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抄　　　　録

口腔癌細胞の浸潤の基礎をなしている分子機構は，依然として明らかでない．この総説では，ヒト
口腔扁平上皮癌（hOSCC）細胞における TGF-㌼1 により誘導された上皮間葉転換（EMT）と，EMT
関連の遊走能と浸潤能に関する分子機構について解説する．まず TGF-㌼ が hOSCC 細胞の上皮間葉転
換（EMT）を誘導し細胞遊走能および浸潤能を促進するかどうか調べた．6 種類の hOSCC 細胞の間で，
Smad2 リン酸化と TGF-㌼ の標的遺伝子の発現から HSC-4 細胞が TGF-㌼1 に最も反応したことを示した．
HSC-4 細胞では EMT 関連の転写因子である Slug の発現は TGF-㌼1 刺激により上昇し，Slug のノック
ダウンにより間葉マーカーの発現及び細胞遊走を阻害された．また，TGF-㌼1 刺激により細胞遊走に重
要な働きを示す Focal adhesion kinase（FAK）を活性化する Integrin α3㌼1 の結合タンパク質の発現
が増大することが見出された．加えて，FAK 阻害剤が細胞遊走を抑制したことから，EMT 及び
integrin α3㌼1/FAK 経路を介した細胞遊走は，Slug により上方制御されていたことが判明した．

一方，TGF-㌼1 刺激により matrix metalloproteinase-10（MMP-10）の発現上昇が見出され，浸潤能
が MMP-1 のノックダウンにより阻害された．また，Slug のノックダウンは MMP-10 の発現を抑制した．
従って，TGF-㌼1 が Slug 依存的に MMP-10 の発現増大を介して HSC-4 細胞の浸潤を誘導することが示
された．一方，Slug のノックダウンは Wnt-5b 発現を抑制した．加えて，Wnt-5b 刺激により MMP-10
の発現が増大することや，Wnt-5b のノックダウンによりこの細胞の浸潤能が抑制されることから，
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緒　　　　　言

ヒト口腔扁平上皮癌（hOSCC）は，よく知ら
れた癌 1）である．高度に治療が発展しているに
もかかわらず，OSCC で苦しんでいる患者は，
未だ予後不良と高い死亡率に直面している．実
際のところ，hOSCC 浸潤と転移の機序は十分
解明されていない．興味深いことに，遺伝子発
現プロファイリングは，上皮間葉転換（EMT）
が高リスク頭頸部扁平上皮癌の特徴的な所見で
あることを示している 2）．いくつかの hOSCC
細胞株は，in vitro での EMT や細胞遊走能と
して腫瘍形成のモデルとして用いられている
が，TGF-㌼ が分子レベルでどのように hOSCC
細胞の EMT に影響を及ぼすかについて調べた
研究は少数しかない 3）．特に，TGF-㌼ により誘
導された EMT または EMT に関連した hOSCC
細胞遊走能及び浸潤能の制御に関わる分子機構
は，明らかにされないままである．EMT につ
いては非常に多くの研究がなされており，多く
の優れた総説が存在するため 4），本稿では網羅
的な解説は行わない．本稿は，hOSCC 細胞に
お け る TGF-㌼1 に よ り 誘 導 さ れ た EMT と，
EMT 関連の遊走能と浸潤能に関する分子機構
を示す最初の報告として，我々が報告した３編
の論文を基にして解説するものである 5）~7）．

１．TGF-㌼ と EMT
トランスフォーミング成長因子 -㌼（TGF-㌼）

が上皮細胞の成長を阻害することはよく知られ
ている 8）．加えて，TGF-㌼ は，上皮細胞から細
胞外基質（ECM）タンパク質の分泌を一般に
誘導する 9）．TGF-㌼ は，まず膜貫通のセリン /
スレオニン・キナーゼである TGF-㌼II 型受容体

（T㌼R-II）と結合することによって，これを活
性化して T㌼R-II キナーゼへと変化させる．こ

のキナーゼ活性を有する T㌼R-II は TGF-㌼I 型受
容体（T㌼R-I）とのヘテロ 4 量体複合体（２個
の T㌼R-I と２個の T㌼R-II）を形成するとともに，
T㌼R-I の細胞内ドメインをリン酸化することに
より活性化して T㌼R-I キナーゼへと変化させ
る．この，T㌼R-I キナーゼは receptor-regulated 
Smads（R-Smads）のリン酸化を通して，特異
的な細胞内シグナル経路を媒介する．リン酸化
された R-Smads は Smad4 と会合して核移行す
る．Smad 複合体は，核において他の転写因子
と転写性のコアクチベーターまたはコリプレッ
サーと協同して標的遺伝子の転写を制御する 10）

（図６のまとめを参照のこと）．TGF-㌼ シグナル
伝達経路は，ヒト癌の進行において相反した役
割を果たす．つまり，TGF-㌼ は，組織腫瘍化の
初期には腫瘍増殖抑制因子として作用するが，
腫瘍化が進んだ組織では腫瘍細胞浸潤，播種，
及び免疫回避のように，TGF-㌼ は腫瘍の悪性化
を促進する 12）．このように癌化が進行中の組織
において，TGF-㌼ は上皮間葉転換（EMT）の
誘導を通して，悪性転換と癌の増悪に関与して
いる 11）．従って TGF-㌼ に対する上皮組織の応答
の両極性は，癌化の段階に強く依存している 9）．

EMT は分極した上皮細胞を間葉細胞表現型
に変換するプロセスであり，増強された運動性
と浸潤性によって特徴づけられる 11）．加えて， 
EMT は細胞間接着の破壊，頂底極性の損失，
マトリックス・リモデリング，及び運動性の増
大と侵襲性を引き起こし，それによって腫瘍転
移 を 促 進 す る 12）（ 図 １）．EMT は， 例 え ば
E-cadherin や cytokeratin の発現抑制による上
皮マーカーの減少，及び N-cadherin と vimentin
のような間葉マーカーの発現増大，線維芽細胞
様の運動性及びマトリックス分解酵素（MMP）
の発現などの浸潤表現型の獲得により特徴づけ
られる 13）．加えて，Ｅ -cadherin により形成さ

