
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２２７０１

若手研究(B)

2015～2014

AP-1 遺伝子群による頭頸部頸部リンパ節転移の進展機序の解明

AP-1 family as a key molecule in the regulation of the pathways related to regional 
metastasis in head and neck squamous cell carcinoma

１０６２０９９０研究者番号：

佐野　大佑（SANO, Daisuke）

横浜市立大学・医学部・助教

研究期間：

２６８６１４０６

平成 年 月 日現在２８   ６ ２１

円     2,900,000

研究成果の概要（和文）：同所性頭頸部癌モデルにおける頭頸部癌頸部リンパ節転移能，経尾静脈肺転移モデルにおけ
る遠隔転移能と対比する形でWhole gene microarrayを行った。同結果を元に遺伝子カスケード解析を行い，頭頸部癌
の転移機構に深く関わる候補遺伝子としてAP-1 遺伝子群を同定し，AP-1 Familyの中でもJunBを検証対象として選出し
た。
頭頸部癌におけるJunB発現抑制に伴い，浸潤能，遊走能の低下と，in vivoでは肺転移形成能の抑制と生存期間の延長
を認めた。
以上の結果から，本研究により頭頸部癌において，JunBは細胞浸潤能，遊走能を亢進することで遠隔転移形成を促進す
ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We initially performed the upstream and key nodes analysis related with whole 
gene microarray analysis characterized by distant metastatic potential in vivo with HNSCC cell lines and 
identified JunB, member of the activated protein-1 (AP-1) family, as a key molecule regulating the 
pathways related with distant metastasis of HNSCC. Small interfering RNA (siRNA)-mediated knockdown of 
JunB, and Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR)/CRISPR-associated protein 9 
(cas9) system (CRISPR/Cas9)-mediated knockout of JunB in HNSCC cells, markedly suppressed the ability of 
invasion and migration in vitro. In addition, knockout of JunB significantly repressed the incidence of 
lung metastases in vivo. These results suggested that JunB could play an important role to promote cell 
invasion, migration and distant metastasis of HNSCC.
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１．研究開始当初の背景 
 
 頭頸部癌は症状が出現しにくいことが多
いため進行癌で発見されることが多く，予後
不良である。昨今頭頸部癌に対する様々な治
療法の開発や，画像等を用いた診断技術に著
しい進歩があるにも関わらず，ここ数十年の
頭頸部癌の予後改善は乏しい。大きな原因の
一つは頭頸部癌の転移病変制御が困難なた
めである。したがって頭頸部癌の転移機序を
解明することは頭頸部癌の治療成績を改善
することに直結するといえる。 
このような背景のもと，申請者は前回獲得
した文科省科学研究費（研究課題番号：
24791797）により，頸部リンパ節転移を再現，
検討できる同所性頭頸部癌モデルを用いて
得られた in vivoにおける頭頸部癌頸部リンパ
節転移能の結果に加え，Whole gene microarray，
並びに同解析結果をもとに施行された遺伝
子カスケード解析の結果から，頭頸部癌頸部
リンパ節転移と強い関連をもつ可能性が高
い遺伝子として，AP-1 遺伝子群を同定し，
研究成果の報告をした。 
 また，頭頸部癌の遠隔転移関連候補遺伝子
を同定するため，上記研究報告と同様に経尾
静脈肺転移モデルによる頭頸部癌遠隔転移
能の結果に加え，Whole gene microarray，並び
に同解析結果をもとに施行された遺伝子カ
スケード解析を施行したところ， AP-1 遺伝
子群が頭頸部癌の遠隔転移関連候補遺伝子
として再び同定された。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では，AP-1遺伝子群が頭頸部癌の転
移に果たす役割を明らかにし，AP-1遺伝子群
が制御する機序を同定することで，将来の新
しい頭頸部癌の治療法，頭頸部癌転移を早期
に同定しうる新しい診断法の開発への足が
かりとなりうるかを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
まず頭頸部癌細胞株における AP-1 構成タ
ンパク質（Fos family: Fos, c-Fos, Fra-1並びに
Jun family: c-Jun, Jun B）の発現を western 
blottingを用いて評価し，今までの遺伝子カス
ケード解析結果と共に考察し，「JunB が頭頸
部癌の転移を促進する」という仮説のもと以
下の検討を行った。 

JunB の発現抑制細胞株を siRNA または
CRISPR/cas9を用いて作製し，invasion assay ，
migration assay ，cell viability assay を行い，
JunB発現抑制による in vitroにおける浸潤能，
遊走能，増殖能に与える影響を検討した。ま
た CRISPR/cas9 による JunB の発現抑制細胞
株による経尾静脈肺転移モデルを用いて，
JunB 発現抑制による in vivo における遠隔転

移能に与える影響を，経尾静脈肺転移モデル
の肺重量，肺腫瘍占有面積率，肺転移率を調
べることで検討した。 
 

 

４．研究成果 
 
 c-Jun, Jun B, Fra-1のタンパク発現は肺転移
無形成細胞株と比し，肺転移高形成細胞株で
高発現の傾向を認めた。 

siRNAを用いてノックダウン細胞株を作製
し，invasion assay，migration assayを施行した
ところ， 両細胞株において，JunB の発現抑
制に伴い浸潤能，遊走能の低下を認めた。同
結果は CRISPR/cas9 によるノックアウト
KCC-T871株における migration assayにおい
ても遊走能低下と同様の結果であることを
確認した。一方，JunB発現抑制に伴う細胞増
殖能の変化は認めなかった（図 1，2）。 
経尾静脈肺転移モデルにおいては，JunBの
発現抑制により肺重量，肺腫瘍占有面積率，
肺転移率の低下を認め，それらと共にモデル
マウスの生存延長を確認した（図 3）。 
以上の結果から，本研究により頭頸部癌に
おいて，JunBは細胞浸潤能，遊走能の促進
を介して遠隔転移形成を促進することが示
唆された。 

 

図 1. JunB発現抑制に伴う in vitroにおける浸潤能，遊走
能への影響 
A. siRNA による JunB ノックダウン頭頸部癌細胞株 B. 
siRNA による JunB ノックダウンは細胞浸潤能を低下さ
せた。C. siRNAによる JunBノックダウンは細胞遊走能
を低下させた。* P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001 (bars, 
SEM) 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2. sgRNA による JunB発現抑制に伴う in vitroにおけ
る遊走能，増殖能への影響 
A. B. sgRNA による JunB ノックアウト頭頸部癌細胞株
C. sgRNAによる JunBノックアウトは細胞遊走能を低下
させた。D. JunB ノックアウトにより細胞増殖能に変化
は無かった。** P<0.01, ***P<0.001 (bars, SEM) 
 

図 3. JunB発現抑制による in vivoにおける遠隔転移能に
与える影響 
A. JunB発現抑制によりモデルマウスの生存は延長した。
B. JunB 発現抑制によりモデルマウスの肺重量は減少し
た。C. 肺組織像（HE 染色，コントロール群）D. 肺組
織像（HE染色，JunB発現抑制群）E. JunB発現抑制によ
るモデルマウスの肺重量減少を再確認した。F. JunB発現
抑制によりモデルマウスの肺腫瘍占有面積率は低下し

た。** P<0.01, ***P<0.001 (bars, SEM) 
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