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研究成果の概要（和文）：口腔癌細胞株を低酸素環境と通常環境で培養し、運動能と浸潤能、E-cadherinの発現を比較
した。結果、低酸素環境での亢進を認め、Notch阻害薬を添加することでそれらは抑制された。またNotcho阻害薬のま
たリアルタイムPCRにてNotch関連因子の発現を調べたところ、低酸素環境でNotch関連因子の発現の亢進を認めた。以
上より低酸素環境はNotch経路を介して口腔癌細胞株にEMTを誘導している可能性が示唆され、口腔癌の転移抑制の治療
標的になりうることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We compared invasion and motility and expression of E-cadherin in oral cancer cell
 linescultured in a normal environment and low oxygen environment. They were increased in a low oxygen env
ironment, but suppressed by the addition of Notch inhibitors. We examined the expression of Notch-related 
factors in the real time PCR, showed an enhanced expression of Notch signaling in a low-oxygen environment
. These results suggested possibility that induce EMT in oral cancer cell lines via the Notch pathway by l
ow oxygen environments, and  might suggest Notch passway to be a therapeutic target for inhibiting metasta
sis of oral cancer.
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様 式 ＣＦＺ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
口腔扁平上皮癌(OSCC)において転移の有無
は最も予後に関わる因子であり、転移の機序
を明らかにし、その制御が可能となれば治療
成績は飛躍的に向上すると考えられる。癌細
胞が転移を起こすためには周囲組織や血管、
リンパ管への浸潤能が必要であるが、近年上
皮 間 葉 移 行 (epithelial-mesenchymal 
trasition：EMT)が癌の浸潤・転移能の獲得
に関与していることが報告されている。EMT
を起こした癌細胞は E-cadherin など細胞接
着因子の発現が低下し、vimentin などの間葉
系細胞マーカーの発現が上昇し、間葉系細胞
様性質を獲得することで走化能や浸潤能が
増大し、転移能を獲得すると考えられている。
さらに EMT は TGF-β、Notch、Wnt、Sonic 
hedgehog など様々な経路を介して起こるこ
とが明らかにされている。 
(1)Notch シグナルと EMT 
 申請者らは OSCC 細胞株における Notch シ
グナルがそのターゲット遺伝子 Hes1 を介し
て細胞増殖を促進していることを見出した。
Notch はまたその他に様々な経路を介して細
胞の増殖、アポトーシス、EMT に関与してい
る。Notch の標的遺伝子である snail は細胞
接着に重要な E-cadherin の発現を抑制する
が、それにより EMT を誘導すると考えられて
いる。 
(2)低酸素状態と EMT 
 癌の浸潤・転移能は癌細胞の性質によるも
のだけでなく、それを取り巻く微小環境によ
り修飾される。特に低酸素状態では癌細胞は
その過酷な環境に適応するため、低酸素誘導
因子(HIF-1α)を産生する。HIF-1αは様々な
遺伝子の転写因子として機能し、その標的遺
伝子の発現によって抗癌剤抵抗性や転移能
が亢進すると考えられている。 
 Cecilia らは OSCC 細胞株を除く子宮頸癌、
大腸癌、前立腺癌の細胞株とグリオーマなど
種々の細胞株を用いて、HIF-1αが Notch 細
胞内ドメイン(NICD)と複合体をつくり、LOX
や snailの転写因子として働くという仮説を
提 唱 し た (Cecilia S, et al. N 
PNAS.105:6392-7,2008)。つまり低酸素環境
が Notch シグナルを亢進させ、癌細胞の EMT
を誘導し、その結果、腫瘍の浸潤・転移能を
亢進させている可能性を示した。 
 
２．研究の目的 
口腔扁平上皮癌(OSCC)の治療成績の向上の
ためには頸部リンパ節転移の制御が不可欠
であり、そのためには転移のメカニズムを明
らかにする必要がある。近年、癌細胞の浸
潤・転移に上皮間葉移行(EMT)が重要な役割
を果たしていることが報告されている。また
癌周囲の低酸素環境が癌そのものの悪性度

に関連していることが報告されており、その
機序の一つに低酸素環境がEMTを誘導すると
考えられているが詳細は不明である。EMT を
誘導する主な経路は TGF-β、Notch、Wnt、
Sonic hedgehogであることが種々の癌で明ら
かにされているが、OSCC におけるその機序は
未だ不明な点が多い。申請者は今回、低酸素
環境における Notch シグナルに着目し、OSCC
細胞株を用いて Notch シグナルが EMTに果た
す役割を解明することにより、浸潤・転移の
メカニズムを明らかにし、これらにかかわる
分子・タンパク質を標的とした新規治療法の
確立を目的とした。 
 
