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研究成果の概要（和文）：	 上皮由来の腫瘍細胞が転移を起こすには、アノイキスを回避する必

要がある。ヒト口腔扁平上皮癌細胞(hOSCC)HSC−3では、ガレクチン-1が、アノイキスを抑
制する因子であり、上皮成長因子受容体に結合して細胞の生存のシグナルを増強させて、アノ

イキスを抑制することが示された。一方、アノイキスの回避は上皮間葉転換により間葉系細胞

の性質を得ることにより可能となる。 hOSCC 細胞では TGF-βへの反応性と上皮間葉転換の
程度との間に相関性が認められた。最も顕著に TGF-βに反応した HSC−4 細胞では、TGF-β
刺激により誘導される上皮間葉転換、及び同刺激によりインテグリン依存的に誘導される遊走

能は転写因子 Slugを介することが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：It is necessary to evade anoikis so that tumor cells derived from epithelium 
cause metastasis.  In human oral squamous cell carcinoma cells (hOSCC) HSC-3, galectin-1 is a factor 
suppressing anoikis.  It was shown that a cellular survival signal was increased, and then anoikis was 
suppressed by galectin-1 binding to an epidermal growth factor acceptor.  On the other hand, it is 
capable by obtaining the property of mesenchymal cell by epithelial-mesenchymal transition (EMT) for 
evasion of anoikis.  The correlation was found in the hOSCC cells between reactivity to transforming 
growth factor-β (TGF-β) and degree of the EMT.  The results suggest that the EMT and integrin 
pathway-mediated migration of TGF-β1-stimulated HSC-4 hOSCC cells is positively controlled by 
transcription factor Slug. 
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１．研究開始当初の背景	 
⑴	 正常な上皮細胞では細胞外マトリック
ス成分との接触が失われるとそのシグナル

を断たれることにより、足場依存性のアポト
ーシスであるアノイキスを起こす(Frisch ら,	 
J	 Cell	 Biol	 124:619,1994)。アノイキスは
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上皮細胞に特有なアポトーシスであり、上皮
由来の腫瘍細胞が転移を起こすには、何らか
の方法によってアノイキスを回避する必要
がある(Gilmore,	 Cell	 Death	 Differ	 12:1473,	 
2005)。口腔扁平上皮癌の転移においてもア
ノイキスは重要な因子であるが、これまでア
ノイキスの研究はあまり進んでいない。ヒト
口腔扁平上皮癌細胞（hOSCC）では、その細
胞株の HSC-2 と HSC-3 細胞が広く研究に用い
られている。これらの細胞の特徴として、
HSC-3 細胞は HSC-2 細胞に比べ転移能が高い
ことが報告されている(Momose ら,	 J	 Oral	 
Pathol	 Med,	 18:391,1989)。一方、浸潤能に
関しては HSC-2 が HSC-3 と比較してより高い
浸潤能を示すことが報告されている(Kudo ら,	 
Oral	 Oncol	 39:515,2003)。	 
	 hOSCC におけるアノイキスの機構について
HSC-2 細胞と HSC-3 細胞を比較して研究を行
ったところ、以下の結果が我々の研究により
示された。①アノイキスに対する感受性が
HSC-2 細胞では高く、HSC-3 細胞では低かっ
た。②	 アノイキスに関与する因子を検索し
たところ、ガレクチン-1（Gal-1）の発現量
がタンパク質レベルで HSC-3 細胞では有意に
高かった。③	 Gal-1 のアノイキスに対する作
用を調べるために、HSC-2 細胞の培地に組換
えヒト Gal-1	 (rhGal-1)を加えたところ、有
意にアノイキスは減少した。以上により、
Gal-1 は hOSCC において、アノイキスを抑制
する因子であることが示された。	 
	 Gal-1 は、ガレクチンファミリーに属する
レクチンタンパク質であり、β-ガラクシド
結合を持つ糖鎖と結合する。また Gal-1 は細
胞質、核および細胞外にも存在することが知
られている（ Camby	 ら ,	 Glycobiology,	 
16:137R,	 2006）。これまでに、Galectin-1
がアノイキスに対して抑制作用を示すこと
は報告されていない。	 
	 
