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研究成果の概要（和文）：1) 咽頭癌細胞におけるCox2とその下流EP2（PGE2受容体）の選択的阻害は，MET誘導
を介した細胞増殖能・遊走能の抑制を含む抗腫瘍効果を示した。下咽頭癌切除標本の組織学的検討より，頸部リ
ンパ節転移におけるE-cadherin発現低下とCox2発現亢進に特徴付けられるEMTの深い関与が示唆された。2) 咽頭
癌細胞に対する選択的なCox2およびEP2阻害は，Oct3/4 および Nanogの発現抑制， 足場非依存性細胞増殖能抑
制により癌幹細胞特性を減弱させた。中下咽頭癌の導入化療前後の検体の免疫組織化学的検討により，治療前の
Cox2発現と導入化療による組織学的治療効果に有意な逆相関を認めた。

研究成果の概要（英文）：1) In pharyngeal squamous cell carcinoma (PSCC) cells, selective inhibition 
of Cox2 and its downstream EP2 (PGE2 receptor) showed antitumor effects by suppressing cell 
proliferation and migration via MET-induction (EMT-reversal) through downregulation of various 
EMT-TFs. Histopathological analysis of hypopharyngeal carcinoma specimens suggested a profound 
involvement of EMT, characterized by decreased E-cadherin expression and increased Cox2 expression, 
in cervical lymph node metastasis.
2) Selective Cox2 and EP2 inhibition of PSCC cells attenuates anchorage-independent cell 
proliferative ability by down-regulating several CSC-related molecules such as Oct3/4 and Nanog, 
thereby enhancing chemosensitivity to docetaxel. Immunohistochemical analysis of oro-hypopharyngeal 
carcinoma specimens before and after induction chemotherapy displayed a significant inverse 
correlation between pre-treatment Cox2 expression and the histological therapeutic effect of 
induction chemotherapy.

研究分野：医歯薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
頭頸部扁平上皮癌における治療成績向上の最大の障壁は制御困難な転移にある。本研究の結果は，癌転移と薬剤
抵抗性の双方に関わるEMT（上皮間葉転換）と癌幹細胞能を同時に誘導する分子機構の一端を明らかにすること
により，その関連分子を指標とする転移リスク評価の有用性，およびそれらを標的とする治療の有効性を示唆す
るもので，癌診療の新たな戦略の実現可能性が期待される。

※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。



１. 研究開始当初の背景 
(1) 頭頸部癌治療の最大障壁である転移 
 頭頸部扁平上皮癌（HNSCC）は疫学統計上世界で 890,000 人/年以上の新規患者を認める罹

患率第 6 位の悪性腫瘍であるが，近年の集学的治療の進歩にもかかわらずその治療成績は 30
年以上に亘り向上がみられない。その最大の要因の一つは制御困難な転移にある。従って癌転

移の分子機構のさらなる解明は，一次治療後の後発性転移のリスク評価と予防，および転移に

対する有効な標的治療の開発を進めるうえで，臨床の視点から極めて重要な課題である。 
(2) 転移における EMT と幹細胞特性の関与 
 癌が転移を成立させる現象は多くの点で EMT (epithelial to mesenchymal transition：上皮

間葉転換)に類似しており，上皮性癌細胞における EMT はその形態変化に伴う転移能の獲得

を意味する。自己複製能と多分化能を有する癌幹細胞(CSC)は，腫瘍細胞の発生と維持のみな

らず，その悪性度に関わる薬剤耐性や転移能を介して，治療抵抗性や治療後再発に重要な役割

を占めていると考えられる。近年 EMT と幹細胞能の深い共通性を示唆する報告が重ねられて

いるが，EMT と幹細胞特性を同時誘導する分子機構の詳細は HNSCC を含めてまだ明らかに

されていない。 
(3) これまでの研究結果 
①頭頸部癌における EMT および幹細胞能マーカー分子発現と癌転移 
 我々は HNSCC 細胞において，転写因子 Oct3/4 および Nanog が幹細胞マーカーの候補分子

