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I.緒　言

世界保健機関(WHO)によれば, 2005年の世界の死亡者数のうち,悪性腫癌による

死亡率は約13%を占める1).臓器別にみて最多のものは肺癌であり,胃癌,肝癌,大

腸癌,乳癌が続く.口腔癌の発症率は1-5%と決して高くはないが,口腔は岨噴,喋

下,会話などを司る重要な器官であり,口唇,舌,頬粘膜,口腔底およびそれらを支え

る顎骨や筋肉といった複雑な解剖学的形態を特徴とするため,視診・触診が容易で癌

の早期発見が可能であるにも関わらず,癌の初期浸潤からの進行を許してしまうとそ

の予後は不良となる.またそれに伴い手術による切除範囲や放射線治療における照

射範囲が広くなり,治療後の広範囲な機能低下とそれによる大きなQOLの低下が現

れる例も少なくない.このように初期浸潤を含む癌の進展の制御が口腔癌の治療と予

後を向上するために重要である.

近年癌の進展において上皮間菓移行(Epithelial Mesenchymal Transition ; EMT)の

重要性が注目されている2)・s). EMTは上皮細胞が間菓様細胞に転換する現象を指す・

個体発生における原腸陥人や口蓋形成を含む多くの器官・組織の形成に必須であり

6)-9)また,上皮の創傷治癒過程でも部分的にEMTが生じている10)またEMTが誘

導された癌細胞は遊走能,浸潤能および転移能が克進し高悪性を示す2)-5),12)

口腔扇平上皮癌は口腔癌の大部分を占める.口腔扇平上皮癌原発巣の浸潤様式

分類である山本・小浜分類(以後Y-K分類と略記する)において4D型口腔扇平上皮

癌はびまん性浸潤像を示し,その予後は他の型に比べて有意に不良である蛾14)

Y-K4D型口腔扇平上皮癌検体から樹立された癌細胞株は1h lntroにおいてもびまん

性な高度浸潤像を示し,線維芽細胞様形態, Vimentinの高発現, E-cadherinの発現

消失といったEMT遺伝子プロファイルを示す15)-17)これらの細胞に共通して

zinc-finger型転写因子Snailが高発現しているib)-17>. Snailは細胞間接着因子



E-cadherinのプロモーター領域に存在するE-box配列に結合して転写を抑制し,

EMTを誘導する直接的な転写園子と考えられている11),12)実際Snailの強制発現に

ょりEMTは誘導が可能であるため15), Y-K4D型口腔扇平上皮癌におけるEMTのマ

スター遺伝子である可能性が示唆される17)しかし臨床的にはこのようなEMT型癌細

胞が主体となった4D型の高度悪性症例は少なく,原発巣を形成する主たる癌細胞は

上皮形質を維持している症例(Y-K分類1-4C型)が大多数である・

本研究では,少数のEMTを獲得した癌細胞が上皮形質を保った他の癌細胞に液

性園子を介して浸潤を促すことが,初期胞巣状浸潤像形成を制御するのではないか

と仮説を立て,これまでに同定されたSnail標的遺伝子群18)から癌細胞遊走能を制御

する候補として分泌蛋白質Cystein rich protein 61 (Cyr61)に着目し, Cyr61の口腔

扇平上皮癌の初期浸潤像形成に与える影響を検討した・
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Ⅱ.実験材料および実験方法

1.培養細胞

外陰部扇平上皮癌由来細胞A431,舌扇平上皮癌由来細胞OM-1、 HOC719細胞,

口底扇平上皮癌由来細胞HOC313細胞,歯肉扇平上皮癌由来細胞TSU細胞,歯肉

由来不死化線維芽細胞GT-1細胞19),20>を使用した. HOC719細胞は, E-cadherinを

不均一に発現しており,これよりE-cadherinの発現を示すHOC719-PEとE-cadherin

の発現を示さないHOC719-NE細胞が分離樹立された21)ヒト正常腎上皮由来細胞

HEK293はinvitrogen社(Carlsbad, CA, USA)より購入した. Snail安定発現細胞株

(A431-SNAおよびOM-卜SNA)とコントロール細胞株(A431pcDlおよびOM-lpcDl)

は, A431またはOM-1細胞にSnail発現ベクターpcDNA3-Snailn)(Dr. A. G. De

Herrerosより供与)あるいはpcDNA3 (Invitrogen)を導入し, G418耐性クローンを単離

維持された細胞株を使用した15). 17>　細胞培養は10%牛胎児血清(Fetal Bovine

Serum:以下FBSと略記する;Bio West, FL, USA), 100 U/mlペニシリン100 ng/ml

ストレプトマイシン(SIGMA ARDRICH, MO, USA)を含むダ!レベッコ改変イーグル培地

(Dulbecco's modi丘ed Eagle's medium:以下DMEMと略記;SIGMA ARDRICH)を用い,

5%COpの存在下, 37℃加湿下で培養した・またA43トSNAおよびOM十SNAは,

lOO^g/mlのG418 (SIGMA ARDRICH)を添加した培地で培養した・

全ての細胞の継代培養はカルチャープレート(Greiner Bio one, Duesseldorf,

Germany)に播種した細胞を0.05%トリプシンEDTA (Invitrogen)で処理し細胞を浮

遊・回収して行った.

2. Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

テンプレートRNAはRNeasy㊥Mini kit(QIAGEN Sciences, Germany)を用いて細胞
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から抽出した. 10cmカルチャープレート(Greiner Bio one)上で培養している細胞より

培地を吸引除去後,直ちに溶解バッファ「(RLT Buffer)を添加し,ゲノムDNAを21

ゲージ注射針で数十回通過させることにより勢断した.細胞溶解液をRNA結合スピ

ンカラムに移し13,000rpmで30秒遠心後,カラムに結合したトータルRNAを洗浄バ

ッファー(RW Buffer)を添加後遠心し洗浄した.最後に溶出バッファー(RPE Buffer)を

500^1添加後遠心し,トータルRNAを回収した・回収液中のRNA濃度をナノドロップ

(Thermo Fisher Scientific, DE, USA)により測定した.トータルRNAl^gをテンプレ

ートとし,逆転写酵素ReverTra Ace lOOU, 2.5nM Random primer, lOmM dNTP,

40U Ribonuclease Inhibitorを含むReverTra Ace反応バッファー(すべてTOYOBO,

大阪)を用い,逆転写反応を行った.反応は30℃ 10分, 42℃ 20分, 99℃ 5分を

Master cycler epgradient (Eppendorf社, Germany)を使用して実施し1st strand

cDNA溶液20ulをRT-PCRのテンプレートとして得たRT-PCRはcDNA溶液Iul,

DNAポリメラーゼBlend Taq-Plus 2.5U,それぞれの遺伝子特異的なセンスおよび

アンチセンスプライマー2mMを用い2mM dNTP存在下でBlend Taq-Plus反応バッ

ファー(以上TOYOBO)を用いて実施した. PCR産物はIOOng/ml ethidium bromide

(Invitrogen)を含む2%アガロースゲルにて電気泳動を行い, Printgraphゲルイメー

ジングシステム(ATTO,東京)により記録した. reaトtime RT-PCRには標準遺伝子と

してglyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (以下, G3PDHと略記する)を使用

し,上記RT-PCRに用いたテンプレートlplおよび遺伝子特異的プライマー3mM,

SYBER Green Master Mix (SYBER Green㊥, dNTP, DNAポリメラーゼ, rTaq, Mg2+)

(タカラバイオ,滋賀)を用いた.反応は95℃15秒, 60℃15秒, 72℃30秒で行った・

検出にはBio Flux Line Gene Fluorescent Quantitative Detection System (Bio Flux,

東京)を用いた.使用したプライマー(北海道システムサイエンス,札幌)の塩基配列,

アニーリング温度およびPCR条件は表1に別記する.

4



3.蛋白質抽出

10cmカルチャープレート上で培養している細胞を氷上に移しスクレーパーにて

剥離浮遊後1.5mlチューブに回収した. 4℃, 500xgにて遠心回収した細胞塊に氷

冷pBSを加え洗浄し,再遠心による回収後上清を除いた.ペレットはプロテアーゼイ

ンヒビターカクテル(Roche, IN, USA)を添加した1mlの氷冷Iysis buffer (25mM

Tris-HCL pH7.5, 150mM NaCl, 1% NP-40)で可溶化し, 4℃ 16,000xgで15分遠

心し上清をサンプルとして回収した.また、分泌蛋白質の検出は細胞をサブコンフ

ルエントに達するまで増殖培地で培養後,血清を除去した培地に置換し24時間後

の培養上清をサンプルとした.サンプルに等量の2×sample buffer (2M Tris-HCl

pH6.8, 40% SDS, 2-メルカプトエタノール,プロモフェノールブルー)を加えた後,

90℃で5分加熱し,直ちに7.5-15%XV PANTERA GEL (DRC,東京)を用いて電

気泳動を行ったSure Blot Fl system (藤沢薬品工業,大阪)を用いてImmobilonTM

PVDFメンブレン(Millipore corporate Headquarters, MA, USA)に転写後5%スキム

ミルク含有TBS-T (0.05%Tween20/Tris-buffered saline(TBS; lMTris-HCl, NaCl))に

より室温で1時間ブロッキングを行った.一次抗体の反応はCan Get Signal Solution

1 (TOYOBO)で希釈し4℃で一晩反応を行い, TBS-Tでメンブレンを洗浄後, Can

Get Signal Solution 2 (TOYOBO)で1万倍に希釈したHRP標識二次抗体

(Amersham, UK)と室温で1時間反応させた.二次抗体反応後TBS-Tでメンブレン

を洗浄L ECL�"Plus Western blotting system (GE Healthcare, UK)を発光基質

として添加しLUMINESCENT IMAGE ANALYZER (LAS-4000 mini PR、 FUJIFILM,

東京)を用い発光シグナルを検出した.ウエスタンブロッテイングに用いた抗体と希

釈を以下に示す.

抗Cyr61抗体(rabbit, #E1410;Santa Cruz, CA, USA) 1:200倍希釈

抗MMP-2抗体(rabbit, #4022 ;CSTジャパン株式会社,東京)1 :200倍希釈
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抗E-cadherin抗体(mouse, #6704;Santa Cruz) 1 : 1000倍希釈

抗Rho抗体(mouse, #89854;Thermo Fisher Scientific) 1:1000倍希釈

抗Racl抗体(mouse, #89856;Thermo Fisher Scientific) 1:1000倍希釈

4.プラスミド

l) Cyr61プロモーター領域を含むルシフェラーゼレポータープラスミドの作製

ヒト正常末梢血リンパ球から採取したゲノムDNA,センスおよびアンチセンスプラ

イマー各2mM, lOmMdNTP, LATaq polymerase 2.5U (以上タカラバイオ)を含む

LATaq添付バッファー液でPCR反応を行い, Cyr61の転写開始点の下流42bpか

らそれぞれ上流928, 794, 53, 28bpまでのプロモーター領域のDNAを増幅した.

ベクターにクローニングするためにセンスプライマーの5'末端にKpn l ,アンチセン

スプライマーの5,末端にXh。 I認識配列を付与した.用い五プライマー配列を以下

に示す.

(-928)

仁794)

(-53)

(-28)

(+42)

: 5 '-AAGGTACCTCCCCGCGTTCGTTTCC-3

: 5 '-AAAGGTACCAGACGATGGGCAA-3

:5 '-AAGGTACCGTCACTGCAACACGC-3

: 5 '-AAGGTACCAGACCGCGAGCGA-3

: 5 '-AACTCGAGGGAGAAGGCGCGGAGGG-3

各pCR産物をエタノール沈殿して精製後LKpn IおよびXho I (New England

Biolabs , England)で処理したDNA断片をKpn lおよびXho lで処理したp

GL3-BasicベクターDNA断片と混合し等量のT4 1igase溶液(タカラバイオ)を用い

ライゲ-ション反応を14℃で8時間行った.コンビテント大腸菌(competent high;タ

カラバイオ)にtransformation後,アンピシリン選択LB寒天培地上で目的プラスミド

を含む大腸菌コロニーを単離した.目的プラスミドを含む大腸菌クローンはLB液体
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培地を用いて大量培養した.プラスミドマキシキット(QIAGEN Sciences)により大量増

幅された目的プラスミドを回収し,収量をナノドロップ(Thermo Fisher Scientific)に

て測定した.

