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研究成果の概要（和文）：異なる硬さのハイドロゲルおよびラミニン332にてコーテイングした培養デイッシュ
を作成し、CD44high口腔扁平上皮癌細胞を培養したところ、50kPa のハイドロゲルでは上皮細胞様形態を示した
が、4.0kPaのハイドロゲルでは線維芽細胞様形態を示す細胞に変化し、1.0kPaのハイドロゲルではamoeboid様形
態を示す細胞に変化した。このことから、CD44high口腔扁平上皮癌細胞では、ハイドロゲルの弾性率の変化によ
り、mesenchymal to amoeboid transitionが生じることが示された。

研究成果の概要（英文）：We investigated changes in phenotype in CD44 high-oral squamous cell 
carcinoma cells that were cultured on laminin332-coated hydrogel with various degrees of stiffness. 
Mesenchymal-like morphology was observed when cells were cultured on 4.0 kPa laminin-coated 
hydrogel; amoeboid-like morphology was observed when cells were cultured on 1.0 kPa laminin-coated 
hydrogel. These results indicated that CD44high cells underwent mesenchymal to amoeboid transition 
when cultured on laminin-coated softer hydrogel.

研究分野： Molecular Oncology
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研究成果の学術的意義や社会的意義
CD44high口腔扁平上皮癌細胞は、ラミニン332にてコーテイングしたハイドロゲル上にて培養した結果、足場の
弾性率の変化によりamoeboid様形態を示す細胞に変化することが明らかとなった。さらに、アクチン細胞骨格を
制御するcofilin-1がamoeboid様細胞の形態維持に必要であることが示唆された。このことから、口腔癌幹細胞
は周囲の細胞外基質や足場の弾性率に応じて、細胞形態や遺伝子発現パターンを柔軟に変化させることが可能で
あり、表現型および遺伝子発現の可塑性が口腔癌幹細胞の重要な特徴のひとつであることが明らかとなった。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

これまで，口腔癌細胞における上皮間葉移行（epithelial-mesenchymal transition: EMT）と癌

幹細胞形質の関連性を検討するため，CD44 と ESA（epithelial specific antigen）をマーカーと

して，口腔扁平上皮癌細胞株から，線維芽細胞形態を示す EMT 型細胞集団（CD44high/ESAlow）

と上皮形態を示す上皮型細胞集団（CD44high/ESAhigh）を FACS にて分離し，検討を行ってき

た。その結果，CD44high/ESAlow 細胞は，Vimentin や Snail などの EMT 関連遺伝子を高発現

しており，高い遊走能とスフィアコロニー形成能を示すことが明らかとなった（Shigeishi et 

al. Stem Cells, 2013）。また， CD44high/ESAlow 細胞は，数週間培養後に CD44high/ESAhigh細胞

に変化し，親細胞の表現形を再現した。このことは，同じ遺伝子型をもつ間葉系細胞が間葉

上皮移行（mesenchymal-epithelial transition: MET）により上皮系細胞を生じ，腫瘍の

heterogeneity を再構成することを示す。さらに，活性化型 GSK3は CD44high/ESAlow 細胞の

自己複製に必要であり，CD44high/ESAlow 細胞は，GSK3インヒビターを用いて

CD44high/ESAhigh細胞や CD44low 細胞へ誘導されることが明らかとなった（Shigeishi et al. J 

Oral Pathol Med. 2015）。さらに，口腔癌細胞において転写因子である Snail を強制発現させ

ると，CD44high/ESAlow 細胞が生じることから，Snail は EMT と CD44 発現制御の両方に関与

していることが明らかとなった（Hashikata and Shigeishi et al. Int J Clin Exp Pathol, 2016）。ま

た，ALDH1 は癌幹細胞マーカーとして知られている。我々は，CD44high/ALDH1high細胞は間

葉形質を示し，ALDH1 活性の維持には活性化型 GSK3が必要であり，GSK3 のノックダ

ウンによって，ALDH1 活性が低下し，上皮細胞様に変化することを明らかとした（Seino and 

Shigeishi et al. J Oral Pathol Med. 2016）。以上より，CD44high細胞において GSK3は ALDH1

の酵素活性を制御することにより，口腔扁平上皮癌の幹細胞形質および間葉形質を制御す

ることが明らかとなった。 

 

２．研究の目的 

幹細胞は自己複製能と分化能をもつ細胞であるが，癌組織においても癌特異的な幹細胞が

存在し，腫瘍の再発や転移に深く関与すると考えられている。我々は，CD44 高発現口腔癌

細胞において間葉形質と癌細胞形質を有する細胞集団を同定し，その自己複製と分化の調

節には活性化型 GSK3依存性の ALDH1 活性が関与していることを明らかとした。本研究

においては，これまでの成果をさらに発展させ，周囲の微小環境やメカニカルストレスによ

り制御される，口腔扁平上皮癌幹細胞に特有な分化の調節機構を解明する。さらに癌幹細胞

において制御される個々の遺伝子産物の発現を検討することを目的とした。 

 

