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Ⅰ．緒言  

 

口腔癌の多くを占めるのは扁平上皮癌であり（ 1），その予後は局所浸潤と転移

により大きく左右される．したがって，局所浸潤と転移巣形成を制御する分子

機構の解明が急務となっている．  

 上皮間葉転換（epithelial-mesenchymal transition，EMT）は上皮性器官形成

や上皮創傷治癒において上皮系細胞が間葉様細胞に転換する生理的なプログラ

ムであり（ 2），癌細胞はこの可逆性プログラム（ 3）を利用して間質内へ播種し，

脈管内移動を経て転移巣を形成すると考えられている （ 4）．EMT を誘導する転

写因子として知られている 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 に結合し，E-cadherin の発現を強力に抑制する（ 5）．本

研究室ではこれまでに，上皮形質を維持する口腔扁平上皮癌細胞株における

Snail 誘導性の EMT について解析しており（ 6），その制御機構についての解析も

おこなってきた（ 7）．また，口腔扁平上皮癌細胞においてサイトカイン刺激によ

る内因性 Snail の発現亢進を伴う EMT が可逆性であることを報告している（ 8）．  

 一方で，自己複製能と多分化能の幹細胞特性を併せもつ癌細胞である癌幹細

胞が分化階層を構築し，不均一な表現型を持つ細胞から構築される転移巣を形

成するという癌幹細胞仮説が注目されている（ 9）．近年，この癌幹細胞が治療抵

抗性や再発・転移に関与することが報告されており （ 10），口腔扁平上皮癌にお

いても，幹細胞形質を持つ癌細胞が抗癌剤によって誘導されるアポトーシスに

抵抗性を示すことが報告されている（ 11）．  

 これら EMT と癌幹細胞仮説は癌の進展過程の一部でオーバーラップすると

考えられるが，それらの直接的な関連性は未だ不明な点が多く残されている．

その原因として，癌幹細胞の存在と特性は不明瞭であり，そして EMT 表現型癌
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細胞における幹性が明確ではないことが挙げられる．そこで本研究は，本研究

室が確立した口腔扁平上皮癌細胞の可逆性 EMT 誘導モデルの幹性を解析する

ことで，EMT と癌幹細胞の関連性を明確にすることを目的とした．  
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Ⅱ．実験材料および実験方法  

 

1. 細胞株および細胞培養  

 本研究では，外陰部扁平上皮癌由来細胞株 A431，舌扁平上皮癌由来細胞株

OM-1，口腔扁平上皮癌由来細胞株 HSC-2，舌扁平上皮癌由来細胞株 HSC-3，

正常ヒト不死化歯肉線維芽細胞 GT-1，正常ヒト不死化歯肉ケラチノサイト細胞

株 RT-7，OM-1 細胞に snail 発現ウイルスベクターを導入し，恒常的な snail 発

現により EMT を誘導させた OM-1_Snail（ 8）を用いた．RT-7 以外の細胞は，培

養液として 10% 牛胎児血清（Fatal Bovine Serum : 以下 FBS と略記  ; Biowest, 

Nuaille, France）, 100 U/ml ペニシリン，100 µg/ml ストレプトマイシン（SIGMA, 

St.Louis, MO, USA）を含むダルベッコ改変イーグル培地（Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium : 以下 DMEM と略記する  ; SIGMA）を用い，5% CO2 存在下，

37°C で培養した．RT-7 は，培養液として KGM-Gold™ Keratinocyte Growth 

Medium（LONZA，Basel，Switzerland）を用い，5% CO2 存在下，37°C で培養

した．これらの細胞の継代は，0.05%トリプシン -EDTA（SIGMA）により細胞を

剥離，回収しておこなった．  

 

2. RNA 抽出および RT-PCR（Reverse Transcriptional - Polymerase Chain 

Reaction）法  

 細胞から RNeasy Mini Kit（Qiagen, Valencia, CA, USA）を用いて Total RNA

を抽出した．逆転写酵素 Rever Tra Ace 1 µl, 5×RT buffer 4 µl, dNTP 20 nM, 

Random Primer 25 pmol, および Ribonuclease Inhibitor 10U 混合液（TOYOBO, 

大阪）に RNA 1 µg を加え，30°C 10 分，42°C 20 分，99°C 5 分，4°C 5 分の逆

転写反応をおこない， 1 本鎖 cDNA テンプレート溶液 20 µl を得た．PCR 反応
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は，cDNA テンプレート 1 µl，標的遺伝子特異的増幅用プライマーセット（各

0.5 µM），および Go Taq® Green Master Mix（Promega, Madison, WI, USA）を

用い，変性 96°C 30 秒，アニーリング  30 秒，エクステンション 72°C 1 分のサ

イクルを 30 回行い標的遺伝子を増幅した．各標的遺伝子特異的プライマー配

列とアニーリング温度は表 1 に示した．  

 PCR 産物 8 µl を 100 ng/ml Ethidium Bromide（ Invitrogen™）含有 2%アガロ

ースゲル（和光，大阪）に電気泳動し，紫外線照射下でゲル撮影装置 Printgraph

（ATTO，東京）を用いて半定量的に遺伝子量を記録し，比較した．標的遺伝子

発現量の定性には，Glyceraldehyde 3-phosphate Dehydrogenase（以下 G3PDH

と略記）を内部標準として用いた．  

 

