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研究成果の概要（和文）：口腔扁平上皮癌にSnailを導入し、パーシャルEMT（ｐEMT）とEMTを段階的に再現する
実験系を確立した。当初本計画が研究対象としたAnnexin A8は本計画で最終年度に実施したRNAseqによる解析で
はSnail導入による発現変動は検出できなかった。しかし、Annexin A遺伝子ファミリーのうちAnnexin A10は
pEMTで消失、EMTで発現亢進、Annexin A6はｐEMTからEMTへ段階的に発現亢進、Annexin A9はｐEMT,EMTで発現消
失することが判明した。

研究成果の概要（英文）：I established an experimental system to reproduce partial EMT (pEMT) and EMT
 in stages by introducing Snail into an oral squamous cell carcinoma cell-line. The expression of 
Annexin A8, which was initially the subject of research in this project, could not be detected by 
the analysis using RNAseq conducted in the final year of this project. However, it was found that 
Annexin A10 was disappeared by pEMT and was upregulated by EMT, Annexin A6 was gradually upregulated
 from pEMT to EMT, and Annexin A9 was upregulated by pEMT and EMT.

研究分野：口腔外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
口腔扁平上皮癌にSnailを導入し、パーシャルEMT（ｐEMT）とEMTを段階的に再現する実験系を確立し、RNAseqに
より全遺伝子の発現をトレース可能となった。膨大な遺伝子発現プロファイルを、公開データベースと統合解析
することで単一遺伝子Snailの導入がｐEMTにとどまり、いかにEMTへと移行するのかを突き止める足掛かりとな
った。またEMTをpEMTへ逆戻りする実験系を開発できたが、核内受容体の遺伝子発現が要であることが判明し、
そのリガンドが癌悪性度を制御できる可能性を発見した。

※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。



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

 

申請者らの研究グループは、2001年から口腔扁平上皮癌におけるEMT研究を開始し、癌細胞に
転写因子Snailをウイルスベクターで導入して多段階EMT誘導モデルを確立した(左図)。高分化

型扁平上皮癌細胞OM-1ゲノム上にSnail遺伝子を挿入し
た場合、パーシャルEMTにとどまり、EMTを完遂するた
めにはSlugの発現回復が必要であった。 
本課題は、当初癌細胞の浸潤開始の動機を増殖のため
の間質からの栄養確保と想定し、癌細胞と間質との相
互作用として、がん細胞由液性因子が媒介しうるアン
ギオジェネシスが癌浸潤のバリエーションを形成する
機構と仮定し、これに関与しうる候補分子 AnnexinA8
を中心に解析することを目的とした。 
 

 

２．研究の目的 

 
癌細胞の形質悪性度は分化度が一つの大きな指標であり、癌細胞に対する周囲環境からの干渉
と、癌細胞の周囲環境への介入によって、浸潤を含む癌の進展は修飾されることにある。この
修飾にEMT誘導因子Snailが関与しているため、その媒介分子として生理的に基底細胞層に発現
するAnnexinA8に注目した。OM-1細胞は、SnailによるEMTの多段階進行を再現することが可能で
あったため、EMT強度調節機構の解析には最適であった。本研究ではSnail誘導性多段階EMTモデ
ルの細胞群におけるAnnexinA8分子の動態を解析し、Snail、EMTとそれぞれの浸潤様式との関連
性について明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
遺伝子転写産物は完全長だけでなくアイソフォームが存在し、ファミリー遺伝子産物の機能も
多様と考えられる。Annexin A8もいくつかのアイソフォームが存在する。そこでまず次世代シ
ークエンスであるmRNAシークエンス法を用い、舌癌由来細胞株OM-1とSnailを導入してパーシャ
ルEMTを誘導したOM-1Snail細胞,恒常的にE-cadherinの発現が消失しているOM-1Snail clone細
胞の網羅的遺伝子発現比較解析を行った。 
 
４．研究成果 
 

OM-1 細胞、OM-1Snail 細胞、 OM-1Snail clone 細
胞より RNA を回収し、cDNA を合成、アダプター配
列を付加し遺伝子ライブラリーを調整した。ライ
ブラリーを次世代シーケンシングにより網羅的に
配列同定を行い、全リードをゲノムブラウザ上に
マッピングし遺伝子発現を可視化した。 
左にゲノム上、Eカドヘリン遺伝子にマッピング
されたリードを示す。上から順に OM-1,OM-
1Snail,OM-1Snail clone リードを示し、最下に E

カドヘリンの遺伝子構造を示している。エクソン上にマップされたリード数はヒストグラム示
されている。イントロンをまたぐリードのギャップは水色で示され、直感的に発現量を捉える
ことができる。 

 
左図は OM-1Snail,OM-1Snail clone 間で外来性
Snail の発現に差がないことを示す。ヒストグラ
ム下の黒バーはリード数が多いため縮小表示した
ことを示す。Snail の ORF のみがマッピングされ
ることから直感的にベクター導入した Snail が発
現していることがわかる。 
  
 



 
左図はビメンチン遺伝子へのリードマッピングを
示す。Eカドヘリン発現が OM-1 と変わらなかった
OM-1Snail がビメンチン発現を示し、Eカドヘリ
ンが消失した同 Clone と同等の発現を獲得してい
ることがわかる。これにより OM-1 は Snail 導入
によりパーシャル EMT 形質を示し、細胞形態でセ
レクションした OM-1Snail Clone 細胞は EMT 形質
を示していることが示された。 

 
 
左図は Slug 遺伝子へのリードマッピングを示
す。パーシャル EMT を示す OM-1Snail(中段)は
Slug 発現が消失するが、EMT 形質を持つ Clone(下
段)は Slug 発現を回復していることがわかる。 
以上より、過去申請者らが J Cell Biochem. 
114(9):2039-49にて報告した OM-1 の EMT は
Snail,Slug の両者が必須であることを本研究で強
固に再検証できた。 

 
左図は当初本計画が研究対象とした AnnexinA8 遺
伝子構造を示す。長大なイントロン 1を保有する
トランスクリプト(最上)は本研究では検出されな
かった。研究計画時点の予備実験では Snail 導入
細胞で軽度発現上昇が認められた本遺伝子は、発
現が減少(左図)していたため、実施を進めていた
AnnexinA8 遺伝子導入、ノックダウン細胞を用い
た解析は中断した。また AnnexinA 遺伝子ファミ
リーの発現を解析したところ左下 3図(順に A9，
A6，A10)に示すように、EMT のみで発現するも
の、段階的に発現亢進するもの、発現消失するも
のが同定され、当初の AnnexinA によるアンギオ
ジェネシスの解析これら遺伝子ファミリー各個の
機能解析が必要であることが判明した。 
 
 
また、本研究で用いた実験系を利用して EMT をパ
ーシャル EMT へと逆行させることを試みた。その
結果 Snail がクロマチン上で形成する複合体の構
成が両者を特徴付け、デキサメタゾンによるシグ
ナルが EMT におけるそれを、パーシャル EMT での
状態にリセットすることを発見した(下図)。 
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