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研究成果の概要（和文）：頭頸部癌細胞において、Wnt/Snailのシグナル伝達経路がEMT（上皮間葉移行）を誘導し、癌
幹細胞の活性化を促進し、癌の浸潤・転移を亢進させるかどうかを検討した。その結果、Wnt/Snailのシグナル伝達経
路がEMTを誘導し癌の浸潤・転移を促していることをin vitro、およびin vivoにおいて見出した。さらに、Snailによ
りEMTを誘導された癌細胞は、癌幹細胞マーカーの発現や治療抵抗性の増強など癌幹細胞様特性の獲得も見出された。
今後、EMTに関わるこれらのシグナル伝達経路を制御することは頭頸部癌の浸潤・転移を制御することに繋がると考え
られ、その意義は大きい。

研究成果の概要（英文）：In head and neck cancer cells, we investigated whether Wnt/Snail signaling pathway
 could induce epithelial-mesenchymal transition, EMT, promote the activation of cancer stem cells, and enh
ance cancer cel invasion and metastasis. As a result, it was found in the in vivo and in vitro study that 
Wnt/Snail signaling pathway could induce cancer invasion and metastasis though EMT. In addition, the cance
r cells induced EMT by Snail could acquire the cancer stem cell-like properties, such as enhancement of tr
eatment-resistant and expression of cancer stem cell marker. Controlling these signaling pathways involved
 in EMT will lead to controlling the invasion and metastasis of head and neck cancer.
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１．研究開始当初の背景 
（１）頭頸部癌において、これまでの治療の
進展により臓器温存を含めて患者のQOLは改
善しつつあるものの、生存率の大きな改善に
至っていないのが現状である。その死因の多
くは局所再発と遠隔転移であり、つまり、い
かに癌の浸潤・転移を制御するかが治療の要
と考えられる。 
（２）癌が浸潤・転移していく過程で、上皮
の基底膜や周囲の間質を突き破り増殖して
いくためにはタンパク質分解酵素が必要で
あり、特にその浸潤・転移のあらゆる局面に
おいて Matrix metalloproteinase (MMP)が関
与していると言われている(Matrisian LM, 
et al. J Clin Oncol. 18:1135- 1149, 2000）。
我々は、これまでに、とりわけ細胞膜結合型
の MMP である MT1-MMP が、癌細胞自身に強発
現し、癌細胞の浸潤・転移の直接的な担い手
になっていることを報告してきた(Sabeh F, 
Ota I, et al. J Cell Biol. 167:769-781, 
2004）。さらに、Wntシグナル伝達経路がSnail
を 介 し て EMT （ Epithelial-Mesenchymal 
Transition、上皮間葉移行）を誘導すること
で、MT1-MMP 及び MT2-MMP を誘導し、癌細胞
の浸潤・転移能を獲得させることを見出して
きた(Ota I, et al. Proc Natl Acad Sci USA 
106:20318- 20323, 2009; Yook JI, Ota I, et 
al. Nat Cell Biol. 8:1398-1406, 2006; Yook 
JI, Ota I, et al. J Biol Chem. 280: 11740– 
11748, 2005)。 
（３）近年、白血病に端を発し、乳癌、脳腫
瘍、そして頭頸部癌などの多くの腫瘍におい
て、次々に “癌幹細胞”が同定されてきた
(Prince ME, et al. Proc Natl Acad Sci USA. 
104: 973-978, 2007)。癌幹細胞とは、正常
幹細胞と同様に自己複製能と多分化能を有
し、癌幹細胞集団を維持しつつ、癌組織を構
成する多様な分化段階にあるすべての癌細
胞を生みだすと考えられている（Clarke MF, 
et al. Cancer Res. 66: 9339-9344, 2006; 
Reya T, et al. Nature 414: 105-111, 2001）。
さらに、癌幹細胞は、通常の癌治療には抵抗
性で、癌の浸潤・転移や再発の原因と考えら
れている。しかしながら、そのメカニズムに
ついては未だ解明されていないものの、最近、
頭頸部癌幹細胞においてEMTの制御因子であ
る Snail が亢進していることが報告され 
(ChenYC, et al. Biochem Biophys Res Commun. 
385:307-313, 2009)、EMT は、癌の浸潤・転
移の Key Factor であるとともに、癌幹細胞
の重要な制御因子であることが示唆された。 
（４）つまり、EMT をはじめとする癌幹細胞
の制御因子を標的とした治療法の開発がす
すめば、癌の浸潤・転移抑制を含めた根本的
治療となり、癌を根治できる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では頭頸部癌の治療効果の向上のた
め、癌細胞の浸潤・転移のしくみを解明し、
そのしくみを基に浸潤・転移を阻止すること

