得た．
1．口腔扁平上皮癌細胞株HSC-3にオステオポンチンを強
制発現させてシスプラチンで処理を行ったところ，
AKTの活性化の減弱が阻害されPARPの活性化が減少
した．

2．口腔扁平上皮癌組織から採取したオステオポンチン
mRNAの発現とCCRTの効果について比較検討したと
ころ，オステオポンチンmRNAを強く発現する癌では
CCRTに抵抗性を示した．

3．CCRTによって癌が消失した例ではすべて，オステオ
ポンチンmRNA低発現群であった．

4．オステオポンチンmRNA高発現群では低発現群に比べ
原発巣効果期間が短縮した．

5．オステオポンチンmRNAの発現量によって治療前にシ
スプラチンを用いた化学放射線同時療法の効果を予測
出来る可能性のあることが明らかになった．

シスプラチン総投与量の平均値は269.6 mgで併用した放射
線総量平均は48.95 Gyであった．IA CCRTを受けた患者
は21名，IV CCRTを受けた患者は16名であった．
　CCRTを受けた結果，原発巣の癌が消失した著効群は14
例，癌が残存あるいは再発した無効群は23例であった．
CCRTによる治療効果と背景因子をTable 3に示す．それ
ぞれの臨床項目に対し統計処理を行ったところ，T分類で
は癌の大きいものほど有意に治療抵抗性を示した．年齢，
性別，病期，N分類では有意差が認められなかった．また，
IA CCRTとIV CCRTの違いと治療効果には有意な差がみ
られなかった．

　患者の癌組織からmRNAを抽出し，オステオポンチン
mRNA発現量をreal time RT-PCRにて測定した．内因性
コントロールとしてGAPDH mRNAを用いその相対値を検
討した．全37症例のオステオポンチンmRNA量をFigure 3
に示す．オステオポンチンmRNAの発現量は0.15～5.66で，
ROC曲線解析より，カットオフ値を1.54と設定した
（Figure 4）．オステオポンチンmRNAの発現量がカットオ
フ値以下の症例をオステオポンチン低発現群（n=27），カ
ットオフ値以上の症例をオステオポンチン高発現群（n=10）
とした．CCRTによって癌が消失した症例はすべてオステ
オポンチン低発現群に属し，オステオポンチン高発現群は
すべて無効群に属した．
　オステオポンチンmRNAの発現と背景因子との関連に
ついて比較検討した結果をtable 4に示す．それぞれの臨床
項目に対し統計処理を行ったところ，オステオポンチン高
発現群では低発現群に比べ，有意にCCRTが奏効しないこ
とが明らかとなった．また，女性が男性に比べ，オステオ
ポンチンmRNAの値が高い傾向がみられた．なおオステ
オポンチンの発現と年齢，部位，ステージ，大きさ，リン
パ節転移に有意な関連性はみられなかった．
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オステオポンチンの発現は口腔癌患者のシスプラチンに対する
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緒　　　　　言

　口腔癌は全悪性腫瘍のなかで1～ 3 %と比較的発生率が
低い癌1）だが，口腔は咀嚼，嚥下，発音などQOLに重要な
器官であることから，口腔に癌が発生すると口腔機能に重
大な支障を伴う．さらに口腔癌は根治性の観点から広範囲
な外科的切除が標準治療とされ，口腔機能のみならず審美
性にも大きな影響を及ぼす．近年では，化学療法を行い癌
を縮小あるいは消失させて口腔の機能温存を期待する放射
線化学療法を併用する症例が増加しており，シスプラチン
は化学療法の中心的薬剤の一つで，分裂期のDNAと直接
結合して複合体を形成し細胞機能を阻害する．癌細胞は正
常細胞に比べ分裂活性が高いことから，シスプラチンが癌

細胞のDNAに作用することによって癌を死滅させる2－5）．
しかしシスプラチンに対して抵抗性を示す癌の存在が化学
療法の障害となっている．シスプラチンを始めとした化学
療法の感受性の有無を治療前に評価することは困難である
が，不必要な治療や予期せぬ副作用を避けるためにも，抗
癌剤に対する感受性を予測できるシステムの構築は大きな
意義を持つ．
　抗癌剤治療に抵抗する原因の一つに，耐性遺伝子の発現
上昇が知られている．これまでにもシスプラチン耐性遺伝
子に関する研究は広く行われ，数種の耐性遺伝子が同定さ
れたものの，実際の臨床において治療前に耐性の有無を評
価できる有用なマーカー遺伝子は未だ明らかではない．
　耐性遺伝子には獲得性耐性遺伝子と内因性耐性遺伝子の