3. 蛍光免疫細胞染色法  

 24-well Glass Bottom Plate（ IWAKI，東京）に播種した細胞を，4%パラホル

ムアルデヒドリン酸緩衝液にて 15 分固定した．膜透過処理およびブロッキン

グ反応は 0.2% TritonX-100， 5% 牛血清アルブミンを含むリン酸緩衝食塩水

（phosphate-buffered saline ; 以下 PBS と略記）をブロッキングバッファーと

して用い 1 時間行った．1 次抗体反応は各抗体に添付された条件に従い調整し

た希釈液を用い，4°C で 8 時間行った．蛍光標識反応はブロッキングバッファ

ーにて 1000 倍希釈した Alexa Fluor® Goat anti-mouse IgG（H+L）または Alexa 

Fluor® Goat anti-rabbit IgG（H+L）（ Invitrogen™）を反応液として用い，室温

で 1 時間行った．核染色は Vectashield（フナコシ，東京）を添加した PBS で

行った．蛍光励起および位相差画像は蛍光顕微鏡 BZ-9000（KEYENCE，大阪）

を使用して記録した．  
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4. 3 次元培養  

 12-well 組織培養用プレート（Greiner Bio One）上に，タイプⅠコラーゲン

溶液（高研，東京）に 6×105 cells/ml のヒト不死化歯肉線維芽細胞 GT-1 細胞を

懸濁した培地を 1ml 加えた．1 時間静置して，コラーゲンをゲル化させた後，

1×106 cells/ml の細胞を含む 2 ml の培地をゲル上に重層させ，さらに 1 時間培

養した．ゲルをプレートの側面および底面よりはがし，浮遊させ， 1 週間培養

し，収縮コラーゲンゲルを作製した．次に，ゲルの表面が空気に曝されるよう

に，培地をゲル上面よりやや低いレベルに調整して，さらに 1 週間培養した．

培地交換は 2 日ごとに行った．マイルドホルムで固定し，パラフィン（和光）

包埋したゲルより，6 µm 厚の垂直方向の切片を作製し，ヘマトキシリン -エオ

ジン染色を行った．  

 

5. 抗体試薬  

 抗 snail 抗体，抗 E-cadherin 抗体は Cell Signaling Technology （Boston，

MA，USA）より入手した．抗 Vimentin 抗体，抗 p75 抗体は Santa Cruz Technology

（Santa Cruz，CA，USA）から，抗 Cytokeratin 13 抗体，抗 Cytokeratin 14 抗

体，抗 Nestin 抗体，抗 Oct4 抗体は abcam（Cambridge，UK）から，抗 CD133

抗体は Novus Biologicals（Littleton，CO，USA）からそれぞれ入手した．  

 

6. Colony formation assay 

 RT7，OM-1，OM-1_Snail の各細胞を 200 cells/well にて 24-well プレートに

播種して低濃度培養をおこなった．5% CO2 存在下，37°C で 7 日間培養したの

ち，8 つ以上の細胞集団をコロニーと判定した．  
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7. Sphere formation assay 

 24-well 非接着性プレート（Corning, AZ, USA）に 1well あたり 200 cells を

播種し，10 日後のコロニー数をカウントした．この際，直径 70 µm 以上の大

きさのコロニーのみを sphere としてカウントし，幹性の指標とした．上皮幹細

胞増殖培地として，FAD medium（ 12）を，神経幹細胞増殖培地として，StemPro® 

NSC SFM（Thermo Fisher Scientific，Waltham，MA，USA）を，造血幹細胞増

殖培地として，StemPro® -34 SFM Complete Medium（Thermo Fisher Scientific）

を用いた．  

 

8. Fluorescence activated cell sorting (FACS)  

 Anti-Human p75-PE-conjugated antibody，Anti-Human ESA-APC-conjugated 

antibody（Becton Dickinson and company, Franklin Lakes, NJ, USA），Anti-

Human Nestin-APC-conjugated antibody（ R&D systems, Minneapolis, MN, 

USA）， Anti-Human CD133-APC-conjugated antibody（ Bergisch Gladbach, 

Germany）を用いて染色を行い，コントロールとして IgG isotype（Becton 

Dickinson and company）を用いた．死細胞を除去するため， 7-AAD（Becton 

Dickinson and company）を使用した．サンプル解析は，Becton Dickinson FACS 

Caliber™（Becton Dickinson and company）を使用し，細胞 sorting は，Becton 

Dickinson FACS AriaⅡ（Becton Dickinson and company）を使用した．これら

の解析には，FACS Diva ソフトウェアを用いた．  

 

9. p75 シグナル阻害  

 p75 シグナルインヒビターとして TAT-Pep5（ Merck KGaA, Darmstadt, 

Germany）（ 13）を用い，Colony formation assay および Sphere formation assay
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を行った．24-well dish に細胞を播種したのち，100 nM の TAT-Pep5 を添加し

た．7 日後に colony の蛍光免疫細胞染色を，10 日後に sphere 数の計測を行っ

た．  

 

10. 統計解析  

 すべての検定は例数を 6 以上で行い，標準誤差は±，例数は n にて示した．

得られたデータの統計的優位性は，２群間比較に Student’s t-test を用いて解析

し，P value<0.05 の場合を有意差ありとした．  
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Ⅲ．結果  

