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研究成果の概要（和文）：頭頸部癌の多くを占める口腔癌は転移を認めることがあり、転移症例は予後不良とな
る。従って口腔癌転移の分子機構を解明することは臨床上重要である。
癌細胞が転移する際には多くの遺伝子の発現が変動する。本研究は、口腔癌細胞の転移に関与する遺伝子を同定
するとともに、その発現制御機構を明らかにすることである。高転移能を有する口腔癌細胞のトランスクリプト
ームを解析することで、CSF2（Colony Stimulating Factor2）をはじめとした複数の遺伝子が口腔癌の進展に関
与することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Oral cancer, which is the most common malignancy in head and neck region, 
often shows metastasis, leading to poor prognosis. Therefore, it is clinically important to 
elucidate the molecular mechanisms of oral cancer metastasis.
The expressions of numerous genes are dysregulated in the metastatic process. The present study 
aimed at identifying genes associated with oral cancer metastasis, and revealing the mechanisms of 
the gene expression. By analyzing transcriptome of an oral cancer cell line with high metastatic 
potential, we revealed that several genes such as CSF2 (Colony Stimulating Factor2) were involved in
 oral cancer progression.

研究分野：分子生物学

キーワード： 口腔癌　扁平上皮癌　遺伝子転写制御　転移

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
口腔癌は頭頸部癌の多くを占めており、その発症率は年々増加している。口腔領域にはリンパ管や血管が豊富に
存在することから、口腔癌は頸部リンパ節や遠隔臓器へ転移を認めることが多い。転移の過程で変動する遺伝子
を同定するとともに、それらの遺伝子を制御する分子機構を明らかにすることによって新たな治療法や診断マー
カーの開発につながることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 頭頸部癌の多くを占める口腔癌は外科的切除が第一選択であり、早期癌の場合は根治も
見込める。しかし口腔領域には脈管が豊富に存在することから、頸部リンパ節や遠隔臓器へ
転移する症例も珍しくない。転移は口腔癌の予後不良因子の 1つであることから、転移の分
子機構を解明することが望まれている。 
 
 癌細胞が転移する際には、様々な遺伝子の発現が変動する。癌の進展を制御する重要な遺
伝子は、より強力なエンハンサーの影響下に置かれることが近年示唆されている。転写制御
因子やヒストン修飾が高密度でエンリッチしている領域は、スーパーエンハンサーと呼ば
れる。スーパーエンハンサーの支配下にある遺伝子はマスター遺伝子として細胞の
identity や phenotype を決定する。口腔癌細胞においてこれらの遺伝子発現制御機構はほ
とんど明らかになっていない。 
 
 癌の進展を解析するためには適切な細胞株モデルを選択する必要があるが、ある癌細胞
を親株として、異なる表現型を獲得した亜株を樹立することが行われている。例えば Matsui
らは、HSC-3 細胞（舌の口腔癌細胞）を親株として高転移能株 HSC-3-M3 細胞を in vivo 
screening によって樹立している（Oral Oncology, 34, 253-56, 1998）。これらの細胞は同
じ遺伝的背景を有すると考えられるが、表現型が異なっているため同一患者の癌進展を模
倣したモデルとして有用である。しかしこの 2 つの細胞の分子学的特性の差異を解析した
報告はない。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は口腔癌細胞の転移に関与する遺伝子を同定するとともに、その発現制御機構を明
らかにすることである。同一個体由来で表現型が異なる、HSC-3 細胞と HSC-3-M3 細胞の比
較解析を主軸にして研究を展開する。本研究の結果から、口腔癌転移の治療標的因子や診断
マーカーの同定に結びつくことが期待される。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 細胞培養 
ヒト舌癌細胞株である HSC-3 細胞と高転移能株 HSC-3-M3 細胞を、Japanese Collection 
of Research Bioresources（JCRB）細胞バンクから入手した。いずれの細胞も 10％子牛胎
児血清を含む Dulbecco’s Modified Eagle Medium で培養した。 
 
(2) Short Tandem Repeat（STR）解析と sex-typing 
QIAamp DNA Mini Kitを用いてHSC-3細胞とHSC-3-M3細胞からDNAを抽出した。GenePrint 
10 System による STR 解析と sex-typing を行った。 
 
(3) マイクロアレイ解析 
TRIzol試薬を用いてHSC-細胞およびHSC-3-M3細胞からTotal RNAを抽出した。SurePrint 
G3 Human Gene Expression v3 8×60K Microarray（Agilent）による遺伝子発現解析を行
った。p値＜0.05 および|fold change|＞1.5 を示す遺伝子を、発現変動遺伝子とした。 
 
(4) 遺伝子エンリッチメントおよびパスウェイ解析 
Gene Set Enrichment Analysis（GSEA）、Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes（KEGG）
パスウェイ解析、QIAGEN Ingenuity Pathway Analysis（IPA）による遺伝子エンリッチメン
ト解析、パスウェイ解析を行った。 
 
