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研究成果の概要（和文）：頭頸部癌の浸潤・転移にはEMTが重要であるが、EMTは癌幹細胞を誘導しうることが明らかと
なった。そこで頭頸部がんにおける両者の役割を検討した。EMT関連分子およびポリコム系遺伝子に注目し頭頸部がん
細胞株HSC-3に遺伝子導入したところ、Bmi1, EZH2, Twist, slugがALDH1活性化を誘導した。Bmi1導入細胞はNOGマウス
において造腫瘍能を示した。炎症性サイトカインTNFαおよびTGFβはBmi1と協調して幹細胞性を増強した。以上の結果
から、EMT関連遺伝子とポリコム遺伝子遺伝子はがん幹細胞を誘導し、ニッチから供給される炎症環境において悪性度
を増している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Malignant phenotype of Head and Neck Cancer (HNC) is related to EMT and polycomb g
ene induction, and emerging evidence suggests a role of EMT/Polycombs on Cancer stem cell (CSC) induction.
  In this study, we investigated whether EMT and polycomb genes control CSC of HNC cells. Forced expressio
n of the Bmi1, EZH2 and Slug in HNC cell lines induced cancer stemness phenotypes, such as ALDH1 activity.
 Two inflammatory cytokines, TGFb and TNFa potentiated Bmi1-related CSC phenotypes. These results suggest 
that polycomb and EMT genes under inflammatory environment regulate malignant phenotypes of HNC.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
頭頸部癌は咽頭・喉頭等に発生し、咀嚼、呼
吸、嚥下等の生体機能を損なうことから、単
に生命予後のみならずQuality of Lifeの観点
からもその克服が急務である。頭頸部癌の大
部分を占める扁平上皮癌は、強い角化傾向を
呈し、原発部位と転移部位に硬い腫瘤を形成
しながら頭部・頸部さらに体幹へとリンパ
管・静脈に沿って浸潤・転移する。 
 最近になって、癌の浸潤・転移には癌細胞
自 身 の 上 皮 間 葉 転 換 （ EMT; 
epithelial-mesenchymal transition）が必須
の役割を果たしていることが明らかになっ
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、従前は初期胚発生(原
腸陥入•神経堤細胞運動•器官形成過程)に関
わることが知られていた。EMT の獲得は癌
細胞の運動性亢進や細胞外基質の蓄積をも
たらし、癌の浸潤や転移との関連が示された。
一方、癌転移研究によって EMTが「がん幹
細胞」（Cancer Stem Cell, Cancer Initiating 
Cell）形質の獲得にも関連していることが明
らかとなってきた。たとえば EMTの鍵分子
の１つである Twist1 を発現すると癌幹細胞
形質が具有され治療抵抗性や再発を制御す
る。一般に、がん細胞は正常体細胞と比較し
て、(1)増殖能亢進、(2)不死化、(3)浸潤・転
移、という３つの特性を持つ。しかしながら、
がん組織において実際に造腫瘍性を有する
がん細胞は全体のごく一部に過ぎない。癌幹
細胞は、(1)自己複製能、(2)多潜能性、という
２つの特徴を持ち、がん組織中で自己複製に
より同一の未分化形質を維持しながら大多
数のがん細胞を生み出していると考えられ
ている。がんの治療抵抗性が幹細胞にあると
する「がん幹細胞仮説」は、頭頸部癌にも当
てはまると想定されるが、「EMT分子群」に
よる浸潤•転移能の獲得は、癌幹細胞性獲得
も同時に惹起している可能性が高い。実際に、
頭頸部癌（扁平上皮癌）における EMTと癌
幹細胞の関連性については、これまで十分に
解析されていなかった。 
 
２．研究の目的 
頭頸部癌の EMT（浸潤•転移）および癌幹細
胞誘導（治療抵抗性•再発）に関わる新規分
子の同定を行い頭頸部癌が悪性形質を獲得
する機序を解析する。第 1に、頭頸部癌細胞
株FaDu,HSC-3, HSC-4を対象としてポリコ
ム遺伝子のうち Znf277, Bmi1, EZH2に着目
する。これら遺伝子を各細胞株に発現させ、
1)E-Cadherin, 2)vimentin等の EMTマーカ
ーの発現が変化し細胞形態が間葉系（紡錘
形）に変化を解析する。EMT が誘導されれ
ば癌細胞の悪性度が増加するはずである。
Znf277等が新規EMT誘導分子として頭頸部
癌の悪性化を惹起させか検証する。 
本研究の第 2の目的は、上記遺伝子が癌遺伝
子として機能するか解析する。既に Bmi1を
発現させた細胞は増殖能が上昇することが

