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学 位 論 文 題 目 Transforming growth factor-β 1 induces epithelial- mesenchymal transition and integrin

α 3 β 1-mediated cell migration of HSC-4 human squamous cell carcinoma cells through

Slug

−ヒト口腔扁平上皮癌細胞 HSC-4 において transforming growth factor-β 1 で誘導され

る上皮間葉転換と integrin α 3 β 1 依存的な細胞遊走能は Slug を介する−

論文内容の要旨

Ⅰ 研 究 目 的

Transforming growth factor-β（TGF-β）は，代表的な上皮系細胞増殖抑制因子であり，癌細胞においてもTGF-

βシグナル系の応答性が増殖抑制に関与している．他方，TGF-βは血管新生や上皮間葉転換（EMT）などを起こ

して癌化や癌の進行にも関与しており，癌細胞に対する二面性を持っている．そこで本研究では，ヒト口腔扁平

上皮癌（hOSCC）細胞におけるTGF-βの作用を明らかにするために，各種 hOSCC細胞株を用いてTGF-βシグナ

ル誘導性EMTの解析およびTGF-βによる癌転移に関与する細胞運動の分子メカニズムの解析を行い，今後の臨

床における頭頚部癌治療の一助とすることを目的とした．

Ⅱ 研 究 方 法

実験には，6種類の hOSCC細胞（HSC-2，HSC-3，HSC-4，SAS，OSC-19，HO-1-N-1）を使用した．TGF-β 1 含

有無血清培地にて培養した後，その細胞および上清をウェスタンブロット法にてタンパク質発現を分析した．ま

た，細胞からmRNAを抽出し，real time qRT-PCR 法にて各種mRNAの発現を解析した．細胞内タンパク質の

局在の解析には，共焦点顕微鏡を用いて観察した．細胞外基質成分の解析には，質量分析法によりタンパク質の

同定を行った．TGF-β 1 処理したHSC-4 細胞の遊走能をwound healing assay およびmigration chamber を用い

て解析した．

Ⅲ 研 究 成 績

１．各種 hOSCC細胞において，TGF- β 1 への応答を調べるために，Smad2 のリン酸化の増加，およびTGF-β 1

ターゲット遺伝子である Smad7，fibronectin（FN）および PAI-1 の発現について解析した．その結果，TGF-β

1 に強く応答する細胞株としてHSC-4 細胞が見出された．

２. TGF- β 1 刺激によってEMTが誘導されているかを調べた結果，TGF-β 1 に応答する細胞は，間葉系細胞マー

カーであるN-cadherin や vimentin の発現上昇が見られ，特にHSC-4 細胞では顕著であった．

３．HSC-4 細胞では，TGF-β 1 刺激により，上皮マーカーであるE-cadherin や cytokeratin18 の発現はタンパク

質レベルでは変化が見られなかったが，E-cadherin やβ-catenin の局在が細胞膜から細胞内部へと移行した．

４. HSC-4 細胞では，TGF-β 1 刺激により EMT関連転写因子である Snail および Slug の発現量の増加がみられ

た．また，Slug のノックダウンによりTGF-β 1 刺激による vimentin の発現上昇は抑制された．

５．TGF-β 1 刺激によって HSC-4 細胞の遊走能は増加したが，Slug のノックダウンによりこの亢進は抑制され

た．

６. プロテオミクスの手法により，TGF-β 1 により発現誘導される細胞外基質を探索したところ，integrin α 3 β 1

に結合するタンパク質であるFN，TSP-1，β ig-h3 および PAI-1 が同定された．

７. Integrin α 3 およびβ 1 のブロッキング抗体，あるいはFAKのリン酸化阻害剤を作用させたところ，HSC-4 細

胞において観察されたTGF-β 1 による遊走能の増加は抑制された．
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Ⅳ 考察及び結論