二種類がある6，7）．獲得性耐性遺伝子は，癌細胞が抗癌剤に
晒されたときに反応性に発現が上昇する遺伝子で，一方，
内因性耐性遺伝子は癌細胞内で本質的に発現が高く，耐性
に寄与する遺伝子である．これまで行われてきた耐性遺伝
子の研究は，培養細胞に抗癌剤を暴露させその濃度を徐々
に上昇させることで耐性株を樹立し，親株との遺伝子発現
や薬物動態を比較検討する実験方法がほとんどであり，癌
細胞がもっている本来の形質に加えて癌細胞が抗癌剤に暴
露されたときに反応性に発現が上昇する遺伝子である獲得
性耐性遺伝子をみているためではないかと考察されている．
抗癌剤の感受性の有無を治療前に把握するためには癌細胞
内で本質的に発現が高く，耐性に寄与する遺伝子である内
因性耐性遺伝子を同定できる方法が必要であると考え，シ
ングルセルクローニング法によりオステオポンチンを含む
数種の内因性耐性遺伝子候補を明らかにした8）．
　癌の悪性化に関与する機序としてAKTの活性上昇が多
くの癌で知られている9）．AKTはセリン・スレオニンキナ
ーゼのひとつで，細胞増殖，成長，生存，および抗アポト
ーシスなど重要な機能に関わっているタンパク質であるが，
オステオポンチンがシスプラチンに抵抗性を示すメカニズ
ムにおけるAKTの役割は未だ不明である．本研究では，口
腔癌細胞株でのオステオポンチンのシスプラチン抵抗性に
おけるAKTの機能解析に加え，口腔扁平上皮癌組織での
オステオポンチンmRNAの発現量と化学放射線療法同時
療法の効果との関係について検討を行った．
 

材料および方法

1）癌細胞および培養条件
　ヒト口腔扁平上皮癌細胞株であるHSC-3細胞を用いた．
細胞は，37 ℃，5 ％ CO2気相下において10 ％牛胎仔血清
（FBS）を加えたDulbecco’s modified Eagle’s medium
（DMEM；Sigma）培地中で通法に従い培養した．なお
HSC-3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にシスプラチン（Phizer株式会社, 
Japan）を加え，PBSで洗浄後，NP-40 Lysis Buffer（150 mM 
NaCl, 1 % NP-40, 50 mM Tris-HCl [pH 7．5]，50 mM NaF, 
5 mM β-glycerophosphat, 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 gel electrophoresis （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
PARP（Cell Signaling Technology），抗AKT（Cell 
Signaling Technology），抗p-AKT（Cell Signaling 

Technology）， 抗osteopontin （IBL, Japan）, 抗β-actin
（Santa Cruz Biotechnology）の各抗体を，二次抗体には
HRP標識抗マウスIgG抗体（Pierce, IL． USA）， 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）リアルタイムRT-PCR法
　それぞれの組織からRNeasy Mini Kit（QIAGEN）を用い
てtotal RNAを抽出し， 逆転写酵素（Toyobo, Japan）を用
いてcDNAを合成した．使用したプライマーの配列を以下
に示す．
　オステオポンチン forward; 5’-TTG CAG TGA TTT 
GCT TTT GC-3’, reverse; 5’-GCC ACA GCA TCT GGG 
TCT TT-3’, GAPDH forward; 5’-TCTGAC GTG CCG 
CCT GGA G-3’, reverse; 5’-TCG CAG GAG ACA ACC 
TGG TC-3’．
　リアルタイムPCRは，SYBR®Green Real time PCR 
Master Mix-plus（Toyobo, Japan）を用い，C1000™
Thermal Cycler（BIO RAD, CA）にて増幅産物を定量およ
び解析を行った．内部標準にはGAPDHを用い，その相対
比を比較検討した．

4）症例
　2003年～2012年の10年間に恵佑会札幌病院歯科口腔外科
を受診した顎口腔扁平上皮癌一次例に対し，シスプラチン
を用いた動注化学療法または静注化学療法に放射線を同時
併用した化学放射線同時療法（ C o n c o m i t a n t  
Chemoradiotherapy : 以下，動注例はIA CCRT，静注例は
IV CCRT と略）を施行し，生検組織にて遺伝子検索が可能
であった37症例を対象とした．CCRTのプロトコールは放
射線照射療法（1回1.8～2.5 Gy，週4～5回）と，シスプラチ
ン化学療法（IA CCRTの場合は1回40～100 mg/m2，週
1回，IV CCRTの場合は1回5 mg/m2，週5日）を同時に
行い，これらを4週にわたって行った．原則として放射線
総量が40 Gy前後に到達した時点でRECISTガイドライン10）

に準じて原発巣を評価した．完全奏効と判断された症例は
さらに2週間 CCRTを追加した（IV CCRTの場合は放射
線療法のみ）．CCRTを完遂した後再びRECISTガイドライ
ンに準じて原発巣を評価し，完全奏効と判断された症例は
経過観察を行った．化学療法はシスプラチンのみを使用し，
他の薬剤との併用は行わなかった．またRECISTガイドラ
インに準じた評価で部分奏効，進行，安定と判断された症
例は外科的切除に移行した．これらの治療の全体像を
Figure 1に示す．本研究では原発巣に対するCCRTの効果
を検討した．放射線量，シスプラチン総投与量の如何に関
わらず，外科的切除された組織で病理組織学的に癌が認め
られなかった症例と，経過観察中に原発巣に再発を認めら

れない症例を著効群とし，外科的切除された組織に病理組
織学的に癌を認めた症例及び，経過観察中に再発を認めた
症例を無効群とした．化学放射線同時療法による原発巣の
効果期間（以下，原発巣効果期間）は，著効群ではCCRT
後から手術の有無にかかわらず病理組織学的あるいは臨床
的に無再発の期間とし，無効群ではCCRT後から外科的切
除された組織で癌の残存・再発が病理組織学的に確認され
た日までの期間とした．患者の詳細についてTable 1に示す．
　なお，本研究は，恵佑会札幌病院倫理委員会で1999年に
承認された臨床研究であり，北海道大学病院の自主臨床研

