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諸  言  

頭頸部扁平上皮癌  hea d  and neck  squamous  ce l l  ca r c inoma 

(HN SCC)は世界で 6 番目に多いとされる癌腫である 1 )．全世界

において，年間 40 ~60 万人が新たに HN SCC に罹患し，22 .3~30

万人がこれにより死亡するとされる 1 )． HN SCC のひとつであ

る口腔扁平上皮癌  o ra l  squa mous  ce l l  ca r c inoma (OSCC)  に

よるわが国における死亡率は 10 万人中 3 .7 人と報告され，過

去 30 年間における 5 年生存率に大きな変化はない 2 )． OSCC

は高い局所浸潤性とリンパ節転移能を有し，予後に大きな影響

を与えている 2 )．  

 癌細胞が転移を生じるメカニズムのひとつに，上皮間葉転換

epi t he l ia l -mesenchy mal  t rans i t i on  (EMT )の 獲 得 が 挙 げ ら れ

る．EMT は，発生において原腸陥入や神経堤形成など器官形成

および分化に深く関与するが，細胞形態が紡錘形様に変化して

細胞極性を消失し運動性の亢進をもたらすことから，癌転移に

も寄与するといわれる 3 ~ 5 )．癌細胞においては，EMT により細

胞極性が消失し，E-ca dher in に代表される上皮細胞マーカーの

発現が減少する．それに相反して N -cadher in や v im ent in とい

った間葉細胞マーカーの発現が上昇し，基底膜を分解して浸潤

へと進む (図 1 ) 6 )．  
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 幹細胞は，自己複製能と多分化能を有する細胞で，胚性幹細

胞と体性幹細胞に分類され，生体の恒常性維持や器官形成など

を担っている 7 )．近年，腫瘍組織にも幹細胞，すなわち癌幹細

胞あるいは癌幹細胞様細胞 cancer - s tem l ike  ce l l  (CSC)が存在

するという説が提唱されており 8 )，急性骨髄性白血病 9 )をはじ

め，乳癌 1 0 )，脳腫瘍 11 )，前立腺癌 1 2 )，大腸癌 1 3 )，肺癌 1 4 )な

らびに頭頸部扁平上皮癌 1 5 )でもその存在が報告された． EMT

と CSC は腫瘍原性，薬剤耐性，癌転移に関わっており，急速

に研究が進展している分野である．多くの CSC の代表的な表

面マーカーとして CD44， CD133 および ALD H1 が同定されて

いる 1 6 , 1 7 )． CD4 4 は細胞外マトリックスと結合する 37kDa の

接着分子で，細胞運動に関与することから癌細胞の転移に関与

するといわれ 1 8 , 1 9 )，乳癌，膵臓癌，前立腺癌，および頭頸部扁

平上皮癌など多くの癌腫に認められる 2 0 )． CD13 3 は細胞膜に

存在する 120 kDa の 5 回膜貫通型タンパクで，脳腫瘍，前立腺

癌，悪性黒色腫，大腸癌，および頭頸部扁平上皮癌で確認され，

近年では CSC のマーカーとして注目されている 2 0 , 2 1 )．  

Wing l ess / i nt  (Wnt )は初期発生における体軸の決定，原腸嵌

入，器官形成を制御する分子量約 4 万の分泌性タンパクで 2 2 )，

ヒトでは 19 種類が同定され，ファミリーを構成している 2 3 )．
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Wnt シグナル経路は，  - ca ten i n 依存性の ca noni ca l 経路と，

 - ca ten in 非 依 存 性 の non- ca noni ca l 経 路 に 大 別 さ れ ，

non - canoni ca l 経 路 は さ ら に 平 面 内 細 胞 極 性 plana r  ce l l  

po la r i ty  (P CP )経路と Ca 2 +経路に分けられる (図 2 )． Wnt によ

るシグナルは F ri zz l ed や低密度リポタンパク質受容体関連タ

ン パ ク 質 l ow -dens i t y  l ipopro te in  re cept o r - re la ted  prote i n  

(LRP)5 / 6 を介し細胞内へ伝達される． Ca nonica l 経路では，

 - ca ten in のリン酸化が抑制されることで，分解されずに蓄積

し た  - ca t en in が 核 内 へ 移 行 し て 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 し

2 4 , 2 5 )，non -ca noni ca l 経路では，Rho fami ly 低分子量 G タンパ

ク質を介して細胞骨格や細胞の運動性を制御するほか，prot e i n  

k ina se  C  (PK C)や ca lm odul i n -dependent  prot e in  k ina seⅡ  

(Ca MKⅡ )を活性化する 2 4 )．  

Wnt シグナル経路は発生だけでなく種々の疾患や，発癌とそ

の進展にも関与するといわれる 2 2 , 2 4 ~ 2 7 )．悪性腫瘍においては，

canoni ca l 経 路 は 発 癌 関 連 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 し ， ま た

non - canoni ca l 経路は運動性の亢進を制御して，転移に関与す

るとされる 2 5 , 2 8 )． Wnt 分子はそれぞれに特異的な生理機能を

有しており，一般に形質転換能の強い  Wnt1， Wnt3， Wnt3a，

Wnt7a  は ca noni ca l 経路を，形質転換能の弱い W n t2，Wnt4，
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Wnt5a， Wnt5 b， Wnt6， Wnt7b， Wnt 11  は non - ca noni ca l 経

路を活性化するとされている 2 2 , 2 4 )．Wnt5a と Wnt5 b は 80 .5%

のアミノ酸配列同一性を示し 2 9 )， Wnt5a は悪性黒色腫 3 0 )，肺

癌 3 1 )，胃癌 3 2 )，乳癌 3 3 )そして前立腺癌 3 4 )において腫瘍進展に

関与し，悪性黒色腫，胃癌そして乳癌では細胞遊走能や浸潤能

を 亢 進 す る と 報 告 さ れ て い る 3 0 , 3 2 , 3 3 ) ． OSCC に お い て も ，

Wnt5a により細胞遊走能と浸潤能が亢進すると の報告がある

3 5 )．Wnt5b は乳癌 3 6 )や非定型奇形腫様 /ラブドイド腫瘍 3 7 )，お

よび平滑筋腫の腫瘍組織で高発現すること 3 8 )，そして HN SCC

において細胞浸潤能を亢進することが報告されている 3 9 )．腫瘍

形成能において， Wnt5a でなく Wnt5b に形質転換能を認めた

とする報告もある 4 0 )．  

癌組織には，癌細胞のほか，免疫細胞や腫瘍関連マクロファ

ージ，癌関連線維芽細胞，間葉系幹細胞などが存在し，トラン

ス フ ォ ー ミ ン グ 増 殖 因 子 -  t rans fo rm ing  g rowth  

fa cto r -  (TGF- ) や 上 皮 成 長 因 子 epi dermal  g rowth  fa ct or  

(EGF)，線維芽細胞増殖因子 f i b rob last  g rowt h  fa c to r  (FGF )

などを分泌している．腫瘍組織では，これら細胞因子や液性因

子が癌微小環境を構築し，EMT を誘導するとされている 4 1 ) (図

3 )．Wnt もまた，癌微小環境を構成する液性因子のひとつであ
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る 4 1 )．   

Wnt シグナル経路は， TGF -シグナル経路， N ot ch 経路およ

び Hedgehog シグナル経路と並んで EMT を誘導する因子とし

て知られる 4 )．また，最近では， Wnt シグナル経路は，癌幹細

胞の自己複製や維持を制御するとして注目されている 4 2 , 4 3 )．  

われわれは，ヒト OSCC のマウス頸部リンパ節高転移株 4 4 )

では親株と比較して Wnt5b の発現が亢進していることを見出

した 4 5 )．しかしながら， Wnt5b が O SCC の EMT および CSC

に及ぼす影響についてはまだ解明されていない．そこで，本研

究 で は 癌 微 小 環 境 の 液 性 因 子 と し て 細 胞 外 か ら 作 用 す る

Wnt5b 刺激が O SCC に EMT と CSC を誘導する可能性につい

て検討を行った．  

 

材  料  と  方  法  

1 .  細胞培養  

本研究には，ヒト舌扁平上皮癌由来細胞株である SAS 細胞

4 6 ) お よ び HSC-3 細 胞 4 7 ) に 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 Green  