であり（Fig.1），細胞遊走能・浸潤能の亢進に寄与している可能性，および Oct3/4 の発現亢進

は，細胞接着因子 E-cadherin の発現減弱と E-cad の転写抑制因子 SIP1 の発現亢進とともに，

stage I-II 舌癌部分切除症例における後

発性頸部リンパ節(LN)転移の独立予測

因子であることを報告した。しかしな

がら幹細胞マーカー分子が転移に寄与

する分子機構，および EMT との相互関

係はまだ明らかでない。 
②Cox2 選択的阻害による MET（間葉上皮転換）の誘導（＝EMT の抑制） 
 PGE2合成酵素である cyclooxygenase-2 (Cox2)はその多彩な作用を介して癌の発生と進行に

寄与しており，その選択的阻害による抗腫瘍効果が期待されている。我々は舌癌細胞における

選択的 Cox2 阻害は E-cadherin の転写抑制因子(snail, SIP1, twist)の発現抑制を介して MET
を誘導（EMT を抑制）すること，臨床検体の検討から Cox2 発現亢進と E-cadherin 発現減弱

が舌癌の頸部 LN 転移に深く関与している可能性を報告した。しかしながら Cox2 の下流シグ

ナルを標的とする，より選択的な阻害の効果は報告されていない。 
③癌細胞自身の Flt-4 発現と VEGF-C オートクリン機構の存在 
 腫瘍細胞由来の VEGF-C は，従来リンパ管内皮細胞（LEC）特異的に発現するとされる受

容体 Flt-4 を介して LEC にパラクリン機構で作用すると考えられていた。我々は Flt-4 を発現

する HNSCC 細胞 SAS を同定し，そこに Recombinant VEGF-C および Flt-4 選択的 VEGF-C
変異体による Flt-4 activation，抗 Flt-4 中和抗体および

Flt-4 選択的阻害剤による Flt-4 inhibition を行った結

果，CNTN-1 と VEGF-C ともに発現亢進／抑制，および

細胞増殖能･遊走能の亢進／抑制を認めた。また舌癌臨床

検体の検討から，癌細胞自身の Flt-4 陽性が頸部 LN 転

移に関する独立相関因子の一つであることを報告した。

以上より，HNSCC 自身においても Flt-4 を介したオー

トクリン機構が存在し，CNTN-1 および VEGF-C 自身の

発現亢進による増殖能・遊走能の亢進を介して，頸部

LN 転移を促進している可能性が示唆された（Fig.2）。 

VEGF-C/Flt-4 axis in oral squamous cell carcinoma cells
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Figure 5. A schematic diagram demonstrating the VEGF-C/Flt-4 autocrine sys-
tem in OSCC cells. Tumor cell-derived VEGF-C binds to Flt-4 expressed on the 
tumor cells, and its activation upregulates the expression levels of VEGF-C 
itself and CNTN-1 in an autocrine manner, thereby enhancing tumor cell pro-
liferation and migration. This autocrine mechanism of the VEGF-C/Flt-4 axis in 
tumor cells likely contributes to cancer progression, including the development 
of lymphatic metastasis, along with the primary well-known paracrine mecha-
nism involving lymphatic endothelial cells that leads to lymphangiogenesis.

previous studies; while the earlier reports did 
not refer to its specific downstream effector 
[26, 30, 31], a few recent studies identified sev-
eral molecules as the downstream effectors of 
the VEGF-C/Flt-4 axis [43, 46, 48]. In a previ-
ous study using the same OSCC cell line (SAS) 
with Flt-4 inhibition via a dominant-negative Flt-
4-overexpressing cell model or MAZ51 treat-
ment, the expression of VEGF-C was shown to 
be positively regulated by autocrine activation 
of Flt-4 by VEGF-C itself [46]. This result imply-
ing the existence of the VEGF-C/Flt-4 autocrine 
loop was corroborated by our study using both 
Flt-4 stimulation and inhibition. The above-
mentioned study further demonstrated that 
this upregulation of VEGF-C in this autocrine 
loop is mediated through Flt-4-associated in- 
tracellular signal transductions, mainly via the 
protein kinase C (PKC), p42/44 mitogen-acti-
vated protein kinase (MAPK), and p38 MAPK 
pathways but not via the phosphatidylinositol-3 
kinase (PI3K)-Akt pathway, although their re- 
sulting effects on cell migration activity were 
not assessed [46]. However, considering that in 
lymphatic endothelial cells the PKC-dependent 
p42/44 MAPK pathway was shown to mediate 
VEGF-C/Flt-4 activation-induced signal trans-
ductions leading to cell growth, survival, and 

could also be enhanced by VEGF-C, although it 
was not evaluated. 

