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緒 言 

 

スフィンゴ脂質はスフィンゴ塩基を基本構造にもつ脂質の総称で，多

くは細胞膜に存在しており，細胞構造の支持，防御障壁，細胞外タンパ

ク質の接着といった形質膜上の構成分子としてのみならず，細胞死，増

殖，分化などを制御する細胞内シグナル分子として機能している。代表

的なスフィンゴ脂質として，スフィンゴシン sphingosine，セラミド

ceramide ，複合スフィンゴ糖脂質，スフィンゴシン -1- リン酸

sphingosine-1-phosphate（S1P），セラミド-1-リン酸，スフィンゴミエ

リン sphingomyelin などがある。恒常的に生成されるセラミドは，細胞

膜 の ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン か ら ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ナ ー ゼ

sphingomyelinase (SMase) の 作 用 や デ ヒ ド ロ セ ラ ミ ド

dehydroceramide を経由する de novo 合成経路により生成され，スフィ

ンゴ糖脂質やスフィンゴミエリン合成の基質として用いられる。また，

セラミドからセラミダーゼ ceramidase の作用により生成するスフィン

ゴシンは，スフィンゴ脂質の異化代謝の中心的分子であり，スフィンゴ

シンキナーゼ sphingosine kinase（SphK）の働きにより S1P へと変換

される（図 1A）1,2)。なお，ヒトでは 2 種のアイソザイム SphK1 および

SphK2 の存在が明らかにされている。 

S1P は当初スフィンゴシンが代謝される過程の中間産物と考えられて

いたが，細胞増殖を制御し，プログラム細胞死を抑制する作用が明らか
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にされ，シグナル伝達物質として注目を集めるようになった。そして，

S1P は細胞内シグナル伝達経路を介してだけでなく，オートクライン経

路を含む 2 経路で働くことも明らかとなった。細胞内で S1P は細胞の増

殖と細胞の生存に働き，一方，細胞外に放出された S1P は G タンパク

共役型受容体である 5 種類の S1P 受容体（S1PRs）に結合し，Rac，

phosphatidylinositol 3-kinase（PI3K），adenylyl cyclase-cyclic AMP

（AC），extracellular signal-regulated kinase（ERK），phospholipase 

C（PLC），Rho，Jun amino terminal kinase（JNK）などを介して，

その多彩な生理機能を発揮する 1)。S1P は細胞内外のシグナル分子とし

て，細胞増殖や細胞生存，リンパ球トラフィキング，血管新生や炎症等

の細胞学的および生理学的な反応を司っている（図 1B）3)。さらに，発

癌や癌の進展および癌細胞における薬剤耐性や放射線耐性に関与するこ

とが報告され 4,5)，アポトーシスの阻害や細胞増殖，形質転換，血管新生，

炎症等の増強によって，癌を増悪させることが示されている 4,6,7)。  

S1P 産生酵素の 1 つであるである SphK1 は主に細胞質基質に局在し，

S1P の主要な産生酵素として機能しており，上皮成長因子（EGF）やイ

ンスリン様成長因子 1，血管内皮細胞増殖因子（VEGF）などによって

活性化される 8)。さらに，活性化に伴いリン酸化され，細胞膜近傍への

トランスロケーションを生じる。SphK1 は癌遺伝子の 1 つと考えられて

おり，頭頸部癌を含む多くの癌において高発現していることが報告され

ている 4,9–15)。また，SphK1 の薬物による阻害や SphK1 遺伝子のノック
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ダウンによって，様々な種類の癌の増殖を抑制することも知られている

4)。頭頸部癌においても SphK1 は発癌や浸潤，転移，放射線増感作用に

重要な役割を果たすとされ 16–19)，癌治療における分子標的と考えられて

いる。一方で，SphK2 の頭頸部癌での働きはまだ明らかにされていない。 

オートファジーは細胞内でのタンパク分解系で，細胞順応における細

胞構造のリモデリングや，劣化した細胞の細胞質成分のリサイクリング

などの生理反応に関与することが明らかにされている 20–22)。オートファ

ジー経路では，PI3K，Akt，mammalian target of rapamycin（mTOR）

が主要な因子として働く 23)。正常時は増殖因子からのシグナルが mTOR

に収束されて，細胞増殖，タンパク合成，オートファジーの抑制が行わ

れているが，薬物や栄養欠乏によってこのシグナル伝達経路が遮断され

るとオートファジーが誘導される。まず，細胞質において二重膜構造の

フ ァ ゴ フ ォ ア が 形 成 さ れ ， こ れ が 延 長 す る と と も に

microtubule-associated protein 1 light chain 3（LC3）が動員されてオ

ートファゴソームが形成され，その後リソソームと結合してオートリソ

ソームとなり，内包物が分解されて細胞内で再利用される 24)。これらの

過程により，オートファジーは栄養欠乏時の細胞生存に働いていると考

えられている。一方で，近年オートファジーを伴う細胞死 autophagic 

cell death の存在が明らかにされている 25–27)。したがって，オートファ

ジーが細胞生存と細胞死のいずれにも関わるという新たな概念から，癌

細胞におけるオートファジーの役割の解明は新たな癌治療戦略に大きく
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貢献することとして注目されている。 