 

1. 歯肉由来不死化ケラチノサイト細胞株 RT-7 が示す不完全な重層上皮幹細胞

特性  

 正常歯肉上皮と歯肉由来不死化ケラチノサイト細胞株 RT-7 から採取した

mRNA における重層上皮幹細胞マーカーp75 とサイトケラチン 13（CK13）お

よびサイトケラチン 14（CK14）の発現を RT-PCR で確認・比較した（図 1A）．

RT-7 は強い p75 と CK14 の mRNA 発現を示したが，CK13 の mRNA 発現は認

めなかった．RT-7 において，蛍光免疫細胞染色法で細胞膜に局在する機能的

p75 を発現する細胞を認め（図 1B），さらに CK14 陽性細胞を認めたが，CK13

陽性細胞は存在しなかった（図 1C）．3 次元培養法において，RT-7 はコラーゲ

ンゲル上で重層上皮構造を構築しなかった（図 1D）．上皮幹細胞増殖培地にお

ける Sphere formation assay では，sphere を形成せず，幹性は伴わなかった

（図 1E）．  

 

2. 舌癌由来細胞株 OM-1 における重層上皮幹細胞特性の利用  

 上皮形質を維持する外陰部扁平上皮癌細胞株 A431 と，舌癌由来細胞株 OM-

1 を含む 4 つの口腔扁平上皮癌細胞株（HSC3，HSC2，HOC719-PE）における

p75，CK13 および CK14 の発現を RT-PCR で確認・比較した（図 2A）．OM-1

において，p75 と CK13 および CK14 の mRNA 発現を認めた．蛍光免疫細胞染

色法で p75 が細胞膜に局在する細胞を認め（図 2B），CK13 陽性細胞および

CK14 陽性細胞が混在する像が見られた（図 2C）．Colony formation assay で単

一細胞からクローナル増殖によって形成されるコロニーでは， p75 陽性かつ

CK14 陰性細胞を中心とし，その周囲を p75 陰性かつ CK14 陽性細胞が取り囲
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む蛍光免疫細胞染色像を示した（図 2D）．また，コロニーの外側には CK14 陽

性細胞から CK13 陽性細胞が生じる非対称性分裂像が観察された（図 2E）．  3

次元培養法において，OM-1 は重層上皮類似構造を構築した（図 2F）．上皮幹細

胞増殖培地における Sphere formation assay では，平均 6.1 個の腫瘍 sphere

を形成した（図 2G）．以上の結果から，OM-1 は重層上皮幹細胞特性を保持し

ていることが推察された．  

 

3. p75 シグナルインヒビターによる OM-1 の重層上皮幹細胞特性の抑制  

 培養液中に p75 シグナルインヒビターを添加することより，OM-1 は腫瘍

sphere 形成能の低下を示した（図 3A）．また，Colony formation assay により

形成されるコロニーでは CK14 陽性細胞は存在するも，CK13 陽性細胞は出現

せず（図 3B），重層上皮幹細胞特性は阻害された．  

 

4. p75 陰性 OM-1 における重層上皮幹細胞特性の再発現  

 フローサイトメトリーにて p75 陰性 OM-1 をソーティングし（図 4A），その

重層上皮幹細胞特性を解析した．ソーティング直後に細胞を播種した Colony 

formation assay で形成されたコロニーには，  CK13 陽性細胞は出現しなかっ

た（図 4B）． 2 週間の継代の後に，再度フローサイトメトリーで解析したとこ

ろ，p75 陽性細胞の再出現を認め（図 4C），蛍光免疫細胞染色法でもその存在

を確認した（図 4D）．また，著明に抑制されていた p75 陰性 OM-1 の腫瘍 sphere

形成能の再発現が見られた（図 4E）．継代 8 週間後には，コロニーにおいて

CK13 陽性細胞の再出現を認めた（図 4F）．以上の結果から，OM-1 における可

逆的な重層上皮幹細胞特性が確認された．  
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5. Snail 誘導性 EMT 型 OM-1 における p75 依存的重層上皮幹細胞特性の喪失  

 Snail 誘導性 EMT 型 OM-1（OM-1_Snail）において p75，CK13 および CK14

の mRNA 発現量は抑制されていた（図 5A）．フローサイトメトリーにおいて，

上皮特異的抗原 ESA の低発現細胞（EMT 型癌細胞）の出現を伴う p75 陽性細

胞の減少が確認された（図 5B）．コロニーにおいて，Snail の核内局在（図 5C），

E-cadherin の発現消失および colony 外側の癌細胞における Vimentin の発現

（図 5D），細胞膜 p75 の発現細胞の不在（図 5E），CK13 の発現細胞の不在（図

5F）を示した． 3 次元培養法において，コラーゲンゲル内にびまん性に細胞が

浸潤する像を示す OM-1_Snail は（図 5G），上皮幹細胞増殖培地において腫瘍

sphere を形成しなかった（図 5H）．以上の結果から，OM-1 は Snail によって

重層上皮幹細胞特性を失ったと考えられた．  

 