⑵	 一方、上皮間葉転換（EMT）により間葉
系細胞の性質を得ることにより、アノイキス
を回避している細胞も存在する(Smit ら,	 
Oncogene	 30:3735,2011)。そこで、生体内で
は 骨 な ど の 正 常 組 織 で 産 生 さ れ る
transforming	 growth	 factor-β（TGF-β）
誘導性の EMT について、多くの研究がなされ
ている（Saitoh	 ら,	 J	 Biochem	 151:563,	 
2012）。TGF-βは、様々な種類の細胞増殖を
抑制する事から、代表的な増殖抑制因子であ
ることが知られている。癌細胞においては、
TGF-βシグナルに関わる分子の異常が報告
されており、このシグナル系の応答性の低下
が、癌細胞の増殖に関与していると考えられ
る。しかしながら、TGF-βは、細胞外基質の
産生や免疫抑制、血管新生、上皮間葉転換
（EMT）などを起こすことから、癌化の促進
にも関与していることが知られており、癌細

胞に対する二面性の性質をもっている
(Miyazawa	 ら,	 Genes	 Cells	 7:1191,2002)。
また TGF-βのシグナル伝達機構については、
多くの研究がなされており、TGF-βは I 型と
II 型 Ser/Thr	 kinase 受容体から Smad のリン
酸化を経て核内に移行して標的遺伝子の発
現を行う (Ikushima ら ,	 Nat	 Rev	 Cancer	 
10:415,	 2010)。この時に Snail などの EMT
関連転写因子が発現し、EMT を起こすことが
示されている(Peinado	 ら,	 Nat	 Rev	 Cancer	 
7:415,	 2007)。また、TGF-βのシグナル伝達
では、Smad 以外の経路も知られており、線維
肉腫では、fibronectin の産生亢進には Smad
を介さず JNK のシグナルによることが報告さ
れている（Hocevar ら,	 EMBO	 J	 18:1345-56,	 
1999）。	 
	 hOSCC は、ヒトの口腔癌のモデルとして多
くの研究がなされているが、TGF-βの作用に
関する研究は少なく、そのシグナル伝達機構
については、ほとんど研究されていない。こ
れまでに、 Ichijo （ Exp	 Cell	 Res	 187:	 
263-9,1990）らにより、①	 TGF-βにより細
胞増殖は HSC-4 細胞では、TGF-βにより細胞
増殖が抑制されるのに対して、HSC-2 および
HSC-3 細胞では細胞増殖の抑制は見られなか
った、②	 TGF-β処理により HSC-4 では
fibronectin の産生が強く増大するのに対し
て、HSC-2 および HSC-3 細胞では産生が見ら
れなかった、ことが報告されている。しかし
ながら、これらのシグナル伝達の機構につい
ては明らかにされていない。	 
	 
	 
２．研究の目的	 
⑴	 癌における転移の問題は、癌を克服する
上で依然として大きな問題である。正常な上
皮細胞では足場依存性のアポトーシスであ
るアノイキスを起こすため、上皮由来の腫瘍
細胞が転移を起こすには、何らかの方法によ
ってアノイキスを回避する必要がある。我々
はこれまでに、ガレクチン-1 タンパク質が、	 
hOSCC 細胞において、アノイキスを抑制する
因子であることを見出している。本研究では、
Gal-1 と上皮成長因子受容体の相互作用によ
る、アノイキス抑制機構の解明を行い、癌細
胞の転移における機構の一端を明らかにす
る。	 
	 
⑵	 また TGF-βは、代表的な増殖抑制因子で
あり、癌細胞においても TGF-βシグナル系の
応答性が増殖抑制に関与している。他方、
TGF-βは血管新生や上皮間葉転換(EMT)など
を起こすことにより癌化や癌の進行にも関
与しており、癌細胞に対する二面性を持って
いる。しかしながら、hOSCC 細胞の浸潤・転
移における TGF-βの作用は明らかではない。
そこで本研究では、hOSCC 細胞における TGF-



βの作用を明らかにするために、各種 hOSCC
細胞株を用いてTGF-βシグナル誘導性EMTの
解析および TGF-βによる癌転移に関与する
細胞運動の分子メカニズムの解析を行い、今
後の臨床における頭頚部癌治療の一助とす
ることを目的とする。	 
	 
