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研究成果の概要（和文）：アクチン細胞骨格を制御するCofilin-1は、CD44高発現口腔扁平上皮癌細胞の浸潤能
に関与していた。また、TGF-β1はCofilin-1のリン酸化とERK1/2の活性化を介したmiR-422a発現の抑制により、
amoeboid-to-mesenchymal transitionを誘導した。Cofilin-1とmiR-422は amoeboid-like CD44高発現口腔扁平
上皮癌細胞の維持に重要な役割を持つことが明らかとなった。さらに、miR-224-5pはPANX1によるATPの放出を抑
制することにより、ドセタキセルにより誘導されるアポトーシスの抵抗性に関与していた。

研究成果の概要（英文）：Cofilin-1, an intracellular actin-modulating protein, was involved in the 
invasive capacity of CD44high OSCC cells. TGF-β1 induced amoeboid-to-mesenchymal transition by 
Cofilin-1 phosphorylation and downregulation of miR-422a via ERK activation. Our findings suggest 
that miR-422a and Cofilin-1 play major roles in the maintenance of amoeboid-like CD44high cells. 
Furthermore, miR-224-5p plays a vital role in the resistance to docetaxel-induced apoptosis by 
attenuating PANX1-induced ATP discharge.

研究分野：外科系歯科学
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  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
amoeboid-like CD44高発現口腔扁平上皮癌細胞は、高い浸潤能を持つことから、腫瘍の再発や転移に関与してい
る可能性が示唆された。さらに、amoeboid-like CD44高発現口腔扁平上皮癌細胞は、口腔扁平上皮癌における抗
がん剤抵抗性に関与していると予測されるため、amoeboid-like CD44高発現口腔扁平上皮癌細胞におけるアポト
ーシス回避機構を解明することが重要であると考えられた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 口腔癌細胞における epithelial-mesenchymal transition (EMT）と癌幹細胞形質の関連性を検討
するため、CD44と ESAをマーカーとして、口腔扁平上皮癌細胞株から、線維芽細胞様形態を示
す CD44high/ESAlow細胞と上皮細胞様形態を示す CD44high/ESAhigh細胞を分離し、研究を行った。
その結果、両細胞とも腫瘍形成能を示し、特に、CD44high/ESAlow 細胞は、Vimentinや Snailなど
の EMT関連遺伝子を高発現しており、高い遊走能とコロニー形成能を示すことが明らかとなっ
た（Shigeishi et al. Stem Cells, 2013）。CD44high/ESAlow 細胞は，数週間培養後に親細胞の表現形を
再現したことから、間葉系細胞が mesenchymal-epithelial transition (MET)により上皮系細胞を生
じ、腫瘍の heterogeneityを再構成すると考えられた。 
 

(2) 活性化型 GSK3は CD44high/ESAlow 細胞の自己複製に関与することが明らかとなった
（Shigeishi et al. J Oral Pathol Med. 2015）。また、CD44high/ESAlow 細胞が産生する内因性 PGE2は、
CD44high/ESAhigh細胞のアポトーシス抵抗性に関係していた（Shigeishi et al. Int J Clin Exp Pathol, 
2018）。 
 

(3) CD44high/ALDH1high細胞は間葉形質を示し、ALDH1活性の維持に活性化型 GSK3が必要であ
ることを明らかとした（Seino and Shigeishi et al. J Oral Pathol Med. 2016）。このことから、CD44high

細胞において GSK3は ALDH1 の酵素活性を維持することにより、口腔扁平上皮癌の幹細胞形
質および間葉形質の維持に重要な役割を持つと考えられた。 
 
(4) 生体組織の弾性率にほぼ近い状態を再現するため、ハイドロゲル（弾性率：0.1kPa～50 kPa）
をラミニン 332にてコーティングした培養ディッシュを作成した。口腔扁平上皮癌細胞株 OM-1
を用いて、CD44 高発現細胞をソーティングした後、ハイドロゲル上で培養したところ、50kPa 
のハイドロゲル上では上皮細胞様形態を示し、4.0kPa のハイドロゲル上では線維芽細胞様形態
を示す細胞（Mesenchymal-like CD44高発現口腔癌細胞）に変化した。さらに、1.0kPaのハイド
ロゲル上では Amoeboid様形態を示す細胞（Amoeboid-like CD44高発現口腔癌細胞）に変化した。
このことから、CD44 高発現口腔癌細胞では、足場の弾性率の変化により、mesenchymal to 
amoeboid transition (MAT)および amoeboid to mesenchymal transition (AMT)が生じることが示され
た（図 1）（Shigeishi et al. Int J Clin Exp Pathol, 2019）。さらに、microarray解析の結果より、Amoeboid-
like CD44 高発現口腔癌細胞では Mesenchymal-like CD44 高発現口腔癌細胞と比較して Cofilin-1
が高発現しており、アクチン細胞骨格を制御する Cofilin-1が Amoeboid-like CD44高発現口腔癌
細胞の維持に必要であることが予測された。 

 

図 1. CD44高発現口腔癌細胞におけるMATおよび AMT 

以上より、メカノトランスダクションが CD44高発現口腔癌細胞の癌幹細胞形質に関与する可能
性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
口腔癌において、自己複製能と分化能をもつ癌特異的な幹細胞が存在し、腫瘍の再発や転移に関
与している可能性がある。我々は、幹細胞形質を有する CD44高発現口腔癌細胞が細胞外基質や
足場の弾性率の変化により、線維芽細胞様形態や Amoeboid様細胞に変化することを明らかとし
た。本研究においては、これまでの成果をさらに発展させ、シリコンゲルやハイドロゲルを用い
た 2次元培養法により、周囲の微小環境やメカニカルストレスにより制御される、口腔扁平上皮
癌幹細胞に特有な分化やアポトーシスの調節機構を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 