2) Cyr61発現ベクターの作製

RT-PCRに用いた1st strand cDNA溶液をテンプレートとし,以下に示すプライマ

ーを用いて, l,062bpのCyr61 cDNAを増幅した. pcDNA3.1/V5-Hisベクター

(Invitrogen)にクロー,ニングするため, Forwardプライマーの5'末端にKpn I認識

配列およびコザック配列を付与し, ReverseプライマーにはC末端タギングのため

終止コドンTAAをCCGに置換し, 3'末端にはXho I認識配列を付与した・

(Forward, Cyr61) : 5 '-AAAGGTACCATGAGCTCCCGCATCGCCA-3

(Reverse, Cyr6 1) : 5 '-TTTCTCGAGCGGGTCCCTAAATTTGTGAATGTC-3 '

pcR産物をエタノール沈殿して精製後Kpn lおよびXho I (New England

Biolabs)で処理したDNA断片を, Kpn lおよびXho Iで処理pcDNA3.1/V5-Hisベ

クター(Invitrogen)に前述のごとくライゲ-ションL Cyr61発現ベクター

(pcDNA3.1-Cyr61ベクター)を作製した.

作製したプラスミドの塩基配列はベクター特異的あるいは遺伝子特異的プライマ

ーを用いてBig Dye Terminator vl.1 (Applied Biosytems, CA, USA)を用いたサイ

クルシークエンス反応(96℃10秒, 50℃5秒, 60℃3分Ⅹ25サイクル)を行った.反

応産物をSigmaSpin�"Post reaction Purification Columms (SIGMA ARDRICH)を

用いて精製した後　HiDi�"Formamide (Applied Biosytems)を加え, 95℃で2分間

denature後ABI 3100 Datacollection ver.1.0 (Applied Biosytems)により各サンプル

の塩基配列を検証した.
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5.Cyr61安定発現細胞の樹立

A431およびOM-1細胞に, FUGENE6(Roche)を用いて, C末端にV5-Hisタグ

が付与されたCyr61発現ベクターを遺伝子導入し400-800|ig/ml G418 (SIGMA

ARDRICH)存在下で,耐性クローンを分離し, Cyr61安定導入細胞株を樹立した・

100ng/ml G418を添加した増殖培地を継代培養に用いた・

6.レポーターアッセイ

ルシフェラーゼ発光はGLOMAX 20/20 Luminometer (Promega Corporation, WI,

USA)を用いて測定した. 6-well組織培養プレート(Greiner Bio one)上でコンフルエ

ントに達したHEK293にFuGENE6を用いて, Ingレポータープラスミド, Ing

pRL-CMVに加えIOngのpcDNA3-SnailあるいはpcDNA3を同時に遺伝子導入し

た. 48時間後DuaトLuciferase㊥ Reporter Assay System (Promega)を用いてプロモ

ーター転写活性の測定を行った.培地吸引後Passive lysis bufferをIOOulウェルに

添加し細胞溶解液を調整し, 16, OOOxgで1分遠心後,上清20ulをサンプルとして

基質と反応させた.ルシフェラーゼレポ一夕プラスミド由来ホタルルシフェラーゼ活性

はLuciferase assay buffer lOOulを基質としてサンプルに添加することで発光させ測

定した.続けてStop&Glo buffer lOOulを添加しレポ一夕プラスミド由来ルシフェラー

ゼの発光を終息させpRL-CMV由来のウミシイタケルシフェラーゼを発光させ測定

した.各サンプルにおける遺伝子導入効率をpRL-CMV由来のウミシイタケルシフ

ェラーゼ発光強度で補正した相対的ホタルルシフェラーゼ発光強度をグラフ化た・

TNFαの応答性は,レポータープラスミドを遺伝子導入した12時間後にIOng

TNF-αを添加し,さらに12時間後転写活性を測定した.
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7.細胞増殖能

細胞数はCell counting kit(同仁化学研究所,熊本)を用いて決定した. 96-well

組織培養プレート(GreinerBioone)に2×103個の細胞を播種し,培養0, 1, 2,

3, 4日目ごとに4wellづつWST-8試薬を10直添加した.得られた呈色反応をマイ

クロプレートリーダー(BIO-RAD)で450nmの吸光度を測定し各測定日4wellの値の

平均値をグラフ化した.

8.細胞遊走能

細胞遊走能の検討はwound healing assayを用いて行った. 6-well組織培養プレ

ートに細胞がコンフルエントになるよう播種し,デッシュの中心部にQSP 200トLlピペッ

トチップ(BM機器,東京)を用いてwoundを形成した. Woundの付与から12時間後,

pBSにて洗浄し,位相差顕微鏡(Olympas,東京)にて観察,撮影した.