示唆されている。そこで Znf277, EZH2の発
現により癌細胞の増殖亢進、コロニーフォー
メーションアッセイ等によって悪性化形質
の変化を検証する。 
本研究の第３の目的は、頭頸部癌の癌幹細胞
が上記遺伝子群によって誘導されるか検証
する。一般に癌幹細胞は通常の幹細胞と同様
に幹細胞マーカー分子（Oct-4, Nanog, GFI1, 
Sox2, Notch1, Notch2）を発現することから、
頭頸部癌細胞株に Znf277 等のポリコム遺伝
子を発現させた時にこれら幹細胞性マーカ
ーが発現することをReal-timePCR法にて検
討する。次いで、頭頸部癌細胞株に Bmi1, 
Znf277, EZH2を発現させ、癌幹細胞表面マ
ーカーとして知られている Hoechst 陰性サ
イドポピュレーション（SP 細胞）,CD44, 
CD24, EpCAM, ALDH1 が増加するか検討
する。他方、癌幹細胞性を in vitroで調べる
ため、Spheroid formation assayを行う。以
上の解析により、Znf277,Bmi1, EZH2 が
EMT および癌幹細胞誘導を同時に行うこと
を検証する。Znf277 と Bmi1 を発現する高
腫瘍形成能細胞分画と、２者とも発現しない
低腫瘍形成能細胞分画について、遺伝子発現
を比較する。特に、がん幹細胞とＥＳ細胞の
間で遺伝子発現の類似性が指摘されている
ことに着目して、新たな EMTおよび癌幹細
胞マーカーとなり得る発現分子を同定する。
一方、これら遺伝子の頭頸部癌検体での発現
と予後の関係を検討する。本研究の最終目的
は、in vitro および in vivo 両面から頭頸部
癌における悪性化機序を明らかにするのみ
ならず、分子標的としてがん治療法開発の可
能性を検証する。 
 
３．研究の方法 
（１）頭頸部がん細胞株を用いたポリコム関
連遺伝子群による EMT 誘導の解析：頭頸部癌
由来癌細胞株を用いてEMT関連ポリコム遺伝
子のうち Bmi1,Znf277, EZH2 を発現させ、EMT
に特徴的な生物学的特徴が誘導されること
を検証する。頭頸部癌（扁平上皮癌）由来の
細胞株(FaDu, HSC-2, HSC-3)について、上記
３遺伝子をはじめとするポリコム抑制性複
合体（PRC）遺伝子を恒常的に発現させた細
胞株を樹立する。これら細胞株について形態
を観察し EMT の特徴を解析する。a)ウエスタ
ンブロット法により、EMT マーカーの発現が
変化することを解析する。b)qRT-PCR 法によ
り twist1, snail, slug 等の遺伝子発現変化
を解析する。c)細胞形態の間葉系への変化を
解析する。以上により、ポリコム関連遺伝子
による EMT 誘導を調べる。 
（２）頭頸部がん細胞株を用いたポリコム関
連遺伝子群による幹細胞性誘導能の解析:頭
頸部癌由来癌細胞株を用いてEMT関連ポリコ
ム遺伝子のうち Znf277,Bmi1 および EZH2 を
発現させ、癌幹細胞に特徴的な生物学的特徴
（癌幹細胞性）が誘導されることを検証する。
樹立した細胞株(FaDu, HSC-3, HSC-4 等)につ



いて、がん幹細胞分画標識に用いられている
マーカー(CD44, ALDH1, CD24 等)の発現の有
無をフローサイトメトリー法にて検討する。 
（３）癌幹細胞性を得た場合に顕著な差異が
現れるSpheroid Formationアッセイを用い
て、幹細胞性が誘導されるか確認する。癌幹
細胞性が誘導されれば、細胞死に変化が認め
られるはずであ。細胞生存、アポトーシスを
解析する。これらマーカーを用いて既存のセ
ルソーターによって細胞を分画し、各細胞分
画を NOG マウスに移植する。腫瘍形成能につ
いて 1x103から 1x105 の範囲の癌幹細胞分画
を皮下移植し癌の生着を調べる。腫瘍サイズ、
腫瘍個数について調べる。NOG マウスに形成
された腫瘍について浸潤、転移、血管新生等
を病理学的に解析する。 
（４）頭頸部癌検体におけるポリコム関連遺
伝子の発現解析:がん幹細胞マーカーが実際
に臨床検体で発現し予後と相関しうるか検
証する。患者由来頭頸部癌についてポリコム
遺伝子の発現について、遺伝子的に解析する。
EMT と癌幹細胞を同時に誘導する因子が頭頸
部癌患者と相関するか検討する。 
 
４．研究成果 
（１）頭頸部がんに対する EMT およびポリコ
ム遺伝子導入細胞の樹立と形態変化：頭頸部
癌の一般的細胞株として知られている FaDu, 
HSC-3, HSC-4 を対象として細胞を用いた in 
vitro 悪性化解析を行った。まず、遺伝子発
現に用いるレトロウイルスベクター（pBabe
および pMX 系）を作成した。作成した遺伝子
は EMT 関連分子として、Twist1, Slug, Snail
である。ポリコム系遺伝子としてBmi1, EZH2, 
Znf277 を選択した。さらに、低酸素環境と幹
細胞の関連を探るため活性型 HIF1αを用い
た。これらウイルスを上記細胞に感染させ安
定発現する細胞株を得た。各遺伝子発現につ
いては qPCR にて確認した。EMT に特有の紡錘
形細胞への形態変化を解析した、Twist1, 
Slug, Snailにおいて形態変化を軽度認めた。 
 