6. EMT により誘導される神経幹細胞マーカーNestin の発現  

 OM-1_Snail は神経幹細胞マーカーNestin の mRNA 発現を示した（図 6A）．

フローサイトメトリーにおいても Nestin 陽性細胞が分画された（図 6B）．コロ

ニーには明瞭な Nestin 中間径線維を示す細胞の出現，さらに Nestin から

Vimentin への中間径線維の移行像が観察された（図 6C）．しかし，OM-1_Snail

は神経幹細胞増殖培地中でも腫瘍 sphere を形成せず（図 6D），Snail は Nestin

の発現を付与するも，神経幹細胞特性は付与しなかった．  

 

7. 造血幹細胞増殖培地中の浮遊 OM-1 における癌幹細胞マーカーCD133 陽性細

胞の出現  

 OM-1 は DMEM 中における接着培養，並びに上皮幹細胞増殖培地と神経幹細胞増

殖培地における浮遊培養において癌幹細胞マーカーCD133 の mRNA 発現を示さな
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いが，造血幹細胞増殖培地中の浮遊 OM-1 において CD133 mRNA の発現が誘導さ

れた（図 7A）．CD133 および Snail の mRNA 発現が誘導されたが，Vimentin は発現

していなかった（図 7A）．フローサイトメトリーにおいて，細胞膜 CD133 陽性細胞のピー

クが新たに出現した（図 7B）．蛍光免疫細胞染色法において，CD133 が細胞膜に局

在する像を認めたが（図 7C），一方で，共に誘導された Snail の核内局在は不明瞭で

あり，E-cadherin は細胞膜局在し，EMT は生じていなかった（図 7D）．造血幹細胞増

殖培地中の浮遊 OM-1_Snail において CD133 の mRNA 発現は誘導されなかった（図

7E）． 

 

8. 造血幹細胞増殖培地による多能性幹細胞マーカーOct4 の発現誘導  

 造血幹細胞増殖培地中の浮遊 OM-1 において，癌幹細胞マーカーCD133 の

mRNA発現に伴い，初期外胚葉マーカーPAX6と初期中胚葉マーカーBrachyury，

そして多能性幹細胞マーカーOct4，Nanog および SOX2 の mRNA 発現が誘導

された（図 8A）．しかし，蛍光免疫細胞染色法において Oct4 の核内への局在は

不明瞭であり，Snail と Oct4 の発現は相反的であった（図 8B）．一方で，造血

幹細胞増殖培地中の浮遊 OM-1_Snail において，上記の各種マーカーの mRNA

発現は誘導されなかった（図 8C）．蛍光免疫細胞染色法では，Snail の明瞭な核

内局在下において Oct4 の核内局在は不明瞭であった（図 8D）．  

 

9. CD133 を指標とする癌幹細胞特性の可逆性発現  

 神経幹細胞増殖培地中の浮遊 OM-1 が形成する腫瘍 sphere を，0.05%トリプ

シン -EDTA により単一細胞に離散させたのちに，造血幹細胞増殖培地中で再度

腫瘍 sphere を形成させると，Snail，CD133，Oct4 の mRNA 発現が誘導された

（図 9A）．逆に，造血幹細胞増殖培地中の浮遊 OM-1 の腫瘍 sphere を，0.05%



12 
 

トリプシン -EDTA により単一細胞に離散させたのちに，神経幹細胞増殖培地中

で腫瘍 sphere を再形成させると，Snail，CD133，Oct4 の mRNA 発現は抑制さ

れた（図 9B）．以上の結果は CD133 を指標とする癌幹細胞特性の可逆性変化を

示すものであった．  
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Ⅳ．考察  

 

 現在，癌の進展の分子機構は EMT と癌幹細胞仮説を基盤とすると考えられ

ている．癌細胞は EMT プログラムを利用して上皮細胞間接着から解放され，

細胞運動能を獲得して間質へ播種（局所浸潤）する．一方で，間質に播種した

癌細胞が癌幹細胞特性を有するのであれば，分化階層を形成して二次腫瘍巣

（再発巣や転移巣）を形成するという考えが癌幹細胞仮説である．したがっ

て，播種した癌細胞は EMT 形質と癌幹細胞特性を併せ持つと想定されてお

り，癌幹細胞マーカーを用いて細胞をフローサイトメトリーでソーティングし

たところ，幹細胞様形質および EMT 形質を示したという報告が多くなされて

いる（ 14-18）．また，EMT 形質を持つ細胞は，幹細胞形質を併せもつという報

告もある（ 19,  20）．一方で，癌細胞は EMT プログラムを経験した後に癌幹細胞

特性を獲得するという報告がなされている（ 21-23）．しかし，癌細胞集団からそ

のような特性がどのように出現・消失するのか未だ全貌が明かにされていない

ため，癌の予後向上や治療戦略の改善にとって大きな研究課題となっている．

本研究では，口腔癌細胞の転写因子 Snail 依存性 EMT 誘導モデルを用いて，

癌幹細胞特性と EMT との関連性，および癌幹細胞特性の可逆性出現について

検討し，解答を得た．  

現在広く受け入れられている，アメリカ癌学会が 2006 年に提唱した癌幹細

胞の定義では，腫瘍形成能と，自己複製能および多分化能の組織幹細胞類似特

性が癌幹細胞特性とされている（ 24）．したがって，重層上皮細胞系統からなる

口腔扁平上皮由来の癌において，口腔癌の癌幹細胞は重層上皮幹細胞特性を保

持すると考えられる．p75，別名 CD271 は，細胞膜に存在する低親和性 NGF

レセプターで（ 25），上皮幹細胞・前駆細胞マーカーとして知られている． p75
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はヒト食道ケラチノサイトに幹細胞特性を付与すると報告されており（ 26），口