Wnt-5b を介したシグナルによる MMP-10 の発現増大と浸潤能の増大が示された．
これらの研究成果より，TGF-㌼1 は Slug/ α3㌼1/FAK や Slug/Wnt-5b/MMP-10 シグナル伝達系を介

して hOSCC 細胞の遊走能や浸潤能を増大することが示唆された．
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れる接着接合の破壊によって，細胞膜から細胞
質への ㌼-catenin の移行が起こる．㌼-catenin は
核に移行し，canonical Wnt シグナル伝達経路
を介して遺伝子の転写促進を行う 14）．このよう
に，Wnt/㌼-catenin 活性化は，EMT を引き起こ
すには不可欠な要素である 15）．一方 TGF-㌼，
NF-κB，Notch などを含む種々のシグナル伝達
経路は，EMT に関与している 16）．これらのシ
グナルに制御される多くの転写因子が EMT に
関与することが知られており，例えば，Snail 17），
Slug 18），及び Twist 19）などである．しかしながら，
これらの転写因子の EMT における発現は，正
常細胞，あるいは腫瘍細胞の種類により様々で
あることが知られている 20）,21）．また，EMT を
誘導するサイトカインも腫瘍細胞の種類に依存
することが知られているため 16），ヒト口腔扁平
上皮癌（hOSCC）細胞におけるシグナル伝達経
路を明らかにすることは重要である．

２．EMT と ECM タンパク質
TGF-㌼ により誘導された EMT により，いく

つかの ECM タンパク質の発現が見られる 20）．
Thrombospondine-1（TSP-1） は， 細 胞 - 細 胞
間と細胞 - マトリックス間相互作用を行う接着
性糖タンパク質である 22）．Plasminogen 活性化
シ ス テ ム は plasminogen activator inhibitor 1

（PAI-1，別名 SERPINE1）により，負に調整を
受ける．また PAI-1 は urokinase 型 plasminogen 
activator（uPA）と 結 合 す る こ と によって，
uPA の 活 性 を 阻 害 す る 23）．TGF-㌼-inducible 
gene-h3（㌼ig-h3， 別 名 TGFBI） は， 主 要 な
TGF-㌼ 応答遺伝子として知られる ECM タンパ
ク質である 24）．Fibronectin は，EMT における
TGF-㌼ 誘導性の ECM タンパク質として認めら
れている 25）．腫瘍生物学の最近の研究は，腫瘍
組織に隣接した ECM が形作る腫瘍細胞の微小
環境による複雑な作用が腫瘍発生及びその進行
に重要な役割を担っていることを明らかにしてい
る 26）．従って，腫瘍細胞と ECM 間の相互作用は，
腫瘍細胞の EMT や細胞遊走能力や組織浸潤能
力の獲得などの腫瘍の悪性化に必要な多くの点
を制御するようである．また，MMP-2 や MMP-9
を 含 む い く つ か の matrix metalloproteinase

（MMP）は，腫瘍浸潤と転移のために重要な役
割を果たすことが知られている 27）．加えて，
TGF-㌼ は，ECM 成分を消化するプロテアーゼ
の発現を刺激することによって，腫瘍細胞の浸
潤を促進する．いくつかのタイプの MMP，例
えば MMP-1，-3，-9 と -10 は，TGF-㌼ 刺激によ
り発現が増大する 28）．Stromlysin-2 としても知ら
れる MMP-10（EC3.4.24.22）は，Ⅳ型 collagen，
gelatin，elastin，fibronectin，laminin や

図１：腫瘍細胞の転移における上皮間葉転換 （epithelial-mesenchymal 
transition （EMT））の機構
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proteoglycan などを含む ECM タンパク質の分
解，及びプロ MMP-1，-7，-8，-9 と -13 の活性
化行う 29）．特に，MMP-10 の異所性過剰発現は，
hOSCC 細胞の浸潤を誘発することが報告され
ている 30）．

３．Wnt
Wnt 情報伝達経路は，発生と癌にとって重要

である 31）．糖タンパク質の Wnt ファミリーは，
ヒトでは 19 種の Wnt リガンドから成る 32）．
Wnt リ ガ ンド は，10 種 類 の Frizzled（FDZ）
受容体，低密度リポタンパク質受容体関連タン
パク質（LRP）5/6 及び非定型受容体型チロシ
ンキナーゼ（RTK）である PKT7，ROR2 や
RYK などの膜結合型の受容体に結合する 33）．
Wnt シグナル伝達系は，大まかに２つの経路に
分 け ら れ， そ れ ら は ㌼-catenin 依 存 的 な 
“canonical” 経路と ㌼-catenin 非依存的な “non-
canonical” 経路である 34）．Canonical 経路では，
Wnt リガンドが FDZ 受容体及び補助受容体