L-Threo-dihydrosphingosine（safingol）は発癌プロモーターである

ホルボールエステルの受容体である protein kinase C（PKC）の阻害薬

として開発された薬物で，頭頸部癌を含む固形癌に対して，シスプラチ

ンとの併用による臨床研究では phaseⅠの段階にある 28–30)。Safingol

はヒト口腔扁平上皮癌 squamous cell carcinoma（SCC）細胞において，

カスパーゼ非依存的にアポトーシスを誘導し，ミトコンドリアから細胞

質へ放出された endonuclease G（endoG）が核に移行して DNA を切断

すること 31,32)，ミトコンドリアの膜電位の低下には活性酸素種 reactive 

oxygen species（ROS）が関与することが明らかとされている 33,34)。ま

た，safingol がヒト乳腺癌細胞，ヒト大腸腺癌細胞およびヒト口腔 SCC

細胞において，オートファジーを誘導することが報告されている 33,35)。

さらに，safingol は，SphK1 阻害薬として作用することが見い出され，

臨床研究が進められている 36–38)。 

Safingol に加えて，従来より SphK1 阻害作用をもつ薬物として

N,N-dimethyl-D-erythero-sphingosine (DMS)などが知られていたが

30,39)，SphK1 に対して選択性の高い阻害薬として，2012 年に PF-543

が発表された 40)。これまで，PF-543 の細胞増殖抑制効果については不

明であったが，最近，大腸癌に対する，PF-543 のネクローシス誘導作

用が報告された 41)。SphK は口腔癌の増殖や転移においても重要な役割

を果たし，その阻害が抗腫瘍効果に繋がる可能性がある。そこで，本研
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究では，PKC ならびに SphK1 阻害作用のある safingol での口腔癌細胞

に対する先行研究を踏まえて，SphK1 阻害薬として開発された PF-543

のヒト口腔 SCC 細胞に対する抗腫瘍効果とまだ明らかにされていない

オートファジー誘導能について検討を行った。 
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実験材料と方法 

 

1. 試薬 

SphK1 阻害薬として PF-543 は Merck KGaA （Darmstadt，Germany）

よ り 購 入 し た 。 オ ー ト フ ァ ジ ー 阻 害 薬 と し て wortmannin ，

3-methyladenine（3-MA），bafilomycin A1は Sigma- Aldrich（St. Louis，

MO，USA）より購入した。抗酸化薬として N-acetyl-L-cysteine（NAC）

は Wako（Osaka）より購入した。 

 

2. 細胞と培養方法 

実験には 3 種類のヒト口腔 SCC 細胞由来の細胞株 Ca9-22 細胞，

HSC-3 細胞， SAS 細胞を用いた 42–44)。Ca9-22 細胞は Japanese 

Collection of Research Bioresources（Tokyo）から購入した。HSC-3

細胞および SAS 細胞は Riken Bioresource Center（Tsukuba)から購入

した。各細胞株は，5% 牛胎児血清（FBS），4 mM L-gulutamine，100 

µg/ml penicillin，100 µg/ml streptomycin を含む Dulbecco 変法 Eagle 

培地（DMEM：Nissui，Tokyo）を用い，37℃，5% CO₂培養器中で培

養した。また，培養細胞の形態は，PF-543 で処置し，72 時間培養した

後に位相差顕微鏡（OLYMPUS，Tokyo）を用いて観察した。 
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3. イムノブロット法 

細胞を PBS で洗浄後，20 mM Tris-HCl（pH 7.4），0.1% sodium 

dodecyl sulfate（SDS），1% Triton X-100，1% sodium deoxycholate，

1% protease inhibitor cocktail 含有のバッファーに溶解した。氷上でソ

ニッケーター（TOMY，Tokyo）を用いて細胞を粉砕後，4℃，15,000×

g で 5 分間遠心し，上清を回収した。タンパク質の定量には DC protein 

assay Kit（Bio-Rad Laboratories，Hercules，CA，USA）を用いた。

検体を 0.125 M Tris-HCl，4% SDS，25% glycerol，0.5% bromophenol 

blue，pH 6.8 を含む sample buffer に溶解し，100℃で 5 分間熱処理後，

SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）を行った。泳動後，

タンパク質をセミドライ式ブロッティング装置（Bio-Rad Laboratories）

を用いて polyvinylidene difluoride（PVDF）メンブレン（Millipore，

Bedford，MA，USA）に転写し，PBS で 5%スキムミルクを調製し，1

時間ブロッキングを行った。β-actin および LC3 に対する一次抗体は

MBL（Nagoya）より購入し，SphK1 に対する一次抗体は Cell Signaling 

Technology（Danvers，MA，USA）より購入した。それぞれ 1：1,000

に希釈し，4℃で一夜反応させた。二次抗体として，ペルオキシダーゼ

標識した抗マウス IgG 抗体，もしくは抗ラビット IgG 抗体（Cell 

Signaling Technology）を室温で 2 時間反応させた後，ECL Western 

Blotting Analysis System（GE Healthcare，Chicago，IL，USA）を用

いて検出し，バンドの濃さを ImageJ（ National Institutes of Health, 
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Bethesda, MD, USA）にて数値化した 45)。  

 

4. 細胞生存率の測定 

96 well カルチャープレート（Corning，Corning，NY，USA）に 5% 

FBS 含有 DMEM 培地 100 µl に 1 well あたり 2.5×10³個に調製した細

胞を播種し，24 時間培養した後に各種薬物を処置した。実験終了後に   

5 mg/ml の 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium- 

bromide（MTT）液 10 µl を各 well に加え，さらに 37℃で 4 時間培養

し，0.04N HCl を含む isopropanol を 100 µl 加え，生成物を溶解するた

め室温，暗所にて一夜放置した。その後，Benchmark plus microplate 

spectrometer（Bio-Rad Laboratories）を用い，対照波長を 630 nm と

して 570 nm の波長で吸光度を測定した。  

 