本研究では、口腔扁平上皮癌細胞 OM-1を用いて FACSにてソーティングを行い、CD44高発現
口腔癌細胞を用いて実験を行った。CD44高発現細胞における癌幹細胞形質（幹細胞マーカー遺
伝子の発現、アポトーシス抵抗性、浸潤能など）を明らかとするため研究を行った。 
 
(1) Amoeboid-like CD44高発現口腔癌細胞における AMTの制御機構について 
ラミニン 332 をコーティングした 2.0-kPa の低弾性率のシリコンゲルを用いて、FACS にてソー
ティングした CD44 高発現口腔癌細胞を培養したところ、細胞は Amoeboid 様形態を示した。
Amoeboid-like CD44 高発現口腔癌細胞における Cofilin の役割と AMT の制御メカニズムについ
て検討を行った。さらに、TGF-β1により発現が誘導される microRNAについてマイクロアレイ
を用いて解析を行った。 
 
(2) Amoeboid-like CD44高発現口腔癌細胞におけるアポトーシス抵抗性の獲得機構について 
ラミニン 332 をコーティングした 32-kPa のシリコンゲルを用いて、CD44 高発現口腔癌細胞を
培養したところ、線維芽細胞様形態を示す Mesenchymal-like CD44 高発現口腔癌細胞を認めた。
また、ラミニン 332をコーティングしたプラスチックディッシュ上では、上皮細胞様形態を示す
Epithelial-like CD44 高発現口腔癌細胞を認めた。Amoeboid-like CD44 高発現口腔癌細胞、
Mesenchymal-like CD44高発現口腔癌細胞、Epithelial-like CD44高発現口腔癌細胞において、ドセ
タキセルにより誘導されるアポトーシスを FACS にて解析した。さらに、細胞死については
ALDH cytotoxic assayにより検討した。また、膜タンパク質である Pannexin1（Panx1）とアポト
ーシスとの関係について検討した。 
 
(3) Mesenchymal-like CD44高発現口腔癌細胞におけるアポトーシス抵抗性の獲得機構について 
フィブロネクチンをコーティングした ハイドロゲルを用いて、CD44高発現口腔癌細胞を培養し
たところ、CD44高発現口腔癌細胞は線維芽細胞様形態を示した。また、フィブロネクチンをコ
ーティングした プラスチックディッシュ上では、CD44高発現口腔癌細胞は上皮細胞様形態を示
した。メラトニンが小胞体膜タンパク質である Derlin-1 (DERL1) の発現やシスプラチンにより
誘導されるアポトーシスに及ぼす影響について検討した。 
 
４．研究成果 
(1)  Cofilin-1の Amoeboid-like CD44高発現口腔癌細胞における役割 
Cofilin-1は、CD44高発現口腔癌細胞の核内に発現を認めた。Cofilin-1ノックダウンにより CD44
高発現口腔癌細胞の浸潤能が低下したことから、Cofilin-1は浸潤・転移に関与している可能性が
示唆された。また、TGF-β1は、Cofilin-1のリン酸化と ERK1/2の活性化を介した miR-422a発現
の抑制により、AMTを誘導することが明らかとなった（図 2）。このことから、Cofilin-1と miR-
422 は、Amoeboid-like CD44 高発現口腔癌細胞の維持に重要な役割を担うと考えられた 
(Yokoyama and Shigeishi et al. J Oral Pathol Med, 2021）。以上の結果から、Cofilin-1は、口腔扁平上
皮癌の高度悪性化機構に関与している可能性が示唆された。 
 

 

図 2．Amoeboid-like CD44高発現口腔癌細胞における TGF-β1による AMT誘導 

 
(2) Amoeboid-like CD44高発現口腔癌細胞のアポトーシス抵抗性の獲得機構 
Amoeboid-like CD44高発現口腔癌細胞は、ドセタキセルにより誘導されるアポトーシスに対して
抵抗性を示し、miR-224-5p の高発現を示した (Yokoyama and Shigeishi et al. Eur J Oral Sci, 2021）。
さらに、Amoeboid-like CD44高発現口腔癌細胞において、miR-224-5pは PANX1による ATPの放
出を抑制することにより、ドセタキセルにより誘導されるアポトーシスの抵抗性に関与してい
た。このことから、Amoeboid-like CD44高発現口腔癌細胞は、miR-224-5pを介して膜タンパク質
である PANX1の発現を抑制することにより、アポトーシス抵抗性を獲得すると考えられた。 
 

(3) Mesenchymal-like CD44高発現口腔癌細胞のアポトーシス抵抗性の獲得機構 
Mesenchymal-like CD44 高発現口腔癌細胞では、Epithelial-like CD44 高発現口腔癌細胞と比較し
て、幹細胞マーカー（Sox2, Oct4, Nanog, ALDH1）のｍRNA発現が上昇していた (Shigeishi et al. 



J Oral Pathol Med, 2022）。また、Mesenchymal-like CD44高発現口腔癌細胞は小胞体膜タンパク質
である DERL1 を高発現しており、メラトニンは DERL1 の発現を抑制することにより、シスプ
ラチンにより誘導されるアポトーシスを増強させることが明らかとなった。 
 

以上より、Amoeboid-like CD44高発現口腔癌細胞は、高いアポトーシス抵抗性や浸潤能を有し、
口腔癌の治療抵抗性や再発・転移に深く関与していると予測された。また、癌幹細胞形質を有す
Mesenchymal-like CD44 高発現口腔癌細胞において、特異的なアポトーシス回避機構の存在が示
唆された。 
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