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研究成果の概要（和文）：　本研究では癌の発生、浸潤・転移に関与していると考えられている上皮ー間葉転換
（epithelial-to-mesenchymal transition：EMT）を制御する分子としてΔNp63に着目し、EMTを介した口腔扁平
上皮癌（oral squamous cell carcinoma：OSCC）の発生、浸潤・転移制御機構の解明を目的に研究を行った。
　その結果、口腔扁平上皮癌細胞においてΔNp63の発現の低下がEMTを誘導していることが示唆され、さらにΔ
Np63がEMT関連分子と考えられているKLK6あるいはmiR-205を制御することにより、浸潤・転移能の獲得に関与し
ていることが推察された。

研究成果の概要（英文）：    The purpose of this study is elucidation on the molecular mechanisms of 
the carcinogenesis, invasion, and metastasis of oral squamous cell carcinoma (OSCC) via 
DeltaNp63-mediated epithelial-mesenchymal transition (EMT).
    As the results, it is suggested that downregulation of DeltaNp63 induced EMT in OSCC. 
Furthermore, DeltaNp63 regulates KLK6 and miR-205 regarded as EMT-related molecules, and therefore 
DeltaNp63 possibly involved in acquirement of the invasion, metastasis of OSCC.

研究分野：医歯薬学

キーワード： ΔNp63　口腔扁平上皮癌　上皮-間葉転換（EMT）　KLK6　miR-205
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１．研究開始当初の背景 
悪性腫瘍は、異なった増殖能や分化段階に
ある不均一な細胞集団によって構成されて
いる。この腫瘍組織の不均一性を生じさせる
概念として、近年、癌幹細胞（cancer stem cell: 
CSC）仮説が提唱されている。この概念は、
正常組織と同様に癌組織中にも存在するご
く少数の幹細胞様の細胞集団（癌幹細胞）が
自己複製能と多分化能を有し、多様な腫瘍組
織を構築するというもので、癌組織内に不均
一性を生じさせる新たな要因として考えら
れている。さらに CSCは抗癌剤や放射線に対
し強い抵抗性を示す性質を有することも明
らかにされつつある。しかしながら、CSCの
発生起源については未だ統一した見解が得
られていないのが現状であるが、現在のとこ
ろ正常組織内の組織幹細胞や前駆細胞が形
質転換することで発生するという説が有力
視されている。そのため、組織幹細胞に特異
的な分子マーカーを用いた CSC の同定が
様々な癌組織でなされている。 
また最近では、分化の進んだ状態にある癌
細胞が上皮としての性質を喪失し、間葉系細
胞様の形質を獲得する、上皮－間葉転換
(epithelial-mesenchymal transition:EMT)により
CSC 様の形質を獲得するという概念も提唱
され、EMT を獲得した細胞と CSC とでは遺
伝子の発現パターンが極めて類似している
ことが報告されている。さらに、乳癌などに
おいてはEMTを獲得した細胞は高度の浸潤、
転移能を有しているとの報告もある。以上の
ことから、EMTの制御に関与している分子機
構を明らかにすることは癌の発生、浸潤、転
移の制御機構の解明、そして CSCの同定に大
きく貢献し得るものと推察される。そこでわ
れわれは、上記背景をもとに正常口腔粘膜の
上皮幹細胞マーカーである p63に着目し、そ
の中でも oncoprotein と考えられている
ΔNp63 に焦点を当て、口腔扁平上皮癌(Oral 
squamous cell carcinoma:OSCC) に お け る
ΔNp63 の発現および機能について研究を行
った。 
 
２．研究の目的 
 上述のように EMT が癌の発生、浸潤、転
移に深く関与し、さらに癌細胞が EMT を獲
得することで CSC 様の形質を獲得すること
が示唆されている。われわれは EMT を制御
する分子として正常口腔粘膜の上皮幹細胞
マーカーである ΔNp63 に着目し、ΔNp63 を
介した EMT による口腔扁平上皮癌の発生、
浸潤、転移の分子機構を解明することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
(1) OSCC細胞株におけるΔNp63の転写制御が
細胞生物学的特性に与える影響についての検
討 
 ΔNp63 の発現を認める低転移株 HSC-2 細
胞 ΔNp63 siRNA を導入して作製した細胞株

（ΔNp63 ノックダウン HSC-2 細胞株）と
ΔNp63 の発現が認められない高転移株
SQUU-B 細胞に ΔNp63 発現ベクターを導入
して作製した細胞株（ΔNp63 過剰発現
SQUU-B細胞株）を用いて細胞生物学的特性
（増殖能、遊走能、浸潤・転移能）について
検討し、ΔNp63 の転写制御が細胞生物学的特
性に与える影響について検討する。 
(2) OSCC細胞株におけるΔNp63の転写制御に
関与するEMT関連分子の同定 
 SQUU-BO細胞とempty vectorを導入した
SQUU-B細胞を用いてマイクロアレイ(DNA
マイクロアレイ、miRNAアレイ)を行い、両細
胞株間で発現量に差のあるEMT関連遺伝子を
同定し、これらの発現と機能解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) OSCC細胞株におけるΔNp63の転写制御が
細胞生物学的特性に与える影響についての検
討 
 ΔNp63ノックダウンにより、低転移株HSC-2
細胞は多角形から紡錘形の細胞形態に変化が
認められ（図1）、さらに増殖活性の低下（図
2）、細胞遊走能の亢進を認めた（図3）。 
 また、ΔNp63過剰発現により、高転移株
SQUU-B細胞は紡錘形から多角形の細胞形態
に変化し（図4）、増殖活性の亢進（図5）、
細胞遊走能の低下（図6）を認めた。 

