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研究成果の概要（和文）：Snailが誘導すると考えられる口腔癌の高度浸潤能獲得におよぼすEMTの機構を明らか
にすることを目的として本研究を遂行した．Snail導入口腔扁平御上皮癌細胞株を使って，EMTに関して解析を行
い，さらに幹細胞特性について検討した．その結果，SnailはEMTを介して口腔扁平上皮癌の浸潤転移能獲得に関
与している可能性が示唆され，また幹細胞様形質を持つことが示唆された．一方で逆にSnailが癌幹細胞形質獲
得に関与し，結果的にEMTを惹起し浸潤転移能を獲得する可能性が考えられた．以上のことから，Snailを標的と
して癌の浸潤・転移の制御の可能性が考えられた．

研究成果の概要（英文）：We have been focusing on EMT as one of the mechanisms of cancer invasion and
 metastasis. The purpose of this study was to elucidate the mechanism of EMT in the acquisition of 
high invasive potential of oral cancer, which is thought to be induced by Snail. The results suggest
 that Snail may be involved in the invasive and metastatic potential of oral squamous cell carcinoma
 via EMT and that Snail possesses stem cell-like traits. On the other hand, Snail may be involved in
 the acquisition of cancer stem cell traits and consequently induces EMT, resulting in the 
acquisition of invasive metastatic potential. These results suggest that Snail may be a potential 
target for the regulation of cancer invasion and metastasis.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
口腔癌の浸潤・転移機構に関して詳細は現在まで十分に解明されていない．特に，口腔癌の転移は患者の予後に
大きく影響を与える．これまでにわれわれは一つの候補としてEMTを介した高度浸潤能獲得機構について研究を
継続している．本研究の結果により，EMTを介した口腔癌の浸潤・転移獲得機構と幹細胞形質の獲得にSnailが関
与している可能性が示唆された．本遺伝子が比較的予後の悪いとされる口腔癌の浸潤と転移を制御しうる口腔癌
治療の標的になりうると考えられた．

※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。
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１．研究開始当初の背景 
われわれは，「臨床的に口腔癌の浸潤・転移を抑えることを目的とした基礎的研究」という口腔癌研究
における基本理念の下，研究を行っており，その中でも口腔癌の浸潤・転移機構の本質の一つとして上
皮間葉移行（epithelial-to-mesenchymaltransition; EMT）に着目して研究を一貫して行っている．また最
近では EMT を獲得した一部の癌細胞で癌幹細胞様形質があることがさまざまな癌で報告されている．
われわれが臨床の現場で診断・治療している口腔扁平上皮癌においてこの EMT と癌幹細胞様形質を
関連づけて詳細に述べている報告はほとんどない．口腔扁平上皮癌は頭頸部領域で最も発生率の高
い癌であり，リンパ行性および血行性に転移する．その転移率は 30-40％とされており，予後は極めて
不良である．また，進行癌に対し治療に成功したとしても，審美性や摂食，構音といった機能面の障害
が大きくなるため，口腔扁平上皮癌の細胞の浸潤・転移のメカニズムを解明し，それらを抑制する方法
を基礎的研究から解明することは極めて重要であると考える． 
一方で，癌の再発や転移には癌幹細胞が深く関与している可能性があることが近年報告されている．
癌幹細胞は「腫瘍内に存在し，自己複製能と腫瘍組織を構成する様々な系統の癌細胞を生み出す力
を併せ持つ細胞」と定義されている．癌化は正常細胞が癌幹細胞化した時点で成立し，癌幹細胞は腫
瘍組織全体に生産・供給しながら増大，浸潤し，宿主を滅ぼす．また，次世代シークエンサーを用いた
最近の解析で，ほとんどの腫瘍組織が複数のクローンから構成されていることが明らかとなった．この事
実は，それぞれのクローンを維持し，その拡大の源となっている細胞がそのクローン特有の癌幹細胞で
あることとそれぞれのクローンはゲノムレベルでは均一ではあるが，少数の癌幹細胞とそこから産生され
た非癌幹細胞から構成されるという点で細胞生物学的に不均一な細胞群，いわゆる「癌の不均一性
（Tumor Heterogeneity）」を示すことが考えられる．この「癌の不均一性」に関しては以前より着目してお
り，同一細胞株でも不均一性を示すことをわれわれは報告してきた以上のことから，本研究課題を遂行
することにより，EMT 獲得型癌細胞が動物実験ではあるが生体内において，より異常なその癌細胞のク
ローンが生存競争に勝ち抜き，未分化で自己複製能をもつ癌幹細胞へと変化する過程を解明できると
考える．われわれが本研究で用いる各種口腔扁平上皮癌細胞株および Snail 遺伝子導入による EMT
誘導細胞はすべて独自に樹立したものである．さらに，その独自に樹立した Snail 遺伝子導入による
EMT 誘導細胞は図に示すように多段階的に浸潤様相を呈することを報告した．これら多段階浸潤様式
を呈する細胞株を用いた動物実験を行うことにより，実際の臨床の現場に近い状態で癌の転移と癌幹
細胞との関連性の研究が出来るものであると確信している． 
 