5. フローサイトメトリー解析 

6 well カルチャープレート（Corning）に 5% FBS 含有 DMEM 培地

に 1 well あたり 1×10⁵個に調製した細胞を播種した後に 24 時間培養し，

各種薬物を処置した。実験終了後に，細胞を 0.25% trypsin，0.02% 

ethylenediaminetetraacetic acid（EDTA）を含む phosphate buffer 

saline（PBS）で処理して回収した。細胞上清も含めて単一とし，1000

×g で 5 分間遠心分離し，全細胞を回収した。FITC Annexin V/Dead Cell 

Apoptosis Kit with FITC annexin V and PI， for Flow Cytometry
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（Molecular Probes，Eugene，OR，USA）を用い，100 µl の binding 

buffer（10 mM HEPES，140 mM NaCl，2.5 mM CaCl₂，pH 7.4）に

5 µl の FITC-annexin V と 1 µl の調製済み propidium iodide（PI）を加

え，室温で 15 分間処理した。その後，フローサイトメーター

（FACSCalibur：Becton Dickinson，Franklin Lakes，NJ，USA）を

用いてフローサイトメトリー解析を行った。annexin V（－）PI（－）

の生細胞，annexin V（＋）PI（－）の早期アポトーシス細胞，annexin 

V（＋）PI（＋）の後期アポトーシス細胞，annexin V（－）PI（＋）

のネクローシス細胞の 4 区画に分け， CELLQuest Pro（ Becton 

Dickinson）を用いて解析した。 

 

6. 共焦点レーザー顕微鏡による観察  

カバーガラス（MATSUNAMI，Osaka）を敷いた 6 well カルチャー

プレート（Corning）に 5% FBS 含有 DMEM 培地に 1 well あたり 1×

10⁵個に調製した細胞を播種し，24 時間培養した後に各種薬物を処置し

た。その後培地を除去し，細胞を PBS で洗浄し，4% パラホルムアルデ

ヒド（Wako）により室温で 15 分間固定した。PBS で洗浄後，一次抗体

として抗 LC3 マウスモノクローナル抗体（1：500）を室温で 1 時間反

応させた。PBS で洗浄後，二次抗体として Alexa Fluor 488 goat 

anti-mouse antibody（ 1： 500）（ Life Technologies Corporation，

Carlsbad，CA，USA）を室温で 1 時間反応させた。ProLong Gold 
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Antifade Reagent with DAPI（Life Technologies Corporation）で封入

し，共焦点レーザー顕微鏡（Leica TCS SP8: Leica Microsystems，

Mannheim，Germany）にて拡大率 630 倍で観察した。 

 

7. 有意差検定 

実験結果は平均値±標準偏差と表記し，Student-t 検定を用いて統計

学的に比較した。p＜0.05 を有意差有りと判断した。なお，解析には Excel

（Microsoft，Redmond，WA，USA）を用いた。 
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結 果 

 

1. ヒト口腔 SCC 細胞における SphK1 の発現 

3 種類のヒト口腔 SCC 細胞（Ca9-22 細胞，HSC-3 細胞，SAS 細胞）

での SphK1 の発現を，抗 SphK1 抗体を用いたイムノブロット法にて検

出した（図 2A）。各々のタンパクのバンド強度を ImageJ を用いて定量

化した（図 2B）。3 種類のヒト口腔 SCC 細胞すべてにおいて SphK1 の

発現を認めたが，SAS 細胞では低発現であった。 

 

2. PF-543 がヒト口腔 SCC 細胞の細胞生存と細胞形態に及ぼす影響 

PF-543 がヒト口腔 SCC 細胞の細胞生存に及ぼす影響を検討した（図

3）。3 種類の細胞を 1－50 µM の PF-543 存在下で 24，48，72 時間培養

し，MTT 法により細胞生存率を測定した。3 種類すべての細胞において，

細胞生存率は PF-543 の濃度依存的および処置時間依存的に減少し，

Ca9-22 細胞においては，25 µM PF-543 の 72 時間処置により，非処置

対照群の 53.8%まで低下した（図 3A）。また，3 種類のヒト口腔 SCC 細

胞は 25µM PF-543 の 72 時間処置により，その細胞形態は変化し，浮遊

細胞の増加を認めた（図 4）。 

 

3. PF-543 による細胞死の誘導 

PF-543 による細胞死の形態を明らかにするため，3 種類のヒト口腔
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SCC 細胞を 25 µM PF-543 で 72 時間処置した後に annexin V と PI で

染色し，フローサイトメトリー解析を行った（図 5A）。Ca9-22 細胞で

は annexin V（－）PI（－）である生細胞の割合が処置群において 54.7%

と非処置群より減少し，annexin V（－）PI（＋）のネクローシス細胞

の割合は 30.4%と増加した（図 5B 左）。HSC-3 細胞では生細胞の割合

は処置群において 50.1%と非処置群より減少し，ネクローシス細胞の割

合は 29.4%と増加した。また，annexin V（＋）PI（＋）である後期ア

ポトーシス細胞は 16.7%と増加した（図 5B 中）。SAS 細胞では生細胞の

割合は処置群において 77.0%であり，ネクローシス細胞の割合に有意な

変化は認められなかった（図 5B 右）。SAS 細胞の PF-543 処置群におけ

る生細胞の割合が，他の 2 細胞株と比べて高値であった。また，Ca9-22

細胞および HSC-3 細胞では annexin V（＋）PI（－）の前期アポトー

シス細胞の増加はみられなかった。  

 

