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研究成果の概要（和文）：上皮間葉転換（EMT）と間葉上皮転換（MET）は、癌細胞が悪性化するために不可欠な
プロセスであるが、その分子機構は不明である。本研究では、口腔上皮癌細胞株SASから間葉様のDelta-SASと上
皮様のSAS-δの2種類の癌細胞株を樹立した。SAS-δは重層的な異常増殖を示し、マウス舌移植において浸潤性
腫瘍を形成した。これは、SAS-δが高悪性化の癌細胞株に転換したことを示唆する。LATS1/2キナーゼは転写因
子SLUGをリン酸化し、SLUGの除去はSAS-δの浸潤能を促進した。本研究は、LATS1/2-SLUG経路がEMTとMETの連続
転換を行うことで、高悪性化癌へ移行させることを示唆する。

研究成果の概要（英文）：The epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) is an essential process by 
which cancer cells acquire malignant features. However, the molecular mechanism and functional 
implications of the EMT and the mesenchymal-to-epithelial transition (MET) in tumor progression 
remain unclear. In this study, two aggressive cancer cell lines, mesenchymal-like Delta-SAS and 
epithelial-like SAS-δ, were established from oral cancer cells. SAS-δ, but not parental SAS, 
exhibited piled-up overgrowth and invasive tumor formation in the tongues of nude mice, suggesting 
that SAS-δ represented more advanced cancer cells than the parental SAS cells. The EMT-related 
transcriptional factor SLUG is phosphorylated by the Hippo pathway-related kinases, LATS1 and LATS2,
 and knockdown of SLUG by siRNA promoted the invasive activity of SAS-δ. Our results suggest that 
LATS1/2-SLUG axis regulates the transition of SAS cells to the advanced stage via repeated switching
 between the EMT and MET.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： 口腔扁平上皮癌　上皮間葉転換　細胞増殖　悪性化　Hippo経路　LATS　リン酸化　TGF-β
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研究成果の学術的意義や社会的意義
癌治療における最大の障壁は癌細胞の進展（悪性化）による浸潤・転移と、薬剤耐性能や放射線耐性能を獲得し
た癌幹細胞に由来するとされる癌の再発である。上皮間葉転換（EMT）と間葉上皮転換（MET）は浸潤転移や幹細
胞化を誘導するため、悪性癌細胞の成り立ちや分子機序を理解する上で重要な細胞内機構の一つである。本研究
の成果は、癌細胞がEMTとMETを連続的に繰り返すことによりさらに悪性度が高い癌細胞に形質転換する分子機構
を解明し、これを標的とした新しい癌診断法や画期的な治療法の開発に繋がるものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 上皮間葉転換（EMT: epithelial-mesenchymal transition）とは、上皮系細胞が細胞接着性や細胞極
性を失い、運動能の高い間葉系細胞へと形質転換する現象である。EMT は元々初期胚の発生過