	 
３．研究の方法	 
⑴.	 口腔扁平上皮癌細胞において Gal-1 は
EGFR と協同してアノイキスを抑制する：	 
①	 Gal-1	 と EGFR	 との相互作用の解析につ
いては、Flag タグ付き発現ベクターを作製し、
大腸菌に導入した。発現させた Flag タグ付
き Gal-1 タンパク質を精製後、HSC-2 細胞を
用いた pull-down	 assay を行い、相互作用タ
ンパク質の精製を行った。得られたタンパク
質を SDS-PAGE により分離した後、各バンド
を in-gel	 digestion 後 LC-MS/MS により解析
を行った。細胞表面の Gal-1 のアノイキスへ
の関与を調べるため、lactose または maltose
を HSC-3 細胞に添加し、細胞表面上の Gal-1
をフローサイトメトリーにより分析した。ア
ノイキスについては、細胞接着を防ぐ
poly-HEMA でコートした容器上で HSC-2 及び
HSC−３細胞を懸濁培養した。培養後、死細胞
数の計測をトリパンブルー染色により行っ
た。②	 アノイキスにおける Gal-1 と EGF の
作用の分析には HSC-2 細胞に rhGal-1 および
/または EGF を添加して懸濁培養を行い、死
細胞を測定した。EGFR の発現は、懸濁培養後、
各細胞ライゼートをウェスタンブロット法
により検出した。③	 EGFR の活性化及シグナ
ル経路の変化を調べるために、Gal-1 のノッ
クダウンまたは lactose 処理による、EGFR の
リン酸化をウェスタンブロット法により調
べた。抗リン酸化 EGFR 抗体を用いてリン酸
化を調べた。HSC-3 細胞を Gal-1 に対する
siRNA で処理し、real	 time	 qRT-PCR とウェ
スタンブロット法により Gal-1 の発現を確認
した。④	 細胞内シグナル伝達経路の解析：	 
EGFR	 からのシグナルについてはリン酸化抗
体を用いて、Akt、ERK、及び JNK についてウ
ェスタンブロット法で分析した。HSC-2 細胞
を無血清条件下で懸濁培養を行なった後、
EGF 及び/または rhGal-1 を添加した。それぞ
れ細胞ライセート作製後、各タンパク質のリ
ン酸化を抗体により検出した。Gal-1 の siRNA
処理した HSC−3 細胞のリン酸化を同様な操作
の後、分析した。⑤	 EGFR のシグナル増強の
メカニズムの解析：	 EGFR のエンドサイトー
シスへの Gal-1 の関与については、EGF 処理
後、各経時時間において、共焦点レーザー顕
微鏡により、EGFR と Gal-1 のコロカライズを
調べた。架橋反応による EGFR の二量体形成
能への Gal-1 の影響については Gal-1 存在の
有無において、EGFR を架橋試薬(DTSSP)によ

り反応させ、２量体の形成量をウェスタンブ
ロット法で分析した。⑥	 Gal-1 発現機構の解
析：	 HSC-２細胞で Flag-Gal-1 を安定発現す
るクローン細胞を作製した。	 
	 
⑹.	 ヒト口腔扁平上皮癌細胞 HSC-4 において
TGF-β1 で誘導される上皮間葉転換：	 
①	 hOSCC 細胞における TGF-βの作用を調べ
るため、6種類の hOSCC 細胞	 (HSC-2、HSC-3、
HSC-4、SAS、OSC-19、HO-1-N-1)を使用した。
②	 TGF-β1 含有無血清培地にて 24〜120	 h 培
養した後、その細胞および上清をウェスタン
ブロット法にてタンパク質発現を分析した。
③	 TGF-β1 処理した細胞から mRNA を抽出し、
real	 time	 qRT-PCR 法にて各種 mRNA の発現を
解析した。④	 細胞内タンパク質の局在の解
析には、蛍光免疫染色後、共焦点レーザー顕
微鏡を用いて観察した。⑤	 Slug の機能解析
には、siRNA を用いて、Slug の遺伝子ノック
ダウンを行った。Slug の発現を mRNA および
抗体によるウェスタンブロット法にて確認
した。Slug をノックダウンした細胞を用いて、
各種遺伝子の発現及び遊走能を調べて、Slug
の機能を調べた。⑥	 細胞外基質成分の解析
は、プロテオミク法により行った。細胞上清
を SDS-PAGE で分離した後、染色してタンパ
ク質のバンドを得た。変化の見られたバンド
について、in-gel	 digestion 後、イオン・ト
ラップ型 LC−MS/MS を用いた質量分析法によ
りタンパク質の同定を行った。⑦	 TGF-β1 処
理した HSC-4 細胞の遊走能は、wound	 healing	 
assay および migration	 chamber を用いて解
析した。⑧	 インテグリンα3β1 の機能解析
には、それぞれのインテグリンのブロッキン
グ抗体及び FAK の阻害剤を用いて、遊走能を
測定した。	 
	 
