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研究成果の概要（和文）：癌細胞の転移プロセスに関与する上皮間葉転換(EMT)について次のよ

うな成果を得た：1) 細胞接着因子 E-カドヘリンの発現低下，転写抑制因子 SIP1 の発現亢進は

舌扁平上皮癌の頸部リンパ節転移の予測因子と考えられた。2) 血管新生調節因子 Ang2 は乳癌

細胞において EMT 誘導のみならず，アポトーシス抑制を介して生存能を増強させることで，

転移能を亢進させることを解明した。3) 選択的 Cox2 阻害の抗腫瘍作用は EMT 抑制も介して

いることが示された。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Our study of EMT (epithelial to mesenchymal transition), which is 
closely involved in a process of cancer metastasis, led to the following results: 1) 
Downregulation of E-cadherin and overexpression of SIP1 were considered to be predictive 
of cervical lymph node metastasis of tongue squamous cell carcinoma. 2) Ang2 was shown 
to enhance metastatic ability of breast cancer cells by promoting cell survival ability via 
suppression of apoptosis, in addition to induction of EMT. 3) Selective Cox2-inhibition was 
revealed to include suppression of EMT in its anti-tumor effect. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 頭頸部癌の治療成績向上の限界 
 頭頸部扁平上皮癌（HNSCC）は世界統計
におけるがん罹患率で第 6 位，毎年 500,000
人以上の新患者を認めるが，従来集学的治療
として手術・放射線・化学療法を最大限に駆

使してきたにも関わらず，この 20 年に亘り
その治療成績に向上が認められない。その最
大の障壁が強い浸潤能・転移能にあることか
ら，癌の浸潤・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
と予測や，転移出現後の効果的治療の開発な
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ど，臨床現場の視点からも極めて重要な課題
である。 
(2) 転移メカニズムにおける EMT と Ang2 
 癌の転移は様々な細胞レベルの現象：すな
わち細胞間接着の低下と離開，遊走能の亢進，
細胞外マトリクスの分解，リンパ管・血管へ
の侵入，循環系におけるサバイバル，リンパ
管・血管外への侵入，標的組織における血管
新生を伴う再増殖，などの積み重ねの結果と
して成立する。近年のがん生物学の進歩にお
いて，これらのイベントの多くが EMT 
(epithelial to mesenchymal transition：上皮
間葉転換)に類似していることが指摘される
ようになった。EMT とは，上皮細胞が細胞
間接着を失い細胞骨格の再構築を行って間
葉細胞の性質を獲得する現象で，元来は初期
胚発生過程や創傷治癒過程に特有とされる。
上皮由来癌細胞が紡錘型の形態変化に伴っ
て遊走能・浸潤能を獲得することで浸潤・転
移に寄与していると考えられている。
HNSCC での意義はまだ十分解明されていな
い一方，我々はマウス同所移植モデルを用い
て，血管新生調節因子 Ang2 が α5β1- 
integrin/ILK/Akt/GSK3β/snail pathway を
介して乳癌細胞の EMT を誘導することで遠
隔転移を亢進させるメカニズムを解明し，以
前に報告した。 
(3) Cox2 選択的阻害と EMT 抑制 
 脂肪酸酸化酵素 cyclooxygenase (Cox)はア
ラキドン酸を基質とした生理活性物質
Prostaglandin の合成を介して様々な細胞
機能を制御しており，誘導性の Cox2 は癌細
胞における発現亢進が広く認められる。Cox2
が癌の発生と進行に寄与する作用は細胞増
殖能亢進・浸潤能亢進・血管新生誘導・アポ
トーシス抑制など多彩であり，その選択的阻
害による chemoprevention 効果が消化器癌
を中心に報告されているが，EMT を含めた
細胞遊走能への関与は不明である。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は，HNSCC の浸潤・転移の
分子機構における EMT の関与を解明し，そ
のシグナル（E-cadherin の転写抑制因子の誘
導シグナル，Ang2−α5β1 integrin pathway，
その他）に関わる分子標的の制御により
EMT を抑制し得る新たな抗転移治療戦略を
開発し，さらに転移予測における新規バイオ
マーカーを明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
(1) HNSCCにおけるEMT関連因子の発現評
価と臨床的意義の検討 
①種々のHNSCC細胞(HSC2, HSC3, HSC4, 
SAS, SCC25, HO1U1, Hep2, SCC4, FaDu, 
KB, Detroit562 など)における細胞接着因子