程において提唱されたが、癌細胞の浸潤・転移においても、原発巣からの離脱と間質への浸潤の
過程で重要な役割を果たしている（Nieto ら, 2016）。EMT は TGF-β を含むサイトカインなどに
より誘導されるが、E-cadherin などの接着分子の発現調節を行う転写因子 SNAIL (SNAI1)、SLUG 
(SNAI2)、ZEB1、ZEB2, TWIST などがその制御の中核分子として機能する。実際に、前立腺癌や
乳癌などの悪性癌においてこれらの転写因子が高発現していることが多数報告されている。す
なわち、Snail や Slug などの発現異常は EMT を促進し、癌細胞に運動能・浸潤能を獲得させて
播種や転移の増進を招くことになる。一方で、間葉上皮転換（MET: mesenchymal-epithelial 
transition）は間葉系細胞が上皮系細胞へ転換することであるが、血管内を循環した癌細胞が転移
先臓器において浸潤した後に、細胞増殖を再開してコロニーを形成する上で重要だと考えられ
ている。興味深いことに、近年では上皮系（E）と間葉系（M）の転換は可逆的で連続性があり、
EとMの中間に位置する intermediate-E（別名metastable）の存在が提唱されている（Leeら, 2006）。
これらは EMT と MET が想像以上に複雑で緻密に連動した機構であることを示唆しているが、
その詳細な分子機序は明らかになっていない。 
 一方、ヒッポ経路（Hippo pathway）は細胞増殖と細胞死を制御することで組織の恒常性維持や
腫瘍形成に関わる重要なシグナル伝達経路である（Pan, 2010）。細胞間接触や細胞極性などの刺
激によりこの経路が活性化されると、２つの主要なセリン・スレオニンキナーゼ LATS1 および
LATS2 が上流キナーゼである MST1 および MST2 によりリン酸化されて活性化し、その下流で
増殖促進に働く転写共役因子 YAPおよびTAZをリン酸化して不活性化することで細胞増殖を抑
制する。注目すべきことに、Hippo pathway（MST1/2-LATS1/2-YAP/TAZ 経路）が EMT の制御に
関与することが最近複数報告された（Janse van Rensburg ら, 2016）。実際、我々は LATS2 が SNAIL
をリン酸化して EMT を促進していることを既に報告している（Zhang ら, 2012）。 
 
２．研究の目的 
 上記のことから、我々は癌細胞が EMT と MET を
連続的に繰り返すことによりさらに悪性度が高い癌
細胞に形質転換すると考えている。すなわち、EMT
により E から M へ転換した癌細胞は、続けて MET
により Mから E へ転換することで単なる E に戻るの
ではなく“悪性度の高い E（Advanced-E と命名）”に
なり、さらに EMT を行うことで“より悪性度の増し
た M（Advanced-M）”の癌細胞が生まれるのではない
かと考えている（図１）。本研究の目的は、この独自
の発想に基づき「EMT と MET を繰り返す段階的連続転換機構モデル」を提唱し、この分子機構
において LATS1/2 キナーゼが主要な役割を果たしていることを実証することである。 
 これを達成するために、本研究では主に口腔癌に由来する扁平上皮癌細胞株 SAS を用いて実
験を行った。口腔癌は全癌の約 1％、全頭頸部癌の約 40％を占めるとされ、比較的多い悪性腫瘍
である。浸潤や局所再発、頸部リンパ節転移、遠隔転移により予後不良となる症例も散在する。
従来の病理組織学的な悪性度評価方法は判定が煩雑であるために広く普及していない。そのた
め、本研究により悪性化の分子基盤を解明できれば、それを応用した新しい早期癌診断法や高悪
性癌に対する画期的な治療法の開発へ繋がると期待できる。 
 
３．研究の方法 
 上記の目標を達成するために、口腔扁平上皮癌（舌癌）由来の SAS 癌細胞株を用いて、TGF-
β1 刺激で誘導される EMT を４回繰り返すことによって通常の間葉系状態を勝る高い運動能
（motility）を獲得した細胞株 Delta-SAS を樹立し、続けてその細胞株から TGF-β を除去するこ
とで MET を誘導して上皮系に戻した細胞株 SAS-δを樹立した（図２）。In vitro 損傷治癒解析に
より、TGF-β1 非存在下では SAS-δ細胞株が親株である SAS 細胞（parental SAS=p-SAS）と同程
度の低い運動能に戻っていることを確認した。しかし興味深いことに、SAS-δ細胞株では p-SAS
