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研究成果の概要（和文）：口腔癌の治療予後は、局所浸潤と転移に左右される。上皮間葉移行（EMT)は癌細胞に
おいて細胞運動能獲得における重要なイベントとされ、またアポトーシス耐性など治療抵抗性にも深く関与して
いる。本研究はEMTの口腔癌の局所浸潤への関与、および局所浸潤巣の形成におけるEMTの役割について検討し
た。EMTは転写因子SnailとSlugの両方が誘導に関わり、それら調整因子として新たにZIP2を見出した。また、局
所浸潤巣は先行したEMT細胞が後続の非EMT癌細胞の細胞運動能を外的因子CCN1で制御していることを見出し、口
腔癌の局所浸潤のメカニズムを解明した。

研究成果の概要（英文）：Treatment prognosis for oral cancer depends on local invasion and 
metastasis. Epithelial mesenchymal transition (EMT) is regarded as an important event in acquiring 
cell motility in cancer cells, and it is deeply involved in treatment resistance such as apoptosis 
tolerance. This study investigated the role of EMT in local invasion of oral cancer and the 
formation of local invasive foci. Both transcription factors Snail and Slug were involved in the EMT
 induction, and newly found ZIP 2 as a regulatory factor. Moreover, local invasive foci found out 
that the preceding EMT cells regulate the cell motility of the subsequent non-EMT cancer cells with 
the external factor CCN1, and elucidated the mechanism of the local invasion of oral cancer.

研究分野： 癌の分子生物学

キーワード： EMT　口腔癌　癌の浸潤・転移

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 最新の EMT 研究のコンセプトとして、
EMT は高度悪性型癌の癌細胞に特異的に生
じた現象ではなく、あらゆる癌に EMT 型癌
細胞が存在すると考えられており（J Natl 
Cancer Inst 100(4):232-3, 2008）、乳癌など
では非 EMT 型癌細胞から構成される通常の
癌において、その癌の進展とともに EMT 型
癌細胞が出現し、それら癌の浸潤・転移をリ
ードしていくというモデルが提唱されてい
る。つまり、癌組織を主として構成する上皮
形質を保持した癌細胞の一部に EMT が誘導
され、その癌の浸潤・転移過程には非 EMT
型癌細胞と EMT 型癌細胞の相互作用が存在
することを示唆する。 
 口腔扁平上皮癌の場合、びまん性浸潤様式
を示す高度浸潤型癌は de novo に EMT 形質
を獲得し、これら癌細胞の高度悪性度は
EMT 形質によるものと推測されるが、あく
まで全口腔癌症例の 10％以下と稀である。ほ
とんどの癌は病理組織学的に胞巣を形成し
て浸潤する像を呈する上皮(構造)形質を保持
している。申請者らはこういった通常の口腔
癌組織における EMT 現象の関与および
EMT 型癌細胞の存在意義を重要であると考
えている。 
 
２．研究の目的 
 
口腔扁平上皮癌の進展は上皮内から間質へ
の局所浸潤に始まり、主にリンパ行性転移を
経て遠隔転移という過程を辿ることから、如
何に癌細胞の浸潤・転移を制御するかが口腔
扁平上皮癌の治療予後に重要である。最近、
癌細胞の浸潤・転移の分子機構おいて注目さ
れているのが上皮間葉移行機構である。 
 EMT は個体発生や創傷治癒で生じる「上
皮細胞の間葉細胞への変換」という生理的現
象であるが、癌細胞が浸潤・転移能獲得など
悪性化の過程においてこの EMT を利用し
ていることがわかってきた。しかし癌細胞に
おける EMT の誘導機構は複雑であり、その
詳細は未だ不明な点が多く残されている。 
本研究では、口腔扁平上皮癌の局所浸潤に

おいて浸潤開始部の癌細胞にどのように
EMT が誘導され、どのように浸潤巣が形成
されるのかを詳細に検討する。 
 
３．研究の方法 
 
① 可変型 EMT 誘導モデルの作成 
 舌癌由来細胞株 OM-1 にウイルスベクター
で EMT 誘導性転写因子 Snail を導入して、条
件依存的な EMT を示す細胞株（細胞プール）
OM-1_Snail を確立している。親株 OM-1 およ
びこの細胞をベースとして、Snail ファミリ
ー分子 Snail2（Slug）導入 OM-1（OM-1_Slug） 
、 Snail お よ び Slug 同 時 導 入 OM-1
（OM-1_Snail_Slug）、そして OM-1_Snail 