4. Safingol および PF-543 がオートファジーに及ぼす影響 

LC3 はオートファゴソームに局在するタンパク質であり，オートファ

ジーの誘導が形態学的に判別できる利点から現在オートファジーのマー

カーとして広く用いられている 46)。オートファジーが誘導される場合，

形成されるオートファゴソームへ LC3 が集積し，LC3-I から LC3-II へ

の変換が見られる 46)。LC3 抗体を用いた蛍光免疫化学シグナルを共焦点

レーザー顕微鏡にて観察したところ，無処置細胞コントロールでは LC3
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は細胞質にびまん性に存在していたが，25 µM PF-543 で 72 時間処置し

た Ca9-22 細胞，HSC-3 細胞，SAS 細胞では，細胞質内で点状あるいは

顆粒状に集積しており，より明瞭に検出された（図 6A-C）。また，PF-543

存在下で 3種類の細胞を 72時間処置したところ，すべての細胞で LC3-II

の発現増強を認めた（図 7）。 

 

5. オートファジー阻害薬が PF-543 誘導細胞死に及ぼす影響 

オートファジー阻害薬として，wortmannin，3-MA，bafilomycin A1

を用いた。wortmannin と 3-MA は，phosphatidylinositol-3-kinase class 

III の阻害薬であり，オートファジーのシグナル経路の上位で阻害作用を

発現し，一方，リソソーム H+-ATPase の阻害薬である bafilomycin A1

は，リソソーム内の酸性環境の破綻によってリソソームプロテアーゼの

活性阻害をもたらし，オートファゴソーム形成後の過程を阻害すること

が示されている 24)。本項では，PF-543 でネクローシスだけでなく後期

アポトーシスも誘導される HSC-3 細胞に着目して，オートファジー阻

害薬が PF-543 によるオートファジーと細胞死に及ぼす影響について検

討した。まず，PF-543 による LC3-II の発現増強に対する影響をイムノ

ブロット法により解析した（図 8）。PF-543 処置による LC3-II の発現増

強は，wortmannin あるいは 3-MA との併用によって，低下した（図 8A，

B）。一方，bafilomycin A1 との併用では，形成されたオートファゴソー

ムが維持され，PF-543 単独と比較して，LC3-II の発現はむしろ増強し
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た（図 8C）。  

つぎに，細胞死に対する影響をフローサイトメトリー解析により検出

した（図 9）。PF-543 単独と比較して，wortmannin および 3-MA の併

用により，後期アポトーシスおよびネクローシス細胞の割合が増加した

（図 9A）。両阻害薬ともに併用にて生細胞の割合の減少，すなわち細胞

傷害性の増強がみられた。一方，PF-543 と bafilomycin A1 の併用にお

いては，生細胞には大きな変動はなかったが，ネクローシス細胞の割合

は PF-543 単独で 29.4%であったものが 11.1%にまで減少し，逆に後期

アポトーシス細胞の割合は，それぞれ 16.7%，28.4%で増加していた。

（図 9B）。  

 

6. 抗酸化薬 NAC が PF-543 誘導細胞死に及ぼす影響  

Safingol によるアポトーシスならびにオートファジーでは ROS 産生

の関与が認められている 33,34) 。 HSC-3 細胞を 5 mM 抗酸化薬

N-acetylcystein （NAC）47)で 1 時間前処置したのちに 25 µM PF-543

で 72 時間処置し，フローサイトメトリー解析を行った。Annexin V（－）

PI（－）の生細胞の割合は，PF-543 単独処置群では 28.4%まで減少し，

NAC の併用により 47.7%まで増加した。また，annexin V（－）PI（＋）

のネクローシス細胞の割合は PF-543単独処置群では 58.3%であったが，

NAC 併用により 38.5%にまで減少した（図 10）。 
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考 察 

 

従来 DMS ならびに safingol が SphK1 阻害薬として S1P シグナルを

抑制する薬物として用いられてきたが，近年，S1P が全身で極めて多様

な生理作用を持つこと，癌，動脈硬化，糖尿病や骨粗鬆症など多くの疾

患の病態に S1P が関わることが明らかとされ 36)，SphK1 ならびに S1P

を標的とする選択性の高い新たな薬物の開発が進められている。このよ

うな背景のもと，S1P 受容体アンタゴニストとして開発された FTY720

（fingolimod）が既に多発性硬化症の治療薬として臨床応用されている

48)。また，抗 S1P 抗体である LT1009（sonepcizumab）は，転移性腎細

胞癌に対する治療薬として現在臨床研究の phaseII の段階にある 49)。

PF-543 は SphK1 阻害薬として新規に開発された薬物で，既存の SphK

阻害薬と比較して SphK1 に対して 1000 倍程の親和性を有し，強力に

S1P 合成を阻害する SphK1 選択性の高い競合的阻害薬である 40)。しか

しながら，抗腫瘍効果については，Ju ら 41)のヒト大腸腺癌細胞を用い

た報告が唯一のものである。 

PF-543 が効果を発現するために必要な SphK1 は，胃癌，乳癌，肺癌，

大腸癌，神経膠腫，非ホジキンリンパ腫，頭頸部癌など非常に多くの癌

において高発現していることが報告されている 4,9–15)。Maria ら 15)はヒ

ト SCC における SphK1 の発現を，組織マイクロアレイおよび RT-PCR

法により検討している。153 例のヒト口腔 SCC 検体および 13 例の口腔
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非悪性組織検体を用いた組織マイクロアレイにおいては，ヒト口腔 SCC