細胞とは異なり、Hippo pathway 関連タンパク質の発現
異常が観察された。これらの結果は、MET が単純な
EMT の逆戻り現象ではなく、互いに異なる分子機構が
働いていることを示唆している。すなわち、EMT と
MET の連続的な転換が癌細胞で起こることによって、
その連続転換は、E（上皮系）と M（間葉系）のループ
状の繰り返しというよりかはむしろ螺旋的な段階を経
て癌細胞がより悪性度の高いステージ（advanced-E ある
いは advanced-M）に至る現象である可能性が考えられ
る（図１）。本研究ではこの細胞モデル系を用いて、
LATS1/2 を介した EMT/MET の連続転換制御機構にお
ける分子機序について機能解析を行った。 



 具体的には以下のように実験を行った。 
（１）SAS-δ細胞株の表現型の解析： 
 新たに樹立した SAS-δ 細胞株（Advanced-E 細胞に相当する）が親株である p-SAS 細胞（E 細
胞に相当する）の表現型に違いがあるかを調べるため、SAS-δ細胞株の①細胞増殖能や増殖様式、
②遊走性（migration）、③浸潤能（invasiveness）を調べた。①では、増殖率を 12 日間計測し、顕
微鏡下で細胞の分裂や運動の様子などについて比較した。また、③では SAS-δ 細胞株と p-SAS
細胞それぞれを 2 層構造のマトリゲルインベージョンチャンバーの上層に播種して、マトリゲ
ル・メンブンレンを通過した細胞を固定・染色の後、顕微鏡下で観察と計測を行った。 
（２）SAS-δ細胞株における EMT/MET 制御機構の解析： 
①SAS-δ 細胞株が TGF-β1 の存在下あるいは非存在下で EMT あるいは MET を実際に起こして
いるかどうかを調べるために代表的な上皮系マーカーである E-cadherin や Occludin、間葉系マー
カーである Vimentin や N-cadherin などの発現量の変化をウエスタンブロット（WB）法などで調
べた。 
②上記のEMTマーカー分子の発現調節に関与するZnフィンガー型転写制御因子SNAIL、SLUG、
ZEB1 の発現レベルについても同様に調べた。 
（３）SAS-δ細胞株における Hippo pathway の機能解析： 
①SAS-δ細胞株が増殖する様子を観察すると細胞が顕著に積み重なる（pile up）ように異常増殖
していることに気が付いた。これは明らかに p-SAS 細胞が増殖する様相とは異なっていた。癌
細胞の特徴の一つである細胞間の「接触阻止（contact inhibition）の無視」は、近年、Hippo pathway
による増殖抑制制御が破綻した結果であることがわかってきた。そこで、p-SAS および SAS-δ細
胞株をコンフルエントな状態で長期培養し、その後 WB 法により Hippo pathway の構成因子
（LATS1/2 および YAP/TAZ）の発現量の変化を調べた。 
②p-SAS および SAS-δ 細胞株において TGF-β1 の存在下あるいは非存在下における LATS1/2、
YAP/TAZ、MST2 の発現量の変化も調べた。 
（４）SAS-δ細胞株の EMT 制御における LATS1/2 キナーゼの役割： 
①これまでに、in vitro キナーゼアッセイにより LATS1/2 が SLUG を直接リン酸化していること
を見出している。そこで、LATS1/2 による SLUG のリン酸化部位を決定した後、その特異的抗リ
ン酸化抗体を作製し、これを用いて実際に LATS1/2 が細胞内で SLUG をリン酸化するかを WB
法や免疫染色（IF）法で調べた。 
②TGF-β1 の存在下あるいは非存在下で SAS-δ 細胞株や p-SAS 細胞における SLUG のリン酸化
の挙動について特異的リン酸化抗体を用いて同様に調べた。 
③LATS1/2 あるいは SLUG に対する siRNA を用いてノックダウンを行い、SAS-δ 細胞株の遊走
性・浸潤能への影響を調べた。 
（５）マウス生体における SAS-δ細胞株の腫瘍形成能： 
①ヌードマウス舌癌モデルの実験系を利用して、SAS-δ細胞株あるいは p-SAS 細胞を舌移植し、
マウスの生存率、体重変化および腫瘍形成率などを経時的に観察した。 
②マウスの舌移植巣から組織切片を作製し、ヘマトキシリン・エオシン（H&E）染色の後、病理
学的な形態観察を行った。 
（６）新しい癌診断方法としての SSZ（SNAIL/SLUG/ZEB1）分類の提唱とその予備実験： 
