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研究成果の概要（和文）：本研究では、口腔扁平上皮癌におけるTRPV4の発現と腫瘍形成における機能について
明らかにした。
　TRPV4は複数の口腔癌細胞株において高発現しており、siRNAを用いてノックダウンするとTRPV4アゴニスト依
存的な細胞内カルシウム流入、増殖細胞数、運動能およびAKTの活性化が抑制された。またレンチウイルスを用
いたTRPV4の過剰発現にてこれらの抑制効果は回復された。一方、TRPV4のノックダウンはHippoシグナルの標的
遺伝子の発現に影響を与えなかった。ゼノグラフトモデルにおいてshRNAを用いてTRPV4をノックダウンした群で
はコントロール群と比較して移植片の体積と重量が減少した。

研究成果の概要（英文）：In this study, it was shown that the high expression of transient receptor 
potential vanilloid 4 (TRPV4) in oral squamous cell carcinoma (OSCC) and its function in OSCC 
tumorigenesis in vitro an in vivo. Several OSCC cell lines highly expressed TRPV4 mRNA and protein. 
Knockdown of TRPV4 with siRNA reduced TRPV4 agonist-dependent Ca2+ influx, cellular growth, 
migration capability and AKT activation. Treatments with TRPV4 overexpression rescued these 
loss-of-function effects with TRPV4 siRNA. In contrast, TRPV4 knockdown did not affect the 
expression of target genes of Hippo pathway signaling. Xenograft models showed that the volumes and 
weights of TRPV4 shRNA expressing tumor groups were less than those of control groups. These results
 suggest that TRPV4 expression is required for tumor formation in vitro and in vivo.  

研究分野：口腔外科
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、癌細胞周囲の微小環境の変化に応答して癌細胞の細胞内シグナル伝達が活性化され、腫瘍形成が促進する
知見について報告されている。TRPV4チャネルはCa2+の流入に関与するイオンチャネルファミリーとして同定さ
れ、細胞周囲の微小環境（機械ストレスや浸透圧ストレス）を感知すると考えられている。本研究ではTRPV4が
口腔扁平上皮癌細胞において高発現し、細胞外周囲の環境を認識し、増殖を制御することを明らかにした。この
結果は、TRPV4の活性化を標的とする新たな癌治療の開発に繋がる可能性を示している。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 近年、がん細胞において周囲の微小環境の変化に応答して細胞内シグナル伝達が活性化され、
腫瘍形成が促進する知見について報告されている。Transient receptor potential(TRP)チャネ
ルは Ca2+の流入に関与するイオンチャネルファミリーとして同定され、細胞周囲の微小環境（機
械ストレスや浸透圧ストレス）を感知すると考えられている。一方、TRP チャネルは様々なが
ん細胞に高発現し、その発現は細胞骨格系・増殖・浸潤・転移に影響を与えることが知られて
いるが、詳細なシグナル伝達については明らかでない。また、Hippo シグナルの構成因子であ
る細胞増殖制御因子 YAP/TAZ は細胞形態・細胞骨格の変化に応答して、その核への局在が変化
することによりがん細胞の増殖に関与することが知られているが、その上流活性制御メカニズ
ムは不明である。本研究では、TRP チャネルシグナル伝達と Hippo シグナル伝達ががん細胞に
おいて機械刺激を受容し協調的に相互作用するのではないかという着想に至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、口腔扁平上皮癌細胞において、TRPチャネルが機械刺激受容体として微小環境
に応答することによりシグナル伝達が活性化することによって腫瘍形成に関与するのか、TRP
チャネルシグナル伝達と Hippo シグナル伝達が機械刺激を受容し協調的に相互作用すること
によってがん形成に影響を与えるのか、について検討することを目的としている。 
 
３．研究の方法 
(1) 口腔扁平上皮癌細胞株における TRPV4 の発現の検討 
 6種類の口腔扁平上皮癌細胞株におけるTRPV4チャネルの発現をmRNAおよびタンパクレベル
において検討した。 
(2) 口腔扁平上皮癌細胞株における TRPV4 の機能解析 
 口腔扁平上皮癌細胞株において TRPV4 をノックダウンして、in vitro における増殖また遊走
に与える影響、および in vivo における腫瘍形成に与える影響について検討するためゼノグラ
フトモデルを用いた。 
 
４．研究成果 
(1)口腔扁平上皮癌細胞株における TRPV4 の発現の検討 
 6 種類の口腔扁平上皮癌細胞株における、TRPV4 チャネルの mRNA およびタンパク発現につい
て検討した。最も高く発現している口腔扁平上皮癌細胞株において、siRNA を用いて TRPV4 を
ノックダウンしたところ、mRNA およびタンパクレベルにて発現が抑制した。加えて、Fluo-4 AM
を用いて細胞内 Ca イオンの流入について検討したところ、TRPV4 をノックダウンするとアゴニ
スト依存的な細胞内 Caイオンの流入が抑制された。 
(2) 口腔扁平上皮癌細胞株における TRPV4 の機能解析 
① 口腔扁平上皮がん細胞株において TRPV4 をノックダウンしたところ、増殖細胞数(図 1 A)、
Ki67 陽性増殖細胞数および運動能が減少した。 
② レンチウイルスを用いた TRPV4 の過剰発現により①で用いた siRNA による TRPV チャネルの
発現および表現型(細胞数、Ki67 陽性増殖細胞数および運動能)が回復した。 
③ 口腔扁平上皮がん細胞株において TRPV4 をノックダウンしたところ、AKT のリン酸化が抑制
された(図 1 B)。一方、YAP/TAZ 下流転写因子 Tead の標的遺伝子の発現はコントロール群と変
わらなかった。 

 

 
④ 上記の実験にて用いた siRNA の配列を基に shRNA を設計し、レンチウイルスを用いた感染に

図 1. 口腔扁平上皮癌細胞
株における TRPV4の機能 
A. 2 種類の TRPV4 siRNA
によるノックダウンは口腔
扁平上皮癌細胞株の増殖を
抑制する。 
B. TRPV4のノックダウンは
AKTの活性化を抑制する。 



より、恒常的に TRPV4 がノックダウンされた細胞株を樹立した。この細胞株では特異的アゴニ
スト依存的な細胞内 Caイオンの流入が抑制された。 
⑤ shRNA TRPV4 細胞株を浮遊培養、二次元培養（プラスチック培養皿）または三次元培養（マ
トリゲル）培養したところ、三次元培養条件下のみにて tumor sphere の大きさが減少するとと
もに Ki67 陽性細胞数が減少した。 
⑥ shRNA TRPV4 細胞株をヌードマウスに移植した(ゼノグラフトモデル)ところ、移植片の体積
と重量が減少した。 
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