9.細胞染色

SuPERFROST⑧ pLLコート付Micro slide glass (松波硝子工業,大阪)に細胞を

播種しサブコンフルエントまで培養後4%パラホルムアルデヒドで固定した0.2%

TritonX-100を用いて膜透過処理を行った後1%BSA溶液を用いてブロッキングし,

pBSにて40倍希釈したALEXA Fluor 488 Phalloidin (Invitrogen)を遮光下にて4℃

で1時間反応させた. PBSで洗浄後カバーガラスを用いてVECTOR SHIELD

(Vector laboratories, CA, USA)に封入した. ALEXA Fluor 488蛍光シグナル観察

および画像の取得は,蛍光顕微鏡DM14000BとDHF350FXカメラ(Leica

Microsystems,東京)を用いて行った.
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10. Matrigel invasion assay

BioCoat Matrigel Invasion Chambers (Becton, Dickinson and Company, NJ,

USA)を用いた.上部ウェルのマトリゲルコートメンブレン上に2.5× 104 cellsの細

胞を播種し12-48時間培養した.培養後メンブレン上面の細胞を綿棒で除去し,

4%パラホルムアルデヒド(和光純薬,大阪)でメンブレンを固定後,メンブレン下に

浸潤した細胞をトリパンブルー(SIGMA)で染色し,顕微鏡下で浸潤細胞を計測した・

1ウェルにつき6視野で計測した細胞数の平均値を測定値とし3wellの測定値を平

均しグラフ化した.

ll.活性型small G Proteinの検出

EZ-Detect�"Racl Activation Kit　およびEZ-Detect�"Rho Pulトdown and

Detection Kit(Thermo Fisher Scienti丘C)を用いてそれぞれ活性型Raclと活性型

Rhoを精製した. 10cm培養ディッシュに細胞を2× 106個播種し, Cell lysis buffer

lmlを用いて蛋白質を可溶化し, 16,000xgで15分遠心した後,上清を回収しサン

プルとした.サンプル500|ilにそれぞれGST-RBDビーズ(Racl;GST-Pakl-PBD,

Rho;GS十Rhotekin-RBD) 20ulを加え4℃にて1時間混和した後　7,200 xgで遠心

してビーズを回収し, SDSサンプルバッファー(125mM Tris-HCl pH6.8, 2% glycerol,

4%SDS(w/v), 0.05%プロモフェノールブルー)を加え加熱した.実験方法3のごとく

Western blottingを行い,活性型各蛋白質を定量した.

12.三次元培養

1×106個cells/mlのヒト不死化歯内線維芽細胞GT120)を1mlと, Type Iコラー

ゲン溶液(高研,東京)を懸濁し, 12-well組織培養プレート上に2ml播種した. 37℃で

1時間静置し,コラーゲンがゲル化した後, 1 × 106cells/mlの癌細胞をゲル上に播種し
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た. 1時間後ゲルをウェルから剥離浮遊させた. 3日おきに培地交換を行い, 1週間後

収縮したコラーゲンゲルをセルストレイナ- (BD Falcon, NJ, USA)上に表面を空気に

曝しながら培養を継続した.さらに1週間後マイルドホルム(和光純薬)にてゲルを~晩

固定レヾラフイン包埋した. 8¥im厚の垂直方向の切片を作製し,脱パラフィン脱水処

理後-マトキシリンーエオジン染色を行い光学顕微鏡にて観察した・

ll



Ⅲ.結　果

1.京平上皮癌細胞株におけるCyr61の発現

Cyr61はEMT型癌細胞およびSnail誘導性EMT型細胞に共通して発現変動が克

進する遺伝子として抽出された18)各種扇平上皮癌細胞におけるCyr61蛋白質の発

現を検討したところ, Snail発現が低くE-cadherinを発現している細胞(A431, OM-1,

HOC719-PE)と比較してE-cadherinの発現が消失したEMT型細胞(HOC719-NE,

HOC313, TSU)はCyr61の高発現を示した(図1A. E-cadherinの結果は示していな

い). Snailを遺伝子導入することでEMTを誘導したA431, OM-1細胞15). 17)において

もCyr61蛋白質発現は克進していた(図IB), reaトtime RT-PCRによるこれらの細胞に

おけるCyr61mRNA発現プロファイル(図1C)は以上のCyr61蛋白質発現のプロファ

イルと一致して高い発現を示した.

2. SnailによるCyr61転写克進機構の解析

Cyr61転写開始点上流928, 794, 53, 28bpを含む遺伝子断片をルシフェラーゼ遺

伝子の上流に挿入したレポータープラスミドを作製し,プロモーター活性に対する

Snailの影響を検討した. Snail非存在下ではすべてのレポータープラスミドのルシフェ

ラーゼ活性はTATA box配列を含まない転写開始点上流28bpを含むレポータープラ

スミドと同等であり,プロモーター活性は非常に低い値を示した(図2A).一方, Snail

発現により上流28bpを含むレポータープラスミドのルシフェラーゼ活性は変化しなか

ったが,上流928bpを含むレポータープラスミドのルシフェラーゼ活性は約10倍に克

進した(図2A).また, Snailによる上流794bpを含むレポータープラスミドの転写活性

元進は,上流928bpを含むレポーターでの活性元進の約40%にとどまり,上流53bpを

含むレポータープラスミドの転写活性克進率はさらに低くなった(図2A).上流928'

12



794bp　の領域をコンピューター検索(TFSEARCH, http://www.cbrc/research

/db/TFSEARCH.html)した結果,上流　794-784bp　に　NFkB (Nuclear Factor

kappaB)結合配列の存在が予測された(図2B).そこで,レポータープラスミドを遺伝

子導入したHEK293細胞にNFkBの活性化因子であるTNF-α (tumor necrosis factor

-alpha)処理を行い, Cyr61転写におけるNFk Bの関与を検討した.その結果,上流

928bpを含むレポータープラスミドは著明なTNF-α応答性を示したが(図2C),上流

794bpを含むレポータープラスミドではこの応答性は認められなかった(図2C).

Cyr61の転写調節に対するNFkBの関与が示唆されたため,さらにSnail安定発現

細胞におけるNFkBの活性動態を検証した. SnailによりEMTが誘導されたA431,

OM-1細胞では, Cyr61に加えNFlくB標的遺伝子XIAP (X-linked inhibitor of

apoptosis)22), IAP-2 (Inhibitor of apoptosis-2)23), Bcl-xL24¥ ICAM-1 (Intercellular

adhesion molecule-1)25^のmRNA発現克進が確認された(図2D).さらにSnail導入細

胞ではIlCB-αおよびIlくB-Cの蛋白質量が減少しており(図2E), NFkBは恒常的に活

性化されていることが示唆された.

