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研究成果の概要（和文）：ヒト口腔扁平上皮癌細胞HSC-4細胞において、低細胞密度の条件下では、E-cadherin
を介した細胞間接着の崩壊により、Hippoシグナル経路のエフェクター分子であると共に転写補助因子である
YAP/TAZの活性化が示された。このYAP/TAZの活性化により、上皮間葉転換に関連下転写因子であるSlugの核内移
行を促進させて、E-cadherinからN-cadherinへのcadherinの発現変化であるcadherin switchを誘導することが
示された。以上の結果から、ヒト口腔扁平上皮癌細胞の悪性化に関与する上皮間葉転換の機構がHippo経路にも
関与することが示された。

研究成果の概要（英文）：In human oral squamous cell carcinoma cell HSC-4 cell, YAP/TAZ, which was 
the effector molecule and transcriptional co-factor in the Hippo signaling pathway, were activated 
by the disruption of E-cadherin-mediated cell-to-cell contact under the low cell-density condition. 
The cadherin switch which was an expression change of cadherin from E-cadherin to N-cadherin was 
induced by activation of YAP/TAZ promoting a nuclear translocation of Slug which was the 
epithelial-mesenchymal transition-related transcription factor. These results indicated that the 
mechanism of epithelial-mesenchymal transition which involved in the malignant transformation of the
 human oral squamous cell carcinoma cell participated in the Hippo signaling pathway.

研究分野： 口腔外科学分野
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
癌細胞の悪性化において、上皮間葉転換によって誘導される細胞間接着因子としてのcadherinの質的・量的変化
であるcadherin switchが重要であることが知られている。我々はこの”cadherin switch”を誘導する細胞間接
着因子を介したHippo経路の活性化に伴うEMT制御機構の一部を明らかにした。これらの機構は、口腔癌細胞の浸
潤・転移を抑制する新規治療戦略樹立のための新たなる基盤となると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
癌細胞の悪性化において、細胞間接着因子としての cadherin の質的・量的な変化である E-

cadherin から N-cadherin への変換としての”cadherin switch”が重要であることが知られて
おり 1）、癌組織の病理学的な解析から、癌の悪性度に伴い起こることが認められている 2）。
しかし、この cadherin switch による口腔癌細胞間接着様式の質的あるいは量的な変化がどの
ような細胞内シグナルを介して EMT 誘導性転写因子の発現に関わるのかについて報告した例は
ない。一方、癌細胞培養時の細胞密度の変化に伴う遺伝子発現変化は、Hippo 経路により制御さ
れていることが近年の研究から示唆されており 3）、そのシグナル伝達分子である YAP(Yes-
associated protein)/TAZ(transcriptional coactivator with PDZ-binding motif)は、癌細胞
における細胞間接着強度のセンサーあるいはメディエーターであることが予測されている。し
かし、とくに口腔扁平上皮癌細胞表面に存在する如何なる細胞接着因子がこの Hippo 経路ある
いはその他の細胞内シグナルを介してこの細胞の EMT を制御するのかの全容は明らかとされて
いない。これまでには、口腔扁平上皮癌以外の癌細胞において数種の接着因子（E-cadherin あ
るいはCrumbs複合体やFatなど）がEMTに関与しているとの報告がされているのみである 4,5）。
そこで、今回我々は、cadherin switch をはじめとした種々の細胞間接着機構により制御されう
る EMT 誘導性細胞内シグナル伝達機構の全容を解明し、口腔扁平上皮癌細胞の浸潤・転移メカニ
ズムを分子レベルで明らかにしたい。 
 
２．研究の目的 
癌細胞の悪性化において、上皮間葉転換 (EMT) により誘導される細胞間接着因子としての

cadherin の質的・量的変化である cadherin switch が重要である。我々はヒト口腔扁平上皮癌 
(hOSCC) 細胞では、EMT 関連転写因子の Slug は、TGF-β1刺激で発現が上昇し、EMT を誘導する
ことを見出している 6)。しかし Slug は E-cadherin の発現を抑制するが、N-cadherin の発現に
は関与せず、cadherin switch の調節機構は明らかでない。そこで、N-cadherin の発現に関わる
転写因子の同定を行なう。一方、癌細胞培養時の密度変化に伴う遺伝子の発現変化は、Hippo 経
路により制御される。しかし hOSCC 細胞表面に存在する細胞接着因子による Hippo 経路を介し
た EMT の制御機構は明らかでない。我々は、hOSCC 細胞の cadherin switch における細胞内シグ
ナル伝達機構について、EMT 誘導性転写因子、細胞接着因子並びに Hippo 経路に注目して、解析
を行う。 
 
３．研究の方法 
hOSCC細胞としてHSC-4細胞株, SAS細胞株, HO-1-N1細胞株, 及びLMF-4細胞株を用いたが、

Hippo 経路を介した EMT の制御機構の解析には HSC-4 細胞株を用いた。cadherin switch に関与
する遺伝子発現は qRT-PCR で解析した。またタンパク質については、発現レベルの解析には、
ウェスタンブロット法を用い、細胞内局在性の解析には、蛍光免疫染色法を用いて行なった。シ
グナル伝達経路の解析には、YAP/TAZ, Slug 及び Sox9 の siRNA を用いて解析を行なった。Sox9
のリン酸化については、阻害剤として H-98 及びオカダ酸を用いて解析した。細胞遊走能の測定
には、Boyden chamber を用いて、底面に移動した細胞を固定後 DAPI 染色した後、細胞数を計測
した。  
 