F luorescent  Prot e in  (G FP)遺伝子を導入した， SAS -GFP 細胞

および HSC3 -GF P 細胞を用いた． SAS -GFP 細胞は，当研究科

生 化 学 教 室 に て 樹 立 さ れ ， 分 与 さ れ た ． SAS-GF P 細 胞 は ，
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Dulbecco 変法 Ea gle 培地 Dulbecco’s  Modi f i ed  Eag l e  Medi um  

(D MEM ;  Ni ssu i， Toky o， Japa n )に 10% 牛 胎 児 血 清 F eta l  

Bov i ne  Serum  (F BS ;  S ig ma Al dr i ch， MO， USA)を添加した

培養液にて， 5% CO 2 気相下に 37℃で培養した．HSC3 -GFP 細

胞は， Eagle 最小必須培地 Eagle  Minimum  Essent ia l  Medium  

(MEM ;  Nissu i， Toky o， Ja pa n)に 10% FBS を添加した培養液

にて，5% CO 2 気相下に 37℃で培養した．SAS-GF P 細胞および

HSC3-GFP 細 胞 は ， 0 .1 % e thy lenediaminete t ra a ce t i c  a c i d  

(EDTA ;  Wa ko ， O sa ka ， J apa n ) と 0 .1 %  t ryps in  (na ca la i  

t esq ue， Kyoto， Japan )で処理して浮遊させ，細胞数の算定や

継代に用いた．  

 

2 .  HSC3 -GFP 細胞の樹立  

HSC-3 細胞は，理化学研究所バイオリソースセンター細胞材

料開発室  ( Ibara k i， Ja pan )より購入した． GFP 発現ベクター

には pZsGreen1 -N1  vecto r  (Clont ech， CA， USA)を用いた．

これは，野生型 Zoanthus  sp .GFP のヒトコドン最適化変異形を

コードし，また neomy cin 耐性遺伝子を有するベクターである．

6  wel l プレートに 5×10 5 個 /we l l で HSC -3 細胞を播種し 24 時

間 培 養 し た ． 遺 伝 子 導 入 に は ， cDNA と 遺 伝 子 導 入 試 薬 の



7 

 

FuGEN E6  (P rom ega， WI， USA)を 1 :3 の割合で FBS 無添加

MEM に混合して用いた．すなわち， F BS 無添加 MEM  90  µ l

に FuG ENE6 を 6  µ l 混合し 5 分間室温で維持したのち， cDN A 

2  µg  (4  µ l )を加え 15 分間室温にてインキュベートした．計 100  

µ l となった混合液を 1  wel l 分として HSC -3 細胞の培養液に添

加し，プレートシェーカーにて混合したのち， 5 % CO 2 気相下

に 37 ℃ で 培 養 し た ． 48 時 間 後 か ら 培 地 に G-418  (Thermo  

F isher  Sc ient i f i c， MA， USA)を 5 00  µg /ml の濃度で添加し，

GFP 遺伝子導入細胞を選択培養した．GFP 目視確認用 L ED ハ

ンディライト  (オプトコード， Tokyo， Ja pa n )を用いて形成さ

れたシングルコロニーを確認しながら，0 .1 % t ry ps in を含む濾

紙にてフィルターピックアップし，培養を継続して GFP 発現

細胞株 c l one  2 -1 を樹立した．  

 

3 .  Wnt5b による SAS -GFP 細胞および HSC3 -GFP 細胞の処理  

組換えヒト Wnt5 b  (Wnt5b  ;  R& D， MN， U SA)を 5 00  ng /ml

の濃度で培養液に添加し， 5 % CO 2 気相下に 37℃で 48 時間培

養した SA S -G F P 細胞および H SC3 -G F P 細胞を実験に用いた． 

 

4 .  細胞増殖曲能の評価  
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 Wnt5b 処理した SAS -GFP 細胞と HSC3 -GFP 細胞を 2×10 4

個 /w e l l にて 6  w e l l プレートに播種した．経時的に 5 日間，0 .1 % 

t ry ps in により細胞を分散させて細胞数を算定した．  

 

5 .  細胞遊走能の評価  (mig rat i on  assa y )  

 8 .0  µ m の小孔を有する多孔メンブレンが下底に張 られた上

層チャンバーを内蔵する二層構造の t ra nswel l  cha mber である   

Corni ng  Bi oCoa t  Ce l l  Cul t ure  Inser ts  Cont ro l  Insert s  

24 -Wel l  (Corning ， MA ， USA) を 用 い た ． Wnt5b 処 理 し た

SAS -GF P 細胞あるいは HSC3-G F P 細胞を F BS 無添加の D MEM

あるいは MEM で 5×10 4 個 / 500  µ l に調整して，上層チャンバ

ー内へ播種した．下層チャンバーには 10 %FBS 添加の D MEM

あるいは MEM を 750  µ l /we l l 加え， 5% CO 2 気相下に 37℃で

48 時間培養した． 48 時間後に上下層チャンバーの培養液を除

去し，リン酸緩衝液 Dulb ecco’s  phospha te  bu f fe red  sa l ine  ( - )  

(PBS ( - )  ;  N i ssu i ， Tokyo ， J apan ) で 洗 浄 し た ． 4 % 

pa ra fo rmal dehyde  (PFA ;  Wako， Osa ka， Ja pa n)を加えて 10

分間室温にて細胞を固定したのち，PBS ( - )にて洗浄し，May er’

s  Hematox y l in  (MUTO， Tokyo， Japan )を加え， 3 0 分間室温

にて維持した．P BS ( - )で洗浄したのち，上層チャンバー下底の



9 

 

多 孔 メ ン ブ レ ン を メ ス に て 切 り 取 り ， 標 本 用 封 入 剤 MGK -S  

(Mat sunami， Osaka， Ja pa n)を用いてスライドガラス上で封

入 し た ． 200 倍 光 学 顕 微 鏡 ZEI SS Ax io lab  (Car l  Ze i ss ，

Oberkochen， Germa ny)下で観察し，無作為に 1 0 視野を撮影

した．これを 3 標本で繰り返した．画像解析ソフト Image  J  

prog ram を用いて撮影した写真をコンピュータ上で解析し，メ

ンブレンを通過した細胞の占有面積を算出した．  

 

6 .  細胞浸潤能の評価  ( inva s ion  a ssa y )  

二層構造で，上層チャンバーの下底に人工基底膜マトリック

スである mat r ige l がコートされた 8 .0  µm の小孔を有する多孔

メ ン ブ レ ン が 張 ら れ た Corning  BioCoat  Ma tr ig e l  Inva s ion  

Chamb er  (Corning， MA， USA)を用いた．上層チャンバーに

FBS 無添加の D MEM あるいは MEM を 500  µ l 加えて 5% CO 2

気相下に 37℃で 2 時間インキュベートし， mat r ige l を水和し

た．Wnt5b 処理した SAS -GFP 細胞あるいは HSC3-G FP 細胞を

FBS 無添加の D MEM あるいは MEM で 5×10 4 個 / 50 0  µ l に調整

して，上層チャンバー内へ播種した．下層チャンバーには 10 % 

FBS 添加の D MEM あるいは MEM を 750  µ l /we l l 加え，5 % CO 2

気相下に 37℃で 48 時間培養した．48 時間後に上下層チャンバ
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ーの培養液を除去し，PBS ( - )で洗浄した．4 % PFA を加えて 10

分間室温にて細胞を固定したのち，PBS ( - )にて洗浄し，May er’

s  Hemat oxy l in を加え， 30 分間室温にて維持した． P BS ( - )で

洗浄したのち，上層チャンバー下底の多孔メンブレンをメスに

て切り取り，標本用封入剤を用いてスライドガラス上で封入し

た． 200 倍光学顕微鏡下で観察し，無作為に 10 視野を撮影し

た ． こ れ を 3 標 本 で 繰 り 返 し た ． 画 像 解 析 ソ フ ト Ima ge  J  

prog ram を用いて撮影した写真をコンピュータ上で解析し，メ

ンブレンを通過した細胞の占有面積を算出した．  

 