Regarding cell migration, its enhancement by 
the autocrine VEGF-C/Flt-4 signaling found in 
the present study is also in agreement with sev-
eral previous studies; while some of them did 
not specify its specific downstream molecules 
[26, 39, 40, 49], a few studies demonstrated 
that CNTN-1 was the downstream effector of 
the VEGF-C/Flt-4 axis [37, 44, 48]. CNTN-1, 
intially found to be expressed on the external 
membrane surface of central and peripheral 
neurons [53, 54], is of vital importance for the 
development and maintenance of the nervous 
system by playing roles in axon elongation in 
the cerebellum [55], assembly of septate-like 
junctions between axons and myelinating glial 
cells [56], and formation of the neuromuscular 
junction [57] and synapses [58, 59]. Concerning 
its molecular function, CNTN-1 has been dem-
onstrated to interact with a variety of cell sur-
face proteins, including the L1 family of the Ig 
superfamily (L1, NrCAM, and neurofascin) [60, 
61], receptor protein tyrosine phosphatase α 
(RPTPα) [62], RPTPβ [61, 63], tenascin-R [64], 
tenascin-C [65], a soluble form of RPTP zeta 
[66], and the Notch receptor [67]. 

migration [52], endogenous-
ly upregulated VEGF-C thro- 
ugh the VEGF-C/Flt-4 auto-
crine loop in tumor cells is 
assumed to promote not 
only tumor cell proliferation 
but also tumor cell migra-
tion, as demonstrated in the 
present study. Besides a 
study using HNSCC cells, a 
study using VEGFR-3-expre- 
ssing KKLS cells derived 
from gastric carcinoma sho- 
wed that treatment with rV- 
EGF-C resulted in the phos-
phorylation of Akt, stimula-
tion of cell proliferation, and 
increased expression of cy- 
clin D1, placental growth fa- 
ctor, autocrine motility fac-
tor (AMF), and autocrine mo- 
tility factor receptor (AMFR) 
[43]. Because AMF and AM- 
FR are known to regulate tu- 
mor cell motility, these re- 
sults suggest that the migra-
tion activity of those cells 

Fig.2: The VEGF-C/Flt-4 autocrine system 

Fig.1: Expression of CSC markers in SP and MP cells 

 



 
２. 研究の目的 
 本研究の目的は，EMT と幹細胞特性を同時誘導する分子機構を解明することにより，その

誘導シグナルに関わる分子標的を制御する新たな抗転移治療および転移予防の戦略を開発する

とともに，転移予測および診断における新規バイオマーカーを確立することにより，HNSCC
を含めた癌の治療成績を向上させることである。 
 
３. 研究の方法 
(1) 種々の HNSCC 細胞に対し EMT と幹細胞特性に関する発現プロファイリングを行った。 
(2) E-cadherin 低発現咽頭扁平上皮癌細胞を選別し，Cox2/PGE2/EP2 シグナルの刺激／阻害に

よって誘導される EMT/MET の表現形質の変化を評価した。 
(3) 同細胞に，Cox2/PGE2/EP2 シグナルの刺激／阻害によって誘導される幹細胞特性の表現形

質の変化を評価した。 
(4) 中下咽頭癌の臨床検体を用い，上記関連各分子の癌細胞発現を免疫組織化学的に評価し，

臨床病理組織学的因子および導入化学療法の組織学的治療効果との統計学的相関を検討した。 
 
４. 研究成果 
(1) 咽頭癌細胞における選択的 Cox2/EP2 阻害による EMT 抑制（MET 誘導）効果 
 種々の HNSCC 細胞に対する qPCR スクリーニングにより，E-cadherin 低発現咽頭扁平上