（LRP5/6）に結合することにより，細胞質基質
における ㌼-catenin の安定化（分解抑制効果）を
誘導する．細胞質基質の ㌼-catenin は核に移行し
た後，T-cell factor/lymphoid enhancer-binding 
factor（TCF/LEF）と結合して，標的遺伝子の
転写を引き起こす．興味深いことに hOSCC 細
胞の組織浸潤では，その浸潤先端部位の腫瘍細
胞において，Wnt-3 の刺激により ㌼-catenin が
主として核に局在することが示された 35）．一方，
Wnt-5a 36）と Wnt-5b 30）は，non-canonical 経路
のシグナル伝達を活性化するリガンドである．
気道平滑筋細胞では Wnt-5a のシグナル伝達は，
TGF-㌼ によって誘導されて ECM の産生を制御
する 36）．この non-canonical 経路は，カルシウ
ム経路と平面内細胞極性 （planar cell polarity，
PCP）経路から成る．カルシウム経路では，例
えば calcineurin，Ca2+/calmodulin 依存的なプ
ロテインキナーゼ II（CaMKII）及びプロテイ
ンキナーゼ C（PKC）のようなカルシウム依存
性分子が活性化される．PCP 経路では，低分子
Rho-GTP 加水分解酵素と c-Jun Ｎ末端キナーゼ

（JNK）または Rho- キナーゼのシグナル伝達の
活性化を含む 33）．興味深いことに，Deraz らは，
hOSCC において Wnt-5b が MMP-10 の発現を
促進すると報告している 30）．

４．TGF-㌼ に応答する hOSCC 細胞株の同定
我々は，まず TGF-㌼ に応答する hOSCC 細胞

株を同定するために，HO-1-N-1，HSC-2，HSC-
3，HSC-4，SAS 及 び OSC-19 株 を 用 い て，
TGF-㌼1 刺 激 後，Smad2 の リ ン 酸 化， 及 び
TGF-㌼ の標的遺伝子である Smad7，fi bronectin
と PAI-1 の遺伝子発現を調べた 37）．TGF-㌼1 は，
HSC-4 と SAS 細胞において Smad2 のリン酸化
を明らかに誘導した 5）．このうち，HSC-4 細胞
が TGF-㌼1 刺激に最も反 応した 5）．加えて，
HSC-4 細胞の TGF-㌼1 刺激によるリン酸化は，
60 分で最大となり３時間まで続いた（図２A）．
一方，TGF-㌼1 受容体阻害剤 SB431542 により，
明らかに抑制された（図２B）．３種類の標的遺
伝子の発現レベルは，TGF-㌼1 刺激後，HSC-4，

図２：HSC-4 細胞における TGF-㌼ に対する応答
（A） HSC-4 細胞株において，ウェスタンブ
ロット法による Smad2 のリン酸化（PSmad）
を調べた．10 ng/mL の TGF-㌼1 で 360 分ま
で各時間で作用させた細胞を用いた．細胞溶
解液の ㌼-actin をコントロールとして用いた．

（B） HSC-4 細胞に 10 ng/ml の TGF-㌼1 処理
あり，または処理なしで 1 時間作用させた後，
Smad2 のリン酸化レベルをウェスタンブロッ
ト法により分析した．対照の細胞は，TGF-㌼1
添 加 の 60 分 前 に DMSO ま た は 10 µM の
SB431542 で処理した．
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HO-1-N-1 及び SAS 細胞において明らかに発現
上昇した 5）．これらの結果により，HO-1-N-1，
HSC-4 及 び SAS 細 胞 は TGF-㌼1 に 応 答 す る
hOSCC 細胞であることが明らかとされた．ま
た TGF-㌼ 標的遺伝子の発現レベルの増加は，
TGF-㌼1 に SB431542 により抑制された 5），6）．

５．hOSCC 細胞における EMT 関連マーカー
発現に対する TGF-㌼1 の効果
hOSCC 細胞における TGF-㌼1 に対する応答

性と TGF-㌼1 誘導性 EMT の進行との間に相関
性が認められるかを調べるために，RT-qPCR
法を用いて４で述べた６種類の細胞において，
EMT 関連遺伝子の発現に対する TGF-㌼1 の効
果を調査した．TGF-㌼1 による上皮マーカー
E-cadherin ならびに cytokeratin 18 の発現抑制
は，すべての hOSCC 細胞で観察されなかった
が 5），間葉マーカー N-cadherin の発現誘導が，
HSC-4 と SAS 細胞において認められた 5）．また
間葉マーカーの vimentin は，TGF-㌼1 処理後
HSC-4 と HO-1-N-1 細胞で明らかにその発現が
増大した 5）．従って，HSC-4 細胞は TGF-㌼ に

よく応答して間葉マーカーを最も強く発現する
hOSCC 細胞であった．

６．TGF-㌼1 処理 HSC-4 細胞における EMT
関連のマーカー・タンパク質の発現と局在
TGF-㌼1 刺激 HSC-4 細胞において，EMT マー

カーのタンパク質レベルの発現を調べた．ウェ
ス タ ン ブ ロ ット 法 を 用 い て，N-cadherin と
vimentin の発現レベルが TGF-㌼1 処理後 48 時
間で有意に上昇することが示された 5）．しかし
ながら，E-cadherin と cytokeratin 18 の発現レ
ベルは，TGF-㌼1 によりほとんど影響を受けな
かった 5）．興味深いことに，免疫蛍光染色分析
によると，TGF-㌼1 で刺激された HSC-4 細胞の
細胞表面の E-cadherin（図３）と ㌼-catenin が
内部移行することが示された 5）．EMT 進行中に
おける E-cadherin の内部移行は，すでに報告さ
れている 38）．さらに Chen らは，ヒト大腸癌細
胞またはヒト前立腺癌細胞において，TGF-㌼ 誘
導 EMT 進行中に，TGF-㌼/Smad シグナル経路
が E-cadherin と ㌼-catenin の内部移行に関与し
ていると報告した 39）．しかしながら，HSC-4 細
胞において Smad2 が TGF-㌼ により誘導された
E-cadherin と ㌼-catenin の内部移行を仲介する
のかは，明らかではない．一方免疫蛍光染色分
析においても，間葉マーカーである N-cadherin
と vimentin が TGF-㌼ 処理 HSC-4 細胞において，
発現することが示された（図３）．