検体で SphK1 の発現が高値であることを示している。また，4 例のヒト

口腔 SCC 検体での RT-PCR 法により，各検体の腫瘍部および隣接する

正常上皮部における SphK1 の mRNA レベルを比較し，腫瘍部における

発現上昇を報告している。Ju ら 41)は SphK1 を発現するヒト大腸腺癌細

胞において，0.1－50 µM の PF-543 が，濃度と処置時間依存的に細胞生

存率を低下させ，10 µM で 96 時間処置した場合，MTT 法で対照細胞の

40％程度まで低下したと報告している。また Ju ら 41)は，SphK1 の発現

程度の異なる複数のヒト大腸腺癌細胞において，PF-543 は SphK1 高発

現の細胞において効果が強いことを示している。 

本研究では，ヒト口腔 SCC 細胞株の中から由来及び性状の異なる細

胞株として，高分化型で原発腫瘍組織から採取された Ca9-22 細胞，低

分化型で転移リンパ節組織から採取された HSC-3 細胞，低分化型で原

発腫瘍組織から採取された SAS 細胞を用いた。まず初めに，Ca9-22 細

胞，HSC-3 細胞，SAS 細胞における SphK1 発現をイムノブロット法で

確認した。3 種類のヒト口腔 SCC 細胞すべてにおいて SphK1 が発現し

ていたが，SAS 細胞では発現は低く，SphK1 の発現は細胞株間で差異

がみられた。つぎに，MTT 法で PF-543 処置細胞の細胞生存率の低下を

検討したところ，3 種類すべてのヒト口腔 SCC 細胞で濃度および処置時

間依存的な細胞生存率の低下が見られたが，SphK1 発現の差異と細胞傷

害効果の間に関連性は認められなかった。  
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本研究ではさらに，PF-543 による細胞死の形態についてフローサイ

トメトリー解析にて検討した。生細胞，前期アポトーシス細胞，後期ア

ポトーシス細胞，ネクローシス細胞に分けて計測したところ，MTT 法と

は異なり，SphK1 低発現の SAS 細胞と比べて，高発現の Ca9-22 細胞

および HSC-3 細胞では生細胞の割合はより減少していることを見い出

した。すなわち，SphK1 の発現がヒト口腔 SCC 細胞においても，PF-543

の細胞傷害性と密接に関連することが示唆された。MTT 法は，ミトコン

ドリアの還元能を基に細胞生存活性を評価する方法であり，細胞株間の

ミトコンドリア活性の差異が結果に影響を及ぼす可能性がある。一方，

annexin V と PI を用いた細胞死の検出は，annexin V と細胞膜の

phosphatidylserine との結合および PIと細胞内の DNAとの結合を基に

細胞死を評価しており，細胞そのものの代謝活性の差に影響を受けない。

本研究では細胞株間におけるミトコンドリア活性やミトコンドリア数の

差異に関する検討は行っていない。薬物処置によってミトコンドリアに

何らかの変化が生じたことで，細胞株間における PF-543 の細胞傷害作

用の差異がマスクされたことが考えられる。PF-543 処置によるミトコ

ンドリアへの影響についても今後明らかにする必要があると考えている。 

 Ca9-22 細胞と HSC-3 細胞において，PF-543 で増加する細胞死はネ

クローシスの割合が高く，ヒト大腸腺癌細胞と同様にネクローシスが主

体であると考えられた。しかしながら，ヒト口腔 SCC 細胞ではヒト大

腸腺癌細胞と違って，ネクローシスだけでなくアポトーシスも誘導され
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た。したがって本研究により，SphK が関与する細胞死は癌種と細胞株

によって異なる可能性が示された。 

スフィンゴ脂質の中には，セラミド，dihydroceramide, S1P のように

オートファジーを誘導するものが知られる。Scarlatti ら 50)は，ヒト大

腸腺癌細胞をセラミドで処置することで autophagic vaulole が集積する

こと，本現象に protein kinase B の阻害と Beclin-1 の発現亢進が関与す

ることを報告している。また，SphK1 を過剰発現させたヒト乳腺癌細胞

ではオートファジーの誘導が認められている 51)。さらに，safingol に関

しては，Coward ら 28)が PKC と PI3K 経路の阻害により固形腫瘍細胞

においてオートファジーが誘導されること，Masui ら 35)がヒト口腔 SCC

細胞におけるオートファジー誘導をそれぞれ報告している。 

PF-543 によるオートファジー誘導について未だ報告はないことより，

本研究では PF-543 のオートファジーへの影響を検討した。PF-543 を処

置したヒト口腔 SCC 細胞において，細胞質における LC3 の顆粒状集積

を認め，LC3-I から LC3-II へのバンドシフトを認めたことから，オー

トファジーが誘導されるものと考えられた。 

さらに，PF-543 による LC3-I から LC3-II へのバンドシフトに対する

オートファジー阻害薬の効果を検討した。なお，wortmannin と 3-MA

は classIII PI3K の阻害によりオートファジーの経路を LC3-II の形成前

で阻害すること 24)，bafilomycin A1 はリソソーム阻害によりオートリソ

ソームの段階で阻害することが知られている 24)。PF-543 処置による
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LC3-II 形成は wortmannin および 3-MA によって阻害された。一方，