（２）頭頸部がんに対する EMT およびポリコ
ム遺伝子導入による頭頸部がん造腫瘍能の
変化：第１に、Sphere 形成を解析した。HSC-3
は形成能が極めて低く、HSC-4 は良好であっ
た。しかしながら、いずれの細胞とも、EMT
関連分子 Twist1, Slug, Snail、およびポリ
コム系遺伝子として Bmi1, EZH2, Znf277 導
入による明確な差異を認めなかった。これら
頭頸部がん細胞株では Sphere 形成能では幹
細胞性の解析が困難であると考えられた。第
２に、遺伝子導入細胞株を用いて超免疫不全
NOG マウス皮下に移植し腫瘍形成を解析した。
予備的に遺伝子導入のない親細胞で予備実
験したところ、FaDu 細胞はわずか１０細胞で
腫瘍形成した。この結果から FaDu 細胞は幹
細胞性がほぼ 100%あると解釈された。一方、
HSC-3, HSC-4は 1x103〜1x104細胞で腫瘍形成
が軽度観察された。したがって、HSC-3, HSC-4

を用いて解析を行った。その結果、Bmi1 を導
入した細胞を 1x103移植すると移植後６週で
腫瘍形成が認められた（表１）。なお、低酸
素遺伝子 HIF1αの活性化型を比較に用いた
が腫瘍形成しなかった。この結果から、Bmi1 
は HSC-3 細胞の造腫瘍能を亢進させる
ことが明らかとなった。 

 
（３）頭頸部がんに対する EMT およびポリコ
ム遺伝子導入による頭頸部がん幹細胞性の
変化：がん幹細胞では、特にフローサイトメ
ータによるがん幹細胞形質が表出する。そこ
で、まず Side Population(SP)分画を解析し
た。EMT 関連分子 Twist1, Slug, Snail およ
ぶポリコム系遺伝子 Bmi1, EZH2, Znf277 を
導入しても SP 分画はほとんど検出できなか
った。そこで次に ALDH1 を解析した。
aldefluor assay により各種細胞の ALDH1 活
性を測定した。その結果、EMT 関連分子のう
ち Twist1 および Slug が ALDH1 活性を誘導し
た。ポリコム系遺伝子では Bmi1 および EZH2
が ALDH1 を強力に誘導した。さらに、Znf277
遺伝子も軽度ではあるがALDH1を活性化した。
この結果から、EMT 関連分子およびポリコム
系分子の一部は頭頸部がん幹細胞を誘導す
ることが明らかとなった。将来の頭頸部がん
治療において、これら分子は治療標的として
選択肢に入ることが示唆された。 

 
（４）Ras 活性型癌遺伝子による頭頸部がん
幹細胞性の誘導：膵臓癌などでは、K-ras 変
異により発がんするのみならずがん幹細胞
性が誘導されている。そこで、頭頸部がんで
Ras を活性化し同様の変化が誘導できるか調
べた。活性化 H-Ras を HSC-3 に導入したとこ
ろ、ALDH1 陽性はコントロールの 9.6%から
35.9%に上昇した。この結果は、Bmi1 などと
類似した上昇割合であった。したがって、Ras
のような強力な発がんドライバー変異は、が
ん幹細胞性を同時に誘導する可能性が示唆



された。 
 
（５）ポリコム遺伝子と炎症性サイトカイン
の協調による頭頸部がん幹細胞性誘導パタ
ーンの解明：臨床癌においては、時に炎症性
の変化を合併することがある。このため、ポ
リコム活性化状態において、炎症性サイトカ
インががん幹細胞性を誘導するか調べた。
CD24low分画は、乳癌等でがん幹細胞分画とさ
れる。Bmi1 を導入した HSC-3 細胞は CD24low

分画が増加した。これに加えて、培養条件に
TGFβあるいは TNFαを添加したところ。同細
胞分画がさらに上昇した。興味深いことに
TGFβと TNFαを同時に加えると、CD24low分画
が特に強く誘導された。したがって、炎症性
の変化ががん組織に発生すると癌細胞が幹
細胞化することが示唆された。TNFαおおよ
び TGFβは繊維芽細胞および免疫系細胞から
分泌され供給される可能性が高い。今後、炎
症性の変化が頭頸部がんの悪性化におよぼ
す影響を解析することが重要であると考え
られた。 

 
（６）頭頸部がん臨床検体におけるポリコム
および EMT 関連遺伝子の発現：臨床検体につ
いての解析は TCGA コンソーシアムによる全
ゲノムシーケンスデータベースを利用した。
（http://www.cbioportal.org）その閣下、
頭頸部がんではBmi1異常が約２％(TCGA解析
データ)、EZH2 異常４%(Broad 解析)、Twist
１異常（遺伝子増幅：TCGA）が２％,Znf277
が１％、Slug(SNAI2:TCGA)が７％、であった。
以上の結果から、頭頸部がん幹細胞性を誘導
する遺伝子のうち、臨床的には Slug の寄与
が大きいことが示唆された。Slug は癌の EMT
だけでなく幹細胞性を誘導することから有
望な治療標的である可能性が高いことが明
らかとなった。 
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