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論文題名 

 

悪性腫瘍進展過程における GATA6遺伝子の役割 

 

論文内容の要旨 

【 緒言】  

口腔癌を含む固形癌は一般的に進行する と 切除不能と なり 、 所属リ ン パ節や他臓器への転移も 生じ 、 従来の治療法

が奏功し ない場合も 多く 、 制御が困難と なり 予後不良と なる 。 そのため、 癌の進展過程の分子機構を 理解し 、 新た

な分子標的治療の候補遺伝子を 同定する こ と が重要である 。  

転写因子である GATAフ ァ ミ リ ーはGATA1から GATA6の6つのタ ンパク 質で構成さ れており 、組織の恒常性と 形態形

成において重要な役割を 担っ ている 。 その中でも GATA6については、 近年、 様々な癌と の関連性が報告さ れており 、

注目さ れている 。  

口腔癌における 頸部リ ン パ節転移の発生率は25〜60％であり 、口腔扁平上皮癌（ oral squamous cel l carcinoