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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（OSCC）の転移機構を解明するために、Wnt5a-Ror2シグナ
ル経路に着目した。まず、転移の前段階となる浸潤・遊走を調べたところ、Ror2を唯一発現しているSQUU-B細胞
においてのみrhWnt5a濃度依存的に浸潤・遊走能の亢進を認め、Wnt5aはRor2存在下においてのみOSCCの浸潤・遊
走に関与することが示された。さらには、OSCC組織における発現様式と臨床病理組織学的所見との関連を見たと
ころ、Wnt5aとRor2ともに高発現している症例群において頸部リンパ節転移・遠隔転移の頻度が有意に高く、
OSCCの転移へのWnt5a-Ror2シグナル経路の関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on Wnt5a-Ror2 signaling to elucidate the molecular
 mechanisms of metastasis in oral squamous cell carcinoma.  At first, we examined the mechanisms of 
cancer cell invasion and migration as the initiatory step for metastasis.  The results reported that
 the invasion and migration activities of SQUU-B cells with high expression of Ror2 were 
dramatically enhanced by addition of rhWnt5a in concentration-dependent manner.  Therefore, it was 
suggested that Wnt5a enhanced the invasion and migration activities of OSCC cells depending on Ror2.
  Furthermore, we examined the association between clinicopathological findings and 
Immunohistochemical expression of Wnt5a and Ror2 in OSCC specimens.  As a result, the prevalence of 
nodal metastasis and distant metastasis in the high Wnt5a and Ror2 groups was significantly higher 
than that of the low Wnt5a or Ror2 groups.  Therefore, this finding suggested that Wnt5a-Ror2 
signaling was involved in the metastasis of OSCC.

研究分野：口腔外科

キーワード： 口腔扁平上皮癌　Ｗｎｔ５ａ　Ｒｏｒ２　浸潤　転移
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研究成果の学術的意義や社会的意義
口腔扁平上皮癌（OSCC）においては、有用なバイオマーカーは未だ確立されておらず、治療成績の著しい向上は
認められない。また、OSCCは頸部リンパ節転移を生じやすく、予後不良因子であるため、癌の浸潤・転移のメカ
ニズムを解明することは重要な課題の1つである。本研究成果より、OSCCの浸潤・転移機構にWnt5a-Ror2シグナ
ル経路が関与していることが示唆され、OSCCの転移機構を解明する第一歩であり、学術的に意義のある成果と言
える。また、この研究を基盤としてOSCCにおける新規バイオマーカーの開発に至る可能性があり、OSCCの治療成
績向上につながる社会的にも大きな意義を持つ研究成果とも言える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
口腔扁平上皮癌（oral squamous cell carcinoma: OSCC）は、局所浸潤傾向が強く、癌細胞が