腔粘膜上皮においても p75 陽性重層上皮幹細胞が重層上皮細胞系統（CK14 陽

性基底細胞，CK13 陽性扁平上皮分化細胞）を生み出して重層上皮を構築して

いる（ 27,  28）．そこで，まず正常ヒト不死化歯肉ケラチノサイト細胞株 RT7 に

おける p75 依存的な重層上皮幹細胞特性を検討したところ，単一細胞から増

殖して形成されるコロニーにおいて，p75 がその機能的部位である細胞膜に存

在する p75 陽性細胞を中心に，その周囲に基底細胞マーカーCK14 陽性細胞は

存在したが，扁平上皮分化マーカーCK13 陽性細胞は出現しなかった．そして

3 次元培養法においてコラーゲンゲル上で重層上皮構造を構築せず，上皮幹細

胞増殖培地中において sphere を形成しなかった．以上の結果から，培養皿の

接着培養下で生育する RT-7 は，p75 陽性細胞が存在するも重層上皮幹細胞特

性が制限されており，正常な p75 依存的重層上皮幹細胞特性の厳密な規定の

影響を受けていることが推察された．一方で，舌扁平上皮癌由来細胞株 OM-1

において，p75 陽性細胞の存在とともに，CK14 陽性細胞から CK13 陽性細胞

が非対称性に分裂する像が観察され，3 次元培養法ではコラーゲンゲル上で重

層上皮類似構造を構築し，上皮幹細胞増殖培地中において腫瘍 sphere を形成

した．そして腫瘍 sphere 形成能および CK13 陽性細胞の出現は p75 シグナル

阻害により抑制されたことから，癌細胞は p75 依存的な重層上皮幹細胞特性

を保持し，正常組織における厳密な規定から解放されていることが考えられ

た．  

さらに，p75 陰性 OM-1 から後天的な p75 陽性 OM-1 の出現が確認され，そ

れら p75 陽性 OM-1 が重層上皮幹細胞特性を現した結果は，OM-1 が脱分化能

を保持すること，すなわち，重層上皮幹細胞特性は後天的に獲得可能であるこ

とが示唆された．  
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以上の OM-1 における組織幹細胞類似癌幹細胞特性の解析結果を踏まえた上

で，EMT 誘導時における組織幹細胞類似癌幹細胞特性について解析を進め

た．  

 当研究室ではこれまでに，口腔扁平上皮癌細胞における Snail 誘導性 EMT に

伴う高度浸潤能獲得と，EMT の局所浸潤への関与について解析してきた（ 6-8,  29 -

33）．  EMT 誘導性転写因子 Snail を OM-1 にウィルスベクターシステムで強制

発現させることにより，細胞遊走スペースの有無やサイトカイン刺激による条

件依存性の多段階 EMT 誘導モデル（OM-1_Snail）を確立している（ 8）．この OM-

1_Snail は 3 次元培養法においてコラーゲン層へびまん性に浸潤し，口腔癌の

局所浸潤像を再現する（ 8）．OM-1_Snail は OM-1 と比較して p75 陽性細胞が著

明に減少した．そして，扁平上皮分化マーカーCK13 陽性細胞は出現せず，腫瘍

sphere を形成しなかったことから，重層上皮幹細胞特性は Snail 誘導性 EMT

によって失われたと推察された．  

分化転換には二つの様式が想定されている （ 34）．細胞が直接異なる分化系統

細胞へ転換する様式と，細胞が一旦脱分化を起こし，未分化な細胞が出現して

から異なる分化系統の子孫細胞が現れる様式である（ 34）．OM-1 が直接，間葉細

胞様細胞に分化転換したのか（すなわち，幹性を伴わない），あるいは，異なる

分化系統の子孫細胞を生み出す幹細胞特性を獲得したのか検討しなければなら

ない．そこで，種々の組織幹細胞マーカーを検索したところ，OM-1 で発現せ

ず，OM-1_Snail で発現するⅣ型中間径フィラメント Nestin を見出した．Nestin

は中枢神経幹細胞・前駆細胞のマーカーとして知られており （ 35），分化が進む

につれて Nestin の発現は消失し，各組織に特異的な中間径フィラメントに置

き換わっていくと報告されている （ 36）．フローサイトメトリーおよび蛍光免疫

細胞染色法で OM-1_Snail における Nestin 陽性細胞が確認でき，さらに Nestin
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陽性細胞から Vimentin 陽性細胞へ移行する像も観察された．したがって，OM-