究審査委員会の承認（承認番号：自009-0019）を得ている．

5）統計
　統計処理はStatView version5.0とSPSS version19.0を用
い，Mann-Whitney's U test，Fisher's exact probability 
test，Chi-squared test，log rank（Mantel-Cox test）を用い，
有意水準P<0.05を有意差ありと判断した．またカプランマ
イヤー曲線におけるカットオフ値は，ROC曲線解析を行い
設定した． 

結　　　　　果

１．口腔扁平上皮癌細胞でのオステオポンチンの抗アポト
ーシス効果とAKTの活性
　口腔扁平上皮癌細胞株HSC-3細胞を用いて，オステオポ
ンチンの抗アポトーシスに対する影響を調べた．まず，オ
ステオポンチン発現プラスミドあるいはコントロールベク
ターを細胞に遺伝子導入し，その発現を確認した．抗オス
テオポンチン抗体でウェスタンブロッティングを行ったと
ころ，オステオポンチン発現プラスミドをいれた細胞では
オステオポンチンの発現が上昇していた．次にシスプラチ
ン処理によるPARPの活性化（シスプラチン作用後18時間）
とAKTのリン酸化（シスプラチン作用後1時間）に対する
オステオポンチンの影響について検討した．HSC-3細胞に

オステオポンチン発現ベクターあるいはコントロールベク
ターを遺伝子導入し，シスプラチン2.5 µg/mlで処理した．
コントロール細胞では，シスプラチンによって活性型
PARPの発現が上昇し，AKTのリン酸化が減弱した．こ
れに対し，オステオポンチン導入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のリン酸化
の減弱が抑制された（Figure 2）．

２．口腔扁平上皮癌におけるオステオポンチンmRNAの発現
　恵佑会札幌病院で口腔扁平上皮癌と診断され，シスプラ
チンと放射線によるCCRTを受けた患者37人から生検時に
癌組織を採取した．37人の患者のまとめはTable 2に示す
ように26歳から83歳までの男性30人，女性7人で，舌癌が
14人と最も多く，上顎歯肉，頬粘膜，下顎歯肉，中咽頭，口底，
上顎洞の順であった．またステージⅣ患者が29人と最も多
く，ステージⅢは3人，ステージⅡは5人，T分類では，
T4が25人と最も多く，T3は2人，T2は10人であった．
N分類ではN0が14人，N1が1人，N2が18名であった．

３．オステオポンチンmRNAの発現量と原発巣効果期間
　オステオポンチンmRNA発現量と原発巣効果期間につ
いて検討を行った．解析はKaplan-Meier法で生存曲線を求
め，有意差はlog rank testを用いて検定した（Figure 5）．
その結果，原発巣効果期間はオステオポンチンmRNA高
発現群では低発現群に比べ有意に原発巣効果期間が短縮し
た（P=0.016）．
 

考　　　　　察

　本研究では，オステオポンチンmRNAの発現量が高い
口腔扁平上皮癌はCCRTに対して抵抗を示すことが明らか
となった．抗癌剤耐性遺伝子は獲得性耐性遺伝子と内因性
耐性遺伝子の2種類があり，オステオポンチンはシスプラ
チン抵抗性に関連する内因性耐性遺伝子の一つとして同定

された8）．多くの抗癌剤耐性の研究では，細胞株に抗癌剤
を用いて生き残った細胞を耐性株として樹立し，親株と遺
伝子発現を比較することで耐性遺伝子を同定している．し
かし，これら耐性遺伝子の発現と癌の抗癌剤感受性との間
に相関性がないという報告が多くみられる11－16）．特に
Gilletは380もの耐性遺伝子について検索を網羅的に行い，
組織サンプルとin vitroモデルの間には関連性がみられな
い報告している17）．in vitroで耐性遺伝子の一つとして同
定されたオステオポンチンが，実際にin vivoでも耐性遺伝
子として発現が亢進していることを示すことができたこと
は，本研究の大きな意義と考えられる．
　今回，口腔癌症例の生検組織でオステオポンチンmRNA

