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研究成果の概要（和文）：口腔扁平上皮癌(OSCC)において、がん幹細胞（CSC）や上皮間葉移行（EMT）と転移・
浸潤との関連は明らかにされていない。本研究ではPodoplanin(PDPN)に注目し、CSC形質やEMT形質発現における
役割を検討した。実験にはOSCC株親株、CSC亜株、EMT亜株を用いた。
PDPNの発現はEMT亜株で明らかに低かった。親株とCSC亜株はPDPNノックダウンにより分化が誘導され、増殖が抑
制された。PDPN発現はTGF-β/Smad2経路を介して誘導された。PDPNはCancer stemness の維持に重要な役割を担
っているのに対し、EMT形質発現には関わっていないことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Cancer stem cells (CSC) and epithelial-mesenchymal transition (EMT) are 
reportedly involved in tumor invasion and metastasis in oral squamous cell carcinoma (OSCC). 
However, molecular base of this relationship remains unclear. Here, we focused on podoplanin (PDPN) 
to investigate its role in cancer stemness and EMT of OSCC. We developed a panel of UMSCC81B cell 
lines including parent cells, CSC subline, and EMT subline. 
PDPN expression of parent and CSC cells was significantly higher than EMT cell. In vitro analysis 
revealed that PDPN expression of parent and CSC cells was down-regulated by HDAC inhibitors, whereas
 expressions of differentiation markers were up-regulated by the HDAC treatment. Knockdown of PDPN 
induced differentiation and suppressed cell growth. TGF-β induced PDPN expression. These results 
suggest that PDPN plays some important role in maintaining cancer stemness but not maintenance of 
EMT phenotype. PDPN would be a new therapeutic target for cancer stem cell of OSCC.

研究分野： 口腔腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
口腔扁平上皮がん(OSCC)は 80%以上の症例で
EGFR の発現上昇が認められる。EGFR 抗体薬
のCetuximabは有意な生存期間延長効果が認
められ、2006年に米国FDAで承認されている。
しかし、その感受性（抵抗性）予測因子は明
らかにされていない。近年、抗がん剤のみな
らず分子標的治療薬に対する耐性機序とし
て、一部のがんではがん幹細胞(CSC)や上皮
性がん細胞が肉腫様に変化し、浸潤・転移能
を獲得する上皮間葉移行(EMT)が関連するこ
とが報告されている。しかし、OSCC において
がん幹細胞や EMT と浸潤・転移や薬剤耐性と
の関連に関する詳細な研究は殆どなされて
いない。 
 Wnt シグナル経路は、大腸がんなど複数の
がんなどでは遺伝子変異により恒常的に Wnt
シグナルが活性化され、複合体からのリン酸
化を回避したβ-catenin が細胞質で安定化
し、free β-catenin となって核へと移行す
ることにより、転写因子が活性化されて、が
んの増殖、浸潤が促進されることが知られて
いる。また近年、がん幹細胞マーカーの多く
がWntシグナルの標的であることも報告され、
がん幹細胞を標的とするWntシグナル阻害剤
の開発も行われている。申請者（後藤）らは
これまでに OSCC においても免疫組織化学的
に癌細胞の核にβ-catenin が蓄積している
こと、免疫沈降実験によりリン酸化されてい
ない核移行性のあるfree β-cateninが多量
に存在していることから、OSCC の中にも Wnt
シグナルの亢進ががんの発生や転移の原因
になっているものがあることを明らかにし
てきた。また、β-catenin の核移行に関与す
るタンパクとして、Ras スーパーファミリー
の一員である低分子量 G タンパク質 Rap1 に
ついて解析し、その結果、Rap1 とβ-catenin
のタンパク質間相互作用により、Rap1 がβ
-catenin の核移行を促進させ、TCF4 を介し
て種々の転写活性を増強させることを明ら
かにした (Goto, et al., Clin Cancer Res, 
2010)。以上から Wnt シグナルは OSCC の浸潤
•転移性やがん幹細胞や EMT の形質維持に何
らかの役割を果たしている可能性が示唆さ
れていた。 
 一方、分担研究者の中西らは多数の頭頸部
扁平上皮癌細胞株のがん幹細胞やEMT形質を
検 討 し 、 UMSCC81B 株 が
CD44/podoplanin/Oct4/Sox2 などの頭頸部癌
におけるがん幹細胞マーカーを発現すると
同時に、vimentin/snail が陽性で EMT 形質も
同時に示すことを明らかにし、本株が EMT と
がん幹細胞の性質を併せ持つ細胞株である
ことを明らかにした。また、この UMSCC81B
細胞株にGefitinibを反復投与し、Gefitinib
耐性株を作成したところ、その細胞の一部が
線 維 芽細胞 様 の形態 に 変化を 示 し 、
E-cadherin の発現が消失、vimentin が強発
現するという EMT 形質を示す細胞株
(UMSCC81B-Fb)を樹立した。本株の EMT は