リンパ管へ侵入しやすいため、頸部リンパ節転移を生じやすい。頸部リンパ節転移は、OSCC 患者

の重要な予後不良因子であるため、癌の浸潤メカニズムを解明し、制御することは極めて重要な

課題の 1つである。近年、その浸潤・転移のメカニズムに上皮-間葉転換（epithelial-mesenchymal 

transition: EMT）が関与することが報告されている。これまでに申請者の研究グループは、ΔNp63

のスプライシングバリアントの 1つであるΔNp63βの発現減弱が EMT を誘導し、OSCC の浸潤・

遊走を亢進することを示してきた（図 1）。 

 図 1 OSCC細胞におけるΔNp63βの発現変動が及ぼす影響 

しかしながら、その分子機構は不明であった。そこで、申請者は ΔNp63β の下流で浸潤・遊

走に関与する遺伝子を同定するために、ΔNp63 の発現を認めない高転移 OSCC 細胞株（SQUU-B）

にΔNp63βを過剰発現させた細胞株を用い、DNA マイクロアレイ解析を行った。その結果、発現

変動率が有意に高かった Wnt5a をその候補遺伝子として同定した。Wnt5a は、乳癌などにおいて

発現が認められ、その受容体である Ror2 を介して浸潤・遊走に関与することが示唆されている

が、詳細は明らかではない。申請者は、OSCC の浸潤・遊走における Wnt5a-Ror2 シグナルの関与

について研究を行ってきた。以下にその結果を示す。 

（1） 口腔扁平上皮癌細胞株において Wnt5a および Ror2 の発現はともに、ΔNp63 の発現を認

めない高転移 OSCC 細胞株 SQUU-B において最も強かった。 

（2） ΔNp63β 過剰発現により Wnt5a および Ror2 の発現は減弱し、逆にΔNp63 ノックダウ

ンによりこれらの発現は亢進した。 

（3） SQUU-B 細胞における Wnt5a または Ror2 ノックダウンにより、EMT 関連遺伝子の一部に

発現変動を認めたものの、ほとんどの EMT 関連遺伝子は発現変動を認めなかった。 

（4） wound healing assay および MatrigelTM invasion assay では、Wnt5a または Ror2 ノッ

クダウンにより遊走能および浸潤能の有意な低下を認めた。 

（5） 浸潤・遊走関連分子として、細胞外基質の分解に関与する matrix metalloproteinase

（MMP）の発現を検索したところ、MMP-2の発現がSQUU-B細胞で最も強く、その発現はΔNp63β

過剰発現およびWnt5aまたはRor2ノックダウンで減弱し、ΔNp63ノックダウンで亢進した。 

（6） 口腔扁平上皮癌の生検組織を用いて Wnt5a および Ror2 の発現を免疫組織化学的に検索

したところ、隣接口腔粘膜上皮と比較して、Wnt5a および Ror2 ともに癌組織で高発現してい

た。 

以上の結果より、ΔNp63βの発現減弱は EMT を誘導するとともに、Wnt5a-Ror2 シグナル経路を

介して MMP-2 を活性化させ、OSCC の浸潤・遊走を亢進する可能性が推察された。                  

 

２．研究の目的 

 上記背景を踏まえ、本研究は OSCC におけるΔNp63βを介した Wnt5a-Ror2 シグナルの詳細な

伝達経路および関連分子を明らかにし、さらにはそのシグナル経路を介した OSCC の転移の分子

機構を解明することを目的とする。   

 



                                         

３． 研究の方法 

（1） EMT 形質非獲得 OSCC 細胞と Wnt5a および Ror2 の過剰発現モデルにおける EMT 関連分
子の発現量の検索 

これまでの研究において、口腔扁平上皮癌細胞株のうち、EMT 形質を獲得し、Wnt5a および 
Ror2 を高発現している SQUU-B 細胞における Wnt5a または Ror2 のノックダウンでは、EMT 関連
遺伝子の発現量に変化はほとんど認められなかった。そのため、本研究では EMT 形質を持たず、
Wnt5aおよびRor2の発現をほとんど認めない SQUU-A細胞とWnt5aを過剰発現させた SQUU-A細
胞（Wnt5a 過剰発現モデル）、Ror2 を過剰発現させた SQUU-A 細胞（Ror2 過剰発現モデル）につ
いて、以下の分子の発現を real-time PCR 法、western blotting 法を用いて比較検討する。 
  上皮系細胞マーカー（cytokeratin5, 14, 19 および E-cadherin） 
  間葉系細胞マーカー（vimentin, N-cadherin, fibronectin） 
  EMT 関連分子（Snail, Twist, ZEB, MMP-2） 
 
（2） 口腔扁平上皮癌細胞株における Wnt5a-Ror2 シグナル関連分子の検索 
DNA マイクロアレイ解析を用いて以下に示す細胞株間における遺伝子発現を網羅的に比較検
討する。 
・SQUU-A 細胞（コントロール）と Wnt5a を過剰発現させた SQUU-A 細胞（Wnt5a 過剰発現モ
デル） 
・SQUU-A 細胞（コントロール）と Ror2 を過剰発現させた SQUU-A 細胞（Ror2 過剰発現モデ
ル） 
その後、両細胞間で発現量に差のある遺伝子を選択し、Wnt5a-Ror2 シグナル経路の下流にお
ける関連遺伝子として同定する。 
 