3. Cyr61遺伝子安定導入による機能解析

Cyr61の発現元進が癌細胞表現型に及ぼす影響を解析するため, C末端に

V5/Hisタグを付与したCyr61発現ベクターをA431およびOM-1細胞に遺伝子導入

した. Cyr61安定発現細胞を2クローンずつ樹立し,外来性Cyr61の発現を確認した

(図3A). Cyr61を安定導入したA431およびOM-1細胞は伸展した細胞形態を示し,

特に形成したコロニーの周辺部にある細胞には顕著なラッフリング像が観察された(図

3B).またALEXA Fluor 488 Phalloidinによる細胞染色では,特徴的なラッフリング膜近

傍におけるF-actinの再構成が確認された(図3C).これらCyr61安定導入細胞の細

胞増殖能には著明な変化は認められなかったが(図4A) , wound healing assayでは,
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遊走能克進が確認された(図4B).さらに,浸潤能に及ぼす影響を検討するため,

matrigel invasion assayを行った. A431, OM-1細胞共にCyr61安定導入により浸潤

細胞数が顕著に増加した(図5).

Snailにより, E-cadherinの発現消失, MMP-2の発現先進,それに伴ない基質分解

能克進依存的に浸潤能が克進するためis),26) Cyr61安定導入細胞における両蛋白

質の発現を検討した.その結果, Snailとは異なりCyr61導入細胞では, E-cadherinの

発現消失は見られず, MMP-2発現量にも顕著な変化は見られなかった(図6A, B).

以上よりCyr61は主に細胞運動能の元進を介して癌浸潤能を克進させることが示唆

された.

4.分泌型Cyr61による癌細胞浸潤-の影響

液性因子であるCyr61を高発現するEMT型癌細胞が実際にCyr61を培養上清中

に分泌しているかどうかを検討した.培養上清を用いたWestern blottingの結果Cyr61

およびSnail安定発現細胞におけるCyr61分泌克進が確認された(図7A).

次に大腸菌由来組換えヒトCyr61蛋白質を用いて, A431, OM-1細胞の浸潤能に

与える影響をmatrigel invasion assayにより検討した.組換えヒトCyr61蛋白質の添加

により, A431細胞のマトリゲルに対する浸潤能は約2倍, OM-1細胞では約3倍に克

進した(図7B).

さらに,実際に細胞から分泌されるCyr61がA431, OM-1細胞の浸潤能に与える影

響を検討した.図7Cで示したように上部ウェルマトリゲル上にA431あるいはOM-1

細胞を播種し,下部のウェルには上部ウェルと同じ細胞,あるいは各種発現ベクター

を安定導入した細胞を播種した. Snail安定導入細胞を下部ウェルに播種した場合,

上部ウェルのA431あるいはOM-1細胞のマトリゲルに対する浸潤細胞数は/L進し,

Cyr61安定導入細胞を下部ウェルに播種した場合にも上部ウェルのA431あるいは
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oM-1細胞のマトリゲル浸潤細胞数は5倍以上に克進した(図7C).

Cyr61はインテグリンリガンドとして機能することが知られているため27)-30) Cyr61に

よる浸潤能克進が癌細胞の発現するインテグリンを介するか否かを, RGDペプチドを

添加することにより検討した.大腸菌由来組換えヒトCyr61タンパク添加によるA431あ

るいはOM-1細胞のマトリゲルに対する浸潤先進は, RGDペプチドの添加により抑制

された(図7D).すなわち, EMT型癌細胞が高発現するCyr61は,分泌された液性因

子として,またインテグリンリガンドとして癌細胞の浸潤能を克進させることが示唆され

た.

5. Cyr61による癌細胞運動制御機構の解析

Cyr61安定発現によるアクチン再構成を伴う顕著な細胞膜ラッフリング像(図3C),と

細胞遊走能の元進(図4B)が見られたことから, Cyr61による細胞運動制御機構につ

いて解析を行った.アクチン細胞骨格はSmall G proteinに属するRho family protein

により制御される31)これらRho family proteinがアクチン重合動態をコントロールする

ことで,突起,仮足の形成やアクチンストレスファイバー形成が誘導され,それらが協

調することで方向性を持った細胞運動が生じる31)-34) Cyr61安定導入はRhoA, RhoC,

Racl, Cdc42のmRNA発現に影響を与えなかった(図8A).またRaclおよびRhoの

総蛋白質量に影響がない一方で,活性型Raclの減少と活性型Rhoの増加が明らか

になった(図8B).そこで, Cyr61安定発現によるRhoの活性調節因子発現-の影響

を検討したところ, Rho不活化因子RhoGAPlおよびRhoGAP8の発現低下とRho活

性化因子GEF-Hlの発現元進が確認された(図8C).

6. Cyr61による癌浸潤像形成

これまでの結果よりCyr61が癌浸潤能を克進させることが示唆されたため, Cyr61安
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定導入癌細胞が形成する癌浸潤像を検証した.ヒト不死化歯肉線維芽細胞を含む

Type Iコラーゲンゲル上で扇平上皮細胞を培養する3次元培養ではin vitroで3次

元的に重層京平上皮が再構成できる15)また癌細胞はその形質により,さまざまな重

層像・浸潤像を3次元的に形成する15),17). 3次元培養を行ったA431あるいはOM-1

細胞はゲル上で重層化し,低い浸潤性を示した. SnailによりEMTが誘導された細胞

は重層化せず,細胞間接着が解除されたびまん性の高度浸潤像を示した・一方,

Cyr61を安定導入した細胞は胞熟知こ細胞間接着を保ったままゲル内-深く浸潤し

た(図9A, B).
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Ⅳ.考　察

Cysteine-rich 61 (Cyr61/CCNl)は血管新生誘導因子として同定され35), CTGF

(Connective Tissue Growth Factor; CCN2)やNov (Nephroblastoma overexpressed ;