３．研究の方法 
(1) 外因性の PGE2 によるアポトーシス抵抗性への影響 
口腔扁平上皮癌細胞において，外因性 PGE2 および EGFR を介したシグナル制御は，抗癌剤

抵抗性に関与することを報告してきた（Shigeishi et al. Cancer lett, 2011）。この結果をふまえ，

液性因子である PGE2 の存在下での，CD44high細胞の抗癌剤により誘導されるアポトーシス

細胞の検出を，AnnexinV を用いた FACS 解析にて行った。GFP を遺伝子導入した

CD44high/ESAlow 細胞と CD44high/ESAhigh細胞を同一の Dish 内で共培養し，CD44high/ESAhigh細

胞において抗癌剤により誘導されるアポトーシス細胞を FACS にて解析した。さらに，セル

カルチャーインサートを用いて同一のメディウム内で両細胞を共培養し，抗癌剤により誘

導される CD44high/ESAhigh 細胞におけるアポトーシスを FACS にて解析した。さらに， 



NR4A2ノックダウン後のCD44high/ESAhigh細胞におけるアポトーシス関連遺伝子発現の変化

を解析した。 

 

(2) 足場の弾性率や物性が CD44high細胞の幹細胞形質に及ぼす影響 

異なる硬さ（弾性率）のハイドロゲルでコーテイングした培養デイッシュにラミニン等の細

胞外基質を加えた足場を作成した。異なる足場の弾性率や細胞外基質での CD44high 細胞の

形態の変化および幹細胞マーカーの発現を検討し，幹性の維持に適した細胞外基質を明

らかにすることを目的とした。 

 

４．研究成果 

（１）口腔扁平上皮癌の癌幹細胞形質に関与する液性因子の検討 

口腔扁平上皮癌細胞から CD44high/ESAhigh細胞および CD44high/ESAlow 細胞を sorting し，内因

性 PGE2 のアポトーシス抵抗性への関与について検討した。GFP を遺伝子導入した

CD44high/ESAlow 細胞と CD44high/ESAhigh細胞を同一の Dish 内で共培養し，CD44high/ESAhigh細

胞において 5-FU により誘導されるアポトーシス細胞の割合を FACS にて解析した。その結

果，単独培養した CD44high/ESAhigh 細胞と比べて，CD44high/ESAlow 細胞と共培養した

CD44high/ESAhigh細胞の方が，有意にアポトーシス細胞の割合は減少した。さらに，セルカル

チャーインサートを用いて同一のメディウム内で両細胞を共培養し，5-FU により誘導され

るCD44high/ESAhigh細胞におけるアポトーシス細胞の割合をFACSにて解析した。その結果，

CD44high/ESAlow 細胞と共培養した CD44high/ESAhigh 細胞では，有意にアポトーシス細胞の割

合は減少した。さらに，ELISA 法を用いて，CD44high/ ESAlow 細胞由来の PGE2 を確認した。

さらに，5-FU および PGE2 存在下での，NR4A2 siRNA ノックダウン後の CD44high/ESAhigh

細胞におけるアポトーシス関連遺伝子発現を検討したところ，Bcl2 mRNA 発現は NR4A2 ノ

ックダウン後に減少し，Bax mRNA 発現は NR4A2 ノックダウン後に増加した。このことか

ら，PGE2 により誘導される NR4A2 がアポトーシス抵抗性に関与することが明らかとなっ

た。以上より，CD44high/ESAlow 細胞由来の PGE2 が CD44high/ESAhigh 細胞の抗癌剤抵抗性に

関与する可能性が示唆された(Shigeishi H et al. Int J Clin Exp Pathol, 2018)。 

 

（２）足場の弾性率や細胞外基質が CD44high口腔扁平上皮癌細胞に及ぼす影響 

異なる硬さのハイドロゲルおよびラミニン 332 にてコーテイングした培養デイッシュを作

成し，CD44high口腔扁平上皮癌細胞を培養したところ，50kPa のハイドロゲルでは上皮細胞

様形態を示したが，4.0kPa のハイドロゲルでは線維芽細胞様形態を示す細胞（mesenchymal-

like CD44high 細胞）に変化し，1.0kPa のハイドロゲルでは amoeboid 様形態を示す細胞

（amoeboid-like CD44high 細胞）に変化した。このことから，CD44high口腔扁平上皮癌細胞は，

ラミニン 332 をコーテイングしたハイドロゲル上で培養すると，足場の弾性率の変化によ

り，mesenchymal to amoeboid transition が生じることが明らかとなった。 microarray 解析の

結果より，amoeboid-like CD44high細胞では mesenchymal-like CD44high 細胞と比較して cofilin-

1 が高発現しており，アクチン細胞骨格を制御する cofilin-1 が amoeboid-like 細胞の形態維

持に必要であることが示唆された（Shigeishi et al. Int J Clin Exp Pathol, 2019）。 
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