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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）の転移プロセスへのWnt5a-Ror2シグナル経路の
関与について検討を進め、OSCCの診断・治療における新規バイオマーカーの確立を目的として研究を行った。そ
の結果、Wnt-βカテニン経路のアンタゴニストであるDickkopf（Dkk）ファミリーであり、乳癌などでは癌抑制
遺伝子としての機能が報告されているDkk1とDkk3が、Wnt5a-Ror2シグナル経路によるOSCCの悪性度の進展へ関与
していることが示唆された。これは、Wnt5a-Ror2シグナル経路とDkkとの関連を示す新知見であり、経路の解明
から新規バイオマーカー確立の基盤となり得る研究成果である。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the roles of Wnt5a-Ror2 signaling in the 
metastasis of oral squamous cell carcinoma (OSCC) to establish the novel biomarkers in the diagnosis
 and treatment of OSCC. The results suggest that Dkk1 and Dkk3, which are antagonists of Wnt/β
-catenin signaling and act as tumor suppressor genes in breast cancer, are involved in the 
malignancy of OSCC through Wnt5a-Ror2 signaling. This is a new finding that shows the relationship 
between Wnt5a-Ror2 signaling and Dkk, and it can be a foundation for the establishment of the novel 
biomarkers.

研究分野： 口腔外科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
OSCCの治療成績は伸び悩んでいるのが現状であり、その診断・治療に関わる有用なバイオマーカーの確立が望ま
れている。OSCCの治療を困難にしている最大の要因である転移のプロセスに関与する分子機構を解明することが
新規バイオマーカーの確立へつながると考えられる。本研究では、OSCCの悪性度の進展にWnt5a-Ror2シグナル経
路とDkk1・Dkk3が共役して機能していることが示唆され、転移プロセスの解明の一歩となり、新規バイオマーカ
ー確立の基盤となり得るという社会的意義を持つ。また、Wnt5a-Ror2シグナル経路とDkkが関与しているという
新知見を示すものであり、学術的意義も大きいと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
がんは、現在も日本における死亡原因の第 1位であり、生存率向上のための研究が日々行われ

ている。癌治療において、近年の診断技術の進歩により早期発見が可能となっており、また、新
規の分子標的治療薬や免疫チェックポイント阻害薬等の開発により治療成績は徐々に向上して
いる。しかし、口腔扁平上皮癌（OSCC）を含む頭頸部領域の癌においては、他の臓器の癌と比較
して新規治療薬の適応承認が遅れており、治療成績も伸び悩んでいるのが現状である。特に、
OSCC においては、有用なバイオマーカーが確立されていないことが、治療成績の向上を困難と
している一因と考えられ、早急な対応が望まれている。OSCC の診断・治療に関わるバイオマー
カーを確立するためには、その治療を困難にしている最大の要因と思われる転移のプロセスに
どのような分子機構が関与しているかを解明することが重要な課題である。 
OSCC は、局所浸潤傾向が強く、周囲血管やリンパ管へ侵入し、所属リンパ節である頸部リン

パ節への転移や肺などへの遠隔転移を生じやすく、転移を伴う場合にはその生存率は著しく低
下する。そのため、転移の制御が OSCC 患者の生存率の向上に必要不可欠であり、OSCC の浸潤・
転移のメカニズムを解明することが、OSCC の診断・治療に関わる新たなバイオマーカーの確立
へとつながり、治療成績向上に寄与すると考える。 
近年、癌の浸潤および転移には、上皮細胞が間葉系細胞のような形質を獲得する、上皮-間葉

転換（epithelial-mesenchymal transition: EMT）が関与していることが明らかとなってきた。
これまでにわれわれは、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。しかし、その詳細な分子機
構は不明であったため、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 の発現をほとんど認めない高転移 OSCC 細胞株（SQUU-B）に ΔNp63β を過剰発現
させた細胞株（SQUU-BO）およびそのコントロールとして空ベクターを導入した細胞株（SQUU-BC）
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 シグナル経路の関与について研究を行ってきた。そ
の結果、Wnt5a および Ror2 の発現はともに、いくつかの OSCC 細胞株の中で、SQUU-B 細胞におい
て最も強く、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。さらに、EMT との関連を検討するために、SQUU-B 細胞にお
いて Wnt5a または Ror2 のノックダウンを行ったが、ほとんどの EMT 関連遺伝子は発現変動を認
めなかった。また、wound healing assay および MatrigelTM invasion assay を用いて浸潤能お
よび遊走能について検討を行ったところ、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。さらに、浸潤・
遊走に関連する分子として、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。また、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 OSCC 組織で高発現していた。一方、OSCC
組織での Wnt5a および Ror2 の陽性細胞率は
症例によって様々であり、Wnt5a または Ror2
が高発現している群は、低発現群と比較して
有意に悪性度が高かった。     
                   図 1 OSCC における Wnt5a-Ror2 シグナル経路の機能 
以上の結果より、ΔNp63βの発現減弱は EMT を誘導する一方で、Wnt5a-Ror2 シグナル経路を

介して MMP-2 を活性化し、OSCC の浸潤・遊走を亢進することが明らかとなった（図 1）。また、
Wnt5a および Ror2 の発現は OSCC の悪性度と関連していることが示唆されたため、さらなる研
究・解析を行うことで、OSCC の悪性度を示す新規バイオマーカーとして確立できるのではない
かと考えた。   
 
２．研究の目的 
本研究は、これまでの研究成果および臨床経験をもとに着想したもので、OSCC の治療におけ

る予後不良因子である「浸潤」および「転移」のメカニズムを解明していく上で、OSCC への関与
がほとんど研究されていない Wnt5a および Ror2 に着目して、そのシグナル経路に関連する分子
を同定する。さらに、Wnt5a、Ror2 および関連分子の OSCC における詳細な機能を解明すること



