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研究成果の概要（和文）： 本研究では，口腔癌の癌幹細胞の分離・同定を試み，Snail分子を発現した癌幹細胞は上皮
間葉形質転換し，浸潤や転移することを明らかにする．
　初め，ヒトSnailのcDNA断片を哺乳類培養細胞用発現ベクターに組み込み，舌癌細胞株（HSC4）に遺伝子導入した．
敷石状の形態であるHSC4細胞にSnail分子を導入すると，紡錘形の形態に変化し，細胞間の接着は減弱した．次に，培
養したHSC4細胞およびHSC4/Snail細胞をヌードマウス背部皮下に移植した．移植3か月間，形成された腫瘍の大きさを
評価した．HSC4の由来であるヒト扁平上皮癌に類似した腫瘍形成がみられ，Snailは腫瘍形成の促進に関与した．

研究成果の概要（英文）： In this study, we try to detect oral cancer stem cell and clear that a part of 
cancer cell which gain invasion ability, express "Snail" molecule, indicates epithelial to mesenchymal 
transition and changes into the favorable character of invasion and metastasis.
 First, cDNA of human Snail was included in expression vector for culture cell of mammals and gene was 
introduced into tongue cancer cell line (HSC4). when Snail molecule was introduced into HSC4 cells that 
was cobblestone-shaped form, which changes into the spindle-shaped form, and atttached weakly between 
cell to cell.Next, cultured HSC4 and HSC4/Snail cells were transplanted under the back of nude mice. For 
3 months of transplantation and the size of the formed tumor were estimated. Tumorogenesis similar to 
human squamous cell carcinoma which is the history of HSC4 was seen, and Snail participated in promotion 
of tumorogenesis.

研究分野：口腔外科
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１．研究開始当初の背景 
近年，再発や転移の原因として「癌幹細胞

