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【緒⾔】 

 口腔がんの罹患率は全がんの中で 6 番目に多く(Rivera, 2015)，口腔がんの

組織型としては約 90%を口腔扁平上皮癌（Oral squamous cell carcinoma, OSCC）

が占めている(Khurshid et al., 2018)．これまでのがん治療法としては，腫瘍

を直接取り除く外科療法をはじめ，非外科的治療法として放射線療法，化学療法

などが行われているものの成功率が低く，患者への影響が大きいことが問題と

されている．そのため，がんの治癒率を向上の為，新規治療法の開発が望まれる．  

 そこで本研究では，エピジェネティクス薬である DNA メチル基転移酵素阻害

剤（DNA methyltransferase inhibitors: DNMTi）の Zebularine（Zebu）とヒス

トン脱アセチル化酵素阻害剤（histone deacetylase inhibitors: HDACi）の

Valproic acid（Vpa）との併用による OSCC に対する腫瘍抑制効果を検証するた

めに，ヒト口腔扁平上皮癌由来細胞株を用いた in vitro および in vivo による

実験を行った． 

 

【材料および方法】 

1．Zebu および Vpa 添加による SAS および HSC4 への細胞毒性試験 

 Zebu および Vpa の SAS および HSC4 への至適濃度を調べるために, Zebu を

1.0，10，100，200，400 μM，Vpa を 0.1，1.0，2.0，5.0，10 mM，Zebu・Vpa 共

添加を Zebu 10 μM・Vpa 2 mM，Zebu 100 μM・Vpa 1 mM，Zebu 100 μM・Vpa 

2 mM，Zebu 100 μM・Vpa 5 mM，Zebu 200μM・Vpa 2mM の各濃度で添加し，1，

3，7 日後に 0.5％Trypan Blue溶液を用いて行った． 

2．Zebu および Vpa 添加による SAS および HSC4 の RNA-seq 

 細胞毒性試験により決定した試薬濃度（100 μM Zebu，2.0 mM Vpa）を用い

て，SAS および HSC4 を 7 日間培養した．7 日目に total RNA を抽出し次世代シ



ーケンサー（Next Generation Sequencer，NGS）による網羅的解析(RNA sequence)

を行った． 

3．qRT-PCR 法による mRNA 発現解析 

 RNA sequence での結果から，SAS および HSC4 において遺伝子発現上昇が上位

3遺伝子に含まれた CNTN4，および頭頸部癌において高メチル化変化を引き起こ

す p16，p21，RASSF1，NPYおよび内在性 Control である GAPDH を用いて，定量的

real-time PCR（qRT-PCR）法により解析を行った． 

4．SAS および HSC4 における DNA メチル化解析 

 Zebu 単独および Zebu と Vpa 併用による DNA メチル化への影響を確認するた

めに, CNTN4，p16，p21，RASSF1，NPYについて，定量的メチル化特異的 PCR 法 

(qMSP)法によるメチル化解析を行った． 

5．in situ HDAC activity assay 

 Vpa単独および Zebu と Vpa 併用によるヒストン脱アセチル化酵素阻害への影

響を確認するために, InSitu HDAC Activity Fluorometric Assay Kit を用い

て, HDAC活性を測定した． 

6．ヌードマウスへの腫瘍移植，薬剤投与，体重測定，サイズ測定  

 実験動物には, 6-8週齢の BALB/Slc-nu雄性ヌードマウスを用いた．腫瘍はマ

ウス背部に SAS または HSC4 をそれぞれ 1.0×106個皮下注射し定着させ，腫瘍サ

イズ及び体重測定は,１週間に 2回行った．投与薬剤は Zebu1000 mg/kg，Vpa400 

mg/kgに調整し(Cheng et al., 2003; Hattori et al., 2019; Park et al., 

2020)，マウスの腫瘍近傍に 21 日間連続投与した．対照群には同量の DDW を投

与した． 

7．in vivo での mRNA 発現解析 

 in vitro 実験で発現変化が認められた遺伝子 CNTN4，p16，p21，RASSF1，NPY



および内在性 Control である Gapdh を用いて，定量的 real-time PCR（qRT-PCR）

法により解析を行った． 

8．in vivo での DNA メチル化解析 

 in vitro 実験で発現変化が認められた遺伝子 CNTN4，p16，p21，RASSF1，NPYに

ついて，定量的メチル化特異的 PCR 法 (qMSP)法によるメチル化解析を行った． 

 

