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研究成果の概要（和文）： 
我々は癌細胞による細胞外基質分解を in vitro で観察することが可能なフィブロネクチン

分解・浸潤モデルを用い、転移抑制を目標に分子標的治療のターゲット分子の検討を行ってき

た。浸潤様式の異なる 2 種のヒト口腔扁平上皮癌由来細胞株である OSC-19 細胞および OSC-20

細胞を用いた。各々の細胞の reptin 遺伝子を knockdown し、細胞浸潤・遊走能を比較し、基底

膜分解酵素の活性、低分子 GTP 結合蛋白の発現、上皮間葉移行（EMT）関連蛋白および EMT の転

写制御因子の発現を比較した。 

      
研究成果の概要（英文）： 
 We examined the target molecule of the molecular target treatment with the goal of a 
metastasis control.by using the fibronectin resolution / invasion model that could 

observe the extracellular matrix resolution due to the cancer cell in vitro.  We used 

the OSC-19 cells which were cell line derived from two kinds of different human oral 

squamous cell carcinomas of the invasion style and OSC-20 cells.  The reptin gene 

knockdown cells and compared cellular infiltration / the migration ability and compared 

the manifestation of the transcriptional regulator of activity of the basal membrane 

splitting enzyme, manifestation of small molecule GTP-binding protein, epithelial 

mesenchymal transition (EMT) related protein and EMT.    
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１．研究開始当初の背景 

原発巣で増殖した癌細胞は多数の複雑な
プロセスを経て遠隔転移を成立させている．

癌転移の機序には，細胞外基質の分解と遊走
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能の獲得による局所浸潤，血管内侵入，血管

内移動，血管外遊出，微小転移形成，転移増

殖など何段階ものステップがあり，これらが

複雑に絡んだ過程で進行する．なかでも癌細

胞が細胞外基質を分解する過程は,癌細胞の

浸潤・転移に最も重要な過程と考えられる.

われわれは以前より細胞外基質分解の分子

機構について研究を行い，その過程において，

MT1-MMP が重要な役割をはたしているこ

と，さらには低分子 GTP 結合蛋白の Rho フ

ァミリー（Rho, Rac, Cdc42）が細胞運動時

の形態変化や運動を制御していることなど

を報告してきた 
２．研究の目的 
上 皮 間 葉 移 行 (Epithelial-mesenchymal 

transition，以下 EMT)とは胚形成や創傷治

癒過程で観察される生理学的現象であり，運

動性が低く，極性を持つ細胞同士がカドヘリ

ンを介して接着することによって組織を構

築している上皮細胞が，運動性の高い間葉系

の細胞に変化し，組織をリモデリングする過

程で生じる現象である．近年，癌の浸潤・転

移は上皮系の腫瘍細胞に上皮間葉転換が誘

導されることにより，腫瘍細胞が上皮として

の性格を失い，間葉系細胞のような形態に変

化して間質内を播種性に遊走することで生

じると考えられるようになってきた. 

  クロマチンとは真核細胞内に存在する

DNA と蛋白質の複合体であり，近年，いく

つかのクロマチンリモデリング因子が同定

され，ATP 依存的にヌクレオソームを除去し，

クロマチン構造を変化させ，GTP のプロモー

タへの結合を助けるのみならず，遺伝子の発

現，複製，分離，修復など DNA が関わるあ

らゆる機能の制御に積極的な役割を果たし

ていることが解ってきた．そこで本研究では

クロマチンリモデリングコンプレックスの

一つである，reptin 遺伝子に焦点を当て，ヒ

ト口腔扁平上皮癌由来の細胞株を用いて，

reptin 遺伝子が癌細胞の浸潤・転移といかに

関わっているのか，特に細胞外基質へ浸潤を

開始する際の制御機構の解明を試みた． 
３．研究の方法 
(1)細胞と培養 

実験には浸潤様式の異なる 2種のヒト口腔

扁平上皮癌由来細胞株であるOSC-19細胞 12)

および OSC-20 細胞を用いた．培養は

5%NU-SERUM，10%FBS を含む DMEM 培

地）を用いて，37℃ 5%CO2の条件下で行っ

た ． 継 代 培 養 に は TRYPSIN-EDTA 

SOLUTION(1×)（SIGMA）を使用した. 