から安定EMT表現型を示す細胞をクローニン
グして OM-1_Snail clone を作成し、これら
細胞の EMT 強度を調べ、さらに外的因子によ
る EMT 増強を加味して、可変する EMT 強度を
基準にしたモデルを作成し解析する。 
 
② EMT 細胞はみな同じ？ 
 E-カドヘリンとビメンチンでは判定でき
ない真の EMT を見出すため、癌幹細胞マーカ
ーの一つとして良く知られ、口腔癌において
も癌幹細胞抽出のマーカーとして用いられ
る CD44 と、ESA（上皮細胞特異抗原）を用い
てEMT細胞をフローサイトメトリーで分画し、
これらを新たなEMTマーカーとして検討する。 
 
③ EMT を増強する外的因子、EMT と協調する

外的因子の検索 
EMT 細胞と非 EMT 細胞の共存が、口腔癌浸

潤巣を形成している。そのメカニズムに関わ
る因子として成長因子 CCN1（Cyr61）に着目
し、EMT 細胞と非 EMT 細胞との仲介因子とし
ての機能解析を行う。 
 
④ EMT 誘導における Slug の役割 
 ①で作成した可変EMT誘導モデルを用いて
Slug の役割について解析する。 
 
⑤ EMT 誘導における癌細胞内亜鉛濃度の変

化 
 口腔癌における Snail、Slug および LIV1
の発現の関係性を明らかにし、さらに口腔癌
の EMT 誘導における新たな 
亜鉛関連性分子ZIPファミリーについて検討
する。 
 
４．研究成果 
 
 非 EMT表現型である口腔扁平上皮癌細胞株
では、Snail の発現は低く、逆に Slug が恒常
的に発現している。Zebや TWIST など他の EMT
誘導型転写因子の発現はいずれの細胞でも
見られなかった。ウイルスベクターで Slug
をさらに強制発現させた A431_Slug および
OM-1_Slug を樹立したところ、蛍光免疫細胞
染色による判定でともにEMT細胞率は約４パ
ーセントであり、ほとんど EMT は生じなかっ
た。以上の結果より、Slug は定常時は EMT 誘
導因子として働いていないことが伺われた。 
次に、Snail と Slug を同時に強制発現させ

た OM-1_Snail_Slug を樹立した。この細胞は
90％以上の細胞で EMT が生じた。さらに、
OM-1_Snailから安定EMT細胞をクローニング
した OM-1_Snail clone を 2 株樹立した。こ
れら細胞はほぼすべての細胞に EMT が生じ、
その表現型は条件非依存的に安定している。 
 以上の細胞の樹立によって、EMT が段階的
に強度を増す Snail 依存的 EMT誘導モデルを
確立した。この EMT 強度は E-カドヘリン、ビ
メンチンの発現移行で反映され、さらに亜鉛
トランスポーターLIV1 および LIV1 を誘導す



る IL-6 の細胞内発現においても EMT 強度を
反映する発現移行が見られた。 
興味深いデータとして、申請者は以前より
Snail導入による恒常的Slugの発現の抑制が、
安定 EMT 細胞において解除され、Snail と
Slug の発現共存傾向が見られたことにある。 
次に、様々な外的因子刺激による EMT 誘導

を試みた。OM-1 細胞において TGF ベータ、TNF
アルファおよび PDGF の三種のサイトカイン
同時刺激、そして細胞遊走スペースの確保の
条件下で EMT 誘導に成功した。これらサイト
カイン刺激による EMT誘導には Snail および
Slug の発現誘導が伴った。 
また、サイトカインは OM-1_Snail の EMT

細胞率を劇的に上昇させた（条件によっては
ほぼ 100％の EMT 陽性率）。 
 これらサイトカイン依存的 EMT 誘導は、
SnailおよびSlugの同時ノックダウンでない
と完全に抑制されなかった。 
以上の Snail 依存性 EMT誘導モデルとサイ