	 
４．研究成果	 
⑴	 口腔扁平上皮癌細胞において Gal-1 は
EGFR と協同してアノイキスを抑制する。	 
①	 Gal-1 と相互作用するタンパク質の同定：	 
Flag タグ付き Gal-1 を作製し、HSC−２におけ
る pull	 down	 assay を行った。得られたタン
パク質を SDS-PAGE により分離後、プロテオ
ーム解析を行い、タンパク質を同定した結果、
いくつかのタンパク質と結合したが、膜タン
パク質としてEGFRが同定された。また抗EGFR
抗体を用いた免疫沈降法(IP)により、Gal-1
が検出された。細胞表面への Gal-1 の結合を
阻害する lactose を加えると、有意にアノイ
キスは増加した。lactose 添加と非添加で、
細胞表面の Gal-1 の結合量をフローサイトメ
トリーにより比較したところ、lactose 添加
により結合量が減少した。以上の点から
Gal-1はEGFRの糖鎖に結合することが示され
た。	 



②	 EGF による抗アノイキス効果の増強：	 EGF
の細胞死に対する作用を調べたところ、EGF
によりアノイキスが抑制されることが示さ
れ、さらに EGF の作用は Gal-1 共存下では、
それぞれ単独の場合に比べて有意にアノイ
キスを抑制することが示された。しかしなが
らEGFRの発現量はHSC-3の方がむしろHSC-2
に比較して低下していた。Gal-1 が結合して
アポトーシスを引き起こすとされる血球系
マーカーの CD45 は上皮系の HSC で発現は見
られなかった。従って Gal-1 が EGFR からの
シグナルに関与することにより、アノイキス
を回避していると考えられた。	 
③	 他のシグナル経路の関与を探索するため
に、EGFR 自身の 5 箇所のリン酸化サイトにお
けるリン酸化について調べたが、リン酸化の
増減の変化は見られなかった。	 
④	 Gal-1 存在化において単独では MAP キナー
ゼのシグナルの活性化は示さなかったが、
EGF 存在下では、	 Akt 及び ERK シグナルの増
強が示された。またアポトーシスに関与する
従って、	 Gal-1 の EGFR への結合が EGFR から
の細胞の生存のシグナルを増強させ、その結
果としてアノイキスを回避していることが
示された。	 
⑤	 EGFR のシグナル増強のメカニズムを解析
するために、EGFR のエンドサイトーシスへの
関与を調べたところ、Gal-1 は EGFR と共にエ
ンドサイトーシスすることが示された。しか
しながら Gal-1 が EGFR	 の内部移行の制御に
関与しているかはまだ不明である。一方、EGF
により二量体の形成は増大した。EGFR の二量
体形成は、lactose 添加による細胞表面の
Gal-1 の低下により抑制される傾向が見られ
たことから Gal−１は EGFR の二量体形成に関
与する可能性が示唆された。	 
⑥	 以上の結果から、Gal-1 は、細胞表面受容
体である、EGFR の細胞外ドメインの糖鎖に結
合することにより、アノイキスを抑制した。
Gal-1は EGFと協同してEGFRからのシグナル
伝達を促進すること、また Akt を介した生存
シグナルを活性化することでアノイキス抑
制すなわち転移の獲得に関与していること
が示唆された。	 
⑦	 アノイキスの抑制に Gal-1 と EGFR が関与
していることは、全くの新規の発見である。
またアノイキスの回避に関わる	 Gal-1 は口
腔扁平上皮癌の転移や予後の予測に利用で
きる可能性があるとともに、Gal-1 は癌治療
の新たなターゲットとしても有望であると
考えられる。今後は、エンドサイトーシスに
おける Gal-1 の機能解析を行う。また蛍光タ
ンパク質 mCherry との融合タンパク質および、
同様な EGFP-Gal-1 を作製し、HSC-3 細胞で蛍
光タンパク質として発現することができて
いるので、Gal-1 の細胞局在化と発現機構の
解析を行う。	 