が高発現していた10例は，すべてCCRTに抵抗性を示した．
また，CCRTによって外科的切除を回避できた9例および
外科的切除に腫瘍が認められなかった5例すべてで生検組
織のオステオポンチンmRNAの発現が低かった．以上の
ことから，口腔扁平上皮癌に対するシスプラチンを用いた
化学放射線同時療法において，オステオポンチンが予測因
子となりうると考えられた．途中評価で外科的切除となり
腫瘍が残存した15例のうち7例はオステオポンチン低発現
群で，これらはCCRTを継続することで腫瘍が消失し外科
的切除を避けることができる可能性が示唆された．一方，
オステオポンチン高発現群ではCCRTを継続しても腫瘍の
残存・再発の可能性が高く，外科的切除回避は困難と予想
される．よって，オステオポンチン高発群では，CCRTが
完遂し臨床的に腫瘍が完全消失したという評価であっても
外科的切除を選択した方が良いと考えられた．また，オス
テオポンチン高発現群10症例全てが化学放射線同時療法に
抵抗性を示した．偽陽性が少ないことから，オステオポン
チンmRNAの測定はスクリーニング検査として非常に優
れている可能性がある．
　オステオポンチン低発現群では著効例14例，無効例13例
で効果との関連性がみられなかった．口腔扁平上皮癌の発
生には多くの遺伝子変異が関連している18）ことから，抗癌
剤耐性の機序を単一因子のみで言及することは困難である
と考えられ，内因性耐性遺伝子と同定された他の遺伝子発
現を加味して検索を進める必要がある．
　オステオポンチンは，分子量約41kDaのたんぱく質で，
カルシウムの沈着した骨組織のマトリックスを構成する非
コラーゲン性タンパク質として同定され，乳汁，胎盤，尿，
白血球，腎臓などの正常組織にも存在している19）．オステ
オポンチンは，インテグリンやCD44受容体の双方に結合
し骨の再吸収や，創傷治癒，免疫機能，血管新生，細胞の
生存など多くの機能に関与していることが知られている20）．
また癌組織では肝癌，乳癌，胃癌，卵巣癌，肺癌などで高
発現していることが報告されている21－26）．オステオポンチ
ンがシスプラチンに対して抵抗性を示す機序は不明な点が
多かったが，今回癌の悪性化に関与するAKTの活性化が
関連していることが明らかとなった（Figure 1）．しかし
AKTからどのようなシグナル伝達によって細胞死に抵抗
性を示すか，またオステオポンチンがAKTをどのように
活性化するかは依然不明である．活性化されたAKTは
XIAPやBAD，GSK3などの細胞死や増殖を制御するさま
ざまな標的分子を活性化する27）ことや，オステオポンチン
がEGFRを介してAKT/mTOR/p70S6Kを活性化する28）と
いう報告がある．また，細胞死について調べるためPARP
の切断についてwestern blotting法を用いて検討した．
PARPはDNA修復やDNAの安定化に関与するタンパク質
で，アポトーシス経路が活性化した際にカスパーゼによっ
て切断されることから切断型PARPの発現はアポトーシス

の指標となる29）．本研究では，シスプラチンによるPARP
の切断はオステオポンチンの強制発現で阻害された．
AKTによって活性化されるXIAPは，カスパーゼ9に結合
し活性を阻害することが知られている30）．よってオステオ
ポンチンはEGFR-AKT-XIAP-PARP経路を活性化してシ
スプラチンに抵抗性を示すと考えられるが，その全容は今
後検索が必要である．
　今回の研究で，中間評価で癌の残存を疑われ切除に至っ
た19例のうち4例に腫瘍が認められなかったことから，
RECISTガイドラインは正確な腫瘍の残存を示す評価とは
ならない可能性がある．本研究において，切除を行わなか
った症例では経過観察開始からそれぞれ109日，159日に手
術により腫瘍の再発を認めた症例が存在することから，長
期間の経過観察が必要である．
　また，オステオポンチンmRNA量が男性に比べ女性に
高い発現が認められた．原因として女性ホルモンの影響が
考えられたが，過去の文献を検索してもオステオポンチン
の発現と性差について述べられたものは認められなかった
が，女性の進行癌症例は比較的少ないため，今後さらに検
討する必要がある．
　今回は37例の症例について検討を行ったが，今後更に症
例を追加して検討を行う必要がある．またオステオポンチ
ンが分泌タンパクであることから，患者の血清中のオステ
オポンチン量がシスプラチンを併用した化学放射線同時療
法に対する抵抗性に関与する可能性があり，予後と相関関
係について検討が必要である．
 

結　　　　　論

　口腔扁平上皮癌におけるシスプラチン耐性とオステオポ
ンチンの関連性について以下の知見を得た．
1．口腔扁平上皮癌細胞株HSC-3にオステオポンチンを強
制発現させてシスプラチンで処理を行ったところ，
AKTの活性化の減弱が阻害されPARPの活性化が減少
した．

2．口腔扁平上皮癌組織から採取したオステオポンチン
mRNAの発現とCCRTの効果について比較検討したと
ころ，オステオポンチンmRNAを強く発現する癌では
CCRTに抵抗性を示した．

3．CCRTによって癌が消失した例ではすべて，オステオ
ポンチンmRNA低発現群であった．

4．オステオポンチンmRNA高発現群では低発現群に比べ
原発巣効果期間が短縮した．

5．オステオポンチンmRNAの発現量によって治療前にシ
スプラチンを用いた化学放射線同時療法の効果を予測
出来る可能性のあることが明らかになった．

シスプラチン総投与量の平均値は269.6 mgで併用した放射
線総量平均は48.95 Gyであった．IA CCRTを受けた患者
は21名，IV CCRTを受けた患者は16名であった．
　CCRTを受けた結果，原発巣の癌が消失した著効群は14
例，癌が残存あるいは再発した無効群は23例であった．
CCRTによる治療効果と背景因子をTable 3に示す．それ
ぞれの臨床項目に対し統計処理を行ったところ，T分類で
は癌の大きいものほど有意に治療抵抗性を示した．年齢，
性別，病期，N分類では有意差が認められなかった．また，
IA CCRTとIV CCRTの違いと治療効果には有意な差がみ
られなかった．

