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研究成果の概要（和文）： 口腔扁平上皮癌における上皮間葉移行：epithelial-mesenchymal 
transition (EMT)の関与を明らかにする目的でEMTの関連因子であるTGF-, E-cadherin, Snailおよ

びvimentinについて免疫組織学的検索を行い，臨床病理学的事項との相関性について検討し，さ

らに頭頸部扁平上皮癌由来細胞株を用い，EMT関連因子の遺伝子発現について検索した．その

結果TGF-は57例中44例（77.2％）で発現がみられたが，E-cadherinの発現減少・消失は全ての

症例でみられ，特に腫瘍浸潤部で明らかであった．一方，vimentinの陽性反応を認めたのは57例
中9例（15.8％）と少数例であったが，この間葉系マーカーの発現は腫瘍浸潤部に限られ，

E-cadherinの発現減少・消失部位と一致していた．Vimentin発現の制御のメカニズムについては

未だ不明であるが，E-cadherinと同様にTGF-誘導によるEMTが誘導されていることが考えられ

た．Snail発現は57例中36例（63.1％）で認められたが，いずれも癌細胞の細胞質に弱い反応を

示したのみであり，標的因子であるE-cadherinの発現様式との間に関連性はみられなかった． 
頭頸部扁平上皮癌由来細胞株を TGF-で刺激し，real time RT-PCR にて各因子の mRNA レ

ベルの発現を経時的に検索した結果，3 種類の細胞株とも Snail の発現にはほとんど変化を認

めなかったが，Ca9-22 では vimentin mRNA 発現の著しい増加が，KB では E-cadherin mRNA
発現の著しい減少がみられ，これらの発現動態は各細胞株によって異なっていた．口腔扁平上

皮癌では TGF-誘導による EMT が不完全ながらも生じており，E-cadherin の発現減弱には Snail
以外の転写抑制因子が関与することが考えられた．また、Snail の発現や活性は様々なシグナル

伝達経路によって制御され，口腔扁平上皮癌における EMT はそれぞれ症例により異なってお

り，EMT とは関係なく，その進展に podoplanin 発現が関与すると思われる例もあることが示さ

れた． 
 
研究成果の概要（英文）：To clarify the association of epithelial-mesenchymal transition 
(EMT) with progression of oral squamous cell carcinoma (OSCC), the expression of 
transforming growth factor  (TGF-), Snail, E-cadherin and vimentin was examined in 57 
cases of oral SCC by an immunohistochemical method.   TGF- expression was 
demonstrated in 77.2% of cases, Snail in 63.2% and vimentin in 15.8%, respectively.   
Reduction or loss of E-cadherin expression was found in all cases.   Localization of 
vimentin expression was overlapped with the reduction or loss of E-cadherin expression, 
but not with that of Snail expression.   The expression of TGF-, E-cadherin and vimentin 
was not correlated with any clinicopathological findings or invasive front grading (IFG).   
Analyses by real time RT-PCR using cell lines derived from head and neck cancers revealed 
the increased vimentin mRNA expression in Ca9-22 cells and significantly decreased 
E-cadherin mRNA expression in KB cells were demonstrated.   HSC-3 cells showed slight 
increased Snail mRNA expression, but there was no change of vimentin and E-cadherin 
mRNA expressions.   These findings suggest that TGF- induced-EMT is involved in the 
progression of oral SCC, and reduction of E-cadherin expression may be associated with 
transcriptional repression factors other than Snail.   EMT in OSCC occurred differently 
in each case and there were some OSCC cases which podoplanin expression is involved in 
the progression. 
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１．研究開始当初の背景 