【結果および考察】 

1．Zebu 及び Vpa による口腔がん細胞の増殖抑制効果 

Zebu 添加において SAS は 3 日目，7 日目に 200 μM と 400 μM の濃度において

細胞数が Control と比較し有意に減少した. HSC4 は 1日目，3 日目，7 日目で 200 

μM と 400 μM の濃度において細胞数が Control と比較し有意に減少した．vpa

添加において SAS は 1日目に 10 mM，3 日目，7 日目では 5 mM と 10 mM 濃度にお

いて細胞数が Control と比較し有意に減少した．HSC4 は Vpa 添加において，3 日

目，7 日目に 5 mM と 10 mM の濃度において細胞数が Control と比較し有意に減

少した．Zebu・Vpa 共添加においては 3 日目，7 日目に Zebu 10 μM, Vap 2 mM

および Zebu 100 μM Vap 1 mM では有意な細胞増殖抑制がみられなかったもの

の，Zebu 100 μM，Vpa 2 mM，Zebu 100 μM，Vpa 4 mM，Zebu 200 μM，Vpa 2 

mMの濃度による組み合わせにおいて細胞数がControlと比較し有意に減少した．

これらの結果から，Zebu・Vpa 併用投与は，それぞれの薬剤の効果を増強させる

ことが示唆された． 

2．Zebu および Vpa 添加による SAS および HSC4 の RNA-seq 

SAS，HSC4 共に CNTN4 が遺伝子発現上昇上位３遺伝子として認められた．CNTN4

は肺腺癌においては発現上昇が肺腺癌細胞の増殖，移動，浸潤を抑制することが

明らかになっているが，胃がんにおいては予後不良となることも報告されてい



る．これまで，CNTN4 の口腔扁平上皮がんでの役割については明らかとなってお

らず，がん抑制遺伝子として働く可能性が示唆された． 

 

3．Zebu 及び Vpa 併用によるがん抑制遺伝子のエピジェネティック解析 

 Zebu および Vpa 併用投与により SAS，HSC4 共に CNTN4，p16，p21，RASSF1，NPY

において有意な mRNA 発現上昇およびメチル化レベルの低下を認めた．これらの

結果から，DNA メチル化レベルの変化は mRNA 発現に関与している可能性が示唆

された． 

in situ HDAC activity assay の結果，Control群に比べ Vpa単独添加群およ

び Zebu・Vpa 共添加群において有意な HDAC活性低下を認めた．また，Vpa単独

添加群と比べても Zebu・Vpa 共添加群において有意な HDAC 活性低下を認めた． 

DNMTi と HDACi の併用療法はそれぞれの効果を増強させることが知られている

ことからも，口腔扁平上皮癌においても各薬剤の単独添加と比べ共添加を行う

ことにより効果を増強させることが示唆された． 

4．in vivo での SAS,HSC4 腫瘍形成マウスにおける Zebu,Vpa の腫瘍抑制効果 

 SAS では Control群が平均 3056 mm3，Zebu・Vpa 共投与群では平均 2409 mm3で

あり，Zebu・Vpa 共投与群では有意差は認められなかった．HSC4 では Control群

では平均 1176mm3に対し，Zebu・Vpa 共投与群では平均 391mm3であり，投与４回

目以降から腫瘍サイズが Control 群と比べ有意に減少した．mRNA 発現解析では

SAS,HSC4 共に CNTN4，p16，p21，RASFF1，NPYにおいて Control群と比べ Zebu・

Vpa 共投与群で有意差を認めた．DNA メチル化解析では SAS で RASFF1, NPY と

CNTN4 のみでのメチル化レベルの有意な低下を認め，HSC4 では CNTN4,p16, p21, 

RASFF1, NPY全ての遺伝子においてメチル化レベルの有意な低下を認めた．腫瘍

における分化度の違いが予後に影響することが知られており,また，エピジェネ



ティクス変化は可逆的であり，DNA の再メチル化を引き起こす事が知られている.

これらの結果からも分化度の違いが腫瘍の悪性度および治療抵抗性に影響する

ことか推測された． 

 

【結論】 

 エピジェネティック薬である DNMTi（Zebu）および HDACi（Vpa）の併用投与

は，高分化型口腔扁平上皮癌細胞株（HSC4）に対して腫瘍抑制効果を示す事が示

唆された． 
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