皮癌細胞として BICR6 および FaDu を選別した。Cox2，およびその下流の PGE2受容体であ

る EP2 に対し celecoxib および PF-04418948 を用いて各々の選択的阻害を行った結果，いず

れにおいても E-cadherin(CDH-1)の発現回復，E-cadherin 転写抑制因子および vimentin の発

現減弱を認めた（Fig.3, 4）。in vitro proliferation assay および migration assay において，細

胞増殖能，遊走能ともに抑制

が認められた（Fig.5）。 
また，下咽頭癌に対する鏡視

下経口切除組織検体の免疫組

織化学的検討から，頸部 LN
転移における E-cadherin 発現

低下と Cox2 発現亢進に特徴

付けられる EMT のへの深い

関与が示唆された。 

 以上より，Cox2 のみならず，その下流の EP2 の選択

的阻害が EMT 抑制（MET 誘導）を介した抗腫瘍効果を発揮する可能性が示唆された。 
 

EP2 and Cox-2 inhibition reverses EMT in hypopharyngeal cancer
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twist. However, in FaDu cells, all three tran-
scriptional repressors were attenuated by 

PF-04418948, decreasing by 0.69-, 0.86-, and 
0.79-fold in snai1, ZEB1, and twist, respective-

Figure 2. Restoration of intercellular E-cadherin expression and epithelial cell morphology in HPSCC cells by Cox-2 
and EP2 inhibition. Alteration in the cellular localization of E-cadherin expression in BICR6 cells (A) and FaDu cells 
(B) after a 24 h incubation with celecoxib (50 μM) or PF-04418948 (1 μM) was evaluated by immunofluorescence 
staining. Nuclei were stained with Hoechst 33258. Alteration in cellular morphology was also observed using a 
phase contrast microscope. The Cox-2 and EP2 inhibition enhanced the membranous expression of E-cadherin, as 
well as restored the epithelial morphology to a polygonal shape in both cells. Scale bar: 20 μm.

Figure 3. Effects of Cox-2 and EP2 inhibition on the mRNA expression of transcriptional repressors of E-cadherin in 
HPSCC cells. Alterations in the mRNA expression of snai1, ZEB1, and twist in BICR6 cells (A) and FaDu cells (B) after 
a 12 h incubation with celecoxib (50 μM) or PF-04418948 (1 μM) were assessed by quantitative real-time PCR. The 
data are presented as the fold decrease in the relative expression levels of each gene compared with the respective 
controls. In BICR6 cells, celecoxib clearly downregulated all three repressors (A), whereas in FaDu cells, only snai1 
was suppressed by celecoxib (B). On the other hand, PF-04418948 distinctly reduced snai1 and ZEB1, but not twist 
in BICR6 cells (A), whereas it attenuated all three transcriptional repressors in FaDu cells (B). The values represent 
the mean ± standard deviation. Differences between each condition and control were statistically analyzed using a 
two-tailed t-test: *, P < 0.05; N.S., not significant.

Fig.3: Effects of Cox2 and EP2 inhibition on CDH-1 and vimentin expression 

Fig.4: Restoration of intercellular E-cadherin expression and 
epithelial cell morphology by Cox2 and EP2 inhibition 

Fig.5: Effects of Cox2 and EP2 inhibition on 
cell proliferation and migration 



(2) 咽頭癌細胞における選択的 Cox2/EP2 阻害による癌

幹細胞特性減弱効果 
 咽頭扁平上皮癌細胞 FaDu および Detroit 562 におい

て，Cox2 に対する celecoxib と siRNA による

knockdown，および EP2（PGE2受容体）に対する PF-
04418948 を用いた選択的阻害を行った結果，幹細胞マ

ーカー分子である Oct3/4, Nanog, Sox2 の発現抑制，お

よび anchorage-independent な細胞増殖能を反映する

sphere formation の抑制が認められた（Fig.6）。MTS 
assay において，抗癌剤 docetaxel に対する薬剤抵抗性

の有意な低下が観察された（Fig.7）。 
 また，中下咽頭癌の導入化学

療法前後のマッチング検体（化

療前生検と化療後手術の組織検

体）を用いた免疫組織化学的検

討の結果，治療前の癌組織にお

ける Cox2 発現と導入化療によ

る組織学的治療効果に有意な逆

相関を認めた。 
 以上より，Cox2 発現が癌幹細胞特性に伴う化学療法抵抗性に寄与し，Cox2 および EP2 の

選択的阻害が癌幹細胞特性の減弱を介した抗腫瘍効果を導く可能性が示唆された。 

Fig.6: Effects of Cox2 inhibition  
on sphere formation 

Fig.7: Attenuation of chemoresistance by Cox2 inhibition 
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