７．Slug による HSC-4 細胞における TGF-㌼
1 誘導性 EMT の制御
TGF-㌼ が hOSCC 細胞において，上皮マーカー

の発現抑制，間葉マーカーの発現誘導，及び
EMT 関連転写因子の発現増加に特徴付けられ
る EMT を誘導することはすでに報告されてい
る 3）．また，種々の転写因子が様々な細胞にお
いて EMT に関連している 17）~21）．しかしながら，
hOSCC 細胞においてどの EMT 関連転写因子
が EMT マーカーの表現にどのように影響する
かの詳細は，明らかにされていない．そこで，
qRT-PCR 法 を 用 い て，TGF-㌼1 刺 激 さ れ た

図３：TGF-㌼1 処理 HSC-4 細胞における EMT 関連
のマーカー・タンパク質の発現と局在
EMT 関連のマーカー・タンパク質の発現と
局在を，蛍光免疫染色法を用いて調べた．
HSC-4 細胞を 10 ng/mL の TGF-㌼1 を含むま
たは含まない無血清培地で 48 時間培養した
後，共焦点顕微鏡を用いて観察した．上皮マー
カーの検出には抗 E-cadherin 抗体，及び間葉
マ ー カ ー の 検 出 に は 抗 N-cadherin と 抗
vimentin 抗体を用いて，細胞を蛍光免疫染色
した後，核をDAPIで染色した．スケール・バー
は，25 µm を示す．
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HSC-4 細胞における EMT 関連転写因子の発現
レベルがこの細胞の EMT にどのように影響す
るかについて調査した．Slug の発現レベルは，
TGF-㌼1 刺激後，90 分で一過性に増加したのち，
再び 24 時間後に有意に発現が増大した 6）．
Snail の発現レベルも TGF-㌼1 刺激により増大が
認められたが 7），その発現量自体は Slug と比較
す る と 非 常 に 低 か っ た． 一 方，Twist1/2，
ZEB1，ZEB2 及 び FOXC2 の 発 現 の 増 大 は，
TGF-㌼1 刺激後６時間または 48 時間では観察さ
れなかった（未発表データ）．これらのデータは，
Slug が TGF-㌼1 刺激 HSC-4 細胞における，重
要な EMT 関連の転写因子であることを示唆す
る． 加 え て，Slug の ノ ッ ク ダ ウ ン に よ り，
HSC-4 細胞において，有意に TGF-㌼1 により誘
導された vimentin 発現は抑制されたが，TGF-
㌼1 により誘導された N-cadherin の発現は影響
され な か った 5）．これ らの 結 果 は，Slug が
HSC-4 細胞における TGF-㌼1 誘導性 EMT の進
行中に，間葉マーカー遺伝子の発現を促進する
ことを示唆した．なお，TGF-㌼1 刺激 HSC-4 細
胞における Snail の機能については，現在調査
中である．

８．HSC-4 細胞の TGF-㌼1 誘導性 EMT に
おける Slug による細胞遊走能の制御
細胞遊走能は EMT に関連していると広く認め

られており，腫瘍浸潤と転移に関与している 40）．
EMT 関連転写因子である Slug は，角膜上皮細
胞の遊走能を増強すると報告されている 41）．し
かしながら，hOSCC 細胞の EMT に関連した遊
走能に関する Slug の効果は，明らかにされてい
なかった．TGF-㌼1 で刺激された HSC-4 細胞の
細胞遊走能は，図４に示すように wound healing 
assay を用いて調べられた．この方法では，まず
培養細胞をチャンバースライド上で，コンフル
エントになるまで培養した後，一部をチップの
先で細胞を引き剥がす（図４，0 h）．細胞遊走
能が強いほど，速くこの ʼ 傷 ʼ が消失あるいは，
小さくなる（図４，12 h）．この結果，HSC-4 細
胞の細胞遊走能は，TGF-㌼1 刺激により増加した
が，SB431542 または Slug siRNA により阻害さ
れた（図４）．この細胞遊走能の抑制は，細胞が
通過できる穴の開いたインサート上に播種され
た細胞が，穴を通過して下部に移動した細胞数
を調べる Boyden chamber assay でも観察され
た 5）．通常，細胞接着は細胞運動において基本

図４： HSC-4 細胞における TGF-㌼1 誘導的な細胞遊走能
HSC-4 細胞の細胞遊走能は，wound healing assay を用いて分析した．HSC-4 細胞を chamber 
slide 上で 10 µM SB431542 の処理または DMSO 処理した後，10 ng/mL の TGF-㌼1 で 48 時間
刺激した．一部の細胞をかき取った残りの細胞を，12 時間培養した後，細胞の画像を，位相差
鏡検を用いて撮影した．スケール・バーは，200 µm を示す．
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結に関与している 43）．TGF-㌼1 未刺激の HSC-4
細胞と比較して TGF-㌼1 刺激された HSC-4 細胞
において，多くの接着斑の形成が，葉状仮足様
の構造付近の vinculin の斑点状スポットとして
検出された（図５）．興味深いことに，vinculin
の若干のスポットは actin stress fiber と共存し
ているのが観察された．それは葉状仮足様の構
造の周辺で一般的に見出された．従って我々は，
これらの斑点状の vinculin が HSC-4 細胞におい
て TGF-㌼1 による細胞遊走誘導効果を助長する
役割を果たすと考えている．

９．TGF-㌼1 処理した HSC-4 細胞から分泌さ
れる ECM タンパク質の同定
HSC-4 細胞において TGF-㌼ が細胞遊走能を

亢進する分子機構を明らかとするために，
HSC-4 細胞から分泌される細胞外タンパク質を
同定することにした．SDS-PAGE を用いて，
TGF-㌼1 処理 HSC-4 細胞から細胞外タンパク質
を同定した 5）．120 時間の TGF-㌼1 刺激後，未
刺激の HSC-4 細胞と比較することにより，幾つ
かのタンパク質バンドが明確に検出された．こ
れらのタンパク質はトリプシンで消化された
後，得られたペプチド断片が LC-MS/MS を用
いて分析された．分析された質量から Mascot
ソフトウェアを用いて，タンパク質を同定した