E-cadherin(E-cad)およびその転写抑制因子
（SIP1, snail, twist）の発現を TaqMan 
Gene Expression Assays を用いた
quantitative real-time PCR により定量した。 
②慶應義塾大学医学部耳鼻咽喉科で初回治
療として舌部分切除のみを行った stage I-II 
(T1-2N0)舌扁平上皮癌症例 37 例の臨床検体
における病理組織学的所見，および免疫組織
化学的に EMT 関連因子の発現を評価し，後
発性リンパ節転移(delayed neck metastasis: 
DNM)の規定因子を統計学的に検討した。 
 
(2)乳癌転移モデルにおける血管新生調節因
子 Ang2 の（EMT 以外の）役割の検討 
①Ang2 導入乳癌細胞 MCF-7 とその親株の
転移能を，ヌードマウス経尾静脈注入転移モ
デルを用いた xenograft assay により評価し
た。さらに in vivo（上記モデルの肺に trap
された細胞を対象とする）および in vitro 
（serum-starvationモデルおよびCoCl2によ
る擬似的低酸素モデル）の cell survival 
assay, in vivo TUNEL assay, Cell Death 
detection ELISA により，in vivo および in 
vitro 各々の生存能（cell survival）および
apoptosis を評価した。 
②ILK, Akt (isoform 1,2,3)の Ser473 リン酸
化，apoptosis 関連シグナル分子の発現の変
化をWestern Blotにて評価した。ILK, Ang2, 
Akt1, Akt2, および Bcl-2 に対する gene 
knockdown として各々の siRNA を用いて上
述のリン酸化および発現の変化を評価した。 
③他の Ang2 高発現細胞：MDA-MB-468, 
SK-BR-3 および MDA-MB-231(#1834)にお
いても in vitroにおけるAng2-knockdownの
影響を上述の手法で評価した。 
 
(3)HNSCC における選択的 Cox2 阻害と
EMT 抑制の検討 
①種々の HNSCC 細胞（同上 11 種）におけ
る Cox2 と E-cad の発現を quantitative 
real-time PCR で定量した。選択的 Cox2 阻
害剤（Celecoxib, NS-398, SC-791）処理によ
る E-cad 発現の変化を quantitative 
real-time PCR および flow cytometory で定
量し，さらに遊走運動能を in vitro migration 
assay で評価した。 
②全 stage の舌扁平上皮癌 40 例の新鮮凍結
組織（うち 20 例は非癌部舌口腔粘膜組織と
のペア）を用いて Cox-2，E-cad，SIP1，Snail，
Twist の mRNA 発現レベルを quantitative 
real-time PCR にて定量的に評価し，臨床病
理組織学的因子との相関を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) HNSCCにおけるEMT関連因子の発現評
価と臨床的意義 



①HNSCC 細胞における発現が E- cad と有
意な逆相関を示す転写抑制因子は SIP1 であ
った。多彩な EMT 誘導因子がある中で，
HNSCCにおいては SIPが特に重要な役割を
有している可能性が示唆された（図 1）。 

図 1: HNSCC 細胞における E-cad と SIP1 の発現 
 

②Stage I-II 舌癌部分切除症例における
DNM は 13/37 例に認められ，多変量解析の
結果，その独立予測因子は SIP1 発現亢進，
E-cad 発現減弱，血管侵襲であった（図 2）。
すなわち原発巣癌細胞における EMT 誘導が
DNM の出現に深く関与していることが示唆
された。 