　患者の癌組織からmRNAを抽出し，オステオポンチン
mRNA発現量をreal time RT-PCRにて測定した．内因性
コントロールとしてGAPDH mRNAを用いその相対値を検
討した．全37症例のオステオポンチンmRNA量をFigure 3
に示す．オステオポンチンmRNAの発現量は0.15～5.66で，
ROC曲線解析より，カットオフ値を1.54と設定した
（Figure 4）．オステオポンチンmRNAの発現量がカットオ
フ値以下の症例をオステオポンチン低発現群（n=27），カ
ットオフ値以上の症例をオステオポンチン高発現群（n=10）
とした．CCRTによって癌が消失した症例はすべてオステ
オポンチン低発現群に属し，オステオポンチン高発現群は
すべて無効群に属した．
　オステオポンチンmRNAの発現と背景因子との関連に
ついて比較検討した結果をtable 4に示す．それぞれの臨床
項目に対し統計処理を行ったところ，オステオポンチン高
発現群では低発現群に比べ，有意にCCRTが奏効しないこ
とが明らかとなった．また，女性が男性に比べ，オステオ
ポンチンmRNAの値が高い傾向がみられた．なおオステ
オポンチンの発現と年齢，部位，ステージ，大きさ，リン
パ節転移に有意な関連性はみられなかった．
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緒　　　　　言

　口腔癌は全悪性腫瘍のなかで1～ 3 %と比較的発生率が
低い癌1）だが，口腔は咀嚼，嚥下，発音などQOLに重要な
器官であることから，口腔に癌が発生すると口腔機能に重
大な支障を伴う．さらに口腔癌は根治性の観点から広範囲
な外科的切除が標準治療とされ，口腔機能のみならず審美
性にも大きな影響を及ぼす．近年では，化学療法を行い癌
を縮小あるいは消失させて口腔の機能温存を期待する放射
線化学療法を併用する症例が増加しており，シスプラチン
は化学療法の中心的薬剤の一つで，分裂期のDNAと直接
結合して複合体を形成し細胞機能を阻害する．癌細胞は正
常細胞に比べ分裂活性が高いことから，シスプラチンが癌

細胞のDNAに作用することによって癌を死滅させる2－5）．
しかしシスプラチンに対して抵抗性を示す癌の存在が化学
療法の障害となっている．シスプラチンを始めとした化学
療法の感受性の有無を治療前に評価することは困難である
が，不必要な治療や予期せぬ副作用を避けるためにも，抗
癌剤に対する感受性を予測できるシステムの構築は大きな
意義を持つ．
　抗癌剤治療に抵抗する原因の一つに，耐性遺伝子の発現
上昇が知られている．これまでにもシスプラチン耐性遺伝
子に関する研究は広く行われ，数種の耐性遺伝子が同定さ
れたものの，実際の臨床において治療前に耐性の有無を評
価できる有用なマーカー遺伝子は未だ明らかではない．
　耐性遺伝子には獲得性耐性遺伝子と内因性耐性遺伝子の

二種類がある6，7）．獲得性耐性遺伝子は，癌細胞が抗癌剤に
晒されたときに反応性に発現が上昇する遺伝子で，一方，
内因性耐性遺伝子は癌細胞内で本質的に発現が高く，耐性
に寄与する遺伝子である．これまで行われてきた耐性遺伝
子の研究は，培養細胞に抗癌剤を暴露させその濃度を徐々
に上昇させることで耐性株を樹立し，親株との遺伝子発現
や薬物動態を比較検討する実験方法がほとんどであり，癌
細胞がもっている本来の形質に加えて癌細胞が抗癌剤に暴
露されたときに反応性に発現が上昇する遺伝子である獲得
性耐性遺伝子をみているためではないかと考察されている．
抗癌剤の感受性の有無を治療前に把握するためには癌細胞
内で本質的に発現が高く，耐性に寄与する遺伝子である内
因性耐性遺伝子を同定できる方法が必要であると考え，シ
ングルセルクローニング法によりオステオポンチンを含む
数種の内因性耐性遺伝子候補を明らかにした8）．
　癌の悪性化に関与する機序としてAKTの活性上昇が多
くの癌で知られている9）．AKTはセリン・スレオニンキナ
ーゼのひとつで，細胞増殖，成長，生存，および抗アポト
ーシスなど重要な機能に関わっているタンパク質であるが，
オステオポンチンがシスプラチンに抵抗性を示すメカニズ
ムにおけるAKTの役割は未だ不明である．本研究では，口
腔癌細胞株でのオステオポンチンのシスプラチン抵抗性に
おけるAKTの機能解析に加え，口腔扁平上皮癌組織での
オステオポンチンmRNAの発現量と化学放射線療法同時
療法の効果との関係について検討を行った．
 

材料および方法

1）癌細胞および培養条件
　ヒト口腔扁平上皮癌細胞株であるHSC-3細胞を用いた．
細胞は，37 ℃，5 ％ CO2気相下において10 ％牛胎仔血清
（FBS）を加えたDulbecco’s modified Eagle’s medium
（DMEM；Sigma）培地中で通法に従い培養した．なお
HSC-3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にシスプラチン（Phizer株式会社, 
Japan）を加え，PBSで洗浄後，NP-40 Lysis Buffer（150 mM 
NaCl, 1 % NP-40, 50 mM Tris-HCl [pH 7．5]，50 mM NaF, 
5 mM β-glycerophosphat, 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 gel electrophoresis （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
PARP（Cell Signaling Technology），抗AKT（Cell 
Signaling Technology），抗p-AKT（Cell Signaling 