Molecules Target Proteins

TGFBI （㌼ig-h3） Integrin α3㌼1

PAI-1 Integrin α3㌼1, Integrin αv㌼3

Thrombospondine-1 CD36, CD47, Integrin α3㌼1

Fibronectin Integrin α3㌼1, Integrin α5㌼1

Laminin α3 Integrin α3㌼1, Integrin α6㌼4

MMP-1 Collagen type I, II, III, VII, VIII, X, Aggrecan

MMP-10 Aggrecan, Collagen type IV, Fibronectin, Laminin, ProMMP

表１　TGF-㌼1 処理 HSC-4 細胞から分泌が増大した ECM タンパク質の同定
10 ng/mL の TGF-㌼1 有り無しで処理した HSC-4 細胞を，48 時間の無血清培地で培養した．得られた培養
上清を Microcon-10 フィルターを用いて限外ろ過により濃縮した．TGF-㌼1 処理または未処理の細胞からの
細胞外タンパク質は，SDS-PAG で分離した後，Flamingo 蛍光ゲル染色法（BIO-RAD）で染色により検出
した．TGF-㌼1- 処理により増加したタンパク質バンドを LC-MS/MS を用いて分析し，同定を行なった．

的役割を果たしている．細胞外基質と細胞表面
のインテグリンをはじめとした複合タンパク質
との間で形成される focal adhesion（接着斑）の
生成は，細胞移動の際に働く葉状仮足または糸
状仮足が安定して機能するために必要である 42）．
接着斑部位で，vinculin は細胞外基質と結合す
る integrin と actin 細胞骨格との間の機械的連

図５：細胞運動関連分子の細胞内分布
HSC-4 細胞を 10 ng/mL の TGF-㌼1 を含むま
たは含まない無血清培地で 48 時間培養した
後，細胞運動関連タンパク質の局在を，共焦
点顕微鏡を用いて観察した．蛍光 phalloidin

（actin，緑色）および抗 vinculin 抗体（赤色）
を用いて細胞を免疫染色した後，核を DAPI
で染色した．スケール・バーは，10 µm を示す．
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（表１）．Fibronectin，PAI-1，㌼ig-h3 及び TSP-1
の発現レベルは，TGF-㌼1 刺激後，増大した．
これらの結果は，抗 fibronectin，抗 PAI-1，抗
㌼ig-h3 及び抗 TSP-1 抗体を用いたウェスタンブ
ロット法により確認された 5）．

TSP-1 の N 末端の領域は，内皮細胞表面上で，
integrin α3㌼1 と結合し，内皮細胞の増殖と血
管新生を誘導する 44）．PAI-1 関連分子である
uPAR は，integrin α3㌼1 と複合体を形成して，
上 皮 細 胞 の 遊 走 を 誘 導 す る 45）．㌼ig-h3 は，
integrin α3㌼1 を介して，多数の細胞種で相互
作用を仲介する複数の細胞接着のモチーフを持
つ 46）．ヒトメラノーマ細胞の integrin α3㌼1 は，
fibronectin と結合し，細胞の浸潤能を増加させ
る 47）． 従 っ て，TGF-㌼1 刺 激 後 fibronectin，
PAI-1，㌼ig-h3 及 び TSP-1 の 発 現 増 加 が，
integrin α3㌼1 を介して HSC-4 細胞の遊走能に
影響を及ぼすことが考えられた．我々の予想通
りに integrin α3 または ㌼1 に対する中和抗体は，
TGF-㌼ 刺激による HSC-4 細胞の細胞遊走能を明
らかに抑制した 5）．従って，TGF-㌼ 刺激による
HSC-4 細胞の細胞遊走能は，integrin α3㌼1 に依
存 することが 判 明した．興 味 深 いことに，
integrin α3 と ㌼1 発現レベルは，HSC-4 細胞へ
の TGF-㌼1 刺激後，72 及び 96 時間で増大した 5）．
このことは，TGF-㌼ により誘導された integrin 
α3㌼1 の発現が細胞遊走を増大する役割を果た
すことを示唆した．

10．TGF-㌼1 誘 導 性 EMT に より 亢 進し た
HSC-4細胞の細胞遊走能におけるintegrin
と FAK の役割
TGF-㌼1 により誘導された細胞外タンパク質で

ある TSP-1，㌼ig-h3，fibronectin，及び PAI-1 と
関連がある urokinase 型 plasminogen 活性化因
子受容体（uPAR）は，integrin α3㌼1 と相互作
用が報告されている分子である 44）~46）．そこで，
HSC-4 細胞の細胞膜上の integrin α3㌼1 がどの
ように TGF-㌼1 誘導細胞遊走能に影響を及ぼす
かについて調べた．Integrin α3 及び ㌼1 に対す
る中和抗体を用いて，TGF-㌼ 刺激 HSC-4 細胞

の 細 胞 遊 走 能 が，wound healing assay と
Boyden chamber assay により調べられた 5）．
TGF-㌼ 刺激細胞遊走能の活性は，integrin α3
及び ㌼1 の中和抗体により，明らかに抑制され
た 5）．また TGF-㌼1 刺激 HSC-4 細胞において，
integrin α3 及び ㌼1 の RNA レベルでの発現が
調べられた．その結果，integrin α3 と ㌼1 の発
現は，TGF-㌼1 刺激後，72 または 96 時間で有
意に上昇した 5）．

