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研究成果の概要（和文）： アポトーシスと呼ばれる計画的な細胞死に抵抗性を獲得した癌細 
   胞が転移巣形成に寄与するという仮説の下、転移能力の有無で口 
   腔癌細胞を 2群に分けて、外因性のアポトーシス誘導剤 TRAIL に 

   対する感受性（抵抗性）や、その差違に関わるメカニズムを検討 

   した。これらの検討から、転移能の有無と TRAIL に対する感受性

   は相関しており、これには TRAIL 受容体の細胞内局在が関与して

   いることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： In this study I focused on the extrinsic apoptosis pathways,  
   to determine which components influence metastasis.   
   Poorly-metastatic human oral cancer cells were sensitive to  
   TRAIL, whereas highly-metastatic cancer cells showed  
   robust resistance.  Further understanding of how   
   sensitivity might be augmented comes from the observation 
   that TRAIL receptor dose not localize on cell surface in  
   highly-metastatic cancer cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 癌の転移巣形成には、癌細胞の原発巣から

の離脱、脈管内への浸潤、足場非依存性の生
存、2 次臓器への到達、異所環境下での増殖
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のすべてが要求される。転移癌細胞に特有の
これら能力は、複数の遺伝子異常が蓄積する
ことによって獲得される。 
 一方で、本来宿主は前述の各段階で癌細胞
にアポトーシスを誘導する機構を備えてお
り、転移巣を形成しようとする癌細胞に対し
てマルチステップバリアーを有している。つ
まり、宿主のアポトーシス誘導能は、有効に
機能しさえすれば、転移巣形成を阻止するセ
ーフガードとなり得る。 
 これまでの癌治療に関わるアポトーシス
の研究では、放射線療法や化学療法によって
癌細胞の DNA に傷害を与えて内因性アポト
ーシス経路を活性化させ、原発巣に対する治
療効果をいかに高めるかに主眼が置かれて
きた。しかしながら、放射線療法や化学療法
に抵抗性を獲得した癌細胞は、すなわち、外
因性アポトーシス誘導刺激に対しても抵抗
性を獲得しており、マルチステップバリアー
を容易にすり抜け、転移巣を形成できるもの
と推察される。したがって、こうした細胞を
生み出さないこと、あるいは、この細胞を効
果的に殺す方法の発見こそが、転移を阻止で
きる新規の治療法になると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 転移の有無が癌の予後を決定する最重要
因子であることに疑問の余地はない。長年に
わたって、癌転移に関する旺盛な研究が続け
られている。実験医学の進歩とともに、研究
結果が臨床にフィードバックされるように
もなったが、転移治療に対して十分な成果が
上がっているとは言えない。これまでの研究
が、既存の転移巣に着目してなされてきた事
が、原因の一つだと考えられる。 
 原発巣を形成する癌細胞の中から、あるい
は、脈管内を遊走する癌細胞群の中から、実
際に転移巣形成に寄与できる細胞にはどの
ような特性があるのかを解析し、転移巣形成
の初期段階をターゲットにした治療戦略を
立てる必要がある。 
 脈管浸潤や血管新生を阻害しようとした
従来の研究に比べて、アポトーシスを誘導し
ようとする本研究は、直接的な癌細胞死を引
き起こすという点で、積極的な治療効果を望
める可能性が高く、転移巣の形成自体を抑制
する治療法の開発につなげることを目的と
している。 
 
３．研究の方法 
 口腔扁平上皮癌細胞株を、転移能の有無に
よって 2 群に分けた。転移能を有するものと
して B88 細胞を、転移能を持たないものとし
て SAS 細胞を使用した。これらの細胞を使っ
て、外因性のアポトーシス誘導刺激である
Tumor necrosis factor Related Apoptosis 
Inducing Ligand（TRAIL）に対する感受性を、