CCN3)とともにCCNファミリーを形成する36)-39) Cyr61の構造としてN末端からシグ

ナルペプチド, IGFBP (Insulin-like Growth Factor Binding Proteins)モジュール,

VWC (von Willebrand因子タイプC)モジュール, TSPKトロンボスポンジンタイプ1リピ

ート)モジュールが保存されており, C末端システインノットモジュールを特徴的に有し

ている36)-39) Cyr61ノックアウトマウスは胎盤の血管新生に異常をきたし胎生致死と

なることから36)-40) Cyr61は胎生期における重要な血管新生誘導因子であり,血管内

皮細胞の遊走能をVEGトA, C (Vascular Endothelial Growth Factor-A, C)を介して

遊走させると考えられている27'また, immediate-early geneとして各種細胞において

上皮成長因子,血小板由来成長因子などの種々の成長因子により誘導される37'筋

肉や骨,腎臓や前立腺などの多くの臓器,線維芽細胞や血管内皮細胞などで発現し,

線維芽細胞の遊走・増殖因子として創傷治癒-関与する41>　また乳癌や大腸癌組織

における高発現42)-45>や,子宮内膜癌におけるCyr61染色陽性度とTNMステージ分

類との相関が報告されている46)乳癌細胞において高発現するCyr61は血管内皮細

胞にインテグリンα,β 3を介して作用し, MAPK経路依存的に増殖・遊走能を克進さ

せ癌栄養血管を新生することで癌の進展を元進させる40),42)

本研究ではSnail発現によりEMTが誘導された細胞におけるCyr61の高発現を見

出し, Cyr61の口腔扇平上皮癌浸潤に与える影響について検討を行った.

SnailはE-cadherinllやClaudin-l4?)などのプロモーター領域に存在するE-boxに

結合し,それらの転写を直接抑制する転写抑制因子として機能することからSnailによ

るCyr61転写活性の克進には間接的な転写活性化因子の存在が想定され,本研究
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ではNFkBがCyr61の転写活性を制御していることが示唆された.また,癌抑制遺伝

子p53のファミリー遺伝子△Np63もSnailによる転写抑制を受けるが,これは間接的な

C/EBPα (CAAT/enhancer binding protein-alpha)依存的制御であることから48) Snail

はE-box配列-の直接的結合を介した標的遺伝子の発現抑制のみならず間接的に

転写因子群の機能を制御して, EMT型癌細胞の形質を規定することが示唆された.

さらに, NFkBの活性化因子であるTNF-αによるCyr61プロモータの活性克進はSnail

による/L進より低く, NFiCB結合配列を含まないプロモーター領域もSnail応答性を示し

た(図2C).よってSnailによるCyr61転写活性制御にはNFICB以外の転写因子が関

与している可能性も推察された.腎臓上皮由来MDCK細胞では, SnailがNFkBの恒

常的活性化依存的にMMP-9発現を上昇させるとの報告があるものの49), Snailによる

このNFkB活性制御機構はいまだ不明である.さらに, Snail安定発現細胞でのNFlくB

活性の恒常的な発現A.進はNFkB抑制因子であるIKBアイソフォーム蛋白質の発現

低下(図2E)によるものであると考えられ,実際NFkB標的遺伝子群の発現上昇が見

られた(図2D). SnailによるNFkBの活性化が, NFiくB標的遺伝子としてCyr61だけ

でなく抗アポトーシス因子XIAP, IAP-2, BeトⅩLの発現克進を示したことによりEMT型

癌細胞が高悪性形質を獲得している可能性が示唆された.また本研究では恒常的な

IKB蛋白質の減少がNFlくB活性を克進させていることが推察されたがIkB　自身も

NFlくB標的遺伝子であることからォサ, Snailは何らかの機構でIKB蛋白質発現を阻害し

ている可能性が示唆された.

また,本研究では, Cyr61安定発現によってRacl活性の減少およびRho活性の上

昇が恒常的に起こることを見出した(図8B).これはRho不活化因子53)-56)であるRho

GAP1, 8の発現低下とRho活性化因子57)GEF-Hlの発現上昇に起因することが明ら

かになった(図8C). Small G proteinに属するRho family proteinがアクチン細胞骨格

を制御し仮足の形成やアクチンストレスファイバー形成を協調的に調節することで方
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向性を持った細胞運動が生じる31)-34)本研究では, EMT型癌細胞が著明なアクチン

ストレスファイバー形成を伴って自由に遊走する像とは異なり, Cyr61安定発現細胞で

は恒常的にRhoが活性化され細胞間接着を維持しまま膜ラッフリング形成・アクチン細

胞骨格の再構成を生じて細胞遊走能が克進するという特徴的な結果を見出した(図

3Cおよび図4B). Matsudaらは,シート状に培養したMDCK細胞では細胞中心部に

おいてRhoAはRac依存的に不活性化され,仮足の形成にはRho A活性が必要であ

ると報告している51)以上の結果と既報から, Cyr61安定発現細胞においてRho活性

が元進することにより見られたアクチン再構成像は,細胞間接着を保ったままで細胞

遊走能が元進するための特徴的な像であると推察された.

Matrigel invasion assayにおいて,組み換えCyr61蛋白質の添加によりA431,

OM-1細胞の浸潤能は克進したが, RGDペプチドの添加によってその浸潤能はほぼ

完全に抑制された(図7D).すなわち液性因子としてCyr61はインテグリンを介して癌

細胞に浸潤能を与えることが示唆された.

また, Snail安定発現細胞が分泌する液性因子によりA431, OM-1細胞の浸潤能は

同様に元進したが, RGDペプチド添加による阻害効果は部分的であった(結果は示し

ていない). EMT　型癌細胞においては　Cyr61の他に　CTGF, OSF-2

(Osteoblast-specific factor-2 ; Periostin), SPARK 59)(Secreted protein acidic and rich

in cystein, Osteonectin)分泌蛋白質の発現上昇が見出されている1S>. Periostinは乳

癌および卵巣癌における高発現が報告されており,これを遺伝子導入したヒト胎児腎

細胞は,線維芽細胞様形態-の変化,浸潤能および遊走能の克進, Vimentinおよび

MMP-9の発現上昇を示す52)またKudoらは口腔扇平上皮癌におけるPeriostinの

高発現と浸潤様式や転移との相関性について報告している58>　以上よりEMT型癌細

胞から分泌されたCyr61が細胞間接着を維持する癌細胞の遊走能依存的な浸潤に

大きく貢献していることが推察された.しかし, EMT型癌細胞においてはCyr61を含む
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インテグリンリガンド以外の液性因子の寄与も示唆された.口腔扇平上皮癌の浸潤開

始部位では大部分が上皮形質を維持した癌細胞で構成されることから, EMT型癌細

胞は浸潤先端部において先導的な役割を果たしている可能性が考えられる.すなわ

ちEMT型癌細胞と細胞間接着を維持する癌細胞との液性因子を介した相互作用が

存在し, EMT型癌細胞から分泌されたCyr61が細胞間接着を維持する癌細胞の遊走

能依存的な浸潤に貢献しているというモデル(図10)が考えられた.