FAK は細胞が遊走するための重要な制御因子
であり，癌細胞の浸潤と転移に必要とされる 48）．
通常，FAK は integrin によって活性化され，
細胞遊走のプラス制御因子として機能する 48）．
この活性化 FAK は，Rho ファミリータンパク
質の活性化を促進する調節タンパク質と結合し
て，細胞遊走を促進することが知られている 49）．
そこで，HSC-4 細胞における TGF-㌼ 誘導細胞
遊走能に対する FAK inhibitor I の効果を評価
した．wound healing assay を用いて調査した
ところ，TGF-㌼ 誘導 HSC-4 細胞の細胞遊走能は，
10 ng/mL の FAK inhibitor I により明らかに
阻害された 5）．これらの結果は，TGF-㌼ により
誘導された細胞遊走亢進シグナルが integrin 
α3㌼1/FAK 経路を介して伝達されたことを示唆
する．

11．hOSCC 細胞における TGF-㌼1 刺激によ
る MMP-10 の発現
hOSCC 細胞が浸潤するためには，単に遊走

能の増大だけではなく，さらに基底膜を分解し
て結合組織に進展する必要がある．そこで，ど
のような分解酵素が浸潤に関与しているかにつ
い て 調 べ る た め に，TGF-㌼1 で 刺 激 さ れ た
HSC-4 細胞の培養上清のプロテオミクス解析を
さらに進めた（表１）．TGF-㌼1 刺激のない対照
の培養上清との比較により，TGF-㌼1 刺激によ
り MMP-1 と -10 の培養上清中への分泌が強く
促進されることが示された．TGF-㌼1 刺激によ
り誘導された MMP-10 タンパク質の発現増加
は，ウェスタンブロット法によっても確認され
た 6）．MMP-10 は，結合組織への腫瘍細胞浸潤
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を妨げる基底膜の重要な構成要素であるⅣ型コ
ラーゲンを分解する作用，並びに他の pro-
MMP の活性化作用をもつ 29）．なお，qRT-PCR
を用いた分析では，HSC-4 細胞の他の hOSCC
細胞株である HSC-2，HSC-3 及び SAS 細胞では，
HSC-4 細胞のような MMP-10 の強い発現増加
は見られなかった 6）．

他の上皮系細胞においても，TGF-㌼1 は EMT 
を誘導するとともに MMP-10 の発現増大を示す
ことが報告されている．HaCaT II-4 ケラチノサ
イト に お い て，EGF と TGF-㌼1 の 共 刺 激 が
MMP-10 と MMP-1 の発現を誘導し，細胞の浸
潤能を増進することが示されている 50）．加えて，
マウスとヒトの乳腺上皮細胞（NmuMG 及び
MCF10A）では，TGF-㌼ 刺激が筋細胞エンハン
サー因子（MEF）-2A を介して MMP-10 の発現
を増大することが示されている 51）．

一方，MMP-1 のタンパク質レベルの発現は
MMP-10 より低く，HSC-4 細 胞 に お い て は，
MMP-10 が TGF-㌼1 により誘導される EMT に
深く関与することを示唆している 6）．興味深い
ことに，内在性の MMP 阻害剤である TIMP1
及び TIMP2 の発現レベルは，TGF-㌼1 刺激後
24 時間では，有意に発現が抑制された（未発表
データ）．これは，HSC-4 細胞において TGF-㌼1
により誘導された浸潤能の増加が，MMP の発
現増大並びに TIMPs の発現抑制により，共同
的に制御されることを示唆する．

一般的に，MMP-2 及び MMP-9 が浸潤と転
移に関与していることが知られている 27）．
HSC-4 細胞においては，MMP-2 及び MMP-9
の mRNA の発現レベルが TGF-㌼1 刺激後 24 及
び 48 時間後に，有意に増加した 6）．従って 
MMP-2 及び MMP-9 が，MMP-10 により誘導
される浸潤能と協力して促進するという可能性
が考えられた．しかしながら，膜結合型の
MMP として浸潤能に関与することが報告され
ている MMP-14 27）の mRNA の発現レベルは，
HSC-4 細胞において TGF-㌼1 刺激により変化し
なかった（未発表データ）．TGF-㌼1 刺激された
HSC-4 細 胞 に お け る MMP-1，MMP-2 及 び

MMP-9 の浸潤能に対する影響については，今
後の検討が必要である．

12．TGF-㌼1 により発現誘導された MMP-
10 による HSC-4 細胞の浸潤能の増大
MMP-10 の発現が HSC-4 細胞の浸潤能に影

響を及ぼすかどうかを調べるために，siRNA を
用いてMMP-10遺伝子をノックダウンさせた 6）．
浸 潤 能 の 分 析 に は， 基 底 膜 マ ト リ ッ ク ス 

（Matrigel matrix）を細胞遊走能の分析に利用
したインサートにコートした Boyden chamber
を使用し，基底膜マトリックスを超えてイン
サート下部に到達した細胞数を調べた 6）．興味
深いことに，MMP-10 の siRNA により，TGF-
㌼1 により誘導された HSC-4 浸潤能の促進効果
は阻害された 6）．これらの結果から，この細胞
の TGF-㌼1 により誘導された浸潤能は，MMP-
10 の発現によって媒介されていることが示唆さ
れた．

MMP-10 が頸部腫瘍において腫瘍の進行と浸
潤を誘導することがこれまでに報告されている 52）．
hOSCCs に由来する３種の細胞株である HSC-
2，HSC-4 及び SAS の浸潤能を比較すると，
TGF-㌼1 刺激により，HSC-2 細胞では浸潤能を
促進させないが，HSC-4 細胞と SAS 細胞では
浸潤能を促進することが示された（未発表デー
タ）．加えて，HSC-4 細胞において MMP-10 の
発現は TGF-㌼1 により極めて顕著に増大したが，
HSC-2，HSC-3 及び SAS 細胞ではあまり見られ
なかった 5）．これらの結果は，TGF-㌼1 で刺激
された SAS 細胞では MMP-10 以外の他の因子
が働いてこの細胞の浸潤能が亢進される可能性
を示唆するものである．

