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研究成果の概要（和文）：上皮間葉転換（EMT）や間葉上皮転換（以下MET）による浸潤転移や、そのEMTによっ
て癌細胞が幹細胞性を獲得し、放射線や化学療法への抵抗性を獲得することが癌治療において重要な問題点であ
る。我々はEMT-METを連続して誘導した細胞株を樹立し、EMT-METの不可逆性を示し「EMT-MET誘導性螺旋状悪性
化メカニズム」として提唱した。本研究ではEMT-METにおけるSphere形成能および放射線・化学療法抵抗性の獲
得には、分子メカニズムを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Important problems in cancer treatment are to acquire infiltration 
metastasis by epithelial-mesenchymal transition (EMT) and mesenchymal-epithelial transition (MET), 
and resistance to radiation and chemotherapy due to stem cell nature.
We established a cell line that continuously induced EMT-MET. Then, it showed the irreversibility of
 EMT-MET and proposed it as "EMT-MET-induced spiral malignant transformation mechanism".
In this study, we clarified the molecular mechanism for the acquisition of Sphere formation ability 
and radiation / chemotherapy resistance in EMT-MET.

研究分野： 口腔外科
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
癌治療の標的として分子メカニズムを明らかにすることは重要である。我々は、形成能および放射線・化学療法
抵抗性の獲得に、Sphere形成能の獲得に胚の正常発生に関連するソニックヘッジホッグシグナル伝達を制御する
因子の一つであるHHAT（Hedgehog acyltransgerase）が関連している可能性について報告した。しかし、この
HHATはEMT-MET誘導性螺旋状悪性化には関連していないことが明らかとなり、螺旋状悪性化にはHippo pathwayの
破綻が重要であり、生じる細胞動態の変化を検証することで、高い浸潤能を有する螺旋状悪性化した細胞の動態
を明らかにした。

※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、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 

口腔癌は本邦において全癌の約 1％，全頭頸部癌の約 40％を占め、そのうち 90％が口腔扁平

上皮癌（oral squamous cell carcinoma：以下 OSCC）である。局所切除にて良好な予後が得ら

れる症例が多い一方、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。この浸潤や転移、治療抵抗性の獲得メカニズムを明らかにすることは、治療方針の

決定だけでなく、予後予測にも大きな影響を与える。舌癌において、予後に影響する重要な因子

として、原発巣の制御が挙げられており、原発巣の再発の可能性を治療前に予測することが重要

である。腫瘍の浸潤や転移に上皮間葉転換（epithelial-mesenchymal transition：以下 EMT）

が深く関わっていることが知られている(Nieto ら:2016,Cell)。癌細胞が浸潤・転移するには、

原発巣からの離脱と間質への浸潤、脈管侵襲、体内循環、転移先の血管への接着、血管外への浸

潤、転移先臓器への定着と増殖の過程が必要となる。癌細胞は細胞極性やアクチン骨格極性を失

い、間葉細胞へ変化する EMT によって、移動能・浸潤能を獲得・増強し、播種や転移が可能とな

る。また近年、転移臓器においては、間葉上皮転換（mesenchymal-epithelial transition：以

下 MET）により、間葉系に転換されていた癌細胞が上皮系癌細胞となり、細胞増殖を伴った転移

性コロニー形成が促され、転移先臓器への浸潤・定着が可能になることが示唆されている（Kim

ら:2016, Semin. Cell Dev. Biol.）。EMT の分子機構に関しては多方面から研究が進められてい

る（Lamouille ら:2014, Nat. Rev. Mol. Cell Biol.）反面、MET に関しては不明な点が多く、

詳細な EMT と MET の関連も明らかになっていない。 

 