7 .  リンパ管様ネットワーク付き三次元組織体モデルによる細

胞浸潤能の評価  

 リンパ管様ネットワーク付き三次元組織体モデルは，二層構

造を持つ t ra nsw e l l  chamb er のカルチャーインサートに，正常

ヒ ト 皮 膚 線 維 芽 細 胞 normal  huma n dermal  f i brob las ts  

(NHDF； L onza， Ba se l， Swit ze r land )と ヒト 皮 膚 リン パ管 内

皮細胞 huma n dermal  l ym phat i c  endot he l ia l  c e l l  (HDL EC；

Lonza， Base l， Switze r la nd )を播種し，三次元的に培養した，

より v iv o に近い組織体モデルである (図 4 )．Ni shig uchi らによ

り報告された細胞集積法 4 8 )を用いて，下底に 0 .4  µ m の小孔を
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有 す る メ ン ブ レ ン が 張 ら れ た 24  wel l カ ル チ ャ ー プ レ ー ト  

(Corning， MA， USA)のインサート内に， NHD F 1 0 層の中央

に HDLEC 1 層 を サ ン ド イ ッ チ し た 構 造 ， つ ま り ，

NHDF: HDL E:N HDF を 5 :1 :5 で有する三次元組織体を構築した．

これは，シングルセルの状態にした NHDF の表層に f i b ronect i n

と ge la t in の交互薄膜形成し， 24  wel l インサート底面に対し，

1 層 1×10 5 個として NHDF を 5 層相当の 5×10 5 個に調整して

播種し，その上層に HD LEC を 1 層，さらに HDL EC の上層に

同様に薄膜形成した NHDF を 5 層相当分播種することで構築し

た組織体である．すなわち，コンフルエントに培養した HNDF

を 0 .1% t ry ps i n にて単離したのち， 50  m M Tri s -HCl 溶液に懸

濁 し ， 50  m M Tri s -HCl 溶 液 に 0 .04  mg /ml で 溶 解 し た

f i b ronec t in  (S ig ma Aldr i ch， MO， USA)溶解液を 1  ml 加え，

室温で 1 分間インキュベートし， 2500  rpm で 1 分間遠心分離

を行ったのち，上清を除去した． 50  mM Tri s -HCl 溶液を 1  mL

加えて 1 分間洗浄し， 250 0  rpm で 1 分間遠心分離を行い，上

清を除去した．続いて，Tris -HCl 溶液 50  m M 溶液で 0 .04  mg /ml

に調整した ge la t i n  (Wako， Osa ka， Ja pan )を加えて同様の操

作を行った．このように， f i b ronec t in または ge la t i n の薄膜形

成を 1 ステップとして 9 回繰り返すことにより，細胞表面に交
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互積層薄膜を形成した．この細胞を回収して， 24  we l l プレー

トカルチャーインサート 1  wel l に対し， 300  µ l の 1 0% FBS 添

加 D MEM で 5×10 5 個 /we l l に調整してインサート内へ播種し

た．カルチャープレート内には 1  m l の培養液を加えた．1 時間

後に培地をそれぞれ 1  ml 追加して， 5 % CO 2 気相下に 37℃で

24 時 間 培 養 し た ． 24 時 間 後 ， EGM -2MV (L onza， Ba se l，

Switzer la nd ) で 培 養 し コ ン フ ル エ ン ト と な っ た HDLEC を

0 .1% t ry ps in にて分散させ，10 % FBS 添加 DMEM 中に 1×10 5

個に調整して上層に播種した． 5 % CO 2 気相下に 37℃で約 12

時間培養後に， HNDF を前述と同様に f i b ronec t in と g e la t in

で交互積層薄膜を形成し， 10 % F BS 添加 DMEM 30 0  µ l 中に 5

×10 5 個 /we l l となるよう調整して，HDL EC の上層に播種した．

カルチャープレート内には 1  ml の培養液を加えた．1 時間後に

培地をそれぞれ 1  ml 追加して， 5 % CO 2 気相下に 37℃で培養

した．培養 2 日後あるいは 3 日後に，Wnt5b 処理した SAS -GF P

細胞あるいは HSC3 -GFP 細胞を 30 0µ l の 10% FBS 添加 DMEM

中に 1×10 4 個 /w e l l となるように調整し，三次元組織体の上層

に播種して 5% CO 2 気相下に 37℃で 5 日間培養した．  

免疫蛍光細胞染色は以下の方法で行った．培養液を除去し，

PBS ( - )で洗浄したのち， 2 .5  ml の 4% PFA で 15 分間処理して
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固 定 を 行 っ た ． P BS ( - )で 洗 浄 後 ， P BS ( - )で 調 整 し た 0 .2 % 

Tr i ton  X -100  を加えて 15 分間処理し，PBS( - )で洗浄したのち，

1  % b ov ine  se rum  a lbumi n  ( BSA;  S igma -Aldr i ch， MO， USA)

で 60 分間ブロッキングを行った． 1% BSA を除去し， HDLEC

の染色のため，一次抗体として 1% BSA で 1 /50 に希釈した抗

ヒ ト CD31 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  (Dako ， Glos trup，

Denma rk )を添加して室温で 60 分間インキュベートした．PBS  

( - )で洗浄後，二次抗体として Alexa  F luor®  546 標識ヤギ抗マ

ウス IgG 抗体  ( Inv i t rogen， CA， U SA)を 1% BSA で 1 /200 に

希釈して加え，室温で 60 分間インキュベートした． PBS( - )で

洗浄して， 10  mg / ml の DAPI を 1  % BSA で 1 /1 000 に希釈し 2  

ml 添加して， 4  ℃で一晩静置した．これを，共焦点レーザー

走査型顕微鏡 FL UOVIEW FV 10i  (OLYMPUS， Toky o， Ja pa n)

にて 10 視野を撮影し，これを 3 標本で繰り返した．三次元画

像解析ソフト Vol oc i t y  (P erki n  El mer， MA， USA)を用いてコ

ンピュータ上で三次元構造を構築し，形成されたリンパ管様ネ

ットワークから 1 0  µm，15  µm および 20  µm の距離に存在する

浸潤した SAS -GF P 細胞あるいは HSC3 -GFP 細胞の数を計測し

た．  

 三次元組織体における SAS-G FP 細胞および HSC3 -GFP 細胞
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のメンブレン方向への遊走能および浸潤能の評価には，三次元

組織体の免疫組織化学染色標本を用いた．カルチャーインサー

ト内の三次元組織体をメンブレンごとインサートより外し，パ

ラフィン包埋して，薄切切片を作製した．脱パラフィン操作を

行ったのち，PBS ( - )で 1 /1000 に希釈した prot e ina se  K  ( D AKO，

Glos trup， Denm ark )を室温で 5 分間処理し，水道水で洗浄し

た． 3% 過酸化水素水で 5 分間処理し水道水で洗浄したのち，

1% BSA をスライド上に滴下して室温で 20 分以上インキュベ

ーションチャンバー内に静置し，ブロッキングを行った．ブロ

ッ キ ン グ 液 を 除 去 後 ， 1 % BSA で 1 /500 に 希 釈 し た 抗 ヒ ト

cy t okerat in  (CK )マウスモノクローナル抗体  (Dako， Glost rup，

Denma rk )をスライド上に滴下し，4℃でインキュベーションチ

ャンバー内に一晩静置した．P BS ( - )にて洗浄し，二次抗体とし

て horsera di sh  perox ida se 標識抗マウスポリマー試薬  (D AKO，

Glos trup， Denm ark )を滴下して，インキュベーションチャン

バー内で 30 分間静置した．PBS ( - )で洗浄し，dia minobenz i d ine  

(D AKO， Glost rup， Denma rk)を 1 滴のせて発色させた．水道

水で洗浄し，May er’s  Hemat oxy l i n に 30 秒間浸漬させて核染

色し，水道水で 3 0 分間流水洗浄してスライドガラス上で封入

した．これを，40 0 倍光学顕微鏡 AxioCam ERc5 s  (Ca r l  Ze i s s，
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Oberkochen， Germa ny)下で無作為に 3 視野撮影し，これを 3

標本で繰り返すことで，メンブレン方向へ浸潤し，底面へ到達

した CK 陽性細胞を算定してその平均を求めた．すなわち，撮

影した三次元組織体標本の 1 視野における下底の長さ約 280µm

に対して，その中に存在する CK 陽性細胞を算定し平均を求め

た．  

 

