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研究成果の概要（和文）：口腔癌の浸潤・転移の過程において EMT 現象が重要である。Snail
が多くの標的遺伝子の転写を制御し、それら標的遺伝子産物が機能して多くの現象が生じるこ

とで EMT が成立する。その中で、上皮細胞が間葉細胞に変化する過程において細胞間接着が

失われて上皮整合性が崩れることに注目し、その詳細を解析した。口腔扁平上皮癌細胞株にウ

イルスベクターで Snail を強制発現させた細胞プールを作成し、それら細胞に遊走スペースを

与えることで EMT を継時的に再現する系を確立した。細胞間接着因子 E-カドヘリンの発現と

局在および p63 の発現で上皮整合性の喪失を検索したところ、EMT は多段階であり、完全な

細胞間接着は EMT の最終段階であること、また成長因子などの液性因子でこの段階まで誘導

できることが分かった。 
 
研究成果の概要（英文）：Epithelial-Mesencymal Transition (EMT) is involved in tumor 
invasion and metastasis of oral squamous cell carcinomas (SCCs). Snail, a transcription 
factor and EMT inducer, directs transcription of its target genes for the acquisition of EMT 
in SCC cells. We focused a process of loss of epithelial integrity among SCC cells during the 
EMT. For the investigation of that, we generated SCC cell pools of forced Snail expression 
by recombinant virus infection system. Almost the cells displayed constant expression of 
exogenous Snail, however, a small population of the cells underwent EMT. The cells on 
culture dish were given the migration area and were escalated into EMT. 
Immnocytochemistory and immnoblot analyses showed that loss of epithelial integrity and 
cell-cell contact were the last step of EMT process and the process was accelerated by 
distinct humoral factors. 
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１．研究開始当初の背景 
 高度浸潤能を有し、予後の悪い高度悪性型
の口腔癌には上皮間葉移行（EMT）が生じて
いる。転写因子 Snail は様々な標的遺伝子の
発現を制御し、それら標的遺伝子産物が機能
して多くの現象が生じることで EMT が成立
する。その標的遺伝子の中で、上皮整合性に
関わる p63 の発現が Snail によって抑制され
ることを以前に見出した。上皮細胞が間葉細
胞に変化する過程において細胞間接着が失
われて上皮整合性がどのように崩れるのか
を詳細に検討する。 
 
２．研究の目的 
 EMT の定義は上皮細胞が間葉細胞に変化
する過程である。間葉細胞に変化した上皮細
胞はバラバラとなり、個々の上皮細胞として
アイデンティティは失われ、細胞間接着を失
って上皮細胞集団としての上皮構造も崩壊
する。それには p63 の発現消失が重要である
が、EMT の過程においてその喪失がどのよ
うに生じるかを知ることで、口腔癌の局所浸
潤のメカニズムの理解と、それらを口腔癌の
浸潤と悪性度との関連性を予測する要素と
して応用することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 口腔扁平上皮癌細胞株にウイルスベクタ
ーで Snail を強制発現させた細胞プールを作
成し、それら細胞に遊走スペースを与えるこ
とで EMT を継時的に再現する系を確立し、
その過程における上皮整合性の喪失につい
て検討する。間葉細胞のマーカーであるビメ
ンチンと細胞接着因子 E-カドヘリンの抗体
を用いて、蛍光免疫細胞染色を行い、それら
発現と局在を調べ、EMT の過程の詳細を検
討する。 
 
４．研究成果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
通常の上皮系扁平上皮癌（SCC）細胞株では、
E-カドヘリンの発現は RT-PCR で確認でき、
また蛍光免疫染色でその局在は細胞膜にあ
ることが確認できる。ビメンチンは発現して
いない。逆に、EMT 型 SCC 細胞株ではビメン

