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研究成果の概要（和文）： 

口腔癌培養細胞が細胞同士で接着すると細胞表面の E–cadherin が結合し、STAT シグナルが

活性化され、結果として癌細胞の細胞死を回避させる。今回の研究では、細胞間接着に続いて 

Rac1 および Cdc42 がリン酸化される傾向が示された。また、STAT3 の発現を抑制した研究の

結果、STAT3 は癌細胞の細胞死を回避させて細胞活性を促すが、増殖、遊走、浸潤における影

響は少ないと思われた。 

 
 
研究成果の概要（英文）：  
STAT signaling is activated by E-cadherin binding following cell-cell adhesions, which 

lead the avoidance of cancer cells death. This study showed that both Rac1 and Cdc42 were 
phosphorylated after cell-cell adhesions. As the result of STAT3 inhibition by using siRNA, 
STAT3 activation promotes cancer cell activity by avoiding cells death, but little affects 
cell growth, migration and invasion.  
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１．研究開始当初の背景 
 
STAT シグナルは、口腔癌をはじめとして

乳癌、前立腺癌、肺がんなど多くの固形癌で
活性化されていることが知られている。また
リン化された STAT 蛋白質は 2 量体となって

核内に移行し、核内で転写因子として働き、
結果として細胞の抗アポトーシスや細胞周
期異常に作用することが報告されている。し
かし、シグナルが活性されるメカニズムや活
性化された STAT 蛋白が核内へ移行するに
至るシグナルなど、その詳細については未だ
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明らかになっていない点が多い。 

研究代表者による過去の実験結果から、口

腔癌培養細胞の細胞間接着は STAT1 および 

STAT3 シグナルの活性化を誘導することが示

されていた。その誘導には E -カドヘリンの

ホモフィリックな結合が不可欠であることが

明らかになっていたが、E -カドヘリンからど

のような伝達経路で STAT シグナルの活性化

に至るのか、そのメカニズムについては不明

であった。 

今回の研究では、STAT シグナリングに新
たな知見を加える。さらに、口腔癌の浸潤・
転移への関与について解析を加える。 

 
 

２．研究の目的 
 
STAT シグナルが活性化されるメカニズム

や、活性化された STAT 蛋白が核内移行する
に至るシグナルなどの詳細なメカニズムを
解明する。また、解明されたメカニズムを基
に、このシグナル伝達を有効に阻害する手法
を検索し、新たな治療法の開発に応用するこ
とを目的とする。 
 
 

３．研究の方法 
 
(1) 細胞間接着から誘導される STAT シグ
ナル活性化の解析 
 
口腔癌細胞をポリハイドロキシエチルメ

タクリレートでコートしたプレート上で培
養して細胞-細胞間接着に依存した細胞塊を
経時的にサンプルリングする。これらの細胞
から蛋白質を抽出してウェスタンブロッテ
ィングにて解析する。ウェスタンブロッティ
ングにおいては、STAT family である 
STAT1,3 のリン酸化蛋白質と非リン酸化蛋
白質の両者を検索する。また、細胞塊をカバ
ーグラス上でホルマリン固定し、蛍光免疫染
色法にて蛋白の局在を検索する。 
 
 
(2) 細胞外マトリックスから誘導される 
STAT シグナル活性化の解析 
 
培養ディッシュ上で培養した細胞、および

ディッシュ上で培養した細胞にマトリゲル
を作用させて細胞―細胞外マトリックスを
介したシグナルに依存した細胞をサンプル
とする。これら両者から蛋白質を抽出してウ
ェスタンブロッティングを行った。ウェスタ
ンブロッティングに使用する抗体は上記 1)
で使用したものと同様とする。 
 
  

(3) 細胞間接着から STAT蛋白質の活性化に
至るまでの関連シグナルの解析 
 
 ポリハイドロキシエチルメタクリレート
でコートしたプレート上で培養して経時的
にサンプリングした蛋白質を用いて、Rac1お
よび Cdc42 のリン酸化蛋白質および非リン
酸化蛋白質の両者をウェスタンブロッティ
ングにて解析する。 
 