Snail の発現亢進に依存しており、それには
Akt/GSK-3βシグナルが関与していることを
明らかにした（Br J Cancer, 2012）。 
 以上の２つの知見を総合して考えると、
UMSCC81B-Fb細胞株のEMT においてみられる
Akt/GSK-3βシグナルの亢進が、Wnt/β
-catenin シグナルに影響し(クロストーク)、
Rap1 によるβ-catenin の核移行と転写の活
性化が引き起こされ、がんの増殖、浸潤性が
活性化されていく一つの可能性が示唆され
た。また、UMSCC81B-Fb 細胞では EGFR の Down 
regulation が認められることから逆に、EMT
や Gefitinib 耐性獲得には上記 EGFR シグナ
ル経路を代償する経路としてWntシグナルが
関与し、Akt/GSK-3βシグナルが活性化され
る可能性も示唆された。 
 
２．研究の目的 
OSCC を含む頭頸部扁平上皮癌においては 抗
EGFR 抗体(Cetuximab)の生存延長効果が報告
されているが、耐性獲得がしばしば認められ、
その克服が臨床上の大きな課題である。近年、
がん幹細胞および EMT は転移・浸潤のみなら
ず、上記抗癌剤耐性にも関連しているとして
注目されている。しかし、OSCC においてはが
ん幹細胞やEMTの詳細な分子機序は不明であ
る。本研究では OSCCにおける浸潤•転移や薬
剤耐性におけるがん幹細胞やEMTの役割を明
らかにし、その分子メカニズムの一端として
Wnt/β-catenin シグナル経路の関与と OSCC 
の幹細胞マーカーであり、かつ浸潤転移と密
接 に 関 連 す る こ と が 報 告 さ れ て い る
podoplanin の役割を明らかにすることを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)OSCC 株からがん幹細胞形質及び EMT 形質
を示す亜株の分離と細胞パネルの作成 
がん幹細胞亜株はverapamil処理の有無に

よ る SP(side population) 画 分 の FACS 
sorting により、また EMT 亜株は in vitro に
おける薬剤処理 (Gefitinib など)を繰り返
し行い、薬剤耐性を示す細胞の中から線維芽
細胞様の形態を示す細胞を顕微鏡下でリン
グクローニングする手法により分離した。 
 
(2)上記細胞パネルを用いた Wnt/β-catenin
シグナルや EGFR/Akt/GSK-3βシグナル等の
in vitro 解析 
Wnt/β-catenin シグナル経路の検索とし

て免疫蛍光染色によるβ-catenin の核、細胞
膜局在を検討した。またβ-catenin の核移行
タンパク Rap1 の発現を RT-PCR 法により、
Wnt/β-catenin 経路及び EGFR/Akt/GSK-3β
シグナル経路はウエスタンブロット等によ
り検討した。 
 
(3)OSCC のがん幹細胞マーカーである
Podoplaninのがん幹細胞ならびにEMTにおけ
る役割の解析 



UMSCC81B 細胞親株、UMSCC81B-SP 株及び
UMSCC81B-Fb 株の Podoplanin 発現，がん幹細
胞形質、分化形質などの解析を免疫染色、
RT-PCR 法、ウエスタンブロット、siRNA など
を用いたノックダウン法などの方法を用い
て行なった。 
 
４．研究成果 
(1) OSCC 株からがん幹細胞あるいは EMT形質
を示す亜株の分離と細胞パネルの作成 
OSCC株のUMSCC81B親株からSP画分をFACS 

sorting により分離し、これから安定して増
殖する亜株(UMSCC-SP)の作成を行なった。こ
の亜株は Oct4, ALDH, Nanog などのがん幹細
胞マーカーを高発現しており（RT-PCR 法で確
認）、UMSCC81B 株からがん幹細胞亜株を樹立
することに成功した。また上記 UMSCC81B 親
株からGefitinib処理により線維芽細胞様の
形態を示し、E-cadherin 発現低下および
Vimentin 高発現などの EMT 形質をしめす
UMSCC81B-Fb 株を既に樹立していたが、これ
に EGFR を強制発現させることにより上皮分
化形質を部分的に回復した細胞株を作製し
た。このように UMSCC81B 親株からそのがん
幹細胞亜株及びEMT亜株などからなる細胞パ
ネルを作成した。しかしながら、他の OSCC
細胞株であるHSC-3株からは上記と同様な方
法ではがん幹細胞亜株/EMT 亜株の分離は達
成 で き な か っ た 。 こ れ は 細 胞 株 の
Heterogeneity の違いに基づくものと考えら
れるが、詳しい理由は不明で、今後の課題で
ある。 
 