 舌癌において LATS1/2 による SNAIL, SLUG, ZEB1 のリン酸化抗体を用いた組織染色が新しい
癌診断方法「SSZ 分類」として確立できるかを検証するために、その予備実験として p-SAS あ
るいは SAS-δ細胞株を用いて WB 法により SNAIL, SLUG, ZEB1 の発現レベルなどと悪性度の相
関を調べた。 
（７）p-SAS および SAS-δ細胞株のスフェア形成（癌幹細胞性）と LATS1/2 経路の関係： 
①SAS 細胞（p-SAS）は、低接着プレート上での高いスフェア（細胞塊）形成能とスフェア形成
時における放射線耐性能・多剤耐性能を有することから癌幹細胞性を持ち合わせていると考え
られている（Chen ら, 2012）。SAS-δ 細胞株が、より高い癌幹細胞性を獲得しているかを調べる
ため、SAS-δ細胞株のスフェア形成能を測定し、抗癌剤（CDDP）などの薬剤処理に対する抵抗
性をアポトーシス（細胞死）の判定で評価した。 
②SAS 細胞の高いスフェア形成能に LATS1/2 がどのように関与しているかを調べるために、ス
フェア形成過程を経時的に追跡して、LATS1/2 およびその上流・下流因子の発現レベルなどを
WB 法で調べた。また、LATS1/2 のノックダウンによるスフェア形成への影響を調べた。 
 
４．研究成果 
 下記のように、悪性舌癌細胞における LATS1/2 を介した「EMT/MET
段階的連続転換機構モデル」の分子機序の一端を明らかにした。 
（１）SAS-δ細胞株の増殖異常： 
 口腔扁平上皮癌細胞株SAS（p-SAS）からTGF-β処理の有無によりEMT
と MET を連続的に誘導し細胞運動能を指標にして新たに樹立した SAS-
δ 細胞株についてその表現型を調べた。SAS-δ 細胞は細胞間の接触阻止
を無視して積み上がるように異常増殖し（図３）、親株である p-SAS 細
胞より高い増殖率を示した。一方で、TGF-β 非存在下ではマトリゲルイ
ンベージョンチャンバーを用いた in vitro の遊走性および浸潤能は p-SAS



細胞よりも低下した。これらの結果は、SAS-δ 細胞株が EMT と MET の連続転換を行うことに
よって p-SAS 細胞とは異なる性質を獲得したことを示唆している。 
（２）SAS-δ細胞株における EMT/MET 制御機構の維持： 
①SAS-δ細胞株が上皮系細胞の性質を維持しているかどうか、さらには TGF-β1の存在下あるい
は非存在下で EMT あるいは MET を実際に起こしているかどうかを代表的な EMT マーカー
（Occludin や Vimentin など）の発現変化で調べたところ、SAS-δ細胞株は上皮系細胞の性質を維
持し、部分的ではあるが TGF-β1に高感受性で可逆的な EMT/MET の転換機構を獲得しているこ
とがわかった。 
②また、SNAIL や SLUG の発現は SAS-δ細胞株で増加し、TGF-β1の添加でさらに増加した。 
（３）SAS-δ細胞株における Hippo pathway の制御機構： 
①重層的に異常増殖する SAS-δ細胞株では接触阻止機
構が破綻していると考えられるため、Hippo pathway の
挙動を調べた。その結果、SAS-δ細胞株では p-SAS 細
胞と比べて LATS1/2 の発現量が減少し、SAS-δ 細胞株
を長期培養すると LATS1/2 が激減することを見出した
（図４）。この減少は培地交換を行うことで解消された
ことから、SAS-δ 細胞株が作り出す微小環境因子が
LATS1/2 の発現量を調節していると示唆された。 
②TGF-β1の存在下あるいは非存在下で p-SAS と SAS-
δ 細胞株における Hippo 経路関連蛋白質の発現量およ
び活性化を調べたところ、SAS-δ 細胞株では LATS1/2
の発現低下に伴い下流標的である YAP/TAZ の発現上
昇が認められたが、TGF-β1 の添加による LATS1/2 の減少と YAP/TAZ の発現量や上流キナーゼ
MST2 の活性化状態の間に相関が認められなかった。つまり、SAS-δ 細胞株では Hippo pathway
の制御機構の一部に破綻が確認された。 
（４）SAS 細胞および SAS-δ細胞株における SLUG のリン酸化制御： 
①上記の結果から、LATS1/2 には Hippo pathway 以外の標的因子があると予測される。キナーゼ