（3） （2）で同定された関連分子の発現抑制モデルにおける細胞生物学的特性（増殖能、分
化能、遊走能、浸潤能、転移能）の検索 

口腔扁平上皮癌細胞株（HSC-2、HSC-3、SQUU-A、SQUU-B、SAS）において、同定された関連分
子の発現を RT-PCR 法および western blotting 法にて検索し、その発現量の多い細胞株に同定
遺伝子の siRNA を導入してノックダウンを行い（同定遺伝子発現抑制モデル）、細胞生物学的特
性をコントロール細胞と比較検討する。 
細胞増殖能 
 WST-1 assay および BrdU incorporation assay にて細胞増殖能を検索する。 
分化能 
 各種マーカーの発現を RT-PCR 法、real-time PCR 法、western blotting 法にて検索するとと
もに、同所性細胞移植により in vivo での分化能を検索する。 
細胞遊走能 
 wound healing assay を用いて細胞の遊走能について検索を行う。 
細胞浸潤能 
 Matrigel を用いた invasion assay を使用して細胞の浸潤能について検索を行う。 
転移能 
 ヌードマウス同所性細胞移植リンパ節転移モデルを用いて転移能について検索する。 
 

（4） 口腔扁平上皮癌の生検組織および転移リンパ節組織におけるΔNp63、Wnt5a、Ror2 およ

び MMP-2 の局在の検索 

口腔扁平上皮癌の生検組織を用いて、ΔNp63、Wnt5a および Ror2 の局在を多重免疫組織化学
的染色法にて検索し、関係性を解明する。また、転移リンパ節組織標本を用いて同様の手技を
行い、転移メカニズムの解明を行う。さらには、MMP-2 の局在についても免疫組織化学的に検
索を行う。 
 
（5） Wnt アンタゴニストの発現検索と Wnt5a との関連についての検討 
口腔扁平上皮癌細胞株にける Wnt アンタゴニスト（SFRP、WIF、Dkk）の発現を RT-PCR 法およ
び western blotting 法にて検索する。その結果、Wnt5a の発現がほとんど認められない SQUU-A
細胞にて高発現しているWntアンタゴニストおよびWnt5aが高発現しているSQUU-B細胞にて低
発現している Wnt アンタゴニストを同定し、その発現抑制および過剰発現モデルを作製し、
Wnt5a の発現量の変動を real-time PCR 法にて検索する。また、そのモデルを使用して細胞生



物学的特性をそのコントロールモデルと比較検討を行う。さらには、同定された Wnt アンタゴ
ニストの口腔扁平上皮癌組織における局在を免疫組織化学的に検索する。 

 

（6） Wnt5a および Ror2 の発現変動モデルに対する抗癌剤の効果についての検討 

SQUU-A 細胞と Wnt5a または Ror2 を過剰発現させた SQUU-A 細胞（過剰発現モデル）、SQUU-B
細胞と Wnt5a または Ror2 を発現抑制させた SQUU-B 細胞（発現抑制モデル）において、TS-1、
シスプラチン、ドセタキセル等の抗癌剤を投与し、その感受性について WST-1 assay を用い
て比較検討を行う。 

 

４．研究成果 

 本研究目標は、ΔNp63βの制御下における Wnt5a-Ror2 シグナル経路を介した OSCC の転移の分

子機構の解明である。転移を生じるためには、OSCC 細胞が周囲組織を分解して浸潤し、脈管へ

到達する必要がある。そこで、まず申請者は、細胞外基質分解能を持つ MMP-2 タンパクの分泌を

確認するために、ゼラチンザイモグラフィーを行った。その結果、Wnt5a および Ror2 の発現を

ほとんど認めない SQUU-A 細胞では活性化型 MMP-2 がほとんど分泌されていないが、Wnt5a およ

び Ror2 を高発現する SQUU-B 細胞では活性化型 MMP-2 の分泌を強く認めた。また、潜在型および

活性化型 MMP-2 ともΔNp63 ノックダウンにより分泌が増加し、反対にΔNp63β過剰発現により

分泌が減少した。さらに、Wnt5a または Ror2 ノックダウンにより、潜在型および活性化型 MMP-2

の分泌が減少した。MMP-2 の分泌はΔNp63βおよび Wnt5a-Ror2 によって制御され、OSCC の浸潤

に関与していることが示された（図 2）。 

 