bafilomycin A1 は単独で LC3-II のタンパク質量を増加しており，さら

に併用群ではそれが増強していた。本現象は bafilomycin A1 が生成され

た LC3-II の分解を阻止することに起因するものと考えられた。いずれ

にせよ，本研究において PF-543 によるオートファジー誘導に対して，

オートファジー阻害薬が影響することが示された。  

SphK 阻害薬に関して，Cingolani ら 52)は ,ヒト胃腺癌細胞において

SphK1と SphK2 を阻害する SKI-II処置がオートファジーを誘導するこ

とを報告している。また，その誘導メカニズムとして，SphK 阻害作用

による，S1P レベルの低下に加えて，de novo 合成経路のセラミド合成

酵素 dehydroceramide desaturase を阻害することにより，デヒドロセ

ラミドや代謝産物のレベル上昇を引き起こし，これらのスフィンゴ脂質

によってオートファジーが誘導されることを示している。これらの知見

より細胞増殖に影響を及ぼす PF-543についても SphK1阻害によるスフ

ィンゴ脂質のレベル上昇を介してオートファジーを誘導する可能性が考

えられる。ただし，本研究では表現型として細胞に変化が現れる薬剤処

置 72 時間後に細胞を固定しオートファジー誘導の有無を検討しており，

PF-543 の直接的な作用以外の影響も考えられる。予備検討で，薬剤処

置 6 時間後の細胞を固定した検体でも LC3-II の発現増強を示唆する結

果も得ており，今後さらなる検討を必要とする。  

近年，シグナル分子機構によって制御される細胞死として，アポトー
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シス，ネクロプトーシス，パイロトーシス，フェロトーシス，オートフ

ァジー細胞死などが提唱されている。オートファジーを伴う細胞死にお

いて，オートファジーは細胞生存に働くこと，逆に細胞死に関わること

が報告されている 25–27)。当教室ではこれまでに，ヒト口腔 SCC 由来の

SAS 細胞において safingol がミトコンドリアからアポトーシス誘導因

子である endoG を遊離し，これが核内に移行して DNA の断片化を引き

起こすことを見い出している 31,32)。また，safingol によるオートファジ

ー誘導を 3-MA で阻害すると，アポトーシスが増強されることより，オ

ートファジーが細胞死ではなく細胞生存に働くことを明らかにしている

35)。一方，PF-543 については，ヒト大腸腺癌細胞ではアポトーシスで

はなくネクローシスが誘導されることが報告されている 41)。このネクロ

ーシスの発現機序については，他の細胞系で示されたストレス誘導性に

ミトコンドリアへ移行した p53 が，cycliphilin D との複合体形成を介し

た，mitochondrial membrane potential (MMP)の低下と，それに引き

続く LDH の放出であることが考えられている 53,54)。 

本研究では，HSC-3 細胞において PF-543 がアポトーシス，ネクロー

シスおよびオートファジーを誘導すること，この過程に ROS が関与す

ることを明らかとした（図 13）。ヒト口腔 SCC 細胞において PF-543 に

よって増加する後期アポトーシス細胞およびネクローシス細胞は，

wortmannin および 3-MA の併用によって顕著に増加することから，

PF-543 により誘導されたオートファジーは細胞生存に寄与しているこ
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とが示唆される。すなわち，wortmannin および 3-MA の 2 つのオート

ファジー阻害薬が PF-543 誘導オートファジーによるアポトーシスとネ

クローシスの抑制作用と拮抗したことが考えられる。一方，bafilomycin 

A1 の併用では，ネクローシス細胞が減少し，後期アポトーシス細胞が

増加するという wortmannin および 3-MA による効果とは異なるもので

あった。詳細な分子機序については未だ不明であるが，bafilomycin A1

では，PF-543 誘導オートファジーによるアポトーシスの抑制作用に強

く拮抗したため，（1）アポトーシスが促進して，ネクローシスが減少し

たこと，あるいは（2）ネクローシスをアポトーシスに移行させたこと

が考えられる。 

Safingol によるミトコンドリアを介する細胞死においては，ROS が関

与することが示されている 33,34)。また，SphK1 の欠失が癌細胞におけ

る ROS の産生と doxorubicin による DNA 損傷を亢進することが報告さ

れている 55)。本研究では，PF-543 による細胞死における ROS の関与を

抗酸化薬である NAC を用いて検討し，NAC の前処置は，PF-543 によ

るネクローシスを抑制することを見い出した。以上のことより，PF-543

による細胞傷害性の過程においても ROS 産生が関与していることが考

えられた。 

以上，本研究では，SphK1 阻害薬として開発された PF-543 が，口腔

SCC 細胞において，細胞死としてアポトーシス，ネクローシスを惹起す

ること，オートファジーを誘導すること，さらに，抗腫瘍作用を示すこ
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とを明らかとした。先行研究で，SphK1 阻害作用の関与を示した

safingol は，既に既存の抗癌薬との併用効果が明らかにされている

30,37,56)。したがって，今後 PF-543 についても既存の抗癌薬との併用効

果に関する検討を実施したいと考えている。本研究を含め，SphK1 なら

びに SphK2 の阻害薬に関する研究は世界各国で進められており，今後

の SphK をターゲットとした分子標的治療のさらなる理解と発展ならび

に S1P シグナルによるオートファジーの細胞死制御機序の解明を通し

て，副作用の少ないより効率的な口腔癌の薬物治療が拓かれることを期

待したい。 
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結 語 

 