で、未だ確立されたバイオマーカーが存在しない OSCC における診断・治療のための新規バイオ
マーカーを確立することを最終的な目的とし、その基盤となる研究を行う。 
 
３．研究の方法 
① 口腔扁平上皮癌細胞株における Wnt5a-Ror2 シグナル経路に関連する分子の検索 
これまでの研究で、Wnt5a-Ror2 シグナル経路において、MMP-2 の活性化が浸潤に関与すること

を明らかにしたが、そのシグナル経路のさらに詳細なメカニズムを解明することで、OSCC の浸
潤・転移プロセスを明らかにする。 
5 種類の OSCC 細胞株（HSC-2、HSC-3、SQUU-A、

SQUU-B、SAS）およびヒト正常角化上皮細胞株
（HaCaT）（図 2）を用いて、Wnt5a-Ror2 シグナル
経路で機能していると報告されている分子（図 3）
および Wnt-βカテニン経路のアンタゴニストと
して報告されている Dkk と sFRP（図 4）の発現を
RT-PCR 法および real-time PCR 法にて検索した。 
 
                                          

図 2 使用した細胞株  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   図 3 Wnt5a-Ror2 シグナル経路        図 4 Wnt-βカテニン経路のアンタゴニスト 
 

② OSCC 組織における Wnt5a、Ror2 および①で同定した分子の発現検索と臨床病理組織学的所
見との関連 

OSCC の生検組織および原発巣組織を用いて、Wnt5a、Ror2 および①で同定した分子の発現局在
を免疫組織化学的染色法にて検索する。また、それぞれの陽性細胞率を算出し、臨床病期、臨床
発育様式、分化度、浸潤様式、頸部リンパ節転移・遠隔転移の有無との関連について臨床病理組
織学的に解析する。 
 
４．研究成果 
① -1 OSCC 細胞株における Wnt5a、Ror2 および Wnt5a-Ror2 シグナル経路関連分子の発現 
 Wnt5a と Ror2 は高転移株 SQUU-B 細胞に
おいて強く発現しているのに対し、Wnt5a-
Ror2 シグナル経路に関連していると報告
のある分子はいずれも各細胞間での発現
に差は認められなかった（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 Wnt5a-Ror2 シグナル経路関連分子の発現 



① -2 OSCC 細胞株における Wnt5a、Ror2 および Wnt-βカテニン経路のアンタゴニストの発現 
Wnt5a と Ror2 は高転移株 SQUU-B 細胞において強く発現しているのに対し、アンタゴニスト 

のうち Dkk1 と Dkk3 が SQUU-B 細胞においてほとんど発現していなかった（図 6）。 

 
          図 6 Wnt-βカテニン経路のアンタゴニストの発現 
 
 Dkk1 および Dkk3 は、Wnt-β カテニン経路にてアンタゴニストとして機能する分泌型糖タン
パク質である Dickkopf（Dkk）ファミリーの一員であり、乳癌などでは癌抑制遺伝子としての機
能が報告されている。しかし、OSCC における詳細な機能や Wnt5a-Ror2 シグナル経路への関与の
報告はない。本研究の real-time PCR の結果より、OSCC において Dkk1 および Dkk3 が Wnt5a-
Ror2 シグナル経路にも抑制的に働く可能性が考えられたため、OSCC 組織での発現を検索するこ
ととした。 
 
② OSCC 組織における Wnt5a、Ror2、Dkk1 および Dkk3 の発現様式と臨床病理組織学的所見との

関連 
 隣接口腔粘膜上皮において、Wnt5a、Ror2、Dkk1 および Dkk3 はほとんど発現を認めなかった
（図 7）。一方、OSCC において、Wnt5a、Ror2、Dkk1 および Dkk3 は強く発現していた（図 8）。 
 

 
図 7 隣接口腔粘膜上皮における発現       図 8 OSCC 組織における発現 

                       
しかし、陽性細胞率は症例によって様々であった。そこで、それぞれの分子の陽性細胞率のカ

ットオフ値を受信者動作特性曲線（ROC 曲線）によって算出し、高発現群と低発現群に分けて臨
床病理組織学的所見との関連を検討した。その結果、Wnt5a 高発現群では局所再発の発生頻度が
有意に高く、Ror2、Dkk1 および Dkk3 高発現群では頸部リンパ節転移の発生頻度が有意に高かっ
た。この結果から、Dkk1 および Dkk3 は OSCC においては悪性度を亢進させる働きがあることが



示唆された。   
また、Wnt5a と Dkk1 がともに高発現している群は局所再発と頸部リンパ節転移の発生頻度が

有意に高いことがわかった。さらに、Ror2 と Dkk1 がともに高発現している群は頸部リンパ節転
移の発生頻度が有意に高く、Ror2 と Dkk3 がともに高発現している群は頸部リンパ節転移と遠隔
転移の発生頻度が有意に高かった。これらの結果から、OSCC において Dkk1 および Dkk3 は Wnt5a-
Ror2 シグナル経路に対して抑制的ではなく、共役して悪性度の亢進に関わっている可能性が考
えられた。 
現状では、Dkk1 と Dkk3 の OSCC における機能としては、細胞での研究結果と組織での研究結

果では相反する結果となっているが、今後も細胞および動物における研究を進めることで Dkk1
と Dkk3 の詳細な機能が明らかとなり、それが OSCC の浸潤・転移における Wnt5a-Ror2 シグナル
経路の詳細なメカニズムの解明へとつながり、OSCC の新規バイオマーカーの確立に貢献できる
ものと考える。 
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