上皮間葉移行 Epithelial-mesenchymal 

transition（EMT）は，上皮細胞が間葉様細

胞に形質転換する現象であり，原腸陥入や神

経堤形成，心臓や腎臓，口蓋などの器官形成

に関与するといわれている．EMT を獲得し

た上皮細胞は，細胞外基質に変化が生じて運

動性が亢進し，その形態は紡錘形の線維芽細

胞様に転ずる．また近年では，EMT が線維

症や癌の浸潤・転移などに関与することが報

告されている． 

この EMT の指標としては，上皮系マーカ

ーの発現抑制，間葉系マーカーの発現上昇，

運動性や浸潤能の亢進が挙げられている．

Transforming growth factor-（TGF-）は

主に，上皮細胞に対する強力な増殖抑制作用

と間葉系細胞に対する増殖促進作用を示す

ことから，EMT 誘導における最も重要な因

子として考えられている．上皮系マーカーの

代表である E-cadherin は上皮細胞における

接着装置であり，癌細胞に浸潤抑制作用を示

すことは良く知られている．そのため，E-カ

ドヘリンの発現抑制は EMT 獲得の一つの指

標とされている．E-cadherin の転写抑制因子

は多数存在し，主に TGF-によって制御され

ている．Zinc-finger 型転写因子の一つである

Snail は TGF-の誘導により発現が増加し，

E-cadherin のプロモーター領域に直接結合

してその転写を強力に抑制することから，

EMT の代表的な誘導因子と考えられている．

また，間葉系細胞の中間径細胞骨格である

vimentin の発現は cytokeratin の down 

regulation と関係し，EMT 移行細胞の線維

芽細胞様変化における標準的なマーカーと

され，その発現は予後と相関することが考え

られている．しかしながら，口腔顎顔面領域

の扁平上皮癌における EMT の関与について

の詳細は未だ不明である． 

２．研究の目的 

EMT の主要な因子である TGF-，Snail，

E-cadherin，vimentin の口腔扁平上皮癌に

おける発現について免疫組織化学的検索を

行ない，臨床病理学的因子との相関性につい

て検討し，さらに頭頸部扁平上皮癌由来細胞

株を用いて関連因子の遺伝子発現について

検索することにより口腔扁平上皮癌におけ

る EMT の関与を明らかにすることを目的と

する．また，EMT 以外の関与に関しても模

索する。 
 

３．研究の方法 

（１）口腔扁平上皮癌症例 

 検索対象は 1999 年から 2004 年の 5 年間

に本分野で取り扱った，未加療の口腔扁平上

皮癌の生検材料 57 例を用いた．症例の内訳



は男性 42 例，女性 15 例，平均年齢は

63.9±12.6 歳，部位は歯肉 27 例，舌 19 例，

頬粘膜 6 例，口底 3 例，口蓋 1 例，口唇１例

であった．試料は 10%中性緩衝ホルマリン溶

液で固定後，パラフィン包埋を行い，薄切切

片を作製して，H-E 染色により病理組織学的

検索を行った．各症例は UICC の TNM 悪性

腫瘍の分類に従って評価を行った．また，遠

隔転移を生じた症例はないため M 因子は項

目から除外した．腫瘍浸潤部の形態学的評価

は Bryne らの invasive front grading（IFG）

分類に従って悪性度を分類した．なお，本研

究を行なうにあたり，明海大学歯学部倫理委

員会の承認を得た（承認番号 A0313 号）． 

 

（２）免疫組織化学的検索 

免 疫 組 織 化 学 的 検 索 は

streptavidin-peroxidase biotin complex 

method により行った．通法に従い，切片を

脱パラフィン後，内因性ペルオキシダーゼ活

性を阻止するために 0.3%H2O2加メタノール

を室温で 20 分間処理した．流水およびリン

酸緩衝液（PBS: phosphate buffered saline. 

pH 7.4）で洗浄後，抗原性の賦活化を目的と

して，Bankfalvi らの方法に従い 0.01M クエ

ン酸緩衝液（pH 6.0）中でオートクレーブ処

理を 120℃で 10 分間行った．60 分間の放冷

後，PBS で洗浄し，非特異的反応の阻止のた

め 2%bovine serum albumin (BSA)を用いて

室温で 15 分間処理を行った．1 次抗体として

は vimentin，E-cadherin，Snail，TGF- お

よび podoplaninに対する抗体を室温で 60分

間反応させた．PBS にて洗浄後，2 次抗体と

して biotinylated anti-mouse IgG horse 

antibody，biotinylated anti-rabbit IgG goat 

antibody および biotinylated anti-goat IgG 

rabbit antibody を室温で 30 分間作用させた．

再 び PBS に て 洗 浄 後 ，

streptavidin-peroxidase を 200 倍希釈し，室

温で 30 分間作用させた．PBS にて洗浄後，

発 色 は 0.01% H2O2 加 3, 

3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride 溶

液で行った．次いで，Mayer のヘマトキシリ

ンで核染色を行い，正常の口腔粘膜上皮の反

応性と比較検討した．陰性対照標本は 1 次抗

体の代わりに PBS を反応させ同様に染色し，

非特異的な呈色反応のないことを確認した． 

 