３．研究の方法 
OSCC 細胞株 HSC-2、HSC-4 Ca9-22、KON を正
常酸素環境培養(20%O2, 5%C02,37℃)と低酸素
環境培養(5%O2, 5%C02,37℃)でそれぞれ培養
し以下の実験を行った。 
細胞培養液は 10％ FBS(CCB, ニチレイ 
Bioscience)、ペニシリン(100 U/ml), スト
レプトマイシン (100 μg/ml)とアムホテリ
ン B(0.25 μg/ml)(Invitrogen)を添加した
Minimum Essential Medium Eagle (Sigma‐
Aldrich)を用いた。 
(1) Scratch wound healing assay による走
化能の比較 
それぞれの細胞株を confluent に培養し、ピ
ペットの先を用いて同一範囲の細胞を剥離
し 24 時間後に浸潤してきた細胞数を位相差
顕微鏡(CKX41; Olympus)を用いて 3視野で計
測し比較した。また低酸素環境では Notch 阻
害薬であるγ-secretase inhibitor(GSI) 
(Calbiochem)を 5μM 添加の有無でも比較し
た。 
(2) invasion assay による浸潤能の比較 
BioCoatTM MatrigelTM Invasion Chamber(BD)
を用いてた。8μmの多孔を持つ PET メンブレ
ンのついたカルチャーインサート内にはそ
れぞれ 1.5×105個/ml に調節した血清を含ま
ない細胞浮遊液を入れ、ウェルには誘引物質
として10％FBSを含んだ細胞培養液を入れ24
時間後にマトリゲルを通過した細胞を diff 
quick 法にて染色し顕微鏡(BH‐2; Olympus)
を用いて 3視野の細胞数を計測した。低酸素
環境では GSI を 5μM 添加の有無でも比較し
た。 
(3) 免疫組織学的染色による E-cadherin の
発現の比較 
口腔癌細胞株を 24 時間培養した後、4％パラ
ホルムアルデヒド PBS で固定。10％血清と
0.1％トリトン X を含む PBS でブロッキング
し、1次抗体ラビット由来 E-cadherin ポリク
ローナル抗体(1:200; Calbiochem)、2次抗体
ヒツジ由来抗ラビット IgG 抗体(1:200; 
Chemicon) と して免疫学的染色を行い
E-cadherin の発現を比較した。 
(4) qPCR による Notch 関連遺伝子および
Snail の mRNA 発現量比較 
それぞれの細胞を 24 時間した後、TRIzol 



(Invitrogen)を用いて total RNA を抽出し、
1μgの total RNA から High‐Capacity cDNA 
Reverse Transcription kit (applied 
Biosystems)を用いて cDNA を作成した。qPCR
は 2X SYBR‐Green PCR master mix (Applied 
Biosystems)を用いて Step OneTM Real‐Time 
PCR system (Applied Biosystems)cDNA サン
プルを計測した。計測した因子は Notch レセ
プターのNotch1-4、NotchリガンドのJagged1
とDll4, Notchターゲット遺伝子位のHES-1
と HEY-1, EMT マーカーの snail とした。プ
ライマー配列は 
Notch-1; 
Forward:5'-CAATGTGGATGCCGCAGTTGTG-3' 
Reverse:5'-CCATCCTGGGACTTCTTCCT-3', 
Notch-2; 
Forward:5'-AAAAATGGGGCCAACCGAGAC-3' 
Reverse:5'-TTCATCCAGAAGGCGCACAA-3', 
Notch-3; 
Forward:5'-TCTTGCTGCTGGTCATTCTC-3' 
Reverse:5'-TGCCTCATCCTCTTCAGTTG-3', 
Notch-4; 
Forward:5'-CACTGAGCCAAGGCATAGAC-3' 
Reverse:5'-ATCTCCACCTCACACCACTG-3', 
Jagged1; 
Forward:5'-CGGGATTTGGTTAATGGTTATC-3' 
Reverse:5'-ATAGTCACTGGCACGGTTGTAGCAC-3', 
Dll4; 
Forward:5'-TGACCACTTCGGCCACTATG-3' 
Reverse:5'-AGTTGGAGCCGGTGAAGTTG-3', 
HES-1; 
Forward:5'-AGGCGGACATTCTGGAAATG-3' 
Reverse:5'-CGGTACTTCCCCAGCACACTT-3', 
HEY1;  
Forward:5'-CGAGGTGGAGAAGGAGAGTG-3' 
Reverse:5'-CTGGGTACCAGCCTTCTCAG-3', 
Snail; 
Forward:5'-CATCCTTCTCACTGCCATGGA-3' 
Reverse:5'-AGGCAGAGGACACAGAACCAGA-3', 
β-actin; 
Forward:5'-AAGAGATGGCCACGGCTG-3' 
Reverse:5'-GAACCGCTCATTGCCAATG-3' 
とした。計測した発現量はβ-action をコン
トロールとして比較した。 
統計学的分析は student-t 検討を用いて
p<0.05 を有意差ありとした。 
 
