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研究成果の概要（和文）：　上皮間葉移行（Epithelial Mesenchymal Transition：EMT）は上皮形質を示す細胞が間葉
形質を示す細胞に変化する現象である．近年，癌の進展においても極めて重要な機構であることが理解されつつある．
EMT細胞は細胞間接着の喪失，高い遊走能および細胞外基質分解能の獲得により高度浸潤，転移能を示し，癌の浸潤開
始にも密接に関与していることが明らかにされてきた．しかし，EMTの誘導開始機構については未だ不明な点が多い．
本研究では，口腔扁平上皮癌の高度悪性化に関与するEMT誘導開始機構におけるサイトカインの機能を明らかにした．

研究成果の概要（英文）：Present study demonstrated that a Snail/Slug-dependent EMT program with parallel 
signaling that provides polarized cell motility via AKT is required to execute EMT . Our model will 
contribute to the basic understanding of how varied environmental conditions at a given stage in the 
cancer life cycle (e.g., stroma invasion vs. nest formation) may induce phenotypic changes (e.g., 
induction of EMT) in SCC cells, even if the EMT master regulator Snail is constitutively expressed at a 
high level.

研究分野：口腔癌
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１．研究開始当初の背景 

 本研究の学術的背景として，当研究室で

は口腔癌の浸潤様式分類である山本・小浜分

類においてびまん性浸潤を呈する 4D 型の高

度浸潤口腔扁平上皮癌から細胞株を樹立し

ており，これらの細胞株が，紡錘状形態，細

胞間接着因子 E-cadherin の発現消失，中間

径線維 Vimentin および EMT のマスターレギ

ュレーターである転写因子Snailの高発現を

示すことを明らかにしてきた（Yokoyama et 

al., Oral Oncol , 2001）．また，上皮形質

を示す口腔扁平上皮癌細胞にSnailを過剰発

現させ EMT を誘導することに成功しており

（Yokoyama et al., Int J Oncol, 2003），

この Snail 誘導性 EMT モデルおよび 4D 型口

腔扁平上皮癌細胞株を用いてEMTに伴い変化

する遺伝子群を同定している（Higashikawa 

et al., Cancer Res, 2007, Cancer Letters, 

2008, Int J Cancer, 2009, Taki et al., 

Cancer Sci, 2003, Int J Oncol, 2006, Oncol 

Rep. 2008）．このような研究を通じ，口腔扁

平上皮癌細胞における高度悪性化に対する

EMT の影響は明らかとなりつつあるが，どの

ような因子が Snail に代表される EMT誘導転

写因子を制御するのか，どういった細胞周囲

環境がEMT誘導を促進するかは未だに不明で

あり，解析の必要がある． 

２．研究の目的 
 上皮間葉移行（Epithelial Mesenchymal 

Transition：EMT）は上皮形質を示す細胞が間

葉形質を示す細胞に変化する現象である．近

年，癌の進展においても極めて重要な機構で

あることが理解されつつある．EMT細胞は細胞

間接着の喪失，高い遊走能および細胞外基質

分解能の獲得により高度浸潤，転移能を示し，

癌の浸潤開始にも密接に関与していることが

明らかにされてきた．しかし，EMTの誘導開始

機構については未だ不明な点が多い．本研究

では，口腔扁平上皮癌の高度悪性化に関与す

るEMT誘導開始機構およびEMTに伴って制御さ

れる分子の発現と機能解析を行い，口腔癌の

浸潤開始のメカニズムを明らかにする. 