トカインによる EMT 強度増強により、可変型
Snail 誘導性 EMT モデルを確立することがで
きた。 
これら細胞が示す EMT は、E-カドヘリンと

ビメンチンを指標とした表現型としてすべ
ての細胞において同じく観察される。また、
de novo の EMT を示す口底癌由来細胞株
HOC313 においても同様である。 
 そこで、EMT 細胞にも分化的階層など相違
があると想定し、CD44 および ESA でフローサ
イトメトリーによる細胞分画をおこなった。
CD44 の発現が高く、上皮成分（ESA）の低い
分画に、EMT 陽性細胞が集中した。しかしな
がら、サイトカイン増強は CD44」と ESA 分画
にはほとんど反映されなかった。ちなみに、
非可逆性安定 EMT 細胞の集団である HOC313
はすべて CD44 陽性 ESA 陰性に分画される。 
以上の結果より、EMT 誘導における外的因

子の重要性と、一方で、二次的な EMT 様表現
型移行について見出された。実際、口腔癌の
局所浸潤巣はほとんどの非 EMT 型癌細胞と、
ほんの一部のEMT型癌細胞で形成されている。
EMT が細胞浸潤の本質であることに間違いは
ないが、すべてを依存しているわけではない
ことが推測される。EMT 表現型は細胞運動に
適しているが、実際の口腔癌では非 EMT 細胞
が浸潤していないわけではない。つまり、浸
潤巣の広がりは、ただの非 EMT 細胞の増殖の
結果ではないことを明らかにする必要があ
る。 
そこで、EMT 細胞が分泌する液性因子をマ

イクロアレイ法で抽出し、その中から CCN1
（Cyr61）に着目し、解析を進めた。CCN1 の
発現は EMT型口腔癌細胞株および Snail 誘導
性 EMT 細胞において発現が増強していた。
CCN1のプロモーター領域にはNFｋBバインデ
ィングドメインを有し、プロモーターアッセ
イでは Snail 導入による NFｋBバインディン
グドメイン依存的な活性の上昇がみられ、ま
た、Snail 導入によって NFkB の下流遺伝子群

の発現が上昇したことから、Snail が NFｋB
を介してCyr61の発現を誘導していることが
推察された。 
 そこで、CCN1 の癌細胞の役割について検討
するため、Cyr61 強制発現 OM-1 を作成した。
これら細胞（OM-1_CCN1 clone4, OM-1_CCN1 
clone6）はマトリゲルインベージョンアッセ
イで高い浸潤能を示したが、EMT 細胞に比較
して低かった。EMT 細胞は細胞間器質分解酵
素MMP2を分泌して細胞浸潤する一方で、CCN1
強制発現細胞は MMP2 発現に変化はなく、E-
カドヘリンも保持され、細胞間接着を保ちな
がら浸潤することが明らかになり、これは in 
vitro 三次元培養法による浸潤様式やスクラ
ッチアッセイでも確認された。移動中の細胞
集団は細胞間接着を保ち、ストレスファイバ
ーが確認されたことから、RhoA の活性を調べ
たところ、CCN1強制発現細胞はいずれもRhoA
の恒常的活性化が見られた。 
マトリゲルインベージョンアッセイにお

いて外来 CCN1 として、リコンビナント CCN1
添加による OM-1 の浸潤能の亢進を確認する
と、その亢進は、CCN１のレセプターである
インテグリンの、リガンドブロッカーである
RGD ぺプチド処理により阻害され、CCN1 によ
る癌細胞のコレクティブな細胞浸潤を支配
していることが、より明らかとなった。 
以上の結果から、この CCN1 がなぜ EMT 細

胞が分泌しているかという疑問が生じる。
EMT 細胞だけに焦点を当てると、EMT による
細胞間接着解除に伴う細胞運動能亢進にお
いて、細胞間接着を保持したまま細胞運動を
亢進させる CCN1 の役割に矛盾が生じる。そ
こで、EMT 細胞が分泌する CCN1 はオートクラ
インに EMT 細胞に作用するだけでなく、重要
なのはパラクラインに非EMT癌細胞に作用す
るとの仮説を立て、以下の実験をおこなった。 
マトリゲルインベージョンアッセイをベ