1 は Snail によって Nestin の発現が誘導され，神経幹細胞特性が付与された可

能性が考えられた．そこで OM-1_Snail を神経幹細胞増殖培地で浮遊させたと

ころ，腫瘍 sphere を形成せず，幹性を示さなかった．Snail は OM-1 に Nestin

の発現を付与したが，神経幹細胞特性は付与せず，Snail が誘導する EMT は直

接的な分化転換であることが示唆された．OM-1_Snail から安定した EMT 形質

を示す細胞をクローニングした OM-1_Snail clone では，Nestin の発現は再び

消失していた（未発表データ）．今後，EMT における Nestin の発現意義につい

て検討したい．  

 以上の結果は，癌細胞が利用する体性幹細胞特性について解析したものであ

る．一方で，癌細胞の幹性（癌幹細胞特性）には癌細胞特有の性質が存在する

と想定される．そこで，現在癌幹細胞マーカーとして最も信頼できる CD133 に

着目した．CD133 は 5 つの細胞膜貫通ドメインを持つ細胞膜タンパク質であ

り，造血幹細胞マーカーの一つとして知られている（ 37）．そして，大腸癌（ 38），

脳腫瘍（ 39）などの有力な癌幹細胞マーカーとして利用されている．口腔癌細胞

においても，CD133 陽性細胞が幹細胞特性を示すという報告や（ 40），口腔癌細

胞株に CD133 を強制発現させることで EMT 形質を示すという報告がある（ 41）． 

OM-1 を造血幹細胞増殖培地中で浮遊させると細胞膜 CD133 陽性細胞が誘導さ

れることを見いだした．そして，この CD133 の発現に伴って内因性 Snail の発

現が誘導された．これら結果は，あたかも CD133 陽性細胞（癌幹細胞）に  EMT

形質が生じているように窺わせたが，蛍光免疫細胞染色法で CD133 と Snail の

局在を確認すると，Snail は機能的局在部位である核内で不明瞭であり，E-カド

ヘリンは細胞膜に局在し，Vimentin も発現しておらず，EMT 形質を示さなかっ

た．そして，外因性 Snail が明瞭に核内局在する OM-1_Snail において CD133
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の発現は示さなかった．  

 さらに，造血幹細胞増殖培地は OM-1 に多能性幹細胞マーカーの発現も誘導

した．中でも転写因子 Oct4 は胚性幹細胞のマーカーとして重要視され，細胞

分化の調整因子と考えられている（ 42）． Sox2（ 43）, Nanog（ 44）,とともに体細胞

から多能性幹細胞へのリプログラミングを引き起こす因子として知られている

（ 45）．頭頚部癌においても Oct4 は幹性の制御因子であると報告されており（ 46），

Oct4 発現と癌幹細胞特性の相関性が報告され（ 47），癌幹細胞単離におけるマー

カーとして利用されている．また，初期外胚葉マーカーPAX6（ 48），および初期

中胚葉マーカーBrachyury（ 49）の発現が共に誘導され，OM-1 は造血幹細胞増殖

培地という外的因子によって高位の未分化細胞が制御する細胞分化階層を展開

していることが示唆された．そこで，個々の細胞における CD133，Snail およ

び Oct4 の発現を蛍光免疫細胞染色法で観察したところ， CD133 陽性細胞にお

いて Oct4 の核内局在は不明瞭であり，また  Snail の発現と同調せず，相反的

な発現を示した．この結果を反映するように，Oct4 を含む多能性幹細胞マーカ

ーの発現は外因性 Snail が明瞭に核内局在する OM-1_Snail で誘導されなかっ

た．これらの結果から，一つの OM-1 細胞が Snail 依存的 EMT 形質を示した場

合，その細胞は癌幹細胞と等価ではないことが明らかとなった．  

 最後に，CD133 を指標とする癌幹細胞特性が，前述の重層上皮幹細胞特性と

同様に可逆性であるかどうかを検討した．CD133 を発現誘導する造血幹細胞増

殖培地中の浮遊 OM-1 腫瘍 sphere をトリプシン処理で分離・離散させ，OM-1

に CD133，Oct4，および Snail の発現を誘導できない神経幹細胞増殖培地で腫

瘍 sphere を再形成させると，予想通り，発現していた CD133，Oct4，および

Snail は消失した．逆に，神経幹細胞増殖培地で形成され，  CD133，Oct4，お

よび Snail を発現しない腫瘍 sphere を分離・離散させ，造血幹細胞増殖培地で
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再度腫瘍 sphere 形成させると，CD133，Oct4，および Snail の発現が誘導され

た．これらの結果は，CD133 を指標とする癌幹細胞特性が外的因子依存的な可

逆性の可能性を示すものであった．  

 本研究で明らかとなった結果と考察を図示する（図 10）．原発巣から間質に

播種し，外科的切除や化学療法を乗り越えた癌細胞は，それら細胞が癌幹細胞

特性を保持していなくても外的因子によって後天的に癌幹細胞特性を獲得し，

再発巣を形成しうることが考えられた．また，癌細胞に EMT が生じ，脈管内移

動を経て原発巣から遠隔部位に播種した場合において，EMT は癌幹細胞特性と

は独立した表現型であり，外的因子によって癌細胞は癌幹細胞特性を獲得して

転移巣を形成することが推察された．しかし，癌幹細胞が原発巣形成から絶対

的に存在し，癌幹細胞に EMT が生じて遠隔播種する可能性も残されている．こ

の場合，間葉上皮移行（MET）（ 50）が生じると癌幹細胞は再び癌幹細胞特性を示

すことが考えられる．本研究では，EMT と癌幹細胞特性は，個々の癌細胞が有

する独立した潜在能力であり，そして，外的因子依存的に可逆性であることを

示すことで，両者の相対性を否定することができたが，癌幹細胞の絶対的存在

については解明できていない．本研究室が以前に報告した局所浸潤における

EMT 型癌細胞主導による非 EMT 型癌細胞との並走浸潤（ 6）によって，非 EMT

型癌細胞の脈管内浸潤の可能性も残されている．肺癌の転移過程において，必

ずしも EMT が生じた癌細胞だけが転移（脈管内移動）するわけではないという

報告がある（ 51）．癌幹細胞は原発巣から転移巣形成まで，EMT 型癌細胞が産生

する液性因子の影響を受けながらも，その一貫した癌幹細胞特性を制御してい

ることも考えられる．今後，可逆性 EMT 誘導モデルを MET 誘導モデルに発展

させ，原発巣から二次腫瘍巣形成まで再現するモデルを確立し，EMT と癌幹細

胞特性について更なる解析を進めたい．  
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Ⅴ．結論  

 