13．TGF-㌼1 に よ る Slug 依 存 的 な MMP-
10 の発現増加
次 に Slug が TGF-㌼1 に よ っ て 誘 導 さ れ た

MMP-10 の発現及び HSC-4 細胞の浸潤能に影
響を及ぼすかどうかを調べた．TGF-㌼1 によっ
て 誘 導 さ れ た MMP-10 の 発 現 は，Slug の
siRNA を用いたノックダウンにより有意に抑制
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された 6）．また興味深いことに，TGF-㌼1 によ
り誘導された細胞の浸潤能は Slug siRNA 導入
により，有意に抑制された 6）．これらの結果は，
TGF-㌼1 が Slug 依存的に HSC-4 細胞の MMP-
10 の発現を増加させることを示している．従っ
て，TGF-㌼1 による MMP-10 の発現の Slug 依
存的な誘導は，HSC-4 細胞の浸潤能の制御にお
いて重要な役割を果たしていると考えられた．

14．TGF-㌼1 に よ る MMP-10 の 発 現 と
non-canonical Wnt シグナルとの関連
HSC-4 細 胞 に お い て，TGF-㌼1 が canonical 

あるいは non-canonical Wnt シグナル伝達に関
与するかどうか調査するために，TGF-㌼1 が
canonical 経路で作用する Wnt-3a 並びに non-
canonical 経路に作用する Wnt-5a と Wnt-5b の
mRNA レベルでの発現に与える影響について
調べた．その結果，TGF-㌼1 により有意に Wnt-
5b の発現は増大したが，Wnt-3a と Wnt-5a の

発現には影響を及ぼさなかった 6）．加えて，両
経路に作用する Wnt シグナル阻害剤である
Dvl-PDZ Domain Inhibitor II は，TGF-㌼1 によ
り誘導された MMP-10 の mRNA レベルの発現
を有意に抑制した 6）．これに対して，補助受容
体 LRP5/6 に結合して canonical Wnt シグナル
伝達を特異的に阻害するタンパク質である
DKK-1 は，TGF-㌼1 で誘導された MMP-10 の発
現レベルに影響を及ぼさなかった 6）．また，
Wnt-5b による刺激により HSC-4 細胞において
MMP-10 の発現が有意に増大されることを確認
した 6）．これらの結果は，Wnt-5b が誘起する
non-canonical Wnt シグナル伝達が，TGF-㌼1 に
よる MMP-10 の発現の誘導を媒介することを示
唆している．以上の結果から，Slug は TGF-㌼1
刺激に応答して，Wnt-5b の発現を誘導し，誘導
された Wnt-5b は，オートクリン及び，あるいは
パラクリンによるシグナル伝達を通して non-
canonical Wnt 経路を惹起させて，その後 MMP-

図６：HSC-4 細胞における TGF-㌼1 による EMT とそれに伴う細胞遊走・浸潤に関わる分子機構
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10 の発現を増大することが示された．さらに興
味深いことに，Wnt-5b がノックダウンされた
HSC-4 細胞において，TGF-㌼1 処理に応答した浸
潤能の増大が抑制されることが示された 6）．

癌における Wnt-5b の機能は十分に理解され
ておらず，TGF-㌼1 により刺激したヒトの下垂
体腫瘍細胞において Wnt-5b の発現増大が示さ
れた報告 53）などしか知られていない．対照的に，
癌における Wnt-5a の機能は，比較的よく調べ
られており，Wnt-5a の発現の増大と患者の生存
率減少の関連が示されている 54）．また興味深い
ことに，Wnt-5a の発現と増加は黒色腫，胃，卵
巣および結腸癌の浸潤能を増大させることが示
されている 54）．加えて，Kumawat らは 36），気
道平滑筋細胞において，TGF-㌼1 は Wnt-5b でな
く，Wnt-5a の発現を誘導すると報告している．

15．TGF-㌼1 刺激された HSC-4 細胞にお
け る Slug，Wnt-5b 及 び MMP-10 の
mRNA 発現の経時変化
HSC-4 細胞においては TGF-㌼1 による刺激後，

Slug，Wnt-5b，MMP-10 の順で発現誘導される
ことが qRT-PCR 法により明らかとされた 6）．す
なわち，最初に Slug の発現レベルが TGF-㌼1
刺激後 1.5 時間で有意に増大し，続いて Wnt-5b
の発現レベルが TGF-㌼1 刺激の後，６から 24
時間の間で有意に増大し，そして最 後に，
MMP-10 の発現が TGF-㌼1 刺激後 24 から 48 時
間の間に有意に増大した 6）．これらの結果と，
これまでに述べた TGF-㌼1 により Slug の発現
が誘導され，その Slug が Wnt-5b の発現を誘
導し，また Wnt-5b が MMP-10 の発現を誘導す
るという結果とを合わせて考えると，TGF-㌼1
は Slug/Wnt-5b/MMP-10 シグナル伝達軸によ
り HSC-4 細胞の浸潤能を増大させることが強く
示 唆 さ れ た．Slug が hOSCC 細 胞 に お い て
MMP-10 と Wnt-5b の発現を制御するかどうか
は，これまで検討されていなかったが，我々の
研究により Slug が hOSCC 細胞において Wnt-
5b と MMP-10 の発現を介して浸潤能を誘導す
ることが初めて証明された 6）．