ースに、チャンバーには OM-1 を播種し、OM-1
の浸潤能を検索するが、それら OM-1 の培養
液を共有するウェル内にはそれぞれ CCN1 強
制発現細胞、或いは EMT 細胞を生育させ、そ
れら細胞が CCN1 を含む液性因子が OM-1 の浸
潤能に与える影響を調べた。 
 OM-1 の浸潤能は CCN1 を含む培養液によっ
て著明に亢進し、EMT 細胞による OM-1 の浸潤
能亢進のレベルとほぼ同等であった。以上の
結果は、EMT 細胞が CCN1 を介した細胞間相互
作用で非EMT癌細胞の浸潤を亢進させる制御
をしていることが明らかとなった。 
 さらに、この CCN1 が非 EMT 癌細胞に与え
る影響が判明した。CCN1 過剰発現細胞は導入
した外来性 CCN1 とは別に内因性の CCN1 の発
現誘導を伺わせる結果が得られた。 
 そこで、プロモーターアッセイをおこなっ
たところ、CCN1 のプロモーター活性は Snail
導入によって著明に亢進するが、CCN1 を導入
することによっても、その自己の CCN1 プロ
モーターアッセイをも亢進することが明ら
かとなり、RT-PCR でも CCN1 過剰発現細胞の



NFｋB 標的遺伝子の発現亢進が確認できた。 
 以上の結果より、EMT 細胞は CCN1 を分泌し
てパラクラインに非EMT細胞の浸潤能を亢進
させる可能性が高くなり、最後に、OM-1 に
GFP を導入して明視化し、90％の OM-1 と 10％
の CCN1 過剰発現細胞を混合して三次元培養
をおこなった。OM-1 は三次元培養において、
間質をミミックしたコラーゲン層に浸潤し
ない。しかし、CCN1 過剰発現細胞との共存下
ではコラーゲン層への浸潤が明らかとなり、
仮説が正しいことが示された。 
実際の口腔癌の浸潤巣における上記の仮説
を検証すべく、免疫組織化学染色法および蛍
光免疫組織・細胞染色で CCN1 を視覚化する
と、この仮説に合致するように、重層化した
腫瘍巣の外側から内側にかけてグラディエ
ントな CCN1 の局在が観察され、既に間質に
浸潤した EMT 細胞が分泌した CCN1 が、腫瘍
巣の間質に接する非EMT癌細胞からだんだん
と内側にかけて CCN1 の発現が誘導されてい
く所見として間違いのない結果が得られた。 
この一連の複雑なCCN1の結果をまとめると、
口腔癌の局所浸潤様式は EMT細胞と非 EMT癌
細胞との相互作用によって成り立っており、
一部の少数のEMT細胞が癌浸潤の初期段階か
ら先行し、これら EMT 細胞が分泌する CCN1
が後続の非EMT癌細胞に作用してコレクティ
ブマイグレーションを引き起こす。この EMT
依存的な癌細胞浸潤と CCN1 依存的な癌細胞
浸潤によって口腔癌の浸潤様式が成立する
と推察された。 
 上記の結論は、口腔癌の局所浸潤は Snail
依存的であることが明確である。一方で、口
腔癌に恒常的に発現している Slug は、Snail
の発現によって一時的に抑制され、EMT 形質
が安定化すると、その発現は再び現れる。先
述したように乳癌などではSlugによってEMT
が誘導される。これら逆の結果は何の違いに
よるかを考察すると、まず、正常組織で考え
た場合、乳腺組織は単層であり、口腔癌は重
層の上皮であることに行き着く。Slug は基底
細胞に発現し、重層分化を制御していると考
えられているが、興味深い癌との関連性とし
て、癌胞巣の外側は基底細胞に当てはまる。
EMT は間質に接する癌胞巣の外側に生じると
考えられている。したがって、癌細胞は基底
細胞が癌化して増殖したと単純に考えられ
る。しかし、この考えでは癌細胞に重層上皮
分化階層が存在しないことになる。以上を踏
まえて、改めて癌細胞における Slug の役割
について検討した。OM-1_Snail の Snail の局
在を蛍光免疫細胞染色で確認すると、多くの
Snail は核内に局在するが、細胞内にも局在
する。導入した Snail および内在性の Snail
がすべて機能的でないことが伺える。一方で、
OM-1_Snail_SlugではSnailおよびSlugの核
内の局在が非常に明瞭に観察された。この結
果は、やはり Slug は Snail の EMT 誘導機能
におけるエンハンサーと考えられる。 
 そこで、Snail の核内移行を制御する亜鉛

トランスポーターLIV1 と、その LIV1 の発現
を誘導する IL6 について検索した。 
 Snailの導入によってLIV1およびIL6の発
現が誘導されるが、Slug の過剰発現では共に
誘導されない。Slug の活性化因子はこれまで
に明らかにされていなかったが、この結果で
少なくとも LIV1 や IL6 でないことが明らか
となった。 
そこで、LIV1 のファミリー分子群である