仮説」が提唱されている．この仮説は，腫瘍

組織中に自己複製を無限に行う癌幹細胞が

存在し，不均等分裂により一部が自己複製の

サイクルから逸脱して多系列の分化細胞を

供給しながら癌組織を構成する考えである．

化学療法や放射線療法で大部分の癌細胞は

排除されるが，正常な幹細胞と同様な防御機

構を兼ね備えた癌幹細胞は残存し，癌幹細胞

そのものが再発部や転移巣などで治療抵抗

性の原因であると示唆されている（図１）． 

すなわち，癌幹細胞を標的とした新しい治

療法を確立することは，再発や転移のリスク

が少ない癌治療の開発になると期待される．

そのためには，癌幹細胞を同定し，癌幹細胞

の特性を明らかにすることが重要である．こ

れまで組織幹細胞マーカーを用いた癌幹細

胞の同定が行われ，頭頸部扁平上皮癌におけ

る癌幹細胞様細胞は，CD44+細胞群の中に存

在することが明らかになったが，癌幹細胞の

分離・同定には至っていない． 
また，浸潤能を獲得した一部の癌細胞は，

転写因子である「Snail」分子を発現させ上皮

間葉形質転換（ Epithelial to Mesenchymal 
Transition, EMT）を示し，浸潤や転移に有利

な形質に可逆的に変化することが示唆され

ている． 
 
２．研究の目的 

申請者は，Snail 分子を発現し上皮間葉形

質転換能を有する細胞こそが癌幹細胞であ

ると考えている．そこで本研究では，口腔癌

の癌幹細胞の分離・同定を試み，上皮間葉形

質転換能は Snail を発現した癌幹細胞の特性

であることを明らかにする．さらに，Snail
は癌幹細胞周囲の癌免疫を抑制し，より浸潤

や転移に有利な環境へと癌幹細胞を遊走さ

せることを証明し，Snail や Snail に誘導され

る分子を阻害することで癌幹細胞を標的と

した新たな癌治療法の開発を目的とする（図

２,３）． 
 
３．研究の方法 
（１）口腔癌患者の癌組織片の中から幾度と

なく口腔癌に類似した腫瘍形成を示す新規

癌幹細胞の表現型の同定を SCID マウスから

SCID マウスへの移植実験で試み，その口腔

癌幹細胞が Snail 分子を発現していることを

明らかにする（図４）． 
①本研究に同意が得られた口腔癌患者の臨

床検体（1cm3 癌組織片）をコラーゲンやヒア

ルロン酸分解酵素等を使用し細胞を分散さ

せ，口腔癌の ALDH+CD44+細胞群などを各

種組織幹細胞マーカーを用いてフローサイ

トメトリーを行い，詳細な表現型の細胞群に

選別する． 

②詳細に選別した細胞群を回収し，上皮間葉

形質転換に関与するSnailの発現をRT-PCR法

や免疫細胞学的染色法で検討する．（※Snail
の発現が確認されない場合には，回収した細

胞群を培養し，CDDP などの抗癌剤や放射線

で細胞を刺激し，再度，Snail 発現を検討する）． 
③②で Snail 発現が確認された細胞群を SCID
マウスの背部皮下に移植する．３か月後に移



植部の組織切片を作製し，in vivo における口

腔癌に類似した腫瘍が形成されるか否かを

検討する．さらに，形成された腫瘍が口腔癌

に類似していれば，再度①の手順で移植部の

腫瘍組織を細胞に分散させ，②で確認される

申請者が見出した新規口腔癌の癌幹細胞の

詳細な表現型で細胞群を選別し，再度 Snail
を発現する口腔癌幹細胞を別の SCID マウス

の背部皮下に移植し，口腔癌に類似した腫瘍

形成能を検討する．  

 

（２）Snail 分子を発現する癌幹細胞は，浸潤

能や転移能を高めるために上皮間葉形質転

換を行い，自己の姿を変化させ，周囲の免疫

環境を潜り抜けることを口腔癌細胞株を用

いて明らかにする．逆に，Snail 分子や Snail
に誘導される分子をノックダウンし，癌幹細

胞を標的とした新規癌治療法の開発を目指

す（図５）． 

①申請者が見出した新規口腔癌の癌幹細胞

の表現型で口腔癌培養細胞株の中から癌幹

細胞を選別し，培養癌幹細胞に Snail 遺伝子

を導入し，in vitro における Snail が癌幹細胞

の上皮間葉形質転換能，免疫抑制能および浸

潤能に与える影響を検討する．Snail の上皮間

葉形質転換能は，Western blotting で上皮マー

カーE-cadherin の発現減弱と間葉マーカー

vimentin の発現増強で評価する．Snail の免疫

抑制能は，脾臓中の細胞と Snail 導入癌幹細

胞を共培養し，脾臓中の細胞が免疫抑制型の

T 細胞分化を示すか否かで評価する．Snail の
浸潤能への影響は，癌細胞浸潤アッセイで評

価する． 

②癌幹細胞，Snail を強制発現させた癌幹細胞

をそれぞれ SCID マウスの背部皮下に移植し，

in vivo における Snail の癌幹細胞の浸潤能や

転移能へ与える影響とマウス個体の悪液質

および生存期間に与える影響を検討する．浸

潤能と転移能は，移植後１か月，２か月およ

び３か月にマウス標本を作製し，H-E 染色や

上皮間葉形質転換に関する免疫組織化学的

染色で評価する．また，悪液質は，定期的に

採血を行い，血清中の ALB および CRP で評

価する． 
③Snail を強制発現させた癌幹細胞を SCID マ

ウスの背部皮下に移植し，癌幹細胞が生着・

腫瘍化した後に，抗 Snail 抗体や Snail 特異的

siRNA などの Snail 阻害剤と頭頸部癌に使用

される抗癌剤（CDDP，TXT や 5-FU）をそれ

ぞれ SCID マウスに投与し抗腫瘍効果を比較

検討することで，Snail 阻害剤の抗癌性を立証

し，口腔癌幹細胞を標的とした再発や転移の

リスクが少ない新規癌治療法の開発を総合

的に検討する． 

 

４．研究成果 

（1）本研究で作製した細胞 

コードされる全領域を含む Snail (human)の
cDNA 断片を哺乳類培養細胞用発現ベクター

に組み込む．Lipofection 法を用いて，Snail
分子が組み込まれたプラスミドを舌癌細胞

株（HSC4）に遺伝子導入し，G418 が混合さ

れた培地で HSC4
変異細胞を作製し

た（図６）．敷石状

の 形 態 で あ る

HSC4 細胞に Snail
分子を導入すると，

紡錘形の形態に変

化し，細胞間の接

着は減弱した 
（２）遺伝子とタ

ンパクの強発現 
RT-PCR と

Western blotting を

行い，HSC4 変異細

胞の Snail強制発現

を確認した（図７）． 
（３）HSC4 変異細胞の移植実験 

培養した HSC4細胞およびHSC4/Snail細胞



のそれぞれ 1×106 個をヌードマウス背部皮

下に移植した．移植 3 か月間，形成された腫

瘍の大きさを評価した（図 8）．また，形成さ

れた腫瘍を切除し，4%PFA で固定，パラフィ

ン包埋を行い，組織切片を作製した．H&E 染

色で組織学的評価を行った（図 9）．すると，

HSC4 の由来であるヒト扁平上皮癌に類似し

た腫瘍形成がみられ，Snail は腫瘍形成の促進

に関与した． 
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