図 2: DNM 危険因子の logistic regression model 
 
(2) 乳癌転移モデルにおける血管新生調節因
子 Ang2 の（EMT 以外の）役割 
①経尾静脈注入転移モデルにおいて Ang2 
導入 MCF-7 の遠隔転移能は有意に亢進して
いた。注入後早期に着目すると，肺に trap
された Ang2 導入 MCF-7 は親株に比べて
apoptosis が有意に抑制されていた（図 3）。
無血清培地および低酸素のストレス条件下
における in vitro assay においても，Ang2
導入 MCF-7 は有意に apoptosis が抑制され，
cell survival（生存能）が亢進していた。 
②MCF 7 において Ang2 は ILK を介して 
Akt1, Akt2 の ser473リン酸化，およびBcl-2
の発現を亢進させ，apoptosis を抑制し，生
存能を亢進させていた。Akt1, Akt2 もしくは
Bcl-2 を knockdown すると，apoptosis 抑制
が阻害され，生存能は in vitro, in vivo（転移
モデルの肺における増殖）ともに抑制された
（図 4）。 

図 3: Ang2 enhances cancer cell survival, suppresses 
apoptosis, and promotes the initial growth in the lung. 

図 4: Knockdown of Akt1 and Akt2 diminishes 
Ang2-stimulated cell survival and metastasis. 

 
③他の Ang2 高発現細胞：MDA-MB-468, 
SK-BR-3 および MDA-MB-231(#1834)にお
いても，Ang2 を knockdown すると Akt 
ser473のリン酸化とBcl-2発現の抑制を介し
て，apoptosis が亢進し生存能が抑制された。 
 以上より，乳癌細胞MCF-7において，Ang2
は ILK-AKT-Bcl-2 pathway の活性化による
apoptosis 抑制を介し，転移巣での初期増殖
能と生存能を増強させることで，転移能を亢
進させることが初めて解明された。 
 
(3) HNSCC における選択的 Cox2 阻害と
EMT 抑制 
①HNSCC 細胞において Cox2 と E-cad の間
にmRNA発現の逆相関は認められなかった。
選択的 Cox2 阻害による E-cad 発現変化は，
E-cad 低発現細胞では発現増強を示したのに
対し，E-cad 高発現細胞ではその変化は微弱
であった（図 5）。Cox2 阻害による E-cad 発
現増強は転写抑制因子 SIP1, snail, twist の
発現抑制を介していた。遊走運動能も，E-cad
低発現細胞ではその発現増強に伴い抑制さ
れたのに対し，E-cad 高発現細胞ではその抑
制は微弱であった。 
 以上より，Cox2 選択的阻害は HNSCC 細
胞のE-cad発現亢進を介してその遊走能も抑



制することで，すなわち EMT 抑制を介して
抗腫瘍効果を導く可能性が示唆された。 

図 5: E‐cadherin expression after Cox2‐inhibition 
 
②舌扁平上皮癌の凍結組織標本 40 例におけ
る mRNA 発現を検討した結果，癌部では非
癌部に比べて Cox2 発現が有意に亢進し，
E-cad 発現は有意に低下していた。臨床病理
組織学的因子との関係では，Cox2 は頸部リ
ンパ節(LN)転移と，SIP1・twist は分化度・
神経周囲浸潤と，snail は分化度と，E-cad
は T 分類・頸部 LN 転移との間に，各々有意
な相関が認められた。多変量解析の結果，頸
部 LN 転移の独立規定因子は E-cad 発現低下
であった。 
 以上より Cox2 と E-cad 転写抑制因子の発
現亢進およびE-cad発現低下はいずれも舌扁
平上皮癌の悪性度と進行への関与が，特に頸
部 LN 転移には癌細胞の EMT の関与が強く
示唆された。 
 
 今後の展望：HNSCC において EMT 誘導
因子の key molecule と考えられる転写抑制
因子 SIP の，転移予測バイオマーカーとして
の有用性を prospective に，および治療標的
としての有効性を in vivo モデルにおいて評
価することが望まれる。また，腫瘍の進行に
関わる Ang2 の（EMT 誘導を含めた）多彩
な役割と臨床病理学的意義を HNSCC にお
いて明らかにし，転移予測バイオマーカーと
しての有用性，その下流シグナル分子の治療
標的としての有効性を検討する必要がある。
さらに Cox2 選択的阻害による EMT 抑制を
含めた抗腫瘍効果の，in vivo モデルおよび臨
床レベルでの評価が必要である。 
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