４．研究成果 
(1)Scratch wound healing assay による走化
能の比較 
すべての OSCC 細胞株において低酸素環境で
有意に走化能が有意に亢進した。また HSC-2、
HSC-4、Ca9-22 では GSI の添加により低酸素
環境での走化能の亢進は阻害されたがKONの
み GSI 添加でも走化能に変化はなかった。 
(2) invasion assay による浸潤能の比較 
HSC-2、HSC-4、Ca9-22 で低酸素環境での浸潤
脳の亢進を有意に認めた。また GSI の添加に
より低酸素環境での浸潤能の亢進は阻害さ
れた。 

(3) 免疫組織学的染色による E-cadherin の
発現の比較 
すべての OSCC 細胞株で低酸素環境で
E-cadherin の発現の減弱を認めた。また GSI
の添加により低酸素環境下での E-cadherin
の発現の減弱は阻害された。 
(5) qPCR による Notch 関連遺伝子および
Snail の mRNA 発現量比較 
① Notch レセプター 
Notch-1 
低酸素環境では通常培養と比較し HSC-2 は
3.55倍、HSC-4は 2.37倍、Ca9-22は 0.78倍、
KON は 1.01 倍であった。 
Norch-2 
HSC-2 は 3.04 倍、HSC-4 は 1.32 倍、Ca9-22
は 2.45 倍、KON は 1.32 倍であった。 
Notch-3 
HSC-2 は 6.15 倍、HSC-4 は 1.69 倍、Ca9-22
は 1.53 倍、KON は 0.93 倍であった。 
Notch-4 
HSC-2 は 1.10 倍、HSC-4 は 0.79 倍、Ca9-22
は 2.97 倍、KON は 0.85 倍であった。 
② Notch リガンド 
Jagged1 
HSC-2 は 1.00 倍、HSC-4 は 1.80 倍、Ca9-22
は 1.76 倍、KON は 1.07 倍であった 
③ DLL4 
HSC-2 は 2.17 倍、HSC-4 は 1.33 倍、CA9-22
は 3.39 倍、KON は 1.57 倍であった。 
⑤ Notch ターゲット遺伝子 
HES-1 
HSC-2 は 1.51 倍、HSC-4 は 1.19 倍、Ca9-22
は 1.98 倍、KON は 5.63 倍であった。 
HEY-1 
HSC-2 は 1.73 倍、HSC-4 は 1.19 倍、Ca9-22
は 1.98 倍、KON は 2.05 倍であった。 
⑦ EMT マーカー 
Snail 
HSC-2 は 5.03 倍、HSC-4 は 2.88 倍、Ca9-22
は 2.02 倍、KON は 25,68 倍であった。 
 
 以上より低酸素環境はすべての OSCC 細胞
株においてEMTを誘導することが示唆された。
また HSC-2、HSC-4、Ca9-22 は GSI 添加によ
って走化能と浸潤能の亢進、E-cadherin 発現
量減少が阻害されることから低酸素環境に
おいてこれらの細胞株はNotchシグナルを介
してEMTを引き起こすことが示唆されたため、
Notch シグナルが口腔癌の転移抑制の新たな
治療標的となりうることが示唆された。しか
し KONでは低酸素環境で EMTが誘導されるも
GSI 添加で EMT 誘導が阻害されないことから
低酸素環境ではNotchシグナル以外の経路で
も EMT が誘導することも示唆され、更なる研
究が必要と思われた。 
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