 EMT と癌幹細胞特性の関連性を明確にするという目的に対し，口腔扁平上

皮癌の可逆性 EMT 誘導モデルにおける癌幹細胞特性を解析することで，以下

の解答を得た．  

・一つの癌細胞が Snail 依存的 EMT 形質を示した場合，その細胞は癌幹細胞

と等価ではない．  

・癌幹細胞特性は EMT 形質と独立しており，単独で後天的に獲得可能であ

る．  
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Ⅷ．付図説明  

 

図 1. 歯肉由来不死化ケラチノサイト細胞株 RT-7 における重層上皮幹細胞特

性  

A. 正常歯肉上皮（normal gingival epithelium）および RT-7 における p75，CK13，

CK14，G3PDH の mRNA 発現量を RT-PCR 法で検出．  

B. RT-7 における細胞膜 p75 発現の蛍光免疫染色像（green: p75，blue: DAPI）

を示す．  

C. RT-7 における CK14 陽性および CK13 陰性細胞の蛍光免疫染色像（green: 

CK13， red: CK14，blue: DAPI）を示す．  

D. 3 次元培養法におけるコラーゲンゲル上での RT-7 の単層構造形成を示す HE

染色像．  

E. RT-7の sphere formation assay．上皮幹細胞増殖培地中の浮遊 RT-7は sphere

を形成しない（位相差顕微鏡像）．  

 

図 2. 舌扁平上皮癌由来細胞株 OM-1 における重層上皮幹細胞特性  

A. 各種扁平上皮癌細胞株における p75，CK13，CK14，G3PDH の mRNA 発現

量を RT-PCR 法で検出．  

B. OM-1 における蛍光免疫染色像（green: p75，blue: DAPI）．  

C. OM-1 の蛍光免疫染色像（green: CK13， red: CK14，blue: DAPI）．  

D. DMEM 中で低濃度培養し，単一細胞からのクローナルな増殖によって形成

された OM-1 のコロニーの蛍光免疫染色像（green: p75，red: CK14，blue: DAPI）． 

E. OM-1 が形成するコロニーの蛍光免疫染色像（green: CK13，red: CK14，blue: 

DAPI）．CK14 陽性細胞から CK13 陽性細胞が非対称に分裂する像（矢印）がみ
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られる．  

F. 3 次元培養法によって OM-1 がコラーゲンゲル上で形成する重層上皮類似構

造を示す HE 染色像．  

G. 上皮幹細胞増殖培地中の浮遊 OM-1 が形成する腫瘍 sphere（位相差顕微鏡

像）．  

 

図 3. p75 シグナル阻害剤による OM-1 の重層上皮幹細胞特性の抑制  

A. 非接着 24-well dish で上皮幹細胞増殖培地中，あるいは p75 シグナル阻害

剤を加えた上皮幹細胞増殖培地に浮遊させた OM-1 の， 1well あたりの腫瘍

sphere の数をそれぞれ 6 well で計測し，その平均値をグラフ化した．  

B. p75 シグナル阻害剤を加えた DMEM 中の接着培養 OM-1 が形成するコロニ

ーの蛍光免疫染色像（ green: CK13， red: CK14，blue: DAPI）．  

 

図 4. p75 陰性 OM-1 における重層上皮幹細胞特性  

A. OM-1 を Becton Dickinson (BD) FACS AriaⅡで完全な p75 陰性細胞群をソ

ーティングし，ソーティングした p75 陰性細胞は再度 Becton Dickinson FACS 

Caliber™ で p75 陰性と確認した．  

B. ソーティング直後に播種した p75 陰性 OM-1 が形成するコロニーの蛍光免

疫染色像（green: CK13， red: CK14，blue: DAPI）．  

C. ソーティングして継代 2 週間後の p75 陰性 OM-1 において，フローサイト

メトリーで p75 発現 OM-1 の出現が確認された．  

D. ソーティングして継代 2週間後の p75陰性 OM-1が形成するコロニーには，

蛍光免疫染色で p75 陽性細胞が出現した（green: p75，blue: DAPI）．  

E. ソーティング直後，およびソーティング後 2 週間後の p75 陰性 OM-1 を上
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皮幹細胞増殖培地へ播種し，24-well dish 1well あたりの腫瘍 sphere の数をそ

れぞれ 6 well ずつ計測し，その平均値をグラフ化した．  

F. ソーティングして継代 8 週間後の p75 陰性 OM-1 が形成するコロニーにお

ける CK13 陽性細胞の出現を蛍光免疫染色で確認した（green: CK13，red: CK14，

blue: DAPI）．  

 