（３）統計学的分析 

免疫組織化学的検索の結果と臨床病理学的

因子および invasive front grading (IFG)の

相関性については，2検定（有意水準 5％）

を用いて統計学的分析を行った． 

（ ４ ） Real time reverse transcriptase 

polymerase chain reaction （ Real time 

RT-PCR）法 

頭頸部扁平上皮癌由来細胞株 Ca9-22，KB

およびHSC-3をそれぞれ5×104個/mlで播種

し，rhTGF-1を 10ng/ml の濃度になるよう

に 10％ fetal bovine serum (FBS)加 RPMI 

1640 培地中で 37℃，5％CO2の条件下で 0，

24，48，72 時間培養した．その後，RNA iso

にて Total RNA を抽出し，PrimeScript RT 

reagent Kit にて逆転写反応を行い，cDNA

を合成した．得られた cDNA に SYBR 

Premix Ex Taq および mRNA 検出のための

プライマーを加えThermal Cycler Dice Real 

Time System にて real time RT-PCR を行っ

た．各 mRNA の発現量は GAPDH mRNA の

発現量によって補正し，相対値として評価し

た． 
 
４．研究成果 

（１）免疫組織化学的検索 

 免疫組織化学的検索の結果，TGF-に対す

る反応は 57 例中 44 例（77.2%）に認められ，

その局在は腫瘍細胞の細胞質にみられた．



Snail に対する反応は 57 例中 36 例（63.2%）

にみられ，その局在は腫瘍細胞の細胞質に認

められた．E-cadherin に対する反応は腫瘍細

胞の細胞膜に認められたが，その発現減弱は

57 例中 37 例（64.9%）でみられ（Fig. 1），

残りの 20 例（35.1%）では消失を認められた． 

 

Fig. 1 E-cadherin に対する反応は腫瘍細胞

の細胞膜に認められるが，発現の減弱がみら

れる． 

 

Vimentin に対する反応は 57 例中 9 例

（15.8％）のみでみられ，その局在は腫瘍浸

潤部における腫瘍細胞の細胞質や細胞膜に

認められた（Fig. 2）．また，vimentin 陽性

症例では，vimentin の発現部位に相当して

E-cadherin の発現減弱あるいは消失を認め

られた（Fig. 1, 2）． 

 

Fig. 2 Vimentin 陽性部位は E-cadherin の

発現減弱部位に相当する． 

 

 一方，podoplanin に対する反応はほとんど

の症例で基底の細胞に相当する腫瘍細胞の

細胞膜および細胞質に認められた（Fig. 3）． 

 

Fig. 3 Podoplaninに対する反応は基底の細

胞に相当する腫瘍細胞の細胞膜および細胞

質に認められる。 

 

（２）統計学的分析 

 免疫組織化学的検索の結果と臨床病理学

的事項および IFG との関係については，統計

学的分析の結果，臨床病理学的事項および

IFG と TGF-，E-cadherin および vimentin

の発現に関連性はみられなかった． 

 

（３）Real time RT-PCR 法 

 Ca9-22 では TGF-の添加により，

vimentin mRNA 発現の著しい増加が認めら

れた．一方，E-cadherin および Snail mRNA

の発現に変化はなかった．KB では TGF-の

添加によって，E-cadherin mRNA 発現の著

しい発現抑制が認められた．しかし，

vimentin および Snail mRNA の発現に変化

はなかった．HSC-3 では，Snail mRNA のわ

ずかな増加傾向がみられたが，vimentin およ

び E-cadherin の発現に変化はなかった．ま

た，podoplanin 発現についてはそれぞれの培

養株でみられたが，特に HSC-3 では強く認

められた。 
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