３．研究の方法 

（1）Snail過剰発現細胞プールへの恒常活性

型AKT過剰発現 

申請者は，口腔扁平上皮癌細胞株OM-1にレト

ロウイルスベクターを用いてSnail過剰発現

させた細胞プールを樹立しており，この細胞

プールはサイトカイン処理や細胞密度によっ

てEMT細胞率が変動する．また，Snail過剰発 

現細胞プールにPI3K特異的阻害剤LY294002処

理を行うとEMT細胞率が著しく減少すること

から，PI3Kシグナル経路，特に細胞遊走に関

わるAKTのEMT誘導への直接的な関与が疑われ

る．これを実証するため，新たに恒常活性型 

AKT発現ウイルスベクターを作成し，Snail過

剰発現プールに遺伝子導入した後，EMT細胞率

の変動を確認する． 

またこの細胞プールの全細胞抽出液を用いて

E-cadherin，Vimentinのタンパク発現をウエ

スタンブロッティングを行い検討し，Wound 

Healing Assay法を用いて遊走能の変化を検

索する．この解析からPI3K経路全体ではなくA 

KTのEMTへの直接的な関与が明らかにできる． 

（2）SlugのEMTへの関与の検討予備実験の結

果よりTGFβ処理時，Snail，Slugの発現上昇

を認めた．さらにTGFβ，TNFα，PDGF-D同時

処理によりOM-1細胞にEMTが誘導されたが，サ

イトカイン処理と同時にsiRNAを用いてSlug

をノックダウンしたところ，EMT細胞率は減少

した．しかしSlugがどのようにEMT誘導に関わ

っているのか未だ不明である．これを明らか

にするため，まずSlug過剰発現ベクターを作

成しOM-1細胞に遺伝子導入し過剰発現細胞の

樹立する．またSlugノックダウンも行い，野

生型を含めた3者でのEMT関連遺伝子の変化を

マイクロアレイ法により検索し，Slugにより



発現変化する遺伝子群を同定する． 

(3)口腔扁平上皮癌細胞株OM-1はディッシュ

内すべての細胞にサイトカイン処理を行って

いるにも関わらず一部の細胞のみにEMT誘導

される．このことから一定の刺激により間葉

形質に変化しやすい細胞群が存在する可能性

が示唆される．まず分化可能な幹細胞能をも

つ細胞がいるという仮説を立て，それを実証

するためOM-1にEMT誘導を行いE-cadherin，

Vimentin抗体で免疫染色を行いFACS法により

EMT細胞および非EMT細胞に分離後，それぞれ

をCD44抗体で免疫染色しCD44高発現型と低発

現型に分離し4つのグループを遺伝子発現の

面から解析を行う．この方法により，EMTと癌

幹細胞の関係性を明らかにする． 

４．研究成果 

 TGFβ，TNFα，PDGF-D 単独あるいは同時刺

激のみでは OM-1 細胞に EMT は誘導できなか

った．また，培養ディッシュ上で wound 

healing assay を行った場合も EMT は誘導で

きなかった．しかし wound healing assay を

TGFβ，TNFα，PDGF-D 存在下で行うことで

E-cadherin 消失と vimentin 高発現を示す

EMT 細胞が wound スペースにのみ出現した．

この EMT 誘導条件下では，snail，slug の発

現上昇に加え，PI3K-Akt 経路の活性化が認め

られた．また，PI3K 阻害剤処理により，上記

実験系におけるEMT誘導は著しく阻害される

とともに細胞遊走能の著明な低下が認めら

れた．一方，siRNA を用いて snail，slug を

ノックダウンしたところ，単独ノックダウン

ではEMT細胞がわずかに減少したのみであっ

たが，ダブルノックダウン時，EMT 細胞数は

著明に減少した．さらに本実験系で液性因子

処理により発現が誘導された snail，slug は

液性因子を除去すると発現量が減少しEMTも

解除された．また，snail 導入細胞では

woundingによる細胞遊走誘導によりEMT細胞

発現が顕著に亢進したが，これは PI3K 阻害

剤により抑制された．それに対し，恒常的に

高い細胞遊走能を獲得している snail 発現

SCC 細胞株は非可逆的に EMT 形質を保持し，

Akt の恒常的活性化が獲得された． 

この結果より，口腔扁平上皮癌細胞における
EMTはsnail，slugの発現に依存するが，TGFβ，
TNFα，PDGF-D の 3 因子同時処理による EMT
は PI3K-Akt 経路依存性の snail，slug 発現
上昇経路と PI3K-Akt 経路依存的な細胞運動
能付与が並行して働くことが必須であると
考えられた． 
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