1） ヒト口腔 SCC 細胞である Ca9-22 細胞，HSC-3 細胞および SAS 細

胞において PF-543 は，細胞生存率を低下させた。 

2） Ca9-22 細胞，HSC-3 細胞および SAS 細胞における PF-543 による

細胞傷害作用にはオートファジー誘導を伴った。また，Ca9-22 細

胞および HSC-3 細胞ではネクローシスの増強を，一方 SAS 細胞で

はアポトーシスの増強を認めた。  

3） HSC-3 細胞において PF-543 とオートファジー阻害薬の併用は，ア

ポトーシスあるいはネクローシスを増強した。 

4） HSC-3 細胞において，PF-543 により誘導されたネクローシスは抗

酸化薬の併用により軽減した。 

以上の成績より，SphK1 阻害薬 PF-543 による細胞傷害性にはオート

ファジーの誘導を伴い，誘導されたオートファジーは細胞生存に寄与す

ることが示唆された。また，HSC-3 細胞では，PF-543 によってアポト

ーシス，ネクローシス，オートファジーが誘導されるが，オートファジ

ーの阻害によって細胞死形態に変化が生じた。このような知見は未だ認

められておらず，本解析系は PF-543 の口腔癌に対する抗腫瘍活性およ

び細胞死誘導作用機序を解明するうえで有用と考えられた。  
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図の説明 

 

図 1. スフィンゴ脂質の代謝経路および S1P シグナル経路 

代表的なスフィンゴ脂質として，スフィンゴシン，セラミド，スフィ

ンゴシン 1-リン酸(S1P),セラミド 1-リン酸，スフィンゴミエリンなどが

ある。細胞膜のスフィンゴミエリンからスフィンゴミエリナーゼの働き

で生成されたセラミドあるいは de novo 合成経路で palmitoyl Co-A と

serineからデヒドロセラミドを経由して生成されたセラミドはセラミダ

ーゼの働きでスフィンゴシンとなり，スフィンゴシンから S1P が生成さ

れる（A）。S1P は細胞内シグナル伝達経路を介して働くだけでなく，オ

ートクライン経路との 2 経路で働く。細胞内で増殖と生存に働くととも

に，細胞外に放出された S1P は G タンパク共役型受容体である５種類

の S1PRsに結合し，Rac, PI3K,AC,ERK,PLC, Rho, JNKなどを介して，

その多彩な細胞応答をもたらす（B）。 

SphK（sphingosine kinase），SGPP（S1P phosphatase），S1PRs（S1P 

receptors），PI3K（phosphatidylinositol 3-kinase），AC（adenylyl 

cyclase-cyclic AMP），ERK（extracellular signal-regulated kinase），

PLC（phospholipase C），JNK（Jun amino terminal kinase） 

 

図 2. ヒト口腔 SCC 細胞における SphK1 の発現  
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Ca9-22 細胞，HSC-3 細胞および SAS 細胞での SphK1 の発現を，抗

SphK1 抗体を用いて検出した（A）。また，バンドシグナルの強度を画

像処理ソフト ImageJ を用いて数値化した（B）。（n=3）  

 

図 3. PF-543 がヒト口腔 SCC 細胞の細胞生存率におよぼす影響  

Ca9-22 細胞（A)，HSC-3 細胞（B），SAS 細胞（C)を 1，5，10，25，

50 µM の PF-543 存在下で 24，48，72 時間培養し，MTT 法を用いて細

胞生存率を測定した。（n=3）。  

 

図 4. PF-543 がヒト口腔 SCC 細胞の形態に及ぼす影響  

Ca9-22 細胞，HSC-3 細胞および SAS 細胞を PF-543 で処置し，72

時間培養した後に位相差顕微鏡にて細胞形態を観察した。図はそれぞれ

典型的な 50 倍および 200 倍の観察像を示す。 

 

図 5. ヒト口腔 SCC 細胞において PF-543 が細胞死形態に及ぼす影響 

25 µM の PF-543 にて処置した Ca9-22 細胞，HSC-3 細胞および SAS

細胞を 72 時間培養した後に，フローサイトメトリー解析を行った（A）。

Annexin V（－）PI（－）の生細胞（ ），annexin V（＋）PI（－）の

早期アポトーシス細胞（ ），annexin V（＋）PI（＋）の後期アポトー

シス細胞（ ），annexin V（－）PI（＋）のネクローシス細胞（ ）の



 

38 

 

4 区画に分け解析し，各区画の割合を求めてグラフ化した（B）。（*p<0.05 

vs. control，n=3） 

 

図 6. ヒト口腔 SCC 細胞において PF-543 が LC3 の局在に及ぼす影響 

25 µM の PF-543 にて Ca9-22 細胞（A），HSC-3 細胞（B）および SAS

細胞（C）を 72 時間処置した後に，細胞を固定して抗体反応を行い LC3

抗体の蛍光シグナルを共焦点レーザー顕微鏡にて検出した。図はそれぞ

れ典型的な観察像を示す。  

 

図 7. ヒト口腔 SCC 細胞において PF-543 が LC3 の発現に及ぼす影響  

25 µM の PF-543 にて Ca9-22 細胞，HSC-3 細胞および SAS 細胞を

72 時間処置した後に，イムノブロット法にて LC3 のバンドシグナルを

検出した（A）。また，バンドシグナルの強度を画像処理ソフト ImageJ

を用いて数値化した（B）。（*p<0.05 vs. control，n=3） 

 

図 8. HSC-3 細胞における PF-543 による LC3 発現に，オートファジー

阻害薬が及ぼす影響  

HSC-3 細胞を 2.5 µM の wortmannnin （A），1 mM の 3-MA（B），

0.25 nM の bafilomycin A1（C）にてそれぞれ 1 時間前処置した後に，

25 µM の PF-543 にて 72 時間処置し，イムノブロット法にて LC3 を検

出した。 
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図 9. HSC-3 細胞における PF-543 誘導細胞傷害に，オートファジー阻害

