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研究成果の概要（和文）：Actin 重合促進タンパクである Zyxin は，アクチン重合と再構成を促

進することにより，癌細胞自身の形態や運動性を変化させることから EMT への関与が示唆さ

れている．本研究は８種類の口腔ヒト扁平上皮癌培養細胞を形態別に分類し，EMT 関連遺伝

子および Zyxin の発現と細胞増殖能，運動能および浸潤能の関連について解析することを目的

とした． 
 
研究成果の概要（英文）：Zyxin is an evolutionarily conserved protein that has been 
implicated in the regulation of actin assembly and is mainly located at focal adhesions. 
However, the biological roles of Zyxin in cancer cells are incompletely understood. We 
analyzed the functions of Zyxin in cell migration and the invasive potential of OSCC. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）Zyxin は，アクチン重合および再構成
を促進することにより細胞の形態を変化さ
せることから EMT との関与が示唆されてい
る． 
 
（２）口腔ヒト扁平上皮培養癌細胞８種類を
形態別に分類し，EMT 関連遺伝子および
Zyxin の発現について検討したところ，細胞
の形態が敷石状から紡錘形に変化するにつ
れて，上皮系マーカーである E-cadherin の
発現が抑制され，間葉系マーカーである
N-cadherin の発現が上昇することが確認さ
れた． 
 
（３）さらに，形態が紡錘形に移行するにつ
れてZyxinの発現が上昇することを確認した． 

 
２．研究の目的 
（１）上皮・間葉移行  (Epithelial- 
mesenchymal transition: EMT)は，密に結合
している上皮細胞が極性を失って運動性の
高い間葉系細胞の形質を獲得する現象であ
り，癌細胞の浸潤，転移との関連性が注目さ
れている． 
 
（２）上皮細胞は，tight junction、adherence 
junction および desmosome などの細胞間
接着構造を介して互いに結合しており，この
うち adherence junction では cadherin が互
いに結合して actin と共に接着構造を構成し
ている． 
 
（３）Actin 重合促進タンパクである Zyxin
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は，アクチン重合と再構成を促進することに
より，癌細胞自身の形態や運動性を変化させ
ることから，EMT への関与が示唆されてい
る． 
 
（４）本研究は８種類の口腔ヒト扁平上皮癌
培養細胞を形態別に分類し，EMT 関連遺伝
子およびZyxinの発現と細胞増殖能，運動能，
浸潤能の関連について解析することを目的
とする． 
 
３．研究の方法 
（１）8 種類の浸潤様式の異なる口腔扁平上
皮癌由来培養細胞株（上皮型：SCCKN，
HSC-2，OSC-20，HSC-3，SCC25，OSC-19，
紡錘型： HOC-313，TSU）を使用し，各細
胞における E-cadherin ， N-cadherin ， 
Zyxin の発現を western blot 法にて検討した． 
 
（２）Zyxin 高発現で紡錘型形態である
HOC-313を用いて Zyxinの siRNA処理を行い，
Zyxin family members（lipoma preferred 
partner，LPP；thyroid receptor-interacting 
protein-6， TRIP-6）の発現を western blot
法，細胞増殖能を cell count 法，運動能を
scratch assay，浸潤能を invasion assayに
てそれぞれ検討した．さらに，siRNA処理に
よる Zyxin発現の変化を免疫細胞染色にて観
察した． 
 
（３）siRNA 処理した HOC-313における
apoptosisの有無を ssDNA Apoptosis ELISA 
Kitを用いて検討し，細胞周期をフローサイ
トメーターにて検討した． 
 
（４）siRNA処理した HOC-313において，actin
再構成による細胞骨格の変化に強く関与す
る Rho family (RhoA，Rac-1，CDC42)の発現
を western blot法にて検討した． 
 
（５）Rac inhibitor(EHT1864)処理後の Zyxin
の発現量を western blot法および RT-PCRに
て検討した． 
 
４．研究成果 
（１）８種類の口腔扁平上皮癌細胞株におけ
る EMT マーカーの検討では，上皮系マーカー
である E-cadherin の発現は上皮型の細胞で
は認められたが，紡錘型の細胞では認められ
なかった．一方，間葉系マーカーである
N-cadherin の発現は紡錘型の細胞において
上昇が認められ細胞接着が減少し上皮とし
ての性質が失われることが確認された．また，
形態が紡錘型の細胞に移行するにつれて
Zyxin の発現が上昇したが Zyxin family で
ある LPP，TRIP-6 の発現は変化しなかった． 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
（２）Zyxin高発現株である HOC-313に siRNA
処理したところ，細胞の形態が紡錘形から多
角形へと変化し，adhesion plaquesに局在し
ていた Zyxinの発現が低下した．さらに，紡
錘型扁平上皮癌細胞の増殖能，運動能および
浸潤能のすべてが siRNA処理により有意に抑
制された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
（３）siRNA 処理した HOC-313 において，
apoptosis の増加および細胞周期の変化は認
められなかった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
（４）siRNA 処理した HOC-313 における Rho 
family タンパクの発現を検討したところ
Control siRNA に比べ，CDC42,Rac-1 におい
て有意差はなかったものの発現抑制が認め
られた ． 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
（５）HOC-313 に Rac-1 inhibitor を作用さ
せると，Zyxinの発現量が western blotで軽
度に減少し RT-PCR では 1/2 に減少している
ことが確認された． 
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