２．研究の目的 
 
申請者らの研究グループは，口腔癌の発生・進展について長年解析を続け，特に局所浸潤における
EMT の関与に関する研究を行ってきた．EMT 誘導因子である Snail に特に着目し，浸潤の多様性の形
成にいかに関与しているかを探求し続けてきたこれまでの研究で口腔扁平上皮癌細胞が EMT を獲得
し，高度浸潤型となるためには Snail がそのマスタージーンの 1 つであること可能性は明白と思われる．
そこでわれわれはさらに，浸潤だけではなく，癌の転移にも大きく関与しているのではないかと考えた．
一方で，高度浸潤型癌細胞の一部は癌幹細胞形質を獲得している可能性があとを確認している．これ
らのことを踏まえて，Snail 誘導型 EMT 型癌細胞が癌幹細胞様形質を獲得し，遠隔臓器に転移をする
のではないかと仮説を立て，その実験モデルとして本研究課題を設定した．Snail 誘導型の癌の転移機
構を解明した場合には，本遺伝子をターゲットとした分子標的治療の有力な候補遺伝子となりうると考え，
新しい癌治療の開発が期待できる． 
また，現在の癌の浸潤・転移機構解析は，EMT と癌幹細胞仮説を基盤としているといっても過言では
ない．われわれの研究グループは一貫して口腔扁平上皮癌の EMT 獲得機構について研究を行ってき
た．特に口腔癌における Snail 誘導による EMT 獲得機構の解明に関しては，国内外でも有数であると
自負している．これらは「臨床的に口腔癌の浸潤・転移を抑えることを目的とした基礎的研究」という口腔
癌研究における基本理念を掲げて流行にとらわれることなく，長年継続して研究を行ってきたからであ
ると確信する． 
 
３．研究の方法 
本研究においては，これまでの Snail 誘導型の EMT の研究成果をさらに発展させ，以下の事項につ
いて研究を行う． 
1) Snail が関与していると考えられる口腔扁平上皮癌の転移能獲得におよぼす EMT の機構の詳細を
明らかにする．これまでにわれわれが研究し，解明してきた細胞運動能，基質分解酵素の発現上昇，細
胞接着因子の発現低下などをさらに検討する． 
2) 口腔扁平上皮癌の転移における Snail による EMT の誘導機構に対する癌幹細胞の関与を解明す
る．これまでのわれわれの研究結果を合わせて仮説を立てると転移形成後には可逆的な EMT 機構の
存在が推定される．また，この機構には癌幹細胞が深く関与している可能性が考えられる． 
そこで，本研究課題では以下の実験を分担者と共に行う． 
① 独自に樹立した口腔扁平上皮癌細胞株および Snail を遺伝子導入して多段階的に EMT 獲得した