Reptin の siRNA の配列と siRNA の導入 

Reptin の siRNA の作成は QIAGEN 社

（USA）に依頼した．標的とする配列は

5’-CCGGAGATCCGTGATGTAACA-3’ で あ

り，その配列は，センス鎖が 5’-GGA 

GAUC-CGUGAUGUAACATT-3’，アンチセ

ン ス 鎖 が 5’-UGUUACAUCACGGAU 

CUCCGG-3’であった． 

(2)Invasion assay 

ポアサイズ 8μm のケモタキセル○Rを用いた

Boyden chamber の変法にて細胞浸潤能を検

討した．PBS(－)で 50 倍希釈したマトリジェ

ルマトリックス 50μl/well をケモタキセル○R

に入れてメンブランをコーティングした後，

24 穴カルチャープレートにケモタキセル○R

を設置した．2 種類の口腔扁平上皮癌細胞と

reptinの siRNAを導入した細胞をDMEM培

地で 2.5×104/100μl の密度に希釈し，その

200μl をケモタキセル○R に注入した後，

DMEM 培地 500μl に浸漬させ，37.0℃

5.0%CO2の条件下に 24 時間培養した．培養

後の細胞はディフ・クイック試薬にて H-E 染

色を行った．光学顕微鏡を用いて，チャンバ

ー上部より下部へ移動した癌細胞の数を数

えた．各細胞群につき 3 視野を観察し，その



 

 