  
(4) STAT3 発現阻害による機能解析 
 
培養細胞に STAT3 siRNA を導入して発現を

抑制する。ウェスタンブロッティングもしく
は RT-PCR 法にて効率よく発現抑制されて
いる細胞を用いて、増殖能、遊走能、浸潤能
について解析を行った。 
 
① 増殖能の解析 
 
STAT3 siRNA とコントロール siRNA を導

入した培養細胞に対して、導入後 3 日後、4 
日後、5 日後にシャーレ上の細胞数をカウン
トすることで評価する。 
 

② 遊走能・浸潤能の解析 
 
 セル・カルチャー・インサートを用いてフ
ィルター下面に存在する細胞をトリパンブ
ルー染色してカウントすることで評価する。
浸潤能の解析のためには、マトリゲルコート
が必要である。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 細胞間接着から誘導される STAT 蛋白
質のリン酸化と関連シグナルの解析 
 

過去の実験結果に一致して、ポリハイドロ

キシエチルメタクリレートでコートしたプレ

ート上で培養した培養細胞のうち、培養開始

から約6-12時間で蛋白抽出したサンプルにお

いて、リン酸化 STAT1, 3 の発現が高度に認

められた。これらの蛋白を用いて他から報告

のある Rho ファミリー (Rac1, Cdc42） のリ

ン酸化蛋白質についてもウェスタンブロッテ

ィングで解析を行った。その結果、細胞種に

よってばらつきはあるものの 、STAT のリン

酸化とほぼ同時期において Rac1, Cdc42 と

もにリン酸化される傾向があることが明らか

になった。蛍光免疫染色法では、リン酸化し

たSTAT 蛋白質が核内に移行していることが

確認できた。 

つまり、過去のデータと総合すると、口腔



 

 

癌細胞が E -cadherin のホモフィリックな

結合によって細胞間接着を獲得すると、Rho 

ファミリーである Rac1 や Cdc42 のリン酸

化が誘導され、それによって STAT シグナル

の活性化が導かれるという可能性が示唆され

た。 

 

 

(2) 細胞外マトリックスから誘導される 
STAT シグナル活性化の解析 

 

培養ディッシュ上で培養した細胞、および

ディッシュ上で培養した細胞にマトリゲルを

作用させて細胞―細胞外マトリックスを介し

たシグナルに依存した細胞における STAT シ

グナルの活性化を解析した。その結果、

STAT1,3 のリン酸化蛋白質はわずかに発現が

高くなっているサンプルもあるが、明確な結

果を得ることができなかった。原因としては

、STAT シグナルを活性化する因子は EGF や 

IL-6 をはじめとして数多く知られており、こ

れらが複雑に関連しているため特定の経路を

明確にするこが困難であると考えられる。 

 

 

(3) STAT3 発現阻害による機能解析 

 

① 増殖能の解析 
 
STAT3 siRNA とコントロール siRNA を導

入した培養細胞に対して、導入後 3 日後、4 
日後、5 日後にシャーレ上の細胞数をカウン
トした。コントロール siRNA 導入細胞に比
べて STAT siRNA 導入細胞の方がわずかに細
胞活性が低下しているように観察されたが、
細胞数のカウントにおいては有意な差は認
められなかった。 
 

② 遊走能・浸潤能の解析 
 
セル・カルチャー・インサートを用いてフ

ィルター下面に存在する細胞をトリパンブ
ルー染色してカウントを行った。浸潤能の解
析においては実験に先立ってインサート部
にマトリゲルコートを行った。STAT3 siRNA 
とコントロール siRNA を導入した培養細胞
をフィルター上部に撒き、6 時間後、12 時間
後、24時間後に対して細胞数を計測した。そ
の結果、STAT3 siRNA とコントロール siRNA 
を導入した培養細胞間で、遊走能、浸潤能と
もに有意な差は認められなかった。 
 
 
今回の結果をまとめると、口腔癌培養細胞

においては、E-cadherinを介した細胞間接着

によって Rho ファミリー蛋白質がリン酸化
され、これらを介して STAT シグナルが活性
化されている可能性が示唆された。これを明
らかにするためには、Rac1, Cdc42 の発現を
抑制した実験データの追加が必要であると
考えている。一方で、細胞―細胞外マトリッ
クスと STAT シグナルの関連についての解析
では、実験方法の工夫などを含めて今後の検
討課題である。STAT シグナルが活性化され
ることによって癌細胞は細胞死を回避する
ということは過去の実験で示してきた。今回
の結果から増殖、遊走、浸潤における関与は
有意ではなかったが、STAT シグナルは癌の
進展において重要であることは確実である。
今後新たな知見を加えていくことで口腔癌
治療に応用できるものと考えている。 
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