8 .  全 RNA の抽出  

 SAS -GFP 細胞および HSC3 -GF P 細胞を播種し，Wnt5b を 48

時間作用させながら 80 % コンフルエント程度に培養した．P BS  

( - )にて 2 回洗浄し，10  cm の培養皿に対して ISO G EN(NIPP ON 

GENE， Toyama， Ja pan )を 1  ml 添加した．細胞溶解液を回収

し，I SOG EN の 1 /5 量のクロロホルム  (Wa ko，O sa ka，Ja pan )

を加えて混合したのち， 120 00  rpm で 20 分間遠心を行った．

分離した水層のみを回収し，等量のイソプロパノール  (Wa ko，

Osa ka， Ja pa n)を加えて室温で 1 0 分間インキュベートして，

12000  rpm で 10 分間遠心を行った．上清を除去し， 75% 氷冷

エタノール  (Wa ko， O sa ka， Japa n)を 1  ml 加えて 12000  rpm

で 5 分間遠心を行った．上清を除去して 5 分間真空乾燥させ，

適量の D EP C treated  water  (NI PP ON GENE，Toya ma，Ja pan )
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を加えて紫外可視分光光度計 UV-1200  (SHI MAZU， Kyoto，

Japan )にて収量測定を行った．  

 

9 .  半定量 rev erse  t ranscr ip t i on  po ly merase  cha in  rea ct i on  

(RT-P CR)  

半定量 RT-P CR には Ta ka Ra  RN A P CR Ki t  (AMV)  Ver.3 .0  

(TaKaRa Bio . ， Shiga ， Ja pan ) を 用 い た ． AMV Reverse  

Transcr i p tase  XL と Ol igo  dT-Adapt or  pr imer を用いて逆転写

反応を行い，抽出した全 RNA から一本鎖 cDNA を合成した．

こ の cDNA を 鋳 型 と し て ， 各 遺 伝 子 の 特 異 的 プ ラ イ マ ー と

TaKaRa Ex  Taq  HS を反応させ P CR を行った．各遺伝子の特

異的プライマーと P CR 条件を表 1 に示す． PCR 副産物の拡散

分離には 2 %アガロース  (Taka Ra， Shiga， Ja pa n )ゲルを作製

し，電気泳動を行った．泳動が終了したゲルをエチジウムブロ

マイド  (B io -Ra d，CA，USA)で染色したのち，UV ライト 3U V 

Trans i l lumi nayt or  (UVP， CA， U SA)下で検出し，コンピュー

タ上で i mage  J  progra m にてそれぞれのバンド強度を計測して，

それを G APD H で補正した．  

 

10 .  sphere  fo rma t ion  a ssay  
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Wnt5 b を 48 時間処理した SAS -GF P 細胞および HSC3 -GFP

細胞を P BS( - )にて洗浄し，癌幹細胞増殖培地  (ProMab， CA，

USA)で 5×10 4 個 /we l l に調整した．超低接着 6  wel l プレート  

(Corning， MA， USA)に細胞を播種し， 5 % CO 2 気相下に 37℃

で培養した．細胞を播種後 3 日目および 10 日目に，形成され

た sphere を 50 倍位相差顕微鏡 ZEI SS Ax i overt25  (Car l  Ze i s s，

Oberkochen， Germa ny)下にて観察し，無作為に 1 0 視野を撮

影した．コンピュータ上で，形成された sphere の長径を I mage  

J  progra m を用いて計測し，また目視にて計測可能な sphere

を算定してその長径を計測し， 3  w el l 分の平均を算出した．  

 

11 .  F low  cytomet ry による CSC マーカー陽性細胞の解析  

Wnt5 b を 48 時間処理した SAS -GF P 細胞および HSC3 -GFP

細胞を P BS ( - )にて洗浄し，0 .1% t ryps in にて分散させ，P BS ( - )

にて 1×10 6 個 / 10 0  µ l に調整した．CSC マーカーの抗体として，

a l l ophycocyani n  (AP C)標識抗ヒト CD44 マウスモノクローナ

ル抗体  (BD Biosc i ences，NJ，USA)および抗ヒト CD133 マウ

スモノクローナル抗体  (Mi l teny i  B io te c .，CA，USA)を用いた．

ア イ ソ タ イ プ コ ン ト ロ ー ル と し て ， AP C Mouse  IgG2b    

I so type  Contro l  (BD Biosc i ences， NJ， USA)お よ び Mouse  
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IgG2b -AP C (Mi l t eny i  Bio t ec .， CA， USA)を用いた．抗 CD44

抗体は 1×10 6 個 / 1 00  µ l に対して 1 : 6，抗 CD133 抗体は 1 :11 の

割合で混合した．アイソタイプコントロールも同様の割合で混

合した．遮光しながら 30 分間室温にてインキュベートし， 2 % 

BSA と 0 .1 % アジ化ナトリウム  (Wako，O sa ka，Ja pan )を含む

PBS ( - )から成る s ta in  bu f f er にて 2 回洗浄した．1  ml の sta i n  

buf fe r を加え，遮光しながら氷上で維持し， BD FACSCal ib ur  

(BD Biosc i ences，NJ，USA)にて解析した．検出された数値は，

アイソタイプコントロールの値を差し引くことで補正した．  

 

12 .  有意差検定  

実 験 結 果 は 平 均 値 ±標 準 偏 差 で 表 し ， 2 群 間 の 比 較 は

Student - t 検定を用いた．  

 

結  果  

1 .  Wnt5b が細胞形態に及ぼす影響  

 SAS -GF P 細胞および新規に樹立した HSC3 -GFP 細胞 (図 5 )

は，いずれも細胞形態は敷石状を呈しており，また細胞間接着

は 密 で あ っ た ． Wnt5 b 存 在 下 で 4 8 時 間 培 養 し た と こ ろ ，

SAS -GFP 細胞においては仮足様突起の伸長が観察された．細
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胞間接着は維持されていた．HSC3-GFP 細胞は，紡錘形様形態

を呈する細胞が観察されたが，細胞間接着は維持されていた (図

6 )．  

 

2 .  Wnt5b が細胞増殖能に及ぼす影響  

 SAS -GF P 細胞および HSC3-G F P 細胞を Wnt5b 存在下で 48

時間培養後，細胞を 6  wel l プレートに播種し経時的に細胞数を

算定 し た． SAS- GFP 細 胞 は， 播 種 後 3 日目 ま で は対 照 群と

Wnt5b 処理群との間に差を認めず，4 日目と 5 日目では Wnt5b

処理群の細胞数が対照群よりも平均で 1 .2 倍となったが，有意

差は認められなかった． HSC3 -GF P 細胞では， 5 日間を通して

Wnt5b 処理群で対照群よりも細胞数の増加傾向が認められた

が，有意差は見られなかった (図 7 )．  

 

3 .  Wnt5b が細胞遊走能に及ぼす影響  (mig rat i on  a ssay )  

 Transwel l  cha mber の上層チャンバー下底のメンブレンを通

過した細胞の占める面積の割合は， SAS -GFP 細胞において，

平均で ，対 照群 で 1 .8 %， Wnt5 b 処理 群で 1 4 .6 %であ った ．  

HSC3-GFP 細胞では，平均で，対照群で 14 .8 %，Wnt5b 処理群

で 26 .8 % で あ っ た ． メ ン ブ レ ン に 占 め る 細 胞 占 有 面 積 は
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SAS -GFP 細胞および HSC3 -GFP 細胞のいずれにおいても対照

群より Wnt5b 処理群で有意に増加した (図 8 )．  

 

4 .  Wnt5b が細胞浸潤能に及ぼす影響  ( inva s ion  a ssay )  

 Mat r ig e l がコートされた 上層チャンバー下底のメンブレン

を通過した細胞の占める面積の割合は， SAS -GF P 細胞におい

て，平均で，対照群で 2 .3%，Wnt5 b 処理群で 12 .0 %であった．  

HSC3-GFP 細胞では，平均で，対照群で 9 .5 %， Wnt5b 処理群

で 24 .1 % で あ っ た ． メ ン ブ レ ン に 占 め る 細 胞 占 有 面 積 は

SAS -GFP 細胞および HSC3 -GFP 細胞のいずれにおいても対照

群より Wnt5b 処理群で有意に増加した (図 9 )．  

 

5 .  Wnt5b が細胞浸潤能に及ぼす影響  (リンパ管様ネットワー

ク付き三次元組織体モデルにおける評価 )  