	 
⑵	 ヒト口腔扁平上皮癌細胞 HSC-4 において
TGF-β1 で誘導される上皮間葉転換と
integrin	 α3β1 依存的な細胞遊走能は Slug
を介する。	 
①	 各細胞株における Smad 経路の活性化と
TGF-β1 との反応性：	 Smad2 のリン酸化を
Western	 blotting にて、Smad7 の発現を real	 
time	 qRT-PCR にて調べたところ、HSC-4 およ
び SAS で、リン酸化された Smad2 の発現が増
加していた。また、TGF-β	 Type1 レセプター
のリン酸化阻害剤である SB431542 によって
Smad2 のリン酸化が抑制された。Smad7 の発
現も増加していたが、特に HSC-4 の発現増加
が顕著であった。培養上清中の fibronectin	 
(FN)および Plasminogen	 activator	 inhibi-	 
tor-1	 (PAI-1)の発現を調べたところ、FN、
PAI-1 ともに HSC-4 と SAS、HO-1-N-1 で強い
発現の増加がみられた。他の細胞では、若干
の発現の増加はみられたものの、これらと比
較するとあまり顕著な発現の差はみられな
かった。	 
②	 EMT マーカー遺伝子の発現と EMT 関連タン
パク質の局在の変化：	 TGF-β1 刺激によって
EMT が起きているかを real	 time	 qRT-PCR に
よって調べたところ、ヒト口腔扁平上皮癌細
胞では、E-cadherin および cytokeratin18 の
発現の減少はほとんど見られず、むしろ発現
が上昇している細胞も見られた。N-cadherin
は HSC-4、	 SAS、	 及び HAC-2 で顕著に増加し
ており、vimentin はすべての細胞株で発現の
増加がみられたものの、HSC-4 の増加がより
顕著であった。以上の実験結果より、TGF-β1
への反応性は HSC-4 細胞が一番高いと判断し、
以降の実験はすべて HSC-4 細胞を用いた。
HSC-4 細胞において、免疫蛍光法により EMT
関連タンパク質の局在の変化について調べ
た。E-cadherin および β-catenin は細胞膜
周辺に位置していたものが、TGF-β1 刺激に
よって細胞内へと局在が変化していた。一方、
N-cadherin、vimentin 及びα-smooth	 muscle	 
actin は発現そのものが増加していた。	 
③	 EMT 関連転写因子の発現と、si-Slug を遺
伝子導入した HSC-4 細胞における間葉マーカ
ーの発現：	 Snail および Slug は発現の仕方
に違いはあるが、TGF-β により有意な発現の
差がみられた。Zeb1/2 や Twist1/2 などは有
意な発現の差はみられなかった。si-Slug を
遺伝子導入し、Slug をノックダウンした
HSC-4 細胞において TGF-β1 刺激による間葉
系マーカーの発現を調べたところ、vimentin
の 発 現は有意に抑制されていたが、
N-cadherin では変化がみられなかった。	 
④	 TGF-β1 刺激による遊走能および細胞内
骨格タンパク質の変化：	 Wound	 healing	 
assay お よび Boyden	 chamber	 migration	 
assay の結果、TGF-β1 処理により遊走の増



加が認められたが、この遊走の亢進は、
SB431542 によって抑制された。また、si-Slug
により Slug がノックダウンされた HSC-4 細
胞においても遊走能の亢進が抑制された。
TGF-β1 刺激によって、actin によりラメリ
ポディアが形成されていた。また、vinculin
のスポットから、フォーカルコンプレックス
の形成が見出された。さらに、actin ストレ
スファイバーと共存しているフォーカルア
ドヒージョンの形成が見られ、細胞遊走して
いる間葉系細胞の形態とよく似た形態をし
ていた。	 
⑤	 TGF-β1 刺激による遊走能の変化と
Integrin	 α3β1/FAK 経路の関与：	 質量分析
法によって細胞外タンパク質の同定を行っ
たところ、TGF-β1 によって発現が増加して
いるタンパク質は、Integrin	 α3β1 をター
ゲットタンパク質とする FN、および TSP-1、
TGF-β	 induced	 protein(βig-h3)、PAI-1 が
見出された。Integrin	 α3β1 と遊走能の関
係を調べるため、integrin	 α3 およびβ1 の
ブロッキング抗体を用いて Boyden	 chamber	 
migration	 assay を行ったところ、integrin	 
α3 および β1 のブロッキング抗体により、
TGF-β1 による遊走能の亢進は有意に抑制さ
れた。	 Integrin	 α3β1 からのシグナルが遊
走能に関与しているか調べたところ、
integrin から細胞骨格へシグナル伝達され
る FAK の阻害剤により、TGF-β1 による遊走
能の亢進が抑制されていた。	 	 
⑥	 以上の結果により、HSC-4 細胞においては
TGF-β1 刺激により誘導される上皮間葉転換、
及び同刺激により integrin	 α3β1/FAK 依存
的に誘導される遊走能は Slug を介すること
が明らかとなった。	 
⑦	 得られた成果は、査読がある、J.	 Biochem.,	 
2013,	 153:303-315,	 DOI:	 10.1093/jb/mvs144
に投稿し発表した。本研究は、口腔扁平上皮
癌細胞における、初めての網羅的な EMT に関
する研究であり、口腔癌の基盤的研究に貢献
できたと考えている。また EMT における細胞
外基質がその細胞の運動能に関与すること
を示した初めての研究である。今後は、癌細
胞の重要な機能である浸潤能について研究
を行う予定である。現在、我々は EMT が MMP
の発現を上昇させ、浸潤能が上昇することを
見出しており、この機作について研究を進め
ている。	 
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