６種の hOSCC 細胞株を用いた解析では，TGF-β 1 への反応性と上皮間葉転換の程度との間に相関性が認めら

れた．最も顕著にTGF-β 1 に反応した HSC − 4 細胞では，TGF-β 1 刺激により誘導される上皮間葉転換，及び

同刺激により Integrin α 3 β 1/FAK 依存的に誘導される遊走能は Slug を介することが明らかとなった．本研究

で得られた hOSCC 細胞におけるTGF- β 1 シグナル誘導性 EMTおよび細胞運動分子メカニズムの解析結果は，

臨床での頭頚部癌治療における薬剤開発の基盤となるものと推察された．

論文審査の結果の要旨

論文審査担当者

主査 教授 水 城 春 美（口腔顎顔面再建学講座 口腔外科学分野）

副査 教授 石 崎 明（生化学講座 細胞情報科学分野）

副査 教授 武 田 泰 典（病理学講座 病態解析学分野）

口腔扁平上皮癌の癌細胞は上皮細胞由来であるが，増殖とともに間葉系組織に浸潤し，またリンパ節や他臓器

への転移をきたす．癌の浸潤ならびに転移の様態は，治療方法の選択ならびに治療成績を左右する重要な因子で

あるが，そのメカニズムはまだ解明されていない．

Transforming growth factor-β（TGF-β）は代表的な上皮系細胞の増殖抑制因子とされているが，癌細胞に対し

て二面性を有し，癌細胞の増殖を抑制する一方で，血管新生や上皮間葉転換（EMT）などにも関与する．

この研究は，ヒト口腔扁平上皮癌（hOSCC）細胞におけるTGF-βの作用を明らかにすることを目的に，TGF-β

シグナル誘導性EMTの解析およびTGF-βによる癌転移に関与する細胞運動の分子メカニズムの解析を行った．

研究方法として，6種類の hOSCC 細胞を TGF-β 1 含有無血清培地にて培養し，ウェスタンブロット法にて細

胞および上清におけるタンパク質発現を分析し，qRT-PCR 法にて hOSCC 細胞におけるmRNAの発現を解析し

た．また，共焦点レーザー顕微鏡を用いて細胞内タンパク質の局在を観察し，さらに細胞外基質のタンパク質を

質量分析法により同定した．さらに，TGF-β 1 処理した HSC-4 細胞の遊走能を wound healing assay および

migration chamber を用いて解析した．

これらの方法を用いて，各種 hOSCC 細胞の TGF-β 1 への応答性を，Smad2 のリン酸化の増加，Smad7，

fibronectin（FN）および PAI-1 の発現により解析した結果では，HSC-4 細胞がTGF-β 1 に強く応答した．TGF-β

1 刺激による EMTの誘導については，N-cadherin や vimentin の発現が HSC-4 細胞で顕著であった．HSC-4 細

胞では，TGF-β 1 刺激によりE-cadherin やβ-catenin の局在が細胞膜から細胞内部へと移行し，EMT関連転写因

子である Snail および Slug の発現量の増加がみられた．さらに，TGF-β 1 により発現誘導される細胞外基質とし

て FN，TSP-1，β ig-h3 および PAI-1 が同定された．HSC-4 細胞の遊走能は TGF-β 1 刺激によって亢進したが，

Slug 遺伝子ノックダウンによりこの亢進は抑制された．また，Integrin α 3 およびβ 1 のブロッキング抗体，ある

いはFAKのリン酸化阻害剤を作用させたところ，TGF-β 1 による遊走能の増加は抑制された．

本研究では，６種の hOSCC 細胞株においてTGF-β 1 への反応性と EMTの程度の間に相関性があり，なかで

も HSC-4 細胞では，TGF-β 1 刺激により誘導される EMTや Integrin α 3 β 1/FAK 依存性遊走能は Slug を介す

ることを明らかにした．

本研究で得られた成果は，臨床における口腔癌の浸潤，転移のメカニズムの解明に大きな示唆を与えるもので

あり，頭頚部癌治療において薬剤開発の基盤になりうると推察される．

試験・試問の結果の要旨

はじめに本論文の目的，研究方法，結果，考察・結論の概要の説明が行われた．説明の後，研究方法，結果なら

びにその考察と臨床的意義，今後の研究展開について試問した結果，いずれも適切かつ明瞭な回答が得られた．

また，口腔外科学に関して十分な知識を有し，今後の研究に対しても意欲的であることから，学位に値する学識

と研究能力を備えているものと判定した．

岩医大歯誌 38巻 1号 2013 37