 構 築 さ れ た三 次 元 組 織 体 の上 層に SAS-GFP 細 胞 あ る いは

HSC3-GFP 細胞を播種し， 5 日後に共焦点レーザー走査型顕微

鏡にて 1 標本につき 10 箇所撮影を行った．これを 3 標本で繰

り返した．画像はコンピュータ上で三次元構築し，リンパ管様

ネットワークの壁から任意の距離に浸潤した SAS -GF P 細胞お

よび HSC3 -GFP 細胞の割合を解析した．平均値より大きく逸脱
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した数値を除外し， SAS -GF P 細胞では， 1 標本につき 6~ 9 箇

所の平均を， HSC3 -GFP 細胞では 1 標本につき 9~ 1 0 箇所の平

均を算出した．リンパ管様ネットワークの壁から 10  µm，15  µm，

および 20  µm の距離に浸潤した Wnt5b 処理群の SAS -GFP 細

胞は，それぞれ対照群の 1 .2 倍，1 . 2 倍および 1 .1 倍であった．

このうち 15  µm および 20  µm では有意差を認めた (図 10 )．ま

た，データは示していないが，HSC3-GFP 細胞ではいずれの距

離においても有意差は認めなかったが，Wnt5b 処理群の方が浸

潤する傾向にあった．  

 三 次 元 組 織 体 の 組 織 標 本 を 作 製 し ， 上 皮 系 細 胞 に 発 現 す る

CK を免疫組織化学染色した．カルチャーインサート下底のメ

ンブレンに到達した CK 陽性細胞を算定することで，三次元組

織体における SAS-GFP 細胞および HSC3 -GFP 細胞の浸潤能を

評価した．撮影した視野内における標本の長さは約 2 80µm で，

その長さあたりに存在する下底に到達した CK 陽性細胞数の平

均は，SAS -GF P 細胞において Wnt5 b 処理群で対照群の 2 .5 倍，

HSC3-GFP 細胞では 3 .0 倍と有意に増加した (図 11)．  

 

6 .  Wnt5b が EMT 関連遺伝子発現に及ぼす影響  

 半定量逆転写 P CR では， EMT に関与するとされる転写因子
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の s lug， sna i l， twist，上皮細胞マーカーである E-ca dher in

および間葉細胞マーカーの v im ent i n と N-ca dher in の変化を評

価した． Slug および sna i l は E-cadher in を直接抑制する z inc  

f ing er ファミリーの転写因子であり， twi st は間接的制御転写

因子 bHLH 型に属する． SAS-GF P 細胞では， Wnt 5b 処理群で

v iment in と N -ca dher in の発現上昇を認めた．E-ca dher in に著

明な変化はみられなかった (図 12  A )．一方，HSC3 -GF P 細胞で

は ， E-cadher i n の 発 現 減 少 傾 向 を 認 め た が ， v i ment in や

N-ca dher in に大きな変化は認めなかった (図 12  B )．  

 

7 .  Wnt5b が sphere 形成能へ及ぼす影響  

 Wnt5 b を 48 時間処理した SAS -GFP 細胞および HSC3 -GFP

細胞を超低接着 6  wel l プレートに播種し，癌幹細胞増殖培地で

培養した．培養後 3 日目および 1 0 日目に無作為に選出した 10

視野を撮影，観察した． 目視にて計測が可能であった sphere

の 長 径 の 平 均 と ， そ の 中 で 75  µ m 4 9 ) 以 上 の 大 き さ を 有 す る

sphere 数を播種した細胞数 500 個に対する割合で算出した．   

培養後 3 日目の SAS -GFP 細胞において，Wnt5b 処理群で形

成された sphere の径は対照群の 1 .7 倍であった．観察された

sphere のうち，長径が 75  µm 以上の sphere の数の割合は，
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Wnt5 b 処理群で対照群の 7 .6 倍であった (図 13  A )． 10 日目に

は， Wnt5b 処理群と対照群とも sphere の径は増大し，両者間

に有意差は見られなくなったが，形成された sphere の形態は

維持されていた (図 13  A )．HSC3 -GFP 細胞では，培養後 3 日目

に形成された Wnt 5b 処理群の sphere の径は対照群の 1 .6 倍で，

長径が 75  µm 以上の sphere の数の割合は，Wnt5 b 処理群で対

照群の 1 .2 倍であった (図 13  B)． 1 0 日目には， Wnt 5b 処理群

で形成された sphere の径は対照群の 1 . 2 倍となり，いずれも

有意に増大していた (図 13  B )．  

 

8 .  Wnt5b が CSC マーカーの発現に及ぼす影響  

Wnt5b で 48 時間処理した細胞を，APC 標識抗ヒト CD44 抗

体および抗 CD13 3 抗体に反応させ， f l ow  cy tom eter にて解析

した． SAS -GFP 細胞では， CD44 陽性細胞数は Wnt5b 処理群

において 対照群の 2 .0 倍であったが有意差は認めなかった．

CD133 陽性細胞は Wnt5b 処理群において対照群の 5 .1 倍とな

り，有意に増加していた (図 14  A )．HSC3-GFP 細胞では，Wnt5b

処理群において， CD44 陽性細胞は対照群の 6 .8 倍， CD133 陽

性細胞は対照群の 13 .1 倍となり，いずれも有意に増加してい

た (図 14  B )．  
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考  察  

 微小環境構成液因子によるシグナル刺激を行って EMT なら

びに CSC への影響をみた研究として，乳癌細胞ならびに OSCC

の系が挙げられる．Asiedu らは，マウス乳癌細胞あるいはヒト

乳癌細胞に TGF -と TNF-をそれぞれ 30 日と 60  日間あるい

は 40 日間作用させ， EMT および CSC が誘導されたと報告し

て い る 5 0 ) ． L ee ら は O SCC に T NF-を 6 0 日 作 用 さ せ ，

Notch -Hes1 活性化を介して CSC 形質が誘導されたとしている

5 1 )．本研究では，より短い 4 8 時間の処理でこれら形質の獲得

されるかにつき検討を行った．用いたのはいずれもヒト舌癌由

来 の O SCC で ， GFP 遺 伝 子 を 導 入 し た SAS-G FP 細 胞 と

HSC3-GFP 細胞である．  

 SAS -GFP 細胞および HSC3-GF P 細胞に Wnt5b を作用させて

細胞増殖能を測定したところ， 5 日間を通して対照群との間で

有意差は認めなかった (図 7 )．細胞間接着も密を保っており，

細 胞 接 着 が 失 わ れ る よ う な 大 き な 形 態 変 化 も 観 察 さ れ な か っ

た (図 6 )．一方，細胞遊走能および細胞浸潤能においては，Wnt5b

を 48 時間作用させた群で遊走能および浸潤能とも有意に上昇

した (図 8， 9 )． P rgomet らが OSCC において Wnt5 a の作用を
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調べた研究においても，細胞増殖への影響はなく，細胞遊走能

と浸潤能が亢進したと報告している 3 5 )．したがって， Wnt5b

は 2 種類の OSCC において細胞遊走能および浸潤能を亢進する

と考えられた．   

 接着細胞は生体にて 3 次元的に構築されており，細胞間相互

作 用 や 細 胞 － 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 相 互 作 用 と い う 環 境 に お か

れている．しかし，従来の 2 次元的な単層培養では必ずしも生

体における生理的機能を再現しえず，近年では多くの三次元組

織体モデルが考案されている．本研究に用いた三次元組織体モ

デルは，シングルセルに f i b ronect i n と ge la t i n を交互にコーテ

ィングしてナノフィルムを形成し，これらの細胞をボトムアッ

プで集積させて三次元組織体とし 4 8 , 5 2 )，さらに 10 層の NHDF

の中間に HDL EC をサンドイッチすることで，リンパ管様ネッ

トワークを有する構造をとるモデルである (図 4 )．これを用い

て Wnt5 b の SAS -GFP 細胞および HSC3-GFP 細胞に対する作

用を調べた (図 10， 11 )．これまで，二次元平面培養下でスクラ

ッ チ し た 面 が 細 胞 の 遊 走 で 覆 わ れ る 時 間 を 指 標 と し て 遊 走 能

を評価する wound hea l i ng  assay や，小孔を一定時間内に通過

する細胞数を指標にして遊走能を評価する t ra nswel l  cha mber  

assa y，また mat r ige l と小孔を一定時間内に通過する細胞数を
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指標にして浸潤能を評価する t ranswel l  cha mber  a ssay が一般