図1 ΔNp63のノックダウンが細胞形態に 
   与える影響 
                 
 
 
 
 
          WST-1 assay 

                       BrdU incorporation assay                   
図2 ΔNp63ノックダウンが細胞増殖能に 
    与える影響 

  
 
 
 
wound healing assay 
図3 ΔNp63ノックダ
ウンが細胞遊走能
に与える影響 



 
 
 
 
 
 
 

図4 ΔNp63過剰発現が細胞形態に与える影響 
 
 
 
 
WST-1 assay        

                          BrdU incorporation assay 
図 5 ΔNp63過剰発現が細胞増殖能に与える 
     影響 

 
 
 
 
 
Wound healing assay 
図 6 ΔNp63過剰発現が 
細胞遊走能に与える影響 
 

siCtrl:  
scramble siRNA導入群（コントロール HSC-2
細胞） 
siRNA:  
ΔNp63 siRNA導入群（ΔNp63発現抑制 HSC-2
細胞） 
SQUU-BC:  
empty ベクター導入群（コントロール
SQUU-B細胞） 
SQUU-BO:  
ΔNp63発現ベクター導入群（ΔNp63過剰発現
SQUU-B細胞） 
  
(2) OSCC細胞株における ΔNp63の転写制御
に関与する EMT関連分子の同定 
 SQUU-BC 細胞と SQUU-BO 細胞において
DNAマイクロアレイとmiRNAアレイを行っ
たところ、 SQUU-BC 細胞と比較して
SQUU-BO細胞で最も発現上昇を認めた EMT
関連分子はそれぞれkallikrein related peptidase 
6（KLK6）と miR-205であった（図 6、7）。 
 SQUU-BC 細胞と比較して SQUU-BO 細胞
ではKLK6が発現上昇しており（図8）、また、
ΔNp63ノックダウン細胞ではKLK6の発現が
低下していた（図 9）。また、miR-205の標的
遺伝子のうち、EMTに関連する遺伝子である
ZEB1、ZEB2 の発現を検索したところ、
SQUU-BC 細胞と比較して SQUU-BO 細胞で

低下していた（図 10）。 
 

 
 
 
 
 
 

図6  SQUU-BC細胞とSQUU-BO細胞におけ
る遺伝子発現差異解析（DNAマイクロアレ
イ） 

図7  SQUU-BC細胞とSQUU-BO細胞におけ
る遺伝子発現差異解析（miRNAアレイ） 

 
 
 
 
 

図 8ΔNp63過剰発現が
KLK6の発現に与える影響
（real-time PCR法、western 
blotting法） 

 
 
 
 

図 9 ΔNp63ノックダウンが
KLK6に与える影響 
（real-time PCR 法、western 
blotting法） 

図 10 ΔNp63過剰発現が ZEB1および ZEB2 
   の発現に与える影響（real-time PCR法、   
      western blotting法） 



 以上の結果より、ΔNp63 の発現減弱ある
いは消失が EMT を誘導していることが示唆
され、さらにΔNp63 が KLK6 あるいは
miR-205 を制御することにより、浸潤・転移
能の獲得に関与していることが推察された。 
 今後は頭頸部扁平上皮癌の治療に使用さ
れている 5-FU、シスプラチン、ドセタキセル、
パクリタキセル等の抗癌剤あるいはセツキ
シマブ等の分子標的薬に対する耐性につい
て OSCC 細胞株を用いて検討し、さらには in 
vivo における抗腫瘍効果、浸潤・転移におけ
る影響についても OSCC 細胞を同所性移植し
た CAnN.Cg-Foxn1nu/CrlCrlj マウス（BALB/c
ヌードマウス）にこれら抗癌剤および分子標
的薬を投与し、検索を行う予定である． 
 本研究は、癌の発生および浸潤・転移にお
ける分子機構を EMT という現象に着目し、そ
のEMTの分子機構をこれまでほとんど報告が
ない ΔNp63 に焦点を当ててその解明を行っ
ている。ΔNp63 による EMT を介した癌の発生
および浸潤・転移能獲得の分子機構が解明さ
れ、ΔNp63 が OSCC における癌治療の標的と
なり得るならば、抗癌剤、分子標的薬、外科
治療等原発巣の治療が進歩した現在におい
ても治癒が困難な頸部再発症例、遠隔転移症
例の治療法の開発に大きく貢献できるもの
と思われる。 
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