チンが細胞膜に線維状に染色され、E-カドヘ
リンは発現していない。 
この現象は明確な非 EMT 型と EMT 型の違いで
あるが、多くの癌細胞、あるいは癌細胞株で
はその境界は曖昧である。つまり、EMT の過
程は多段階であり、また可逆性をもつ可能性
が示唆される。 
そこで通常のプラスミドベクターを用いた
遺伝子強制発現・セレクションする系ではな
く、ウイルスベクターを用いた遺伝子強制発
現系を用い、Snail を強制発現している癌細
胞株のプールを作成した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これら細胞は、様々なステップの状態の細胞
が混在しており、EMT の過程は多段階である
ことが分かった。またコンフルエントになる
と、これら細胞には Snail が強制発現してい
るにもかかわらず、完全な EMT を生じている
細胞はほとんどなく、細胞膜に E-カドヘリン
が局在して細胞間接着が復活していた。 
しかし、コンフルエントの状態で細胞に遊走
スペースを与えてやると、EMT のステップが
進行していくことを見出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、その EMT コースは液性因子で助長さ
れた。 
これら結果は、人工的に Snail を強制発現さ
せないと細胞に EMTが生じないわけではなく、
液性因子刺激で癌細胞に EMTを誘導できる可
能性が示唆された。 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、Snail 強制発現細胞において液性因
子で EMT の誘導を制御でき、また EMT 型細胞
の割合に比例して浸潤能も亢進した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで、上皮系の SCC 細胞株に様々な液性因
子で刺激することで EMTが誘導できること見
出した。TGFbeta、PDGF、TNFalpha の同時刺
激および遊走スペースの付与によって確実
に上皮系癌細胞を間葉細胞に変化させるこ
とが可能となった。 
液性因子による EMT 誘導には Snail の発現が
誘導される癌細胞もあれば、Snail のファミ
リー遺伝子である Slug の発現も上昇する細
胞、あるいは Slug のみ発現する細胞が混在
しており、液性因子による EMT 誘導に責任を
もつ EMT 誘導遺伝子の詳細は、今までの検索
法では不明である。今後、Snail/Slug の関係
性、そしてそれぞれの SCC の EMT 誘導におけ
る役割を理解することが重要であると考え、
SnailだけではなくSlug強制発現細胞プール
の作成を計画している。 
 
これらの結果は、癌細胞周囲の炎症など、癌
細胞周囲の環境要因によって通常の非 EMT癌
細胞から EMT細胞が出現することを示唆する。
多くの癌組織は上皮系性質をもつ癌細胞の
集団であり、胞巣を形成して浸潤する病理組
織学的像を示している。癌における EMT 研究
は現在まで、EMT 型癌細胞の研究がほとんど
であった。しかし最近、通常の癌組織におい
ても EMT 型癌細胞の存在が示唆され、非 EMT
型癌細胞と EMT 型癌細胞の相互関係が、癌の
浸潤・転移の過程に重要であるという考えが
浸透してきている。 

上皮系 SCC 細胞株が液性因子によって EMT が
誘導されるということは、SCC 組織において
も EMT型癌細胞が存在している可能性が十分
ある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで SCC 組織において EMT 癌細胞が存在す
るのか、ビメンチンで染色して確認した。 
結果、癌細胞集団の再外周、つまり間質と接
している癌細胞に、EMT が生じていると考え
られる癌細胞の存在が確認できた。 
 
以上の結果をまとめると 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
癌細胞周囲には様々な要因によって炎症が
惹起される。さらに増殖した癌細胞集団は栄
養を求めて間質へ集団で（細胞間接着を保持
したまま）足を延ばす。しかしながらそれは
不十分であり、一部の癌細胞は壊死して潰瘍
を形成する。それがまた癌細胞周囲に炎症を
もたらし、さまざまな液性因子が放出される。 
ここまでは上皮内癌や、胞巣を形成する、い
わゆる SCCのほとんどを占める上皮形質を保
つ癌細胞集団としての SCC である。これら癌
細胞は増殖の結果、さらに栄養を間質に求め
るため、放出された液性因子を利用して EMT
型癌細胞が出現し、これからの間質への局所
浸潤をリードする、という一つの SCC の局所
浸潤のモデルが想定された。 
もちろん、上皮細胞から間質細胞へ変化する



 

 

のは細胞の個々レベルだけでなく、癌細胞集
団としての上皮整合性が崩れることも重要
であるが、そこで p63 をマーカーにして、上
述の EMT コース、および SCC 検体を用いて検
索したが、有意な結果は得られなかった。 
よって、p63 が制御する上皮構造整合性が癌
の局所浸潤過程における役割については未
だ不明である。 
これは、上皮系 SCC 癌細胞と de novo の EMT
型癌細胞との比較で得られた知見をそのま
ま今回の、EMT 型非 EMT 型癌細胞の混在する
癌組織に直接応用できなかったためと考え
られた。 
つまり、当初想定していたようなどの段階で
上皮整合性の喪失が生じているかなどの検
討項目は、SCC の局所浸潤の成立の過程にお
いて意義ある結論は得られなかったため、改
めて解析ストラテジーを検討する必要があ
ると思われた。 
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