16．結論
図６に，得られた結果をまとめて示した．６

種の hOSCC 細胞株を用いて，TGF-㌼1 への応
答を調べたところ，HSC-4 細胞が最も顕著に反
応した．HSC-4 細胞では，TGF-㌼1 は，T㌼R を
介して Smad2/3 シグナルを活性化し，EMT を
誘導した．この EMT 誘導により，1） 間葉マー
カーの N-cadherin や vimentin の高発現，並び
に integrin α3㌼1 の標的タンパク質の発現レベ
ルを増大させることにより細胞の遊走性を増大
させていた．2） non-canonical Wnt シグナル経
路 に 関 与 す る Wnt-5b の 発 現 増 大 を 介し て
MMP-10 の発現増大を引き起こした．この
MMP-10 は EMT に関連した細胞の浸潤能の増
大に関与することが示された．またこれら細胞
遊走能及び浸潤能の増加には，TGF-㌼1 に誘導
された転写因子 Slug の発現増大が関与してい
た．従って，転写因子 Slug を介して細胞遊走
及び，浸潤に関与する分子の発現増加により，
HSC-4 細胞の浸潤能が増大することが示され
た．本研究は，hOSCC 細胞における，TGF-㌼
により誘導された EMT と EMT に関連した細
胞遊走，及び浸潤の基盤を構成している分子機
構を調査した最初の報告である．今後は，この
分子機構が hOSCC 細胞以外の他の腫瘍細胞に
も EMT に関与するのかを調べる必要があると
考えている．

hOSCC 細胞において MMP-10 の発現増加が
腫瘍の病理学的プロセスや浸潤能に依存するこ
とはこれまでに示唆されていたが 55），これまで
に実証はされておらず，今回の我々の知見により
hOSCC 細胞の浸潤能が MMP-10 の発現レベル
に依存することが初めて示された．我々の研究
成果により，特異的な MMP-10 に対する阻害剤
は，研究ツールとして用いられるだけでなく，ヒ
ト口腔扁平上皮癌の治療への臨床適用のために
期待される．しかしながら，MMP-10 の特異的
で有用な阻害剤は，現在まで開発されていない．

今回同定された TGF-㌼1/Smad/Slug/integrin 
α3㌼1/FAK な ら び に TGF-㌼/Smad/Slug/Wnt-
5b/MMP-10 シグナル伝達系を分子標的として
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口腔癌浸潤を抑制しうる薬剤の開発が期待でき
ると考えられる．

これまでの我々の一連の研究により，細胞内
のシグナル伝達経路のみではなく，細胞外へ分
泌された ECM タンパク質がオートクリンある
いはパラクリンに働き，細胞遊走や癌細胞の浸
潤に寄与することが示された．一方，TGF-㌼ シ
グナル経路には， Smad を介さない，non-Samd
経路が存在することが知られている 56）．この経
路には，TGF-㌼ 受容体から 1）細胞遊走に関与
する RhoA などの small GTPases の経路，2）
細胞増殖，細胞分化や細胞死などに関与する
Erk, p38 及び JNK の MAPK 経路，3）細胞増
殖に関与する PI3K/Akt/mTOR 経路，及び 4）
様々な遺伝子発現に関与している NF--κB 経路
とリンクしている 56）．これらの経路を介して
non-Smad 経路も EMT に関与しているため 56），
今後は non-Smad 経路についても調べる必要が
あると考えている．さらに，癌細胞はその微小
環境（ニッチ）が重要であり，ニッチには癌関
連線維芽細胞（CAF）の存在が明らかとなって
いる 57）．従って，癌細胞と CAF 間の相互作用
にも，これらの EMT により誘導された分泌タ
ンパク質が関する可能性がある． 今後は，癌
細胞同士の相互作用による腫瘍の悪性化の研究
に加えて，CAF や他のニッチ細胞との相互作
用についても研究を進めていく必要があると考
えられる．
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Abstract：The underlying molecular mechanism of oral cancer invasion is not apparent. In this 
review, we explain the molecular mechanism for the epithelial-mesenchymal transition （EMT） and 
EMT-related cell migration and invasion by TGF-㌼ in human oral squamous cell carcinoma （hOSCC） 
cells. We examined whether TGF-㌼-induced EMT of hOSCC cells, and cell migration and invasive 
potential. Among six kinds of hOSCC cells, HSC-4 cells responded to TGF-㌼1 the most from the 
upregulations of Smad2 phosphorylation and the expression of target genes against TGF-㌼. The 
expression of Slug, which is an EMT-related transcription factor, was increased by TGF-㌼1 
stimulation. The expression suppression of Slug by RNA interference inhibited the expression of the 
mesenchymal marker and the cell migration of the HSC-4 cells. The expressions of binding proteins 
for integrin α3㌼1, which activates the focal adhesion kinase （FAK） to relay signals for the promotion 
of migratory activity, were increased by TGF-㌼1 stimulation. Thus, EMT and cell migration through 
the integrin α3㌼1/FAK pathway were upregulated by TGF-㌼1-induced Slug. 

On the other hand, the expression of matrix metalloproteinase-10 （MMP-10） was increased by 
TGF-㌼1 stimulation, and the invasive potential was inhibited by MMP-10 siRNA. Slug siRNA 
suppressed the expression of MMP-10, indicating that the invasion of HSC-4 cells was induced 
through Slug-dependent upregulation of MMP-10 expression by TGF-㌼1 stimulation. In addition, Slug 
siRNA suppressed Wnt-5b expression. Wnt-5b stimulation upregulated MMP-10 expression in HSC-4 
cells. Moreover, Wnt-5b siRNA suppressed invasive potential and MMP-10 expression in HSC-4 cells. 

Consequently, TGF-㌼1 induced the migratory activity and invasive ability of hOSCCs by Slug/α3㌼1/
FAK and Slug/Wnt-5b/MMP-10 signal transduction systems, respectively.

Key words：epithelial-mesenchymal transition, invasion, squamous cell carcinoma, Slug, Wnt
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