細胞株を用いて動物自然転移モデルを作成する．具体的には，細胞株に GFP を発現させ標識した
SCC-GFP 株（仮称）を作成する．さらに SCC-GFP 株を用いて，ヌードマウスの舌および背部に様々な
条件で腫瘍を接種させ，腫瘍形成させる．次に造腫瘍性の高い細胞を作成するために，最も腫瘍形成
を示す条件で再度舌と背部に接種し形成された腫瘍を再度培養ディッシュ上で培養することを繰りかえ
すことにより，100％の腫瘍形成能を持った細胞株を樹立する．さらに培養を繰り返すことにより，リンパ
節転移が必発する SCC-GFP 細胞株を樹立する．この際，GFP で標識しているため，用意に転移部位
を可視化することが可能である． 
② リンパ節転移が必発する SCC-GFP 細胞株における癌幹細胞の関与を解明する． 
腫瘍形成細胞と転移必発型細胞を用いて，癌幹細胞表面マーカー（CD44，CD133，ALDH1）による
FACS 解析を行い，細胞分画を行う．さらに，非接着性プレートを用いて，血清無添加培地に上皮細胞
成長因子(EGF)および塩基性線維芽細胞成長因子(bFGF）のみを加えて，数週間培養してスフィアコロ
ニーが形成されるかどうかを検討するスフィアアッセイを行う．加えて，癌幹細胞形質を確認するために，
幹細胞マーカーである SOX2, OCT4, Nanog mRNA 発現を定量的 PCR 法にて確認を行う． 
 
４．研究成果 
われわれは口腔癌の浸潤・転移機構の本質の一つとして EMT に着目して研究を一貫して行ってい
る．また最近では EMT を獲得した一部の癌細胞で癌幹細胞様形質があることがさまざまな癌で報告さ
れている．われわれが臨床の現場で診断・治療している口腔扁平上皮癌においてこのEMTと癌幹細胞
様形質を関連づけて詳細に述べている報告はほとんどない．口腔扁平上皮癌は，予後は極めて不良
である．また，進行癌に対し治療に成功したとしても，機能面の障害が大きくなるため，口腔扁平上皮癌
の細胞の浸潤・転移のメカニズムを解明し，それらを抑制する方法を基礎的研究から解明することは極
めて重要であると考える．臨床病理組織学的にびまん性浸潤様式を呈し予後不良である浸潤様式Y-K
分類の浸潤様式 4D 型の高度浸潤型扁平上皮癌から独自に高度浸潤型口腔扁平上皮癌細胞株を樹
立した．その後，これら細胞の浸潤・転移能獲得における転写因子 Snail が誘導する EMTに関してはこ
れまでに詳細に報告してきた．これまでに報告してきた Snail 誘導型 EMT にいかに癌幹細胞形質が関
与するかを詳細に解明することを一つの目的としていて実験を行った．これまで，Snail が EMT を段階
的に誘導する扁平上皮癌細胞株の作成とそれらが幹細胞様特性を示す可能性があることを確認した．
さらに EMT 獲得した細胞株を用いて動物自然転移モデルを作成することを試みた．具体的には，細胞
株にGFPを発現させ標識したSCC-GFP株を用いて，マウスの舌および背部に様々な条件で腫瘍を接
種させ，腫瘍形成させ，最も腫瘍形成を示す条件で再度舌と背部に接種し形成された腫瘍を培養ディ
ッシュ上で培養することにより，十分な腫瘍形成能を持った細胞株を樹立することを目的として行った．
さらにその腫瘍形成能を持った細胞株における幹細胞特性について検討を行った．しかし，動物実験
では舌に細胞株を接種し，腫瘍形成することはこの段階では成功に至らず，背部皮膚のみの接種での
実験行った．さらに，接種を繰り返すことにより，１００％転移を来す細胞株の作成を目指したが，１００％
を獲得するには至らなかったが，ほぼ確実な転移を示す細胞株を用いて引き続き実験を行った．Snail
誘導型 EMT 獲得扁平上皮癌細胞株は，幹細胞マーカーである SOX2, OCT4, Nanog mRNA 発現を
定量的 PCR 法を行うことにより，その発現を確認した． 
以上のことから，Snail を標的とすることで癌の浸潤・転移の制御の可能性が考えられた．また，Snail の
関与により，幹細胞形質を獲得することも考えられるので将来的には抗がん剤の効果予測因子にもなり
うる可能性がある．今後も，Snail が誘導する口腔癌の転移能獲得と幹細胞形質獲得に関しては多方面
からさらに解明を進めていく必要があると考えられた． 
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