的に行われ，われわれもこれらを用いてきた．しかしながら，

wound hea l i ng  a ssay では培養皿上を平面的に移動する機能を

評価しているに過ぎず，また増殖能が影響を及ぼすこともある．

Transwel l  cha mb er  a ssay では，単にメンブレンの小孔を通過

する能力を評価していることになり，mat r ige l を浸潤するため

の機能も，細胞や細胞外基質を浸潤していく癌細胞の機能評価

とはかけ離れていると考えられる．これに対して三次元組織体

を用いた遊走能，浸潤能の評価は，三次元的に重層した線維芽

細胞とその周囲の f i b ronec t in や ge la t in などの細胞外基質と，

細胞外基質を溶解し，線維芽細胞間を遊走していくという，よ

り生体に近い環境を再現していると考えられる．この評価法に

おいて，カルチャーインサート下底のメンブレンに到達した癌

細 胞 が ， SAS -GF P 細 胞 で は Wnt 5b 処 理 に よ り 2 .5 倍 ，

HSC3-GFP 細胞では 3 .0 倍であったことは，実際の生体内にお

いて，Wnt5b が細胞遊走能および浸潤能の亢進に強く影響を及

ぼしている可能性がある (図 11 )．  

今回用いた三次元組織体の中では，リンパ管内皮細胞が管腔

構造を形成している．これに対して，癌細胞がどの程度近接し

てく か を 指標 に して リ ン パ管 へ の浸 潤 を 評価 し た． SAS -GFP
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細 胞 に お い て は ， Wnt5b 処 理 群 で 有 意 差 を 認 め た が ，

HSC3-GFP 細胞においては有意な差は認められず (図 10 )，リン

パ管への遊走や浸潤に対する Wnt5 b の効果は，O SCC の細胞種

によって異なる可能性が考えられた．   

 次に Wnt5b の EMT への関与を検討した．一般的に， EMT

では E-ca dher i n の N -ca dher in への置換， a ct i n 骨格のストレ

ス フ ァ イ バ ー へ の リ モ デ リ ン グ と 細 胞 突 起 部 へ の 集 積 ，  

cy t okerat in の v iment in への置換，細胞間接着の消失と基底膜

の分解，そして間質への浸潤がみられる 6 , 5 3 )．EMT 関連の接着

因子として E-ca dher in，N -cadher i n，および v iment in を，転

写因子として sna i l，s lug，twi st の発現を RT-P CR で調べたと

ころ， Wnt5b 処理群では， SAS -G FP 細胞において対照群と比

較して N -ca dher i n と v im ent in の発現が上昇した (図 12  A)．

E-ca dher i n に は 顕 著 な 差 は み ら れ な か っ た ( 図 12  A ) ．

HSC3-GFP 細胞では E-ca dher i n のわずかな発現減少を認めた  

(図 12  B)．いずれの細胞でも EMT 関連転写因子の s l ug，sna i l，

twist に明らかな変化はなかった．このことより， Wnt5b によ

っ て 上 皮 細 胞 マ ー カ ー の 低 下 と 間 葉 細 胞 マ ー カ ー の 上 昇 は み

られるが顕著な EMT を誘導したとはいえない．EMT が生じる

際 に は ， E-ca dher in が N -cadher in へ 移 行 す る cadher in  
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swi t ch i ng が起こるとされる． TGF -でマウス乳腺細胞を処理

し EMT を誘導した場合， N -cadher in は TGF -処理開始後 12

時間で発現上昇がみられるようになり，処理開始後 3 日目で最

大にまで上昇した一方で，E-ca dher in は処理開始後 3 日目以降

から発現減少が確認されるようになったことから，N -ca dher i n

の発現上昇と E-cadher in の発現減少は必ずしも平行していな

い 5 4 )．また，E- cadher in に有意に変化がなくとも N -cadher in

発現が上昇することや 5 4 , 5 5 )，細胞遊走には N -ca dher in が重要

とする報告もみられる 5 4 )．今回 O SCC に Wnt5b を作用させた

が，いずれの細胞でも細胞間隙は維持され，間葉細胞に特徴的

な紡錘形への著明な形態変化も明らかでなかったことから，細

胞 間 結 合 を 維 持 し な が ら 細 胞 遊 走 な ら び に 浸 潤 能 が 亢 進 し た

こと にな る． G onza lez らは ， EMT とそ の逆 の間 葉上 皮転 換

mesenchymal -ep i the l ia l  t rans i t i on  (MET )  の 2 方向の移行型

が存在しており，また EMT も pa rt ia l  EMT が存在するとして

いる 5 6 )．発生過程で神経堤細胞が遊走する際に細胞間結合を失

うことなく集団で移動するために，これらの細胞は上皮と間葉

細胞両方の性格を維持している 5 6 )．今回の Wnt5b による変化

は OSCC の pa r t ia l  EMT に相当するとも考えられる．  

接着性細胞は，非接着条件においては ano i k i s とよばれるア
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ポ ト ー シ ス が 誘 導 さ れ る ． Anoi k i s 耐 性 を 獲 得 し た 細 胞 は

sphere を形成する 5 7 )．非接着条件および無血清培地による培

養で形成された sphere は CSC に富むとされている 5 8 )．本研究

では， SAS -GFP 細胞と HSC3 -GF P 細胞のいずれにおいても，

Wnt5b を 48 時間処理した細胞を用いて sphere 形成を行ったと

ころ，培養 3 日後に sphere 径の平均は対照群よりも増大して

いた (図 13 )． SAS -GF P 細胞では， sphere 数も有意に増加して

いた．これら OSCC は非処理細胞でも sphere を形成するが，

Wnt5b はその成長を加速させると考えられる．一方で，Wnt5b

が存在しない条件下で sphere 培養を継続すると， Wnt5b によ

る増強効果は減弱し，CSC 形質は永続的なものではないことも

分かった．  

As i edu らが乳癌細胞に長期間 TG F-と TNF-を作用させた

研究では，細胞は円形から細長く形態変化し，E-ca dher in の発

現の喪失，間葉系マーカーである N-ca dher in， sna i l， twist，

Zeb1 の発現上昇を示したが，処理早期の段階ではこれらマーカ

ー の 変 化 は 部 分 的 で あ っ た ． そ し て ， 長 期 処 理 に よ り ，

TGF- /TNF-  による EMT が，CD 44 + /CD22 -やタイト結合に関

わる c laudin と管腔細胞マーカーの cy tokerat i n18 の発現低下

を伴った安定的な CSC 形質を獲得したとしている 5 0 )．また
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OSCC では， TN F-を作用させることで，腫瘍の sphere 形成

能の獲得，幹細胞関連遺伝子の発現，化学療法抵抗性，腫瘍原

性の獲得が認められ CSC 形質が獲得されたとしている 5 1 )．そ

こでは， N ot ch シグナルが重要な役割を果たすとしている 5 1 )．

Wnt  と CSC の関連では， HNSCC において，分泌型 Wnt アン

タゴニストのひとつである se cret ed  f r i z z l ed - re la t ed  prote i n4  

( sFRP4 )が Wnt3 a を介する canon i ca l 経路を阻害し， EMT と

sphere 形成能を低下させるとの報告がある 5 8 )．また，中咽頭

癌では Wnt5a の発現が亢進しており，その培養細胞を用いて

Wnt5a をノックダウンすると，遊走能および浸潤能が低下する

こと，および CD 44 + /CD22 -の CSC が低下することを示してい

る 5 9 )．  

Wnt5b を 作 用 さ せ た 細 胞 の 細 胞 表 面 マ ー カ ー を f l ow  

cy t ometry にて解析したところ， CD44 に関しては， SAS -GFP

細胞およ び HSC3 -GFP 細 胞のい ずれで も CD 44 陽性細胞 は

Wnt5 b 群で増加したが， SAS-GF P 細胞では対照群との間で有

意差を認めなかった (図 14 )．使用した OSCC における CD44 の

発現につき選定した条件下での陽性 細胞の割合は 1～ 2%と低

いレベルであったが， HN SCC の ce l l  l ine では CD44 が高発現

する割合は 10%以下とされ 1 9 )，ヒト HN SCC の生検組織から検
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出された CD44 陽性細胞は平均で 25 .7~97 .8 %であったと報告