癌進展に関わるCyr61は液性因子であり特異的な中和抗体あるいは阻害剤を開発

し局所的な投与法を開発できれば,現在臨床試験が始まったインテグリン阻害剤によ

る癌進行抑制療法60),61)とともに有効な治療手段となることが期待される.
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Ⅴ.結　論

本研究において,扇平上皮癌細胞の高度浸潤能獲得におけるCyr61の役割につ

いて検討し,以下の結果を得た.

1.

2.

3.

4.

EMT型高度浸潤細胞およびSnail誘導性EMT癌細胞におけるCyr61の高発

現を見出した.

プロモーター解析の結果, Cyr61はSnailによりその転写が誘導された.また,

その誘導には,転写開始点上流928bpと794bp間に存在するNFkB結合配列

が重要であることが明らかとなった.さらに, Snail安定発現細胞ではNFkB阻

害因子であるIKBの発現低下および抗アポトーシスに関与するNFkB標的遺

伝子の発現が上昇したことから, SnailはNFICBを介して抗アポトーシス作用を

自身に付与することが示唆された.

樹立したCyr61安定発現細胞における明らかな細胞増殖能の変化は見られな

かったが,細胞遊走能,浸潤能が著明に克進した.

Invasion assayにおいて,組み換えCyr61蛋白質の添加により上皮形質を維持

する癌細胞A431およびOM-1細胞の浸潤能が明らかに先進し,その浸潤能

の元進はインテグリン競合阻害剤であるRGDペプチドによって完全に抑制さ

れた.また, Cyr61安定発現細胞およびSnail安定発現細胞が分泌するCyr61

はA431およびOM-1細胞の遊走能を克進させた.
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5.

6.

Cyr61安定発現細胞では,恒常的にRaclの活性が低下し, Rhoの活性が上昇

するという活性バランスの変動を生じた.これは, Rho活性調節因子の発現変

動に起因することが明らかとなった.

三次元培養では, Cyr61安定発現細胞は上皮形質を維持したままゲル内-高

度に浸潤する像を呈した.その際, E-cadherinおよびMMP-2の発現に明らか

な変化は見られなかった.

以上のことから, EMT型癌細胞におけるCyr61の高発現は,細胞間接着を維持す

る癌細胞に細胞遊走能依存的な浸潤能を付与し,さらに癌の初期における浸潤像形

成の一役を担うことが示唆された.
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Ⅷ.付図説明

表1　本研究で使用したプライマーの塩基配列およびPCR条件を示す.

図1各種扇平上皮癌細胞におけるCyr61の発現

(A)Western blottingによる各種扇平上皮癌細胞におけるCyr61発現の検討.

non-EMT癌細胞株(A431, OM-1, HOC719-PE細胞)でCyr61は低発現

し, EMT型癌細胞株(HOC719-NE, HOC313, TSU細胞)では高発現した.

(B)コントロール細胞と比較し, Snail誘導性EMT型癌細胞でCyr61の高発

現を認めた.

(C)real-time RT-PCRによるCyr61mRNA発現の検討. Cyr61はEMT型癌

細胞及びSnail誘導性EMT細胞で発現克進し,蛋白質発現との相関性を示

した.

図2　SnailによるCyr61転写制御についての検討

(A)ルシフェラーゼアッセイを用いたSnailによるCyr61転写活性の測定.

Cyr61転写開始点の上流928, 794, 53, 28bpまでのプロモーター領域を

含むレポーターベクターとpcDNA-Snail,あるいはpcDNA3をHEK293

細胞にccrtransfection L, 48時間培養後,ルシフェラーゼアッセイを用い

てCyr61転写活性を測定した.

(B)転写開始点上流928bpを含むCyr61プロモーター配列

(C)TNF-αを添加し,ルシフェラーゼアッセイを行った. Cyr61転写開始点

上流928bpまたは794bpのプロモーター領域を含むレポーターベクターを

用いてルシフェラーゼアッセイを行うことにより, NFkB結合配列が実際
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にTNF-αに応答するか検証した.その結果, TNF-α応答性は,上流928bp

を含むレポーターベクターでは認められたが上流794bpを含むレポーター

ベクターでは完全に消失した.

(D)snail安定発現細胞におけるNFkB標的遺伝子の発現をRT-PCRにより検

討した。接着因子ICAM・1,抗アポトーシス因子であるXIAP, IAP-2, Bel-

ⅩLの発現が上昇した.

(E)Snail安定発現細坤こおいて, NFkB抑制因子であるIKBアイソフォーム

の蛋白質発現をWestern blottingにより検討した.コントロール細胞と比

較しSnail安定発現細胞ではIkB-αおよびIkB- eの発現低下を示した・

図3　Cyr61安定発現細胞の樹立およびその細胞形態

(A)cyr61安定発現細胞における外来性Cyr61の蛋白質発現を,抗v5抗体を

用いたWestern blottingにより確認した.

(B)コントロール細胞とCyr61安定発現細胞における位相差顕微鏡像・ Cyr61

安定発現により,個々の細胞において細胞質が伸長したような形態を呈し

た.

(C)Cyr61安定発現細胞およびコントロール細胞における蛍光染色像. Cyr61

安定発現細胞をフアロイジンにより蛍光染色すると,細胞膜部に強く集積

されたアクチンが染色された.