を目的としている。我々が開発した癌浸潤・
転移モデル実験系を用いて、Wnt/Snail のシ
グナル伝達経路が EMT を誘導し、癌幹細胞の
活性化を促進し、癌の浸潤・転移を亢進させ
るかどうかを解明する。 
 
３．研究の方法 
（１）遺伝子導入細胞の作製 
 頭頸部扁平上皮癌細胞（UM-SCC-1、HSC3、
HSC4 、 SAS な ど ） に 、 control vector 
(PCR3.1Uni; Invitrogen)、およびヒト Wnt1
あるいはヒト Snail の cDNA を PCR3.1Uni に
組込んだ vector を Fugene6 (Roche)を用いて
遺伝子導入し、それぞれの遺伝子が強発現し
た細胞を用いる。  
また、siRNA によるヒト Wnt1 あるいはヒト
Snail の発現抑制はコントロールを含め、
electroporation 法(Amaxa Biosystems)で細
胞内に導入する。その導入効率は蛍光の
nucleotideで 90%以上あることを確認してい
る。また siRNA の抑制効果は導入後 20 時間
から 72 時間まで維持できることも確認して
いる(Sabeh F, Ota I, et al. J Cell Biol. 
167:769-781, 2004）。 
（２）生化学的な機能解析 
これらの細胞を用いて、細胞内での Wnt、

Snail、MT1-MMP の発現、相互作用をウェスタ
ン・ブロット、免疫沈降法、レポーターアッ
セイなどを用いて検討する。 
（３）癌幹細胞の同定 

上記遺伝子導入細胞において、CD44、ALDH
などの癌化細胞マーカーの同定、SP 細胞の同
定、スフェロイド形成を確認することで癌幹
細胞分画を同定する。 
（4）癌細胞の浸潤能の評価 
in vitro に関しては、遊走能を評価する方法
として wound healing assay を、浸潤能の評
価方法として、マトリゲル invasion assay
を用いた。一方、in vivo に関しては、我々
が開発した鶏卵を用いた in vivo癌浸潤・転
移モデル chick chorioallantoic membrane 
assay (CAM assay）で生体での浸潤・転移能
を評価した。 
 
４．研究成果 
（1） 頭頸部癌細胞におけるSnailによるEMT
の誘導と浸潤能の亢進（in vitro） 
頭頸部癌細胞（SAS, HSC-4 など）に Snail

を強制発現させると、細胞間接着分子
E-Cadherin の発現が抑制される一方、
vimentin などの間葉系マーカーが発現増強
するとともに、細胞形態も繊維芽細胞様に変
化し。EMT が誘導された。さらに、EMT の誘
導による細胞遊走能、浸潤能の増強について、
それぞれ wound healing assay、および
Matrigel invasion assay を用いて検証した
結果、Snail を導入した頭頸部癌細胞は、優
位に遊走能・浸潤能の亢進が認められた。 
（図１、２） 



 
（２） 頭頸部癌細胞における Snail による
浸潤能の亢進（in vivo） 
 頭頸部癌細胞（SAS, HSC-4 など）に Snail
を強制発現させ、CAM invasion assay で生体
での浸潤能を検証すると、コントロールに比
して有意にその浸潤能が亢進した。 
 
（３） 頭頸部癌細胞における Snail による
癌幹細胞様特性の獲得 
SnailによってEMT特性が誘導された頭頸部
癌細胞において、頭頸部癌幹細胞マーカーで
ある CD44、ALDH1 に加え、Bmi-1、Nanog、ABCG2
などの幹細胞マーカーの発現上昇も認めた。
さらに Snail 導入株において sphere 形成能
などの癌幹細胞様特性も観察された。 
 
（４） 頭頸部癌細胞における Snail による
抗がん剤、放射線抵抗性の獲得 
Snail によって EMT 特性が誘導された頭頸

部癌細胞において、シスプラチンなどの抗が
ん剤、および放射線に対して抵抗性を示した。 
 
以上の結果から、頭頸部癌細胞において

Wnt/Snail シグナル経路により誘導された
EMT を介して癌細胞は癌幹細胞様特性を獲得
することで、治療抵抗性および浸潤・転移能
が亢進していることが示唆された。したがっ
て、EMT に関わるこれらのシグナル伝達経路
を制御することは頭頸部癌の浸潤・転移を制
御することに繋がると考えられ、本研究が今
後の癌浸潤・転移抑制薬の創薬への試金石と
なり得ることが期待できる。 
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