WST-1 assay 法を用いて検索した。 
 次に、細胞培養用プレートの表面を加工し
て、細胞が接着しにくくなったプレートを使
用して、転移能の有無と細胞の足場の喪失に
よるアポトーシス誘導能の関係を評価した。
また、これに TRAIL を上乗せすることで、足
場非依存性、つまり脈管内を遊走中の癌細胞
の TRAIL に対する感受性を評価した。 
 さらに、転移能を有する細胞の TRAIL に対
する抵抗性のメカニズムを探索するために、
TRAIL の 4 つの Receptors、Caspases とその
Inhibitors の発現レベルを quantitative real-time 
PCR による mRNA、immunoblotting による蛋
白質の両面から解析した。 
 また、TRAIL Receptors の細胞内局在を、界
面活性剤処理、未処理を使い分け、間接免疫
蛍光抗体法で検索した。 
  
４．研究成果 
 単層培養条件下に、10 ~ 100 ng/ml の濃度で
TRAIL を作用させたところ、転移能を持たな
いSAS細胞では10 ng/mlの濃度で約半数の細
胞にアポトーシスが誘導され、100 ng/ml にま
で濃度を上昇させることで、約 70%の細胞に
アポトーシスが認められた。 
 一方で、転移能を有する B88 細胞は、100 
ng/ml の濃度で TRAIL を作用させた場合でも、
全くアポトーシスが誘導されなかった。 
 細胞培養用プレートの表面を加工し、細胞
が接着しにくくなったプレートを使用して
細胞が接着・増殖するための足場を喪失させ
てやると、転移能を持たない SAS 細胞では、
約 40%の細胞がアポトーシス（アノイキス）
に陥り、TRAIL を上乗せすることで約 80%の
細胞が死に至った。転移能を有する B88 細胞
では、足場を喪失したのみでは約 10%の細胞
にしかアポトーシス（アノイキス）は誘導さ
れなかったが、TRAIL を添加してやることで、
アポトーシスが増強された。転移巣形成のた
めには、癌細胞は足場非依存性の生存・増殖
能を獲得する必要がある。転移能の有無と
TRAIL に対する感受性は相関しており、足場
を喪失した条件下での TRAIL 感受性をさら
に高めてやることで、転移を抑制できる可能
性が示唆された。 
 さらに、転移能を有する細胞の TRAIL に対
する抵抗性のメカニズムを探索するために、
TRAIL の Receptors である DR4、DR5、Decoy 
receptors である DcR1、DcR2、receptor からの
シグナルを受けて順次活性化される Caspase 
8、Caspase 10、Caspase 3 とその Inhibitors で
ある cFLIP、IAP-1、IAP-2、XIAP、Mcl-1 に
ついて、mRNA と蛋白の発現レベルを評価し
たが、転移能に違いのある両細胞間で TRAIL
への抵抗性の違いを説明するに足る発現差
は見いだせなかった。 
 TRAIL Receptor が Ligand である TRAIL の



 

 

結合により、下流にシグナルを伝達できてい
るか否かを確認するために、それらの細胞内
局在を検討した。界面活性剤で細胞を処理し
た場合には抗体は細胞内に侵入し抗原とな
る蛋白質を認識できるが、界面活性剤処理を
行わなかった細胞では抗体は細胞膜表面に
存在する抗原しか認識できない。この違いを
利用して、DR4 と DR5 の細胞内局在を検索
したところ、TRAIL に抵抗性を示す転移細胞
では DR4 の大部分が細胞内に局在しており、
細胞膜表面にはわずかに発現するのみであ
った。DR5 の細胞内局在は転移能の有無によ
らず、細胞膜表面に発現が認められた。 
 リン酸化やグリコシル化など、DR4 の細胞
内局在を調整している因子を検索し、転移癌
細胞が脈管内へ侵入した（足場を喪失した）
際に、DR4 を細胞膜表面にリクルートできれ
ば、免疫細胞から産生される TRAIL によって
効率よく当該細胞にアポトーシスを誘導す
ることが可能になると予測され、新規の治療
法開発につながるものと予測される。 
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