(2)親株/がん幹細胞/EMT 株における Wnt/β
-cateninと Akt/GSK-3βシグナル経路の解析 
UMSCC81B 親株、UMSCC81B-SP 細胞及び

UMSCC81B-Fb細胞におけるWnt/β-cateninシ
グナル経路を免疫蛍光染色で検討したとこ
ろ、いずれの細胞もβ-catenin の局在は細胞
膜であり、核移行像はほとんど認められなか
った。またいずれの細胞ともβ-catenin の核
移行に関与するタンパクRap1の発現（RT-PCR
法）もほとんど認められなかった。さらに
OSCC の外科切除材料を用いてβ-catenin の
発現を免疫組織学的に検討したところ、角化
型 OSCC におけるβ-catenin の発現は上記細
胞株と同様、ほぼ例外なく細胞膜であり、細
胞質や核での発現は殆ど認められず、ごく一
部の OSCC 例に例外的に核内蓄積が認められ
たにすぎなかった。このことから、当初の予
想に反して、UMSCC81B 親株、がん幹細胞亜株、
及び EMT 亜株を含め大部分の OSCC ではβ
-catenin は大腸がんのように核移行を介し
た転写制御には関与しておらず、主として細
胞接着に関与している可能性が示唆された。 
以上から当初の予想とは異なり、UMSCC81B

細胞の EMT亜株である UMSCC81B-Fb 細胞にお
ける PI3K/Akt/GSK-3β経路の恒常的活性化
に Wnt/β-catenin シグナル経路が EGFR シグ
ナルの代償経路として関与している可能性

及びその逆の可能性も殆どないものと考え
られた。 
上記した様に、Wnt/β-catenin シグナル経

路が少なくとも今回作成した OSCC 細胞株パ
ネルにおいて、またおそらく大部分の OSCC
において、がん幹細胞形質や EMT 発現には重
要な役割を果たしている可能性は少ないと
判断されたため、これ以上の解析は中止し、
以後研究はOSCCのがん幹細胞形質維持やEMT
形質発現に関わっている可能性が示唆され
るPodoplaninの機能解析を中心に行なった。 
 
(3)がん幹細胞マーカーであるPodoplaninの
OSCCのがん幹細胞ならびにEMTにおける役割
の解析（図 1、図 2） 
Podoplanin は OSCC においてがん幹細胞形

質と浸潤転移に関与していることが報告さ
れているがその詳細は明らかではない。上記
UMSCC81B 親株、がん幹細胞形質を示す
UMSCC81B-SP 亜株及び EMT 形質を示す
UMSCC81B-Fb亜株などを用いてPodoplaninの
機能解析を行った。その結果、親株及び
UMSCC81B-SP細胞においてはTGF-β/Smad2経
路によりその発現が制御されていることが
判 明 し た 。 ま た Podoplanin は Sodium 
butyrateやTrichostatinなどのHDAC阻害剤
により発現が抑制され、分化が促進されるこ
と、さらに siRNA による Podoplanin のノッ
クダウンにより分化が促進され、増殖が阻害
されることから Podoplanin ががん幹細胞形
質の維持に重要な役割を果たしていること
が判明した。一方、EMT 形質は Podoplanin 発
現の強弱によって有意な影響を受けず、
Podoplanin 非依存的であることも明らかに
なった。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
Podoplanin の発現は正常扁平上皮では幹

細胞が存在するとされる基底細胞のみに認
められること、また口腔がんでは角化型扁平
上皮がんに比べ、血行性転移能やリンパ行性
転移能が高い低分化型扁平上皮がんで発現
が高いことなど、がん幹細胞や転移と密接な
関連があることが臨床的にも知られている。 
 以上のことから Podoplanin は OSCC のがん
幹細胞維持に中心的な役割を果たし、口腔が
んの浸潤転移に関与している可能性が強く
示唆されたのに対し、EMT には殆ど関与して
いないものと考えられた。従来、がん幹細胞
形質とEMT形質には密接な関連があることが
示唆されていたが、今回の結果からがん幹細
胞形質と EMT は OSCC においては区別して考
える必要があると思われた。 
 
今後の方向；Podoplanin に対する抗体薬など
による Podoplanin 阻害はがん幹細胞を標的
とする口腔がんに対する新しい治療法にな
りうる可能性が示唆された。   
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