図2 OSCC細胞の培養上清中への潜在型MMP-2と活性化型   

MMP-2 の分泌（ゼラチンザイモグラフィー） 

 BO: ΔNp63β過剰発現 SQUU-B 細胞 

 BC: コントロールベクター導入SQUU-B 細胞 

siCtrl(A): scrambled siRNA 導入 SQUU-A 細胞 

siΔNp63: ΔNp63 siRNA 導入 SQUU-A 細胞 

siCtrl(B): scrambled siRNA 導入 SQUU-B 細胞 

siWnt5a: Wnt5a siRNA 導入 SQUU-B 細胞 

siRor2: Ror2 siRNA 導入 SQUU-B 細胞 
 

本研究における計画として、EMT 形質を持たず、Wnt5a および Ror2 の発現を認めない SQUU-A

細胞に Wnt5a を過剰発現させた Wnt5a 過剰発現モデル、Ror2 を過剰発現させた Ror2 過剰発現モ

デルを作製し、研究を進める予定であったが、過剰発現モデル作製に難航した。そこで、

recombinant human Wnt5a（rhWnt5a）を SQUU-A 細胞へ添加して、EMT 関連マーカーの発現量の

変化を検索したが、Wnt5a ノックダウン時と同様に発現量に変化を認めなかった。また、Ror2

を高発現しているSQUU-B細胞においてのみrhWnt5a濃度依存的に浸潤・遊走能の亢進を認めた。

このことから、Wnt5a は受容体である Ror2 とシグナル経路を形成して、EMT とは関連せずに OSCC

の浸潤・遊走に関与していることが示され、シグナル経路形成の確証を得たことに意義があると

考える。 

また、Wnt5a-Ror2 シグナル関連分子の検索のために、Wnt シグナル経路における関連分子とし

て報告されている Dvl、Rac、JNK、RhoA、FLNa、c-Src、CdC42 について SQUU-A 細胞および SQUU-B

細胞における発現量を検索したが、細胞間で発現量に差をほとんど認めなかった。さらに、

Wnt5a-Ror2 シグナル経路の関連分子として、Wnt アンタゴニストとして報告されている SFRP（1



および 2）、WIF-1、Dkk（1-4）の OSCC 細胞株における発現を RT-PCR 法および real-time PCR

法にて検索を行った。その結果、Dkk-1およびDkk-3がWnt5aおよびRor2を高発現しているSQUU-B

細胞においてほとんど発現していなかった。Wnt5a または Ror2 の発現変動モデルにおける Dkk

の発現検索は未施行であるが、Dkk-1 および 3の発現減弱が Wnt5a および Ror2 の高発現に関与

している可能性が考えられ、Wnt5a-Ror2 シグナル経路を解明する上での重要な知見と思われる。 

また、OSCC 生検組織における Wnt5a および Ror2 の免疫組織化学的な発現様式と臨床病理組織

学的所見との関連について検索を行った。その結果、Wnt5a 高発現群は Wnt5a 低発現群と比較し

て局所再発と遠隔転移の発生頻度が有意に高く、Ror2 高発現群は Ror2 低発現群と比較して局所

再発、頸部リンパ節転移および遠隔転移の発生頻度が有意に高かった（表 1）。また、Wnt5a お

よび Ror2 ともに高発現している群は他の群と比較して、局所再発、頸部リンパ節転移および遠

隔転移の発生頻度が有意に高かった。一方、性別、部位、臨床発育様式、分化度（WHO 分類）、

T分類、臨床病期分類に関しては、各群間に有意差は認められなかった。この結果は、Wnt5a-Ror2

シグナル経路が頸部リンパ節転移および遠隔転移に関与している可能性を示唆しており、本研究

の目的にとって意義のある知見の一つと考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 1  OSCC 生検標本における

Wnt5aまたはRor2の発現と臨床

病理組織学的所見との関連 

 

LI≥mean：陽性細胞率が平均値

以上。 

LI<mean：陽性細胞率が平均値

未満。 

 

 

 

χ2 検定または Fisher’s 

exact 検 定 ; N.S.: not 

significant 

 

本研究成果より、OSCC の浸潤・転移機構に Wnt5a-Ror2 シグナル経路が関与していることが示

唆され、この研究を基盤として今後 OSCC における新規バイオマーカーの開発に至る可能性があ



り、OSCC の治療成績向上につながることを期待している。 
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