平均値を算定した． 

(3)Wound healing assay 
Wound healing assay は，24 穴カルチャープ

レートに1×105/wellの2種類の口腔扁平上皮

癌細胞と reptin の siRNA を導入した細胞を

播種し，10%FBS 含有 DMEM にて培養後，

confluentになった状態で 1000μlのクリスタ

ルチップの先でスクラッチを行い，径約

1mm の wound field を作成し，6 時間後，12

時間後に wound field に移動してきた細胞を

位相差顕微鏡にて観察した．その細胞の進展

してきた範囲をAdobe photoshop○R上で処理

し，測定値を定量化した．  

(4)蛍光免疫染色 

アクチン細胞骨格は，ファロイジンによる蛍

光免疫染色にて観察した．直径 18mm のマイ

クロカバーガラスを敷いた 12 穴カルチャー

プレートに 10%FBS 含有 DMEM 培地で 2×

104/well に調整した 2 種の口腔扁平上皮癌細

胞および reptinの siRNA導入細胞を播種し，

24 時間培養した．培養液を除去後，3.7%ホ

ルムアルデヒド溶液にて室温で 10 分間固定

した．PBS(－)にて洗浄した後，PBS(－)にて

1/500 に希釈した rhodamine phalloidin

（Molecular Probes，USA）を 20 分間作用

させ，再び PBS(－)にて洗浄し，染色を行っ

た．蛍光イメージは Axiovert 200M 蛍光顕

微鏡にて観察した． 
 
４．研究成果 

(1)Reptin遺伝子のknockdownが細胞浸潤能

へ及ぼす影響 

2種の口腔扁平上皮癌細胞の reptin遺伝子

を knockdown することによる細胞の浸潤能

の変化に関して，ケモタキセル○Rを用いた

Boyden chamber の変法で行った．その結果，

OSC-19 細胞では reptin knockdown 群が

control 群に比べ約 2.5 倍に浸潤能が亢進し

（Student’s t-test，＊：p<0.05，＊＊：p<0.05），

OSC-20 細胞では約 2 倍の亢進が認められ

（Welch’s t-test，＊：p<0.05），2 種の細胞

株とも reptin knockdown 群で有意に浸潤能

が亢進していた（図 1、OSC-20 細胞のデー

タは省略）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図１ 

(2)Reptin遺伝子のknockdownが遊走能に及

ぼす影響 

癌細胞の局所浸潤は細胞の遊走能の亢進と

細胞外基質の分解が必要と考えられている

ため，まず reptin 遺伝子を knockdown した

際の細胞の遊走能の変化を wound healing 

assay を用いて検討した．wound field への

細胞の移動を 6 時間後，12 時間後に観察した

ところ， OSC-19 細胞において reptin 

knockdown 群で wound field 辺縁から増殖・

移動してきた細胞による修復が時間経過と

ともに進行し，12 時間後にはスクラッチ部が

ほぼ細胞に満たされた（データ省略）．その

結果を定量化したところ reptin knockdown

群は control 群と比較し，約 200%細胞の遊走

能が有意に亢進していた（Welch’s t-test，

＊：p<0.05，＊＊：p<0.05）．さらに OSC-20

細胞においても同様に reptin knockdown 群

で約 60%遊走能が有意に亢進していた

（Student’s t-test，＊：p<0.05，＊＊：p<0.05）． 

(3)reptin 遺伝子の knockdown による 2 種の

口腔扁平上皮癌細胞の形態の変化 



 

 

癌細胞が浸潤・遊走する際には，アクチン

細胞骨格の再構成が起こることが知られて

いる．そこで，reptin 遺伝子を knockdown

した 2種の口腔扁平上皮癌細胞の細胞骨格形

態の変化を観察するため，OSC-19 および

OSC-20 の 各 群 の 細 胞 を rhodamine 

phalloidin を用いて，アクチン細胞骨格の蛍

光免疫染色を行った．OSC-19 細胞，OSC-20

細胞ともに control 群および wild type 群で

は類円形の不整な細胞形態を示したが，

reptin knockdown 群では両者とも線維芽細

胞様の紡錘形に形態が変化していた（図２）． 

 

    図２ 
(4)上皮間葉関連蛋白の発現の変化 

Reptin 遺伝子を knockdown した際の

OSC-19 細胞と OSC-20 細胞の浸潤能の変化

と上皮間葉移行との関わりを検討するため，

まず，2 種の口腔扁平上皮癌細胞の各群にお

ける上皮間葉関連蛋白の発現について，ウエ

スタンブロット法を用いて比較した．上皮系

マーカーである E-cadherin，Cytokeratin の

発現に関しては OSC-19 細胞，OSC-20 細胞

の各群で Cytokeratinの発現はほとんど変化

がなかったが，E-cadherin の発現は，両者と

も reptin knockdown 群で低下していた．間

葉系マーカーである N-cadherin，Vimentin

に 関 し て は ， OSC19 細 胞 の reptin 

knockdown群でN-cadherinの発現の上昇が

見られた．一方，OSC-19 細胞の Vimentin，

OSC-20 細胞での N-cadherin，Vimentin の

発現の変化は認めなかった（データ省略）． 

(5)EMT transcriptional factor の発現の比較 

前述の実験にて，OSC-19 細胞および

OSC-20細胞の reptin knockdown群でEMT

が起こっていることが示唆されたので，2 種

の口腔扁平上皮癌細胞の各群において，EMT

の transcriptional factorである Snail，Slug，

Twist の発現に関してウエスタンブロット法

を用いて比較した．Slug，Twist に関しては，

OSC-19 細胞，OSC-20 細胞ともに各群で発

現に差を認めなかったが，Snail に関しては，

両者とも reptin knockdown 群で発現の亢進

が認められた． また，Snail の上流にあると

思われるシグナル伝達分子であるGSK-3βに

ついても検討した結果，reptin knockdown

群での発現が亢進していた（データ省略）． 
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