図4　Cyr61安定発現による細胞増殖能および遊走能の検討

(A)Cyr61安定発現細胞およびそれらのコントロール細胞を2000個/wellずつ

培養し(0日目), 1, 2, 3, 4日目にCellcountingkitを用いてcellviability

を測定した.各値は平均値±標準偏差(n=4)を表す.これら細胞の増殖速度
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には大きな変化を認めなかった.

(B)細胞遊走能の検討方法としてWound healing assayを用いた. Cyr61を

安定発現させた細胞は,明らかな細胞遊走能の克進を示した.

図5　Cyr61安定発現細胞における細胞浸潤能の検討

Cyr61安定発現による扇平上皮癌の浸潤能の変化を　Matrigel invasion

assayを用いて検討した. 24時間後,A431コントロール細胞と比較して,

A43lCyr61細胞では2クローンとも3倍以上に浸潤能の克進が認められた・

また,培養12時間後, OM-1コントロール細胞と比較して, OM-lCyr61

細胞では, 2クローンとも3.5倍以上の浸潤能の元進を示した.

図6　Cyr61安定発現細胞におけるE-cadherinおよびMMP-2発現の検討

A431SnailおよびOM-1Snail細胞ともにコントロール細胞と比較して

E-cadherinの蛋白質発現が消失L MMP-2蛋白質発現が上昇した.一方

A431Cyr61およびOM-lCyr61細胞では,コントロール細胞と比較して

E-cadherin蛋白質発現およびMMP-2蛋白質発現に明らかな変化は認めな

かった.

図7　分泌型Cyr61が上皮形質を維持する癌細胞に与える影響

液性因子であるCyr61が上皮形質を維持する癌細胞の浸潤能に与える影

響を検討した.

(A)Cyr61安定発現細胞およびSnail安定発現細胞における細胞培養上清の

Western blottingにて,これら細胞がCyr61を培養液に分泌することを確

認した.その際,抗Cyr61抗体を用いて検出した.

35



(B)組み換えCyr61蛋白質を培地に添加し　matri invasion assayを行った・

メンブレンおよびマトリゲル上にA431またはOM-1細胞を播種しサ4jig/ml

の組み換えCyr61蛋白質を添加した. 24時間の培養後,コントロールと比

較し組み換えCyr61蛋白質を添加したA431細胞では2倍以上の浸潤能の

克進を認めた.また, 12時間の培養後コントロールと比較し組み換えCyr61

蛋白質を添加したOM-1細胞では, 3倍以上の浸潤能の克進を示した.

(C)分泌型Cyr61が上皮形質を維持する癌細胞に与える影響について検討を

行った.メンブレンおよびマトリゲル上に上皮形質を維持する癌細胞を,

下部の培養ウェル内にはCyr61安定発現細胞, Snail安定発現細胞および

それらのコントロール細胞を播種L Matrigel invasion assayを行った.

24時間後A431細胞では,コントロール細胞と比較し, Cyr61安定発現細

胞およびSnail安定発現細胞ともに4倍以上の浸潤能の克進を認めた. 12

時間後OM-1細胞では,コントロール細胞と比較し, Cyr61安定発現細胞

およびSnail安定発現細胞では5倍以上の浸潤能の先進が確認された.

(D)インテグリン競合阻害剤であるRGDペプチド(50|ig/ml),およびそのネガ

ティブコントロールであるRGEペプチド(50ng/ml)存在下でMatrigel

invasion assayを行った.その結果,組み換えCyr61蛋白質によって克進

した浸潤能は, RGDペプチドの添加によりほぼ完全に抑制された.

図8　Cyr61による運動制御機構の解析

(A)Cyr61安定発現細胞におけるRho family proteinの遺伝子発現を,

RT-PCRを用いて検討した. RhoA, RhoC, Cdc42, Raclの発現に明らか

な変化は見られなかった.

(B)Cyr61安定発現細胞におけるRaclおよびRhoの活性を検討した・活性化
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型のRaclやRhoに親和性のあるカラムを用いたPull down法により活性

型各タンパクを精製後,精製された活性型RaclおよびRhoをWestern

blottingにより定量した.その結果, Cyr61安定発現細胞の抽出蛋白質では

Racl活性が低下し, Rhoの活性が上昇するという活性バランスの変動が生

じた.

(C)Rho family proteinの活性制御因子の遺伝子発現をRT-PCRを用いて検討

した.その結果, Rho抑制因子RhoGAPl, RhoGAP8の発現低下および

Rho活性化因子GEF-Hlの発現克進が明らかとなった.

図9　Cyr61安定発現による癌浸潤像

Cyr61安定発現細胞における癌浸潤像を, TVpe Iコラーゲンと正常ヒト

不死化歯肉線維芽細胞GT-1を用いた三次元培養を用いて検討した. A431

コントロール細胞においては,ゲル状に重層構造を構築し,低い浸潤像を

示す. Snail安定発現発現細胞では,細胞間接着が解除されゲル内-のびま

ん性浸潤像を示した.一方Cyr61安定発現細胞では細胞間接着を維持した

まま高度にゲル内-浸潤した. OM-1細胞でも同様,コントロール細胞では

ゲル上での重層構造と低い浸潤像を呈する. Snail安定発現細胞では細胞間

接着の解除とびまん性浸潤像を形成したが, Cyr61安定発現細胞では細胞

間接着を維持したままの高度な浸潤像を示した.

図10　口腔扇平上皮癌における初期浸潤像形成(考察)

本研究結果より以下のカスケードが推察された.

Snailを高発現するEMT型癌細胞は, Eカド-リンの発現低下を伴うびまん性

浸潤像を形成する,またこの細胞は, 2次的なNFlくBの活性克進をきたしており,
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その標的遺伝子の発現克進で自身に抗アポトーシス作用を付与するとともに、分

泌型Cyr61の産生先進を起こす.さらに可溶性Cyr61は, EMTを起こしていな

い癌細胞に細胞遊走能依存的な浸潤能をインテグリンを介して付与する.
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