ZIP ファミリーの発現を網羅的に解析したと
ころ、ZIP2 が OM-1_Slug で発現し、一方で
OM-1_Snail でその発現が抑制されているこ
とを新規に見出した。EMT 誘導家庭における
LIV1 のファミリー分子 ZIP2 の機能を調べる
ため、OM-1_Snail の ZIP2 強制発現細胞を新
たに樹立した。この細胞および TGF ベータに
よる EMT 強度増強を検討した結果、
Snail/ZIP2 同時強制発現 OM-1 は、Snail 強
制発現 OM-1 と比べて Slug の発現が誘導され、
LIV1 の発現は維持されたまま、EMT 細胞率は
約 30％から約 18％と有意に低下し、ZIP2 の
強制発現によって Snail 誘導性の EMTは抑制
された。また、TGF ベータ刺激による Snail
過剰発現 OM-1 の、Slug および LIV1 発現亢進
を伴う EMT 感受性増強も、ZIP2 強制発現によ
って抑制され、EMT 細胞率が約 58％から約
36％と有意に低下した。 
そして細胞内亜鉛濃度を蛍光で測定でき

る方法を用いて、フローサイトメトリーで、
OM-1、Snail 強制発現 OM-1 および Snail/ZIP2
同時強制発現 OM-1 を、縦軸に細胞内 Zinc 濃
度、横軸に上皮形質マーカーである上皮特異
抗原 ESA をとって分画した。Snail 強制発現
OM-1 のメジャーポピュレーションは、OM-1
のそれと比べて Zinc 濃度の低い方へシフト
し、さらに、ESA の発現の低い方へ延長した。
一方で、Snail 強制発現 OM-1 に ZIP2 を強制
発現させると、Zinc 濃度が低い方にシフトし
たメジャーポピュレーションは OM-1 の細胞
内 Zinc 濃度と同等に回復し、そして、OM-1
のメジャーポピュレーションと相似する、
ESA 発現の高いサブポピュレーションが出現
した。 
ZIP2 の機能についての報告は今までほとん
どなかったが、ちょうど 2014 年に報告され
た論文で、ZIP2 は重層上皮分化に深く関与し、
ターミナル分化になるほどその発現は上昇
することが明らかになった。 
したがって、ZIP2 強制発現による結果から、

癌細胞がSnailによって上皮形質から間葉形
質に移行し、細胞内Zinc濃度が下がったが、
ZIP2 はそれを回復させ、癌細胞を上皮形質へ
と方向転換したことが推察された。 
また、TGF ベータおよびサイトカインによ

る EMT 誘導と増強には Snail と Slug の同時
発現が見られるが、ZIP2 は TGF ベータ依存的
な EMT 誘導時にもその発現は抑制された。 
OM-1 では、EMT 誘導因子 Slug が上皮形質特
異的 Zinc トランスポーターZIP2 の発現を正
に制御し、一方で、Slug は Snail の発現を抑



え、その結果、間質形質としての Zinc トラ
ンスポーターLIV1 の発現が抑制されている。 
したがって、SlugとZIP2の恒常的な発現が、
細胞内 Zinc 濃度を高く保ち、上皮形質を維
持していると推察される。この OM-1 に Slug
を過剰発現させても、Slug と Snail、そして
ZIP2、LIV1 との関係性に変わりはなく、上皮
形質を維持している。一方で、Snail を OM-1
に過剰発現させると、Snail は Slug の発現を
抑え、その結果、ZIP2 の発現が抑制される。 
Snail は LIV1 の発現を誘導し、Zinc トラン
スポーターは上皮特異的な ZIP2 から間葉形
質としてのLIV1へとスイッチし、細胞内Zinc
濃度が低くなり、Snail 依存的な EMT が誘導
される。したがって、Snail と Slug の相互発
現制御機構下における Zinc トランスポータ
ーのスイッチングによってSnail依存的な可
逆性 EMT が誘導される。そこで、ZIP2 を強制
発現させると、ZIP2 は Snail 依存的 EMT を抑
制し、上皮形質を与えることによって間葉形
質から方向転換させることができた。Zinc ト
ランスポーターの特性が、Zinc-finger 型転
写因子Snailファミリーの機能を制御する結
果、EMT プログラムが制御されていることが
示唆された。 
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