薬が及ぼす影響 

HSC-3 細胞を 2.5 µM の wortmannnin（A），1 mM の 3-MA（A），

0.25 nM の bafilomycin A1（B）にてそれぞれ 1 時間前処置した後に，

25 µM の PF-543 にて 72 時間処置し，フローサイトメトリー解析を行

った。Annexin V（－）PI（－）の生細胞（ ），annexin V（＋）PI

（－）の早期アポトーシス細胞（ ），annexin V（＋）PI（＋）の後期

アポトーシス細胞（ ），annexin V（－）PI（＋）のネクローシス細胞

（ ）の 4 区画に分けて解析し，各区画の割合を求めてグラフ化した。

（* p<0.05 vs. control，† p<0.05 vs. PF-543 only，n=3）  

 

図 10. 抗酸化薬 NAC が PF-543 による細胞死に及ぼす影響 

HSC-3 細胞を，5 mM の NAC にて 1 時間前処置した後に，25 µM の

PF-543 にて 72 時間処置し，フローサイトメトリー解析を行った。

Annexin V（－）PI（－）の生細胞（ ），annexin V（＋）PI（－）の

早期アポトーシス細胞（ ），annexin V（＋）PI（＋）の後期アポトー

シス細胞（ ），annexin V（－）PI（＋）のネクローシス細胞（ ）の

4 区画に分けて解析し，各区画の割合を求めてグラフ化した。（* p<0.05 

vs. control，† p<0.05 vs. PF-543 only，n=3）  
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図 11. SphK1 阻害薬 PF-543 の口腔 SCC 細胞に対する効果 

PF-543 が SphK1 を阻害すると，アポトーシス，ネクローシスならび

にオートファジーが誘導される。この過程で ROS が関与する可能性が

ある。オートファジーはアポトーシスとネクローシスによる細胞死に対

して抑制的に働き，オートファジー阻害薬でアポトーシスとネクローシ

スが増強される，あるいはアポトーシスが増強されネクローシスが低下

することが実験結果より示唆される。 



図1A

Sphingomyelin

Ceramide

Sphingomyelinase

Sphingosine S1P 

SphK1/2

SGPP1/2

Palmitoyl Co-A +Serine

Dehydrosphingosine

Dehydroceramide

De novo synthesis



図1B

Rac

PI3K
ERK

PLC
Rho

JNK

AC

Cellular responses

RasGTP

NF-kB [Ca2+]i

Growth
Survival



Ca9-22   HSC-3 SAS        

SphK1

b-Actin

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

R
el

at
iv

e 
d

en
si

ty
A

B

図2

Ca9-22    HSC-3 SAS        



図3

0
20
40
60
80
100
120
140

0 24 48 72

Time after treatment (h)

Time after treatment (h)

%
 o

f 
co

n
tr

o
l

%
 o

f 
co

n
tr

o
lA

B

0
20
40
60
80
100
120
140

0 24 48 72

0
20
40
60
80
100
120
140

0 24 48 72

%
 o

f 
co

n
tr

o
l

Time after treatment (h)

C



図4

（×50）

（×200）



図5

A

B

0

20

40

60

80

100

control PF543

25µM

control PF543

25µM

control PF543

25µM

%
o

f 
to

ta
l c

el
ls

＊

＊

＊

＊

＊

＊

＊



図6A

DAPI

LC3

merge

Control PF-543

10 µm

10 µm

10 µm

10 µm

10 µm

10 µm



図6B

DAPI

LC3

merge

Control PF-543

10 µm

10 µm

10 µm

10 µm

10 µm

10 µm



図6C

DAPI

LC3

merge

Control PF-543

10 µm

10 µm

10 µm

10 µm

10 µm

10 µm



図7

LC3-I

LC3-II

Control  PF-543  Control PF-543    Control PF-543

Ca9-22 HSC-3

β-Actin

SASA

B

＊

＊

＊



図8

LC3-I

LC3-II

β-Actin

Control
PF-543
25μM

Wortmannin
2.5μM

PF-543
+

Wortmannin

Control
PF-543
25μM

3-MA
10ｍM

PF-543
+

3-MA

LC3-I

LC3-II

β-Actin

Control
PF-543
25μM

Bafilomycin A1
0.25nM

PF-543
+

Bafilomycin A1

LC3-I

LC3-II

β-Actin

A

B

C



図9

0

20

40

60

80

100

control PF543 25µM Wortmannin
2.5µM

PF+Wort 3MA 10mM PF+3MA

%
o

f 
to

ta
l c

el
ls

Control PF-543 Wortmannin 3-MA PF-543
+

3-MA

PF-543
+

Wortmannin

0

20

40

60

80

100

control PF543 25µM bafilomycin 0.25nM PF+baf
Control PF-543 Bafilomycin A1 PF-543

+
Bafilomycin A1

%
o

f 
to

ta
l c

el
ls

A

B

＊

＊
＊＊

＊

＊＊

＊

＊

†

† †

†

†

†

＊
＊

†

†＊

＊ ＊

＊



図10

0

20

40

60

80

100

control PF-543 25µM NAC 5mM PF+NAC 5mMControl PF-543 NAC PF-543
+

NAC

%
o

f 
to

ta
l c

el
ls

†

＊

＊

†

＊

＊



SphK1

Necrosis Apoptosis

Autophagy inhibitors

PF-543

Autophagy

ROS

NAC

図11