図 5. Snail 誘導性 EMT 型 OM-1 における重層上皮幹細胞特性  

A. OM-1 および OM-1_Snail における，p75，CK13，CK14，G3PDH の mRNA

発現量を RT-PCR 法で検出．  

B. OM-1 および OM-1_Snail における，ESA と p75 の発現細胞をフローサイト

メトリーで解析．  

C. DMEM 中で接着 OM-1_Snail が形成するコロニーにおける Snail の明瞭な核

内局在を示す蛍光免疫染色像（green: Snail，blue: DAPI）．  

D. DMEM 中で接着 OM-1_Snail が形成するコロニーにおける EMT 表現型細胞

の蛍光免疫染色像（green: Vimentin， red: E-cadherin，blue: DAPI）．  

E. DMEM 中で接着 OM-1_Snail が形成するコロニーにおける p75 の局在は，細

胞膜から細胞質内へ移動している蛍光免疫染色像（green: p75，blue: DAPI）． 

F. DMEM 中で接着 OM-1_Snail が形成するコロニーにおいて CK13 陽性細胞は

出現しない細胞蛍光免疫染色像（green: CK13， red: CK14，blue: DAPI）．  

G. OM-1_Snail における 3 次元培養法の HE 染色像を示す．  

H. 上皮幹細胞増殖培地中の浮遊 OM-1_Snail は完全な腫瘍 sphere を形成しな

い（位相差顕微鏡像）．  

 

図 6. OM-1_Snail における神経幹細胞マーカーNestin の発現  
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A. OM-1 および OM-1_Snail における p75，Nestin，G3PDH の mRNA 発現量を

RT-PCR 法で検出．  

B. OM-1 および OM-1_Snail における Nestin 陽性細胞をフローサイトメトリー

で解析．  

C. DMEM 中で接着 OM-1_Snail が形成するコロニーにおける線維化した Nestin

陽性細胞の蛍光免疫染色像（green: Vimentin， red: Nestin，blue: DAPI）．  

D. 神経幹細胞増殖培地で浮遊させた OM-1 および OM-1_Snail の腫瘍 sphere

形成像（位相差顕微鏡像）．  

 

図 7. 癌幹細胞マーカーCD133 の発現  

A. DMEM 中の接着 OM-1，そして，上皮幹細胞増殖培地（FAD medium），神経

幹細胞増殖培地（NSC medium），および造血幹細胞増殖培地（HSC medium）

中で浮遊させた OM-1 における CD133，Snail，E-cadherin，Vimentin，G3PDH

の mRNA 発現量を RT-PCR 法で検出．  

B. DMEM 中の接着 OM-1（上段），および造血幹細胞増殖培地中で浮遊させた

OM-1（下段）におけるフローサイトメトリーによる CD133 発現細胞の解析．  

C. 造血幹細胞増殖培地中の浮遊 OM-1 の蛍光免疫染色像（ red: CD133，blue: 

DAPI）．  

D. 造血幹細胞増殖培地中の浮遊 OM-1 の蛍光免疫染色像（green: Snail， red: 

E-cadherin，blue: DAPI）を示す．  

E. DMEM 中の接着 OM-1，DMEM 中の接着 OM-1_Snail，そして，上皮幹細胞

増殖培地，神経幹細胞増殖培地，および造血幹細胞増殖培地中の浮遊 OM-

1_Snail における CD133，G3PDH の mRNA 発現量を RT-PCR 法で検出．  
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図 8. 多能性幹細胞マーカーOct4 の発現  

A. DMEM 中の接着 OM-1，そして，上皮幹細胞増殖培地，神経幹細胞増殖培地，

造血幹細胞増殖培地中の浮遊 OM-1 における Oct4，Nanog，Sox2，PAX6，

Brachyury，CD133，G3PDH の mRNA 発現量を RT-PCR 法で検出．  

B. 造血幹細胞増殖培地中で浮遊させた OM-1の蛍光免疫染色像（green: Snail，

red: Oct4，blue: DAPI）．  

C. DMEM 中の接着 OM-1，DMEM 中の接着 OM-1_Snail，そして，上皮幹細胞

増殖培地，神経幹細胞増殖培地，造血幹細胞増殖培地中の浮遊 OM-1_Snail に

おける Oct4，Nanog，Sox2，PAX6，Brachyury，CD133，G3PDH の mRNA 発

現量を RT-PCR 法で検出．  

D. 造血幹細胞増殖培地中で浮遊させた OM-1_Snail の蛍光免疫染色像（green: 

Snail， red: Oct4，blue: DAPI）．  

 

図 9. 癌幹細胞マーカーの可逆的発現  

A. 神経幹細胞培地中で形成された OM-1 の腫瘍 sphere と，それらを一旦離散

させ，造血幹細胞増殖培地中で再度形成させた浮遊 OM-1 における Snail，Oct4，

CD133，G3PDH の mRNA 発現量を RT-PCR 法で比較．  

B.造血幹細胞増殖培地中で形成された浮遊 OM-1 と，それらを一旦離散させ，

神経幹細胞培地中で再度形成させた OM-1の腫瘍 sphereにおける Snail，Oct4，

CD133，G3PDH の mRNA 発現量を RT-PCR 法で比較．  

 

図 10. 癌の再発・転移における EMT と癌幹細胞関与の模式図  
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Ⅸ．表および図  

表 1. Primer sets for RT-PCR 

 


