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研究成果の概要（和文）： 
 
本研究は腫瘍内低酸素環境が上皮－間葉転換（epitherial-mesenchymal transition; EMT）

の誘因となることを証明することを目的とした。 

本研究では、低酸素環境はヒト口腔扁平上皮がんに対する大きな刺激となり、がん細胞にお

ける EMT の誘因となる可能性が示唆された。実験結果を裏付けるため、現在さらに EMT 関

連遺伝子の変化を観察中である。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
 We researched whether the hypoxia in tumor tissue causes epitherial-mesenchymal 
transition (EMT) on tumor cells. 
 The results imply that the hypoxic condition may be one of the trigger of EMT. To support 
these results, we are researching the hypoxia-induced changes of the DNA expression 
associated with EMT.  
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１．研究開始当初の背景 
 

がん細胞の浸潤・転移は、臨床的にがん患
者における生命予後に大きく影響する因子
の１つである。このため、がん細胞の浸潤・
転移のメカニズムを解明することは、がん治
療において非常に重要である。実際、がん細
胞の浸潤・転移のメカニズム解明のためにこ
れまで非常に多くの研究が為され、次第にそ
のメカニズムが明らかとなってきている。 
 
近年、がん細胞の浸潤・転移のメカニズム

において、Epithelial-Mesenchymal 
Transition (EMT;上皮間葉移行)の関連が注
目されるようになってきた。EMT とは上皮細
胞が間葉系様細胞に形態変化する現象であ
り、初期胚発生における原腸陥入、神経提細
胞の運動や器官形成過程における重要性が
明らかとなっている。この EMT の獲得により
運動性の亢進や細胞外基質の蓄積をもたら
されることから、がん細胞の浸潤・転移メカ
ニズムへの関連が示唆されている。 

 
ヒト口腔扁平上皮がんにおいても、上皮細

胞もしくは間葉系細胞に特異的な細胞表面
抗原を指標に、EMT の存在が次第に明らかに
されてきた。また、がん細胞へ TWIST や Snail
などの遺伝子を導入することにより EMTと考
えられる現象が生じることも明らかとなっ
てきており、ヒト口腔扁平上皮がん細胞が
EMT を生じる過程も少しずつ明らかになって
きている。 

 
しかしながら、生体内においてヒト口腔扁

平上皮がんが EMT がん細胞を取り巻く“環境
因子”と EMT との関連性については明確にさ
れていない。 
 
 
２．研究の目的 
 

腫瘍内における低酸素環境がヒト口腔扁
平上皮がん細胞の EMT獲得の因子となること
を検証し、ヒト口腔扁平上皮がん細胞におけ
る EMT 発現の過程を明らかにする。これによ
りヒト口腔扁平上皮がん細胞の浸潤メカニ
ズムの解明を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
1) ヒト口腔がん細胞 SASの低酸素培養を行
い、低酸素環境ががん細胞の EMT の誘因とな
ることを確認する。EMT の確認は上皮細胞・
間葉系細胞のそれぞれに特異的な細胞表面
抗原の発現変化を経時的に評価することに
より行う。また、低酸素環境から通常酸素環

境に戻し、EMTのreversibilityを検討する。 
 
2) ヌードマウス皮下に SASを注射し腫瘍モ
デルを作成し、生体内における腫瘍内低酸素
領域での EMT 発現と通常酸素領域での EMT 発
現を比較する。EMT 発現の評価については上
皮細胞・間葉系細胞それぞれに特異的な細胞
表面抗原の発現変化を用いる。また、腫瘍内
低酸素領域の特定には pimonidazole を用い
る。 
 
 
４．研究成果 
 
ヒト口腔がん細胞 SASの低酸素培養では細

胞培養の至適酸素濃度を決定し、低酸素培養
においてもその増殖能に変化がみられない
ことを確認した。他のヒト口腔がん細胞で同
様の実験を行ったところ、細胞種によっては
低酸素培養において増殖能の低下が認めら
れるものを認められた。このことから細胞種
により低酸素環境に対する反応性の違いが
存在することが示唆された。 
 
次に低酸素環境下で培養したヒト口腔が

ん細胞 SAS における上皮細胞・間葉系細胞に
特異的な細胞表面抗原の発現が、通常酸素状
態で培養と比較し変化するかを観察した。こ
の結果、低酸素培養を行ったヒト口腔がん細
胞 SASでは通常酸素状態で培養したものと比
較し、上皮細胞に特異的な細胞表面抗原の発
現が低下し、逆に間葉系細胞に特異的な細胞
表面抗原の発現が増すことを確認した。 
上記結果から低酸素環境はヒト口腔扁平

上皮がんに対する刺激となり、がん細胞にお
ける EMT の誘因となる可能性が示唆された。 

さらに低酸素状態で培養していた細胞を
再度通常酸素状態で培養することにより、上
皮細胞に特異的な細胞表面抗原の発現が回
復し、間葉系細胞に特異的なな細胞表面抗原
の発現が減少することが観察された。このこ
とから、低酸素環境により生じる細胞表面抗
原の変化は可逆的であると考えられた。 
また、この実験でも細胞種により細胞表面

抗原発現の変化に違いが認められ、低酸素と
いう環境に対する反応性の違いが細胞種間
に存在することが確認できた。 
 
 
次いでヌードマウスにヒト口腔がん細胞

SAS を皮下注射することにより、ヒトがん細
胞の生体内腫瘍モデルを作成し、生体内にお
ける通常酸素状態と低酸素状態の細胞にお
ける違いを調査した。 
生体内腫瘍モデルにおける低酸素領域は

pimonidazole を用い可視化することにより
検出した。pimonidazole は 10mmHg 以下の細



胞に取り込まれるため、これを免疫組織化学
的手法にて染色を行うことで低酸素領域を
可視化した。 

ヌードマウスを用いて作成した腫瘍モデ
ルをホルマリン固定の後連続切片を作成し、
１枚を pimonidazole 染色、残りの標本を上
皮細胞・間葉系細胞それぞれに特異的な細胞
表面抗体で免疫組織化学染色することによ
り、低酸素領域と非低酸素領域における細胞
表面抗体発現の違いを比較した。 
この結果、低酸素領域では通常酸素領域と

比較し上皮細胞に特異的な細胞表面抗体の
発現が低下し、逆に間葉系細胞に特異的な細
胞表面抗体の発現が増加することが観察で
きた。 
 
 
以上の結果より、低酸素環境はヒト口腔扁

平上皮がんに対する大きな刺激となり、がん
細胞における EMTの誘因となる可能性が示唆
された。さらにこの変化は可逆的変化である
可能性が示唆された。 
 
このことは、がん細胞の増殖により低酸素

環境が生じ、がん細胞が EMT を獲得する。こ
れによりがん細胞の運動性が亢進し、その結
果転移を生じる。転移したがん細胞は転移先
にて再度上皮細胞の性質を回復し増殖を開
始する、という腫瘍転移の仮説に矛盾しない。 

 
実験結果を裏付けるため、現在さらに EMT

関連遺伝子の変化を観察中である。 
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