Technology）， 抗osteopontin （IBL, Japan）, 抗β-actin
（Santa Cruz Biotechnology）の各抗体を，二次抗体には
HRP標識抗マウスIgG抗体（Pierce, IL． USA）， 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）リアルタイムRT-PCR法
　それぞれの組織からRNeasy Mini Kit（QIAGEN）を用い
てtotal RNAを抽出し， 逆転写酵素（Toyobo, Japan）を用
いてcDNAを合成した．使用したプライマーの配列を以下
に示す．
　オステオポンチン forward; 5’-TTG CAG TGA TTT 
GCT TTT GC-3’, reverse; 5’-GCC ACA GCA TCT GGG 
TCT TT-3’, GAPDH forward; 5’-TCTGAC GTG CCG 
CCT GGA G-3’, reverse; 5’-TCG CAG GAG ACA ACC 
TGG TC-3’．
　リアルタイムPCRは，SYBR®Green Real time PCR 
Master Mix-plus（Toyobo, Japan）を用い，C1000™
Thermal Cycler（BIO RAD, CA）にて増幅産物を定量およ
び解析を行った．内部標準にはGAPDHを用い，その相対
比を比較検討した．

4）症例
　2003年～2012年の10年間に恵佑会札幌病院歯科口腔外科
を受診した顎口腔扁平上皮癌一次例に対し，シスプラチン
を用いた動注化学療法または静注化学療法に放射線を同時
併用した化学放射線同時療法（ C o n c o m i t a n t  
Chemoradiotherapy : 以下，動注例はIA CCRT，静注例は
IV CCRT と略）を施行し，生検組織にて遺伝子検索が可能
であった37症例を対象とした．CCRTのプロトコールは放
射線照射療法（1回1.8～2.5 Gy，週4～5回）と，シスプラチ
ン化学療法（IA CCRTの場合は1回40～100 mg/m2，週
1回，IV CCRTの場合は1回5 mg/m2，週5日）を同時に
行い，これらを4週にわたって行った．原則として放射線
総量が40 Gy前後に到達した時点でRECISTガイドライン10）

に準じて原発巣を評価した．完全奏効と判断された症例は
さらに2週間 CCRTを追加した（IV CCRTの場合は放射
線療法のみ）．CCRTを完遂した後再びRECISTガイドライ
ンに準じて原発巣を評価し，完全奏効と判断された症例は
経過観察を行った．化学療法はシスプラチンのみを使用し，
他の薬剤との併用は行わなかった．またRECISTガイドラ
インに準じた評価で部分奏効，進行，安定と判断された症
例は外科的切除に移行した．これらの治療の全体像を
Figure 1に示す．本研究では原発巣に対するCCRTの効果
を検討した．放射線量，シスプラチン総投与量の如何に関
わらず，外科的切除された組織で病理組織学的に癌が認め
られなかった症例と，経過観察中に原発巣に再発を認めら

れない症例を著効群とし，外科的切除された組織に病理組
織学的に癌を認めた症例及び，経過観察中に再発を認めた
症例を無効群とした．化学放射線同時療法による原発巣の
効果期間（以下，原発巣効果期間）は，著効群ではCCRT
後から手術の有無にかかわらず病理組織学的あるいは臨床
的に無再発の期間とし，無効群ではCCRT後から外科的切
除された組織で癌の残存・再発が病理組織学的に確認され
た日までの期間とした．患者の詳細についてTable 1に示す．
　なお，本研究は，恵佑会札幌病院倫理委員会で1999年に
承認された臨床研究であり，北海道大学病院の自主臨床研

究審査委員会の承認（承認番号：自009-0019）を得ている．

5）統計
　統計処理はStatView version5.0とSPSS version19.0を用
い，Mann-Whitney's U test，Fisher's exact probability 
test，Chi-squared test，log rank（Mantel-Cox test）を用い，
有意水準P<0.05を有意差ありと判断した．またカプランマ
イヤー曲線におけるカットオフ値は，ROC曲線解析を行い
設定した． 

結　　　　　果

１．口腔扁平上皮癌細胞でのオステオポンチンの抗アポト
ーシス効果とAKTの活性
　口腔扁平上皮癌細胞株HSC-3細胞を用いて，オステオポ
ンチンの抗アポトーシスに対する影響を調べた．まず，オ
ステオポンチン発現プラスミドあるいはコントロールベク
ターを細胞に遺伝子導入し，その発現を確認した．抗オス
テオポンチン抗体でウェスタンブロッティングを行ったと
ころ，オステオポンチン発現プラスミドをいれた細胞では
オステオポンチンの発現が上昇していた．次にシスプラチ
ン処理によるPARPの活性化（シスプラチン作用後18時間）
とAKTのリン酸化（シスプラチン作用後1時間）に対する
オステオポンチンの影響について検討した．HSC-3細胞に

オステオポンチン発現ベクターあるいはコントロールベク
ターを遺伝子導入し，シスプラチン2.5 µg/mlで処理した．
コントロール細胞では，シスプラチンによって活性型
PARPの発現が上昇し，AKTのリン酸化が減弱した．こ
れに対し，オステオポンチン導入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のリン酸化
の減弱が抑制された（Figure 2）．

２．口腔扁平上皮癌におけるオステオポンチンmRNAの発現
　恵佑会札幌病院で口腔扁平上皮癌と診断され，シスプラ
チンと放射線によるCCRTを受けた患者37人から生検時に
癌組織を採取した．37人の患者のまとめはTable 2に示す
ように26歳から83歳までの男性30人，女性7人で，舌癌が
14人と最も多く，上顎歯肉，頬粘膜，下顎歯肉，中咽頭，口底，
上顎洞の順であった．またステージⅣ患者が29人と最も多
く，ステージⅢは3人，ステージⅡは5人，T分類では，
T4が25人と最も多く，T3は2人，T2は10人であった．
N分類ではN0が14人，N1が1人，N2が18名であった．