されている 1 7 )．また，免疫組織化学染色においては， 29 例中

27 例に CD44 が発現していたと報告されている 2 0 )． CD44 は

HNSCC において一定の発現があると考えられ， Wnt 5b はその

発現陽性細胞を増加させるといえる．CD133 は，いずれの細胞

でも Wnt5b 処理群で増加がみられた (図 14 )．今回の選定条件

下で対照群から検出された CD133 陽性細胞は 1 %以下の低い割

合であったが，過去の報告でも SAS 細胞での CD13 3 陽性細胞

の割合は，“ v ery  l ow”と報告されている 1 6 )．ほかの報告では，

HEp-2 細胞では 5%以下とされ，免疫組織化学染色では組織標

本 29 例中 3 例が CD133 陽性であった 2 0 )．このように，CD133

の OSCC における発現は低いと推察されるが， Wnt 5b は CSC

を誘導し，その発現を亢進させると考えられる．  

近年，腫瘍組織における CSC 形質の獲得には EMT が関与す

ることが報告されている 6 0 . 6 1 )． Schee l らは，乳癌細胞におけ

る EMT は癌微小環境から受けるシグナルにより惹起され，そ

の シ グ ナ ル 経 路 は TGF - と canoni ca l 経 路 お よ び

non - canoni ca l 経路を含む Wnt シグナル経路であるとし，これ

らのシグナルを阻害することで遊走能の低下と sphere 形成能

や腫瘍形成能が低減したと報告している 6 2 )． OSCC において
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Wnt5 b は 遺 伝 子 発 現 に 関 わ る ca noni ca l  経 路 で は な く

non - canoni ca l 経路のリガンドであるとされており，どのよう

にして Wnt5 b が EMT および CSC に関わる遺伝子発現を制御

するか明らかでない．これに関連して，Qin らは，Wnt5a を用

いた実験系で， P KC のリン酸化が中咽頭癌細胞の EMT に関与

するとしている 5 9 )．さらに， Guj i ra l らは， Wnt5a / b が関わる

non - canoni ca l 経路において，F rizz l ed  2 受容体，Fy n k ina se，

および STAT3 が固形癌の EMT に関与するとしている 6 3 )．こ

れらの経路が Wnt5b による CSC 獲得に働く可能性が高い．  

本研究においては Wnt5 b の処理時間は 48 時間という短期間

であったが，細胞遊走能および浸潤能の亢進を認め，EMT 様の

変化ならびに幹細胞様形質をも誘導し，その作用が癌微小環境

で 発 揮 さ れ る こ と で 癌 の 浸 潤 な ら び に 転 移 に 寄 与 す る と 考 え

られた．したがって， OSCC の転移を阻止することにおいて，

Wnt5b は標的因子となる可能性がある．  

 

結  語  

1 )  Wnt5 b 処理した SAS-GFP 細胞および HSC3-GF P 細胞は，

対照群と同様に細胞間接着は密であった．また，Wnt 5b 処理し

た細胞は，対照群と比較して，増殖能に変化はみられなかった． 
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2)  Wnt5 b 処理した SAS-GFP 細胞および HSC3-GF P 細胞は，

対照群と比較して， mig rat i on  a ssay， inva s ion  a ssay および

三次元組織体モデルにて，遊走能および浸潤能の有意な上昇を

認めた．  

3 )  Wnt5b 処理した SAS -GFP 細胞は，対照群と比較して，間葉

細胞マーカーである v iment i n および N-ca dher in の mRNA の

発現上昇を認めた．また，HSC3-G FP 細胞では，上皮細胞マー

カーである E-ca dher in の発現低下傾向を認めた．  

4 )  Wnt5 b 処理した SAS-GFP 細胞および HSC3-GF P 細胞は，

対照群と比較して，sphere  fo rmat i on  assay にて，sphere 形成

能の有意な亢進を認めた．さらに，f l ow  cy t om et ry にて，CD44

および CD133 陽性細胞の増加を認めた．  

 

結  論  

癌微小環境において，Wnt シグナル経路のリガンドとして作

用する Wnt5b は，転移および転移病巣の形成に寄与する可能

性が示唆された．  
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表 1  半 定量 P C R に用いたプ ライマー  

 

S：セン ス鎖  A S： アンチセ ンス鎖  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

primer denaturation annealing extension cycle

S 5'-TGATGAAGAGGAAAGACTACAG-3'

AS 5'-GCTCACATATTCCTTGTCACAG-3'

S 5'-CGAAAGGCCTTCAACTGCAAAT-3'

AS 5'-ACTGGTACTTCTTGACATCTG-3'

S 5'-GGAGTCCGCAGTCTTACGAG-3'

AS 5'-TCTGGAGGACCTGGTAGAGG-3'

S 5'-AGCCATGGGCCCTTGGAG-3'

AS 5'-CCAGAGGCTCTGTCACCTTC-3'

S 5'-TGGCACGTCTTGACCTTGAA-3'

AS 5'-GGTCATCGTGATGCTGAGAA-3'

S 5'-GATGTTGAGGTACAGAATCGT-3'

AS 5'-GGTCGGTCTGGATGGCGA-3'

S 5'-CAACTACATGGTTTACATGTTC-3'

AS 5'-GCCAGTGGACTCCACGAC-3'
30GAPDH 94℃,30sec. 55℃,30sec. 72℃,1min.

30N-cadheline 94℃,30sec. 55℃,30sec. 72℃,1min.

30

Vimentin 94℃,30sec. 55℃,30sec. 72℃,1min. 30

E-cadheline 94℃,30sec. 58℃,30sec. 72℃,1min.

Twist 94℃,30sec. 55℃,30sec. 72℃,1min.

30

Snail 94℃,30sec. 55℃,30sec. 72℃,1min. 40

Slug 94℃,30sec. 55℃,30sec. 72℃,1min.

30
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図 1 E M T と癌浸潤  

E M T は，細胞極性 の消失 ，上皮細 胞マ ーカーの 発現減少 ，間葉細胞

マーカー の発現上 昇，基底 膜の分解 ，浸潤と 進む．  
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図 2 W n t シグナ ル 経路  

W n t シグナ ル経路 は左端に 示す  - c a t e n i n 依存経路の c a n o n i c a l 経

路と，右 側に示す  - c a t e n i n 非 依存経 路 の n o n - c a n o n i c a l 経路に大 別

される．N o n - c a n o n i c a l 経路は 中央に 示 す P C P 経路と右端 に示す C a 2 +

経路の 2 つに分け られる． W n t シ グ ナル経路の c a n o n i c a l 経路は遺伝

子発 現 を制 御 し， n o n - c a n o n i c a l 経 路 は細 胞 の極 性 や遊 走に 関 与す る

ことで， 悪性腫瘍 において は進展や 転移に関 与すると さ れてい る．  
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図 3 癌微小環 境 と E M T  

E M T は T G F -， E F G， H G F， W n t な どのシグ ナル伝達 経路や ， 低

酸素刺激 などの癌 微小環境 により誘 導され る ．  
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図 4 リンパ管 様ネ ットワー ク付き三 次元組織 体モデル  

下底に 0 . 4 µ m の 小 孔を有す るメンブ レンが張 られた 2 4  w e l l カルチ

ャープレ ートのイ ンサート 内に ，N H D F : H D L E : N H D F を 5 : 1 : 5 で 有す

る三次元 組織体を 構築した ．三次元 組織体の 上層に W n t 5 b 処理した

S A S - G F P 細胞ある いは H S C 3 - G F P 細胞を 1×1 0 4 個 / w e l l に調整し て

播種し， 5 %  C O 2 気 相下に 3 7℃で 5 日 間培養し た．  
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図 5 H S C 3 - G F P 細胞の樹立  

H S C - 3 細胞に G F P 遺伝子を 導入し， H S C 3 - G F P 細胞を 樹 立した．  

H S C 3 - G F P 細胞 の 位相差顕 微鏡写真 ( A，B )と蛍光顕微鏡 写真を示 す ( C，

D )． 敷石状 の形態 と蛍光の 発色を認 めた．  
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図 6 W n t 5 b が細 胞形態に 及ぼす影 響  