４．研究成果 
（1）TGF-β1はHSC-4細
胞において Sox9 の発現
を上昇させた（図 1A）。
また Sox9 の遺伝子ノッ
ク ダ ウ ン に よ り N-
cadherin の発現が抑制
された（図 1B）。さらに
Sox9 を遺伝子ノックダ
ウンした HSC-4 細胞の
遊走能を調べたところ
有意に低下した（図
1C）。以上の結果により、
Sox9は N-cadherinの発
現の増大に関与する転
写因子であることが示
された。 
 
 
（2）TGF-β1は、Sox9 の細胞質から核への移行を誘導することが示された。またこの Sox9 の核
移行にはサイクリック AMP 依存性タンパク質キナーゼ (PKA)依存的なリン酸化が必要であるこ
とが PKA 阻害剤である H-89 により、Sox9 の核移行が抑制されたこと、及び N-cadherin の発現
が抑制されたことから示された（図 1D）。 



 
（3）5 x 105個/well の高密度条件で HSC-4 細胞を培養すると、E-cadherin は細胞膜表面に局在
して高発現した。対照的に１ x 105個/well の低密度条件では細胞質に点状に観察された。さら
に、N-cadherin の発現は高密度条件では観察されなかったが、低密度条件で観察された。RT-qPCR
法では高密度条件よりも低密度条件で 6.5 倍高い N-cadherin の発現を認めた。対照的に、低密
度条件では高密度条件よりも E-cadherin の発現は 1/2 に減少した（図 2A）。従って、低密度条
件では、cadherin switch を誘発することが示唆された。加えて、他の hOSCC 細胞株である LMF-
4 細胞においても、低密度条件では高密度条件よりも低い E-cadherin の発現が認められた。こ
れらの結果は、E-cadherin および N-cadherin の発現が hOSCC 細胞の細胞密度の変化によって相
反的に調節されることを示している。 

 
（4）E-および N-cadherin の発現レベルが Hippo 経路のシグナル伝達分子である YAP/TAZ に関
与するかどうかを調べた。 YAP および TAZ のそれぞれの遺伝子をノックダウンすると、HSC-4 細
胞での E-cadherin 発現は上昇し N-cadherin 発現は減少することが RT-qPCR 法により、明らか
となった（図 2B,	C）。また、蛍光免疫染色では低密度条件下で YAP/TAZ の核内移行が確認された。
このことから、HSC-4 細胞株における cadherin switch には Hippo 経路が関与していることが示
唆された。 
 
（5）EMT に関与することが知られている EMT 関連転写因子 Slug の cadherin switch への影響を
調べた。 Slug を siRNA でノックダウンすると E-cadherin の発現が上昇することが RT-qPCR 法
により、見出された。さらに、Slug は低密度条件で HSC-4 細胞の核に局在することが観察され、
高細胞密度では細胞質に局在した（図 3A）。加えて、siYAP による遺伝子ノックダウンにより Slug
の核局在化は抑制された。これらの結果より、EMT 関連転写因子 Slug の核移行は、Hippo 経路の
シグナル伝達ターゲット分子である YAP により正に調節され、E-cadherin 発現抑制には Slug が
関与することが示された。 
 
（6）E-cadherin を含むさまざ
まなタイプの細胞間接着分子
は、その接着機能のために Ca 2+

を必要とする。まず、培養液の
Ca2 +枯渇処理を行い、細胞表面
でのCa2 +依存性接着タンパク質
の cadherin switch への関与を
調べた。HSC-4 細胞では、Ca2 +枯
渇処理（30μM）後に YAP の核局
在化が顕著に観察されたが、通
常 Ca2 +培養条件下（1,800μM）
では観察されなかった。従っ
て、Ca依存的な細胞表面の接着
分子の関与が示唆された。そこ
で、E-cadherinを介した細胞間接着の崩壊がYAPの核局在化にどのように影響するかを調べた。
E-cadherinの中和抗体投与により、HSC-4細胞のYAPの核局在化が促進されると共に、N-cadherin
の発現上昇および E-cadherin の発現抑制が認められた（図 3B）。以上より、E-cadherin の細胞
間接着の崩壊は、Hippo 経路依存的に cadherin switch を誘導することが示された。 
 
これらの結果をまとめると、ヒト口腔扁平上皮癌細胞 HSC-4 細胞において、E-cadherin の細胞
間接着の崩壊によるYAP/TAZの活性化はSlugの核内移行を促進することによりcadherin switch
を誘導することが示された。また EMT において、転写因子である Slug と Sox9 は、それぞれ E-
cadherin 及び N-cadherin の発現の変化を引き起こし、cadherin switch を誘導することが示さ
れた。以上の結果により、ヒト口腔扁平上皮癌細胞の悪性化に関与する EMT の機構の一端を解明
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図3 Slug の細胞局在化と E-cadherinの細胞間接着の阻止による
cadherin sw itch



することができた。なお,(1)-(2)の結果は、Oncol Lett, 20:474–482, 2020.に、(3)-(6)の結果
については、Dent J Iwate Med Univ,45:23-34, 2020 にて発表した。 
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