３．オステオポンチンmRNAの発現量と原発巣効果期間
　オステオポンチンmRNA発現量と原発巣効果期間につ
いて検討を行った．解析はKaplan-Meier法で生存曲線を求
め，有意差はlog rank testを用いて検定した（Figure 5）．
その結果，原発巣効果期間はオステオポンチンmRNA高
発現群では低発現群に比べ有意に原発巣効果期間が短縮し
た（P=0.016）．
 

考　　　　　察

　本研究では，オステオポンチンmRNAの発現量が高い
口腔扁平上皮癌はCCRTに対して抵抗を示すことが明らか
となった．抗癌剤耐性遺伝子は獲得性耐性遺伝子と内因性
耐性遺伝子の2種類があり，オステオポンチンはシスプラ
チン抵抗性に関連する内因性耐性遺伝子の一つとして同定

された8）．多くの抗癌剤耐性の研究では，細胞株に抗癌剤
を用いて生き残った細胞を耐性株として樹立し，親株と遺
伝子発現を比較することで耐性遺伝子を同定している．し
かし，これら耐性遺伝子の発現と癌の抗癌剤感受性との間
に相関性がないという報告が多くみられる11－16）．特に
Gilletは380もの耐性遺伝子について検索を網羅的に行い，
組織サンプルとin vitroモデルの間には関連性がみられな
い報告している17）．in vitroで耐性遺伝子の一つとして同
定されたオステオポンチンが，実際にin vivoでも耐性遺伝
子として発現が亢進していることを示すことができたこと
は，本研究の大きな意義と考えられる．
　今回，口腔癌症例の生検組織でオステオポンチンmRNA

が高発現していた10例は，すべてCCRTに抵抗性を示した．
また，CCRTによって外科的切除を回避できた9例および
外科的切除に腫瘍が認められなかった5例すべてで生検組
織のオステオポンチンmRNAの発現が低かった．以上の
ことから，口腔扁平上皮癌に対するシスプラチンを用いた
化学放射線同時療法において，オステオポンチンが予測因
子となりうると考えられた．途中評価で外科的切除となり
腫瘍が残存した15例のうち7例はオステオポンチン低発現
群で，これらはCCRTを継続することで腫瘍が消失し外科
的切除を避けることができる可能性が示唆された．一方，
オステオポンチン高発現群ではCCRTを継続しても腫瘍の
残存・再発の可能性が高く，外科的切除回避は困難と予想
される．よって，オステオポンチン高発群では，CCRTが
完遂し臨床的に腫瘍が完全消失したという評価であっても
外科的切除を選択した方が良いと考えられた．また，オス
テオポンチン高発現群10症例全てが化学放射線同時療法に
抵抗性を示した．偽陽性が少ないことから，オステオポン
チンmRNAの測定はスクリーニング検査として非常に優
れている可能性がある．
　オステオポンチン低発現群では著効例14例，無効例13例
で効果との関連性がみられなかった．口腔扁平上皮癌の発
生には多くの遺伝子変異が関連している18）ことから，抗癌
剤耐性の機序を単一因子のみで言及することは困難である
と考えられ，内因性耐性遺伝子と同定された他の遺伝子発
現を加味して検索を進める必要がある．
　オステオポンチンは，分子量約41kDaのたんぱく質で，
カルシウムの沈着した骨組織のマトリックスを構成する非
コラーゲン性タンパク質として同定され，乳汁，胎盤，尿，
白血球，腎臓などの正常組織にも存在している19）．オステ
オポンチンは，インテグリンやCD44受容体の双方に結合
し骨の再吸収や，創傷治癒，免疫機能，血管新生，細胞の
生存など多くの機能に関与していることが知られている20）．
また癌組織では肝癌，乳癌，胃癌，卵巣癌，肺癌などで高
発現していることが報告されている21－26）．オステオポンチ
ンがシスプラチンに対して抵抗性を示す機序は不明な点が
多かったが，今回癌の悪性化に関与するAKTの活性化が
関連していることが明らかとなった（Figure 1）．しかし
AKTからどのようなシグナル伝達によって細胞死に抵抗
性を示すか，またオステオポンチンがAKTをどのように
活性化するかは依然不明である．活性化されたAKTは
XIAPやBAD，GSK3などの細胞死や増殖を制御するさま
ざまな標的分子を活性化する27）ことや，オステオポンチン
がEGFRを介してAKT/mTOR/p70S6Kを活性化する28）と
いう報告がある．また，細胞死について調べるためPARP
の切断についてwestern blotting法を用いて検討した．
PARPはDNA修復やDNAの安定化に関与するタンパク質
で，アポトーシス経路が活性化した際にカスパーゼによっ
て切断されることから切断型PARPの発現はアポトーシス