S A S - G F P 細胞 ( A )あるいは H S C 3 - G F P 細胞 ( B )の細胞 形 態は敷石状

で細胞間 接着は密 であった．W n t 5 b 存 在下で 4 8 時間培養 したとこ ろ，

S A S - G F P 細胞では 仮足様突 起の伸長 が観察さ れ (矢 頭 )，H S C 3 - G F P 細

胞 で は 紡 錘 形 様 形 態 を 呈 す る 細 胞 が 観 察 さ れ た が (矢 頭 )， い ず れ も 細

胞間接着 は維持さ れていた ．   
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図 7 W n t 5 b が細 胞増殖能 に及ぼす 影響  

S A S - G F P 細胞 ( A )あ るいは H S C 3 - G F P 細胞 ( B )を W n t 5 b 存 在下で 4 8

時間培養 後，細胞 を 6  w e l l プレ ート に播種し 経時的に 細胞数を 算定し

た． S A S - G F P 細胞 は，播種後 3 日目 までは対 照群と W n t 5 b 処理群と

の間に差 を認めず ，4 日目と 5 日目で は W n t 5 b 処理群の 細胞数が 対照

群 よ り も 平 均 で 1 . 2 倍 と な っ た が ， 有 意 差 は 認 め ら れ な か っ た ．

H S C 3 - G F P 細胞で は 5 日間を 通し て W n t 5 b 処 理群で 対 照群より も細

胞数の増 加傾向が 認められ たが，有 意差は見 られなか った．  
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図 8  W n t 5 b が細 胞遊走能 に及ぼす 影響  

S A S - G F P 細胞 ( A )あるいは H S C 3 - G F P 細胞 ( B )を上層 チ ャンバー に

播種し，4 8 時間 後 に 下底の メンブレ ンを通過 した細胞 の占める 面積 の

割合を算 出した． S A S - G F P 細胞では ，対照群で 1 . 8 %， W n t 5 b 処理群

で 1 4 . 6 %で あった ．H S C 3 - G F P 細胞 で は，対照 群で 1 4 . 8 %，W n t 5 b 処

理群で 2 6 . 8 %であ った．  
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図 9 W n t 5 b が細 胞浸潤能 に及ぼす 影響  

S A S - G F P 細胞 ( A )あるいは H S C 3 - G F P 細胞 ( B )を上層 チ ャンバーに

播種し， 4 8 時間 後 に m a t r i g e l がコ ー トされた 下底のメ ンブレン を通

過した細 胞の占め る面積の 割合を算 出した．S A S - G F P 細胞では，対照

群で 2 . 3 %， W n t 5 b 処理群で 1 2 . 0 %で あった ． H S C 3 - G F P 細胞では，

対照群で 9 . 5 %， W n t 5 b 処理群で 2 4 . 1 %であった ．  
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図 1 0 S A S - G F P 細 胞におけ る W n t 5 b によるリ ンパ管様 ネットワ ーク

組織への 浸潤能の 評価  

培養 5 日後の 共焦 点レーザ ー走査型 顕微鏡像 ( A )に おい て， H D L E C

により形 成された リンパ管 様ネット ワーク組 織 が赤色 の網状の 構造物

として，S A S - G F P 細胞が緑 色の構造 物として 検出され た ．リンパ 管様

ネットワ ークの壁 から 1 0  µ m， 1 5  µ m，および 2 0  µ m の 距離に浸 潤し

た S A S - G F P 細胞 ( B )は， W n t 5 b 処理群 で，それ ぞれ対照 群の 1 . 2 倍，

1 . 2 倍および 1 . 1 倍 であった ．このう ち 1 5  µ m および 2 0  µ m では有意

差を認め た．  
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図 11 W n t 5 b が三 次元組織 体モデル における 浸潤能に 及ぼす影 響  

S A S - G F P 細胞 ( A )あるいは H S C 3 - G F P 細胞 ( B )を播種 し た 三次元組

織体の組 織標本を 作製し， 上皮系細 胞に発現 する C K を免疫組 織化学

染色した ． 組織標 本を撮影 し，三次 元組織体 下底に到 達した C K 陽性

細胞を算 定するこ とで，三 次元組織 体におけ る浸潤能 を評価し た． 三

次 元 組 織 体 標 本 の 下 底 の 長 さ は 1 視 野 あ た り 約 2 8 0 µ m で あ っ た ．

S A S - G F P 細胞では ，撮影した 視野内 に おいて下 底 に到達 した C K 陽性

細胞数の 平均は W n t 5 b 処理群で 対照群 の 2 . 5 倍とな り，有 意に増加 し

た ． H S C 3 - G F P 細 胞 で は ， 撮 影 し た 視 野 内 に お い て 下 底 に 到 達 し た

C K 陽性細胞数の 平 均は W n t 5 b 処理群 で対照群の 3 . 0 倍と なり，有意

に増加し た．  
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図 1 2 W n t 5 b が E M T 関連遺伝子に及 ぼす影響  

S A S - G F P 細胞 ( A )および H S C 3 - G F P 細胞 ( B )に対し て， 半定量逆 転

写 P C R にて，E M T に関与す るとされ る転写因 子の s l u g，s n a i l，t w i s t，

上 皮 細 胞 マ ー カ ー で あ る E - c a d h e r i n お よ び 間 葉 細 胞 マ ー カ ー の

v i m e n t i n と N - c a d h e r i n の変化を 評価 した．S A S - G F P 細胞 では，W n t 5 b

処理群で v i m e n t i n と N - c a d h e r i n の発現上昇 を認めた ． E - c a d h e r i n

に 著 明 な 変 化 は み ら れ な か っ た ． H S C 3 - G F P 細 胞 で は ， E - c a d h e r i n

の発現減 少傾 向を 認めたが ， v i m e n t i n や N - c a d h e r i n に大きな変 化は

認めなか った．  
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図 1 3 W n t 5 b が s p h e r e 形成に及 ぼす 影響  

超低接着 6  w e l l プ レートに W n t 5 b を 4 8 時間処理した S A S - G F P 細

胞 ( A )あ る い は H S C 3 - G F P 細 胞 ( B )を 癌 幹 細 胞 増 殖 培 地 で 培 養 し た ．

S A S - G F P 細胞にお いて培養 後 3 日目 では， W n t 5 b 処理 群で形成 され

た s p h e r e の 径は対 照群の 1 . 7 倍で あっ た．長径 が 7 5  µ m 以 上の s p h e r e

の数の割 合は， W n t 5 b 処理群 で対照群 の 7 . 6 倍であ った ． 培養後 1 0

日目には ， W n t 5 b 処理群と 対照群と も s p h e r e の径 や数 は増大し た．

形成された s p h e r e の形態は 維持され ていた． H S C 3 - G F P 細胞では，

培養後 3 日目に形 成 された W n t 5 b 処理 群の s p h e r e の径は 対照群の 1 . 6

倍であっ た． 長径 が 7 5  µ m 以上の s p h e r e の数の割 合は ， W n t 5 b 処理

群で 対照 群の 1 . 2 倍で あっ た． 1 0 日 目に おい ても W n t 5 b 処理 群の

s p h e r e の径は対照 群の 1 . 2 倍で あり，形成された s p h e r e は W n t 5 b 処

理群で有 意に 増大 していた ．  
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図 1 4 W n t 5 b が幹 細胞マー カー の C D 4 4 および C D 1 3 3 に 及ぼす影 響  

W n t 5 b で 4 8 時 間処 理した S A S - G F P 細 胞 ( A )お よび H S C 3 - G F P 細胞

( B )を，A P C 標識抗 ヒト C D 4 4 抗体お よび抗 ヒト C D 1 3 3 抗体に反 応さ

せ， f l o w  c y t o m e t e r にて解析 した ． S A S - G F P 細胞では，C D 4 4 陽性細

胞数は対 照群の 2 . 0 倍であっ たが有意 差は認め なかった ．C D 1 3 3 陽性

細 胞 は 対 照 群 の 5 . 1 倍 で ， W n t 5 b 処 理 群 で 有 意 に 増 加 し て い た ．

H S C 3 - G F P 細胞 で は， C D 4 4 陽性細 胞 は対照群の 6 . 8 倍， C D 1 3 3 陽性

細胞は 1 3 . 1 倍 で， いずれも 有意に増 加してい た ．  

 