アッセイにより LATS1/2 キナーゼが SLUG の特定のアミノ酸残基をリン酸化することを見出し
た。さらに、その部位に対する特異的抗リン酸化抗体を作製し、免疫染色によりリン酸化型 SLUG
の細胞内局在を調べたところ、p-SAS 細胞の核内でドッ
ト状に局在することを見出した。一方、このリン酸化型
SLUG の局在が SAS-δ 細胞株では減少または消失してい
ることを見出した。 
②SAS-δ 細胞株において SLUG をノックダウンすると、
LATS1/2 の発現量が増加して細胞内におけるリン酸化
SLUG の比率を上昇させ、SAS-δ細胞株の in vitro 浸潤能
を p-SAS 細胞のそれよりも顕著に増加させた（図５）。こ
れらの結果は、細胞内におけるリン酸化型 SLUG の割合
が増加することで SAS-δ細胞株の高悪性化が引き起こさ
れることを示し、LATS1/2-SLUG 経路が EMT/MET の連
続転換機構を介した癌の高悪性化に重要な役割を果たし
ていることを示唆している。 
（５）ヌードマウス舌癌モデルにおける SAS-δ細胞株の腫瘍形成能： 
 In vivo 実験系としてヌードマウス舌癌モデルの実験系を利用して、SAS-δ 細胞株を舌移植し、
マウスの生存率および体重変化を経時的に観察したところ、p-SAS 細胞を移植した場合と比較し
て有意な減少を示した。また、SAS-δ細胞株を移植してできた舌腫瘍の病理解析では移植した癌
細胞が浸潤している様子が観察された。これらの結果から、SAS-δ細胞株がマウス生体内におい
て p-SAS よりも高い悪性度を有し、生体内における舌癌の悪性化には TGF-βのような細胞外因
子とそれにより制御される LATS1/2-SLUG 経路が重要な役割を果たしていることが示唆された。 
（６）新しい舌癌診断方法としての SSZ 分類の提唱とその予備実験： 
 p-SAS 細胞と SAS-δ 細胞株において SNAIL、SLUG、ZEB1 の発現量を比較すると、ZEB1 の
発現だけが両細胞において確認できなかった。しかし、SLUG をノックダウンした SAS-δ細胞で
はわずかに ZEB1 の発現上昇が認められた。まだ組織免疫染色実験における条件検討などが必要
で詰めるべき検証が残されているが、SNAIL、SLUG、ZEB1 の発現レベルやリン酸化レベルに
よる悪性度の分類ができる可能性がわずかに見えた。 
（７）p-SAS および SAS-δ細胞株のスフェア形成（癌幹細胞性）における LATS1/2 の役割： 
①p-SAS 細胞は高いスフェア形成能や多剤耐性能を含む癌幹細胞性を持ち合わせている。SAS-δ
細胞株のスフェア形成能を測定したところ、p-SAS よりも高いスフェア形成能が認められた。ま
た、抗癌剤（CDDP）に対しても抵抗性を示しアポトーシスを阻害した。これらの結果は、SAS-
δ細胞株が高い癌幹細胞性を有し、p-SAS 細胞よりも悪性度が高いことを示唆している。 
②p-SAS 細胞において LATS1/2 は高発現しているので、LATS1/2 をノックダウンしたところス
フェア形成が顕著に阻害された。また、スフェア形成の過程を経時的にサンプリングして
LATS1/2 や Hippo pathway および EMT 関連因子の発現量・活性化状態を調べたところ、スフェ



ア形成開始の直前段階に LATS1/2 や EMT 関連因子が一過性に発現上昇し活性化することを見
出した（Nozaki and Yabuta* et al., 2019）。これらの結果は、LATS1/2 が EMT を介して癌幹細胞の
スフェア形成開始に必須の役割を果たしている可能性を示唆している。 
③独自に考案した装置（スフェロイドキャッチと命名）を用いて p-SAS 細胞よりも高いスフェ
ア形成能を有する細胞を濃縮して新たな癌細胞株 eSAS を樹立した（Fujibayashi and Yabuta* et al., 
2018）。SAS-δ細胞株は eSAS 細胞株よりも高いスフェア形成能を示した。 
 
 上記のことから、舌癌細胞が EMT と MET を連続的に繰り返すことにより高悪性度の癌細胞
に形質転換する「EMT/MET 段階的連続転換機構モデル」の分子機構において、Hippo シグナル
経路関連キナーゼである LATS1 と LATS2 が転写因子 SLUG を介して主要な役割を果たしてい
ることを明らかにした（論文再投稿準備中）。 
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