の指標となる29）．本研究では，シスプラチンによるPARP
の切断はオステオポンチンの強制発現で阻害された．
AKTによって活性化されるXIAPは，カスパーゼ9に結合
し活性を阻害することが知られている30）．よってオステオ
ポンチンはEGFR-AKT-XIAP-PARP経路を活性化してシ
スプラチンに抵抗性を示すと考えられるが，その全容は今
後検索が必要である．
　今回の研究で，中間評価で癌の残存を疑われ切除に至っ
た19例のうち4例に腫瘍が認められなかったことから，
RECISTガイドラインは正確な腫瘍の残存を示す評価とは
ならない可能性がある．本研究において，切除を行わなか
った症例では経過観察開始からそれぞれ109日，159日に手
術により腫瘍の再発を認めた症例が存在することから，長
期間の経過観察が必要である．
　また，オステオポンチンmRNA量が男性に比べ女性に
高い発現が認められた．原因として女性ホルモンの影響が
考えられたが，過去の文献を検索してもオステオポンチン
の発現と性差について述べられたものは認められなかった
が，女性の進行癌症例は比較的少ないため，今後さらに検
討する必要がある．
　今回は37例の症例について検討を行ったが，今後更に症
例を追加して検討を行う必要がある．またオステオポンチ
ンが分泌タンパクであることから，患者の血清中のオステ
オポンチン量がシスプラチンを併用した化学放射線同時療
法に対する抵抗性に関与する可能性があり，予後と相関関
係について検討が必要である．
 

結　　　　　論

　口腔扁平上皮癌におけるシスプラチン耐性とオステオポ
ンチンの関連性について以下の知見を得た．
1．口腔扁平上皮癌細胞株HSC-3にオステオポンチンを強
制発現させてシスプラチンで処理を行ったところ，
AKTの活性化の減弱が阻害されPARPの活性化が減少
した．

2．口腔扁平上皮癌組織から採取したオステオポンチン
mRNAの発現とCCRTの効果について比較検討したと
ころ，オステオポンチンmRNAを強く発現する癌では
CCRTに抵抗性を示した．

3．CCRTによって癌が消失した例ではすべて，オステオ
ポンチンmRNA低発現群であった．

4．オステオポンチンmRNA高発現群では低発現群に比べ
原発巣効果期間が短縮した．

5．オステオポンチンmRNAの発現量によって治療前にシ
スプラチンを用いた化学放射線同時療法の効果を予測
出来る可能性のあることが明らかになった．

シスプラチン総投与量の平均値は269.6 mgで併用した放射
線総量平均は48.95 Gyであった．IA CCRTを受けた患者
は21名，IV CCRTを受けた患者は16名であった．
　CCRTを受けた結果，原発巣の癌が消失した著効群は14
例，癌が残存あるいは再発した無効群は23例であった．
CCRTによる治療効果と背景因子をTable 3に示す．それ
ぞれの臨床項目に対し統計処理を行ったところ，T分類で
は癌の大きいものほど有意に治療抵抗性を示した．年齢，
性別，病期，N分類では有意差が認められなかった．また，
IA CCRTとIV CCRTの違いと治療効果には有意な差がみ
られなかった．

　患者の癌組織からmRNAを抽出し，オステオポンチン
mRNA発現量をreal time RT-PCRにて測定した．内因性
コントロールとしてGAPDH mRNAを用いその相対値を検
討した．全37症例のオステオポンチンmRNA量をFigure 3
に示す．オステオポンチンmRNAの発現量は0.15～5.66で，
ROC曲線解析より，カットオフ値を1.54と設定した
（Figure 4）．オステオポンチンmRNAの発現量がカットオ
フ値以下の症例をオステオポンチン低発現群（n=27），カ
ットオフ値以上の症例をオステオポンチン高発現群（n=10）
とした．CCRTによって癌が消失した症例はすべてオステ
オポンチン低発現群に属し，オステオポンチン高発現群は
すべて無効群に属した．
　オステオポンチンmRNAの発現と背景因子との関連に
ついて比較検討した結果をtable 4に示す．それぞれの臨床
項目に対し統計処理を行ったところ，オステオポンチン高
発現群では低発現群に比べ，有意にCCRTが奏効しないこ
とが明らかとなった．また，女性が男性に比べ，オステオ
ポンチンmRNAの値が高い傾向がみられた．なおオステ
オポンチンの発現と年齢，部位，ステージ，大きさ，リン
パ節転移に有意な関連性はみられなかった．
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Resistance of oral squamous cell carcinoma to cisplatin is predicted
by the increased expression of osteopontin

Michihiro Ueda

ABSTRACT : Cisplatin is one of the widely-used anti-cancer drugs for many types of tumors. Nonetheless, drug 
resistance poses a major hindrance to the success of chemotherapy in cancer. Therefore, it is important to identify 
specific markers that can be used to predict the sensitivity of tumor cells to cisplatin before chemotherapy.
　Anti-cancer drug resistance genes are divided into: intrinsic genes that are highly expressed in resistant cells, de novo, 
and acquired genes that are induced by exposure to anti-cancer drugs. Intrinsic resistance genes are thought to be more 
efficient in predicting the sensitivity of tumor cells to anti-cancer drugs at the primary clinical onset, although both 
intrinsic and acquired resistant genes are involved in drug-sensitivity. Kitamura et al. established a new approach to 
identify several intrinsic resistance genes.
　Osteopontin was identified as a candidate gene that was related to cisplatin resistance. In this study, the 
clinicopathological features of the patients were compared with the mRNA expression levels of osteopontin. Patients 
were divided into CR (complete response) and non-CR groups according to the therapeutic efficacy. The mRNA levels of 
osteopontin were significantly higher in the resistance group compared to the disease-free group (P < 0.05). The 
disease-free period in patients with high expression levels of osteopontin was shorter than that in patients with low 
expression levels (P < 0.05). These results indicate that osteopontin is a potential predictive marker for cisplatin-based 
chemotherapy in head and neck squamous cell carcinoma.
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