(5) 生存分析 
The Cancer Genome Atlas（TCGA）の頭頸部癌データセットを利用した Kaplan-Meier 解析
を行った。MMP3、CXCL8、PTGS2、CSF2、MMP13 の各 mRNA について、高発現症例（発現上位
75%）と低発現症例（発現下位 25%）に分けて、OncoLnc（http://www.oncolnc.org/）によっ
て生存率を評価した。



 

 

４．研究成果 
 
1. HSC-3 細胞と HSC-3-M3 細胞の由来 
 
 HSC-3 細胞と HSC-3-M3 細胞から抽出した DNA を用いて、STR 解析および sex-typing を行
った。その結果、2つの細胞の STR プロファイリングは同一であるとともに、男性由来の細
胞であることが確認された。従ってこれら 2つの細胞は同一個体由来であると考えられた。 
 
 
2. 遺伝子発現解析 
 
HSC-3 細胞と HSC-3-M3 細胞からそれぞれ total RNA を抽出した。2 つの細胞における発
現変動遺伝子（differentially expressed genes：DEGs）を同定することを目的にマイクロ
アレイによる遺伝子発現解析を行った。p値＜0.05 および|fold change|＞1.5 を示す遺伝
子を DEGs とすると、1018 個の遺伝子の発現が変動していた。HSC-3 細胞と比較して、HSC-
3-M3 細胞で発現が増加している DEGs は 638 個、減少している DEGs は 380 個であった。 
 
 
3. 遺伝子エンリッチメント解析およびパスウェイ解析 
 
DEGs が関与する生物学的経路を明らかにするために遺伝子エンリッチメント解析および
パスウェイ解析を行った。 
GSEA（Gene Set Enrichment Analysis）では、HSC-3-M3 細胞で発現が増加している遺伝
子は、「cytokine secretion」に関わる遺伝子が有意にエンリッチされていた。一方で HSC-
3-M3 細胞で発現が低下している遺伝子は「cell surface receptor signaling pathway」に
関わることが予測された。さらに KEGG（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes）パス
ウェイ解析では、DEGs は炎症経路に関与することが示唆された。例えば HSC-3-M3 細胞で発
現が増加する遺伝子は「TNF signaling pathway」に関わることが予測された。次に IPA
（QIAGEN Ingenuity Pathway Analysis）を行い DEGs の上流因子を探索したところ、TNF、
FOS、NF-kB などが予測された。 
 
上記の結果をもとに、HSC-3-M3 細胞における遺伝子ネットワークを IPA を用いて解析し
た。NF-kB をはじめとした複数の上流因子が DEGs を制御する結果、「Metastasis of tumor 
cell lines」や「Migration cancer cells」といった現象が HSC-3-M3 細胞で誘導される可
能性が示された。これらの現象を誘導しうる DEGs のうち NF-kB の直接の制御を受ける遺伝
子は MMP3、CXCL8、PTGS2、CSF2、MMP13 であった。これらの遺伝子は全て HSC-3 細胞と比較
して HSC-3-M3 細胞で発現が増加していた。 
 
 
4. 予後因子 
 
 MMP3、CXCL8、PTGS2、CSF2、MMP13 が予後因子となりえるか、TCGA（The Cancer Genome 
Atlas）に登録されている頭頸部癌データセットを利用し生存分析を行った。それぞれの遺
伝子について高発現症例と低発現症例に分けて解析したところ、CSF2（Colony Stimulating 
Factor2）の高発現症例は、低発現症例と比較して有意に生存率が低かった。その他の遺伝
子については有意差は確認されなかった。 
 
 
5. 考察 
 
HSC-3-M3 細胞は 1998 年に樹立された（Oral Oncology, 34, 253-56, 1998）が、その後
ほとんど使用されておらず、親株 HSC-3 細胞との分子学的特性の差異は全く解析されてこ
なかった。本研究では HSC-3 細胞と HSC-3-M3 細胞の RNA を用いたマイクロアレイ解析から
2 つの細胞の DEGs をはじめて明らかにした。1018 個の DEGs は、HSC-3-M3 細胞における炎
症経路や NF-kB の活性化に関与することが予想された。また NF-κBの下流に位置する DEGs
のうち MMP3、CXCL8、PTGS2、CSF2、MMP13 が HSC-3-M3 細胞の転移や遊走を促進している可
能性が示された。CSF2 mRNA の高発現が頭頸部癌の予後不良因子であり、口腔癌転移の指標
や治療標的となりえることも示唆された。他の口腔癌細胞株も併用しながら、CSF2 などの
DEGs をノックダウンあるいは過剰発現させた場合の増殖能や転移能の変化を in vitro お
よび in vivo で解析している。 
本研究から DEGs が炎症経路や NF-κB の発現制御を受けていることが予想されるが、そ



 

 

の詳細な分子機構は不明な点が多い。NF-κB がスーパーエンハンサーの活性化に関与する
ことが報告（Cell Reports 31, 107724, June 2, 2020）されていることから、HSC-3 細胞
と HSC-3-M3 細胞における NF-κBや H3K27ac の ChIP（chromatin immunoprecipitation）-
sequencing に取り組んでいる。今後、NF-κB や H3K27ac の集積領域と DEGs を照らし合わ
せながら発現制御機構の解明を目指していく。 
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