２．研究の目的 

 EMT と MET に関しては現在研究が進められてきている段階であり、以前から異なる経路をたど

ると指摘されてきたが、詳細な分子機構の差異は明らかになっていない。本研究では EMT と MET

の分子機構の違いを明らかにすること、また悪性化の原因となる治療抵抗性獲得のメカニズム

を解明することを目的とした。 

 
３．研究の方法 

 Ⅰ．Sphere 形成能の高い細胞株 eSAS 株の樹立 

口腔扁平上皮癌細胞株 SAS を使用し、低接着性

プレートを用いて Sphere 形成を誘導し、Spheroid 

Catch（共同研究者である大阪大学微生物病研究

所野島、藪田らと WATSON 株式会社にて開発）を通

過させ、200μm の孔よりも大きな Sphere のみを

選択的に回収する。この工程を繰り返すことで、

高い Sphere 形成能を有した細胞株 eSASを樹立し

た（図 1）。 

Ⅱ．EMT-MET 誘導性細胞株 SAS-δと Sphere 形成

誘導性細胞株 eSAS の比較 

EMT-MET 誘導性螺旋状悪性化メカニズムを提唱した際に樹立した SAS-δ細胞株(図 2)と、本研



究で樹立した Sphere 形成誘導性細胞株

eSASの遺伝子・タンパク質の発現レベル、

シグナル稼働、性質の比較検討を進めた。 

① DNA マイクロアレイによる細胞の遺

伝子発現量変化の検証 

大阪大学微生物病研究所遺伝情報実験

センターへ解析を依頼し、遺伝子発現量

の変化を明らかにする。この結果からあ

る遺伝子の発現上昇が明らかになれば、

それがEMT-METおよびSphere形成のどの

段階に必要であるのか発展して検証し

た。 

② 細胞の悪性度（遊走能・浸潤能・増殖能・放射線化学療法抵抗性）の検証 

申請者らが提唱した EMT-MET 誘導性螺旋状悪性化メカニズムは、EMT および MET を経た SAS-

δ株が、高い上皮性の性質を有しながらも、高い Sphere 形成能や放射線化学療法抵抗性を有し、

さらに in vivo でマウスの舌に腫瘍を移植する実験においては、高い悪性度を示した。この悪性

化が高い Sphere 形成能を有すという特徴による結果であるのであれば、Sphere 形成誘導性 eSAS

も SAS-δと同様の悪性度を獲得していると推測されたため検証し、SAS-δと eSAS を比較するこ

とで、SAS-δのもつ幹細胞性や治療抵抗性が、どのような機序により獲得されているのか明らか

にした。 

 

４．研究成果 

EMT-MET 誘導性細胞株 SAS-δ、Sphere 形成誘導性細胞株 eSAS ともに高い Sphere 形成能を獲

得していたが、遊走能、浸潤能は低下した。また、細胞増殖率を比較すると、SAS-δ は SAS お

よび eSAS が定常期に入っている時期においても、対数増殖期である様子を示し、足場非依存的

な増殖能の獲得が示唆されたのに反し、eSAS は増殖速度が低下した。 

この細胞増殖に関連するといわれる Hippo pathway を検討した結果、eSAS は Yap/Taz のリン

酸化が低く、Latsから下流へのリン酸化率が低下していることが示唆された一方、Hippo pathway

の稼働が上流から低下している可能性が示唆された。 

この SAS、SAS-δ、eSAS を 3 群間で DNA マイクロアレイ解析を行うと、Hedgehog 

acyltransgerase が eSAS でのみ高発現であることが明らかとなり、この HHAT が癌幹細胞の持つ

高い Shphere 形成能の重要な因子である可能性が示唆された。この HHAT 阻害剤を投与すると、

10μM 以上だとすべての群で Sphere 形成が阻害されましたが、低濃度だと、SAS、eSAS では阻害

され、SAS-δは阻害されなかった。 

このことから、癌幹細胞の特性である Sphere 形成能には、HHAT が関連するが、EMT-MET を経て

獲得された Sphere 形成能には Hippo pathway の異常が関連している可能性が示唆された。つま

り、Self-renewal という同じ性質を有していても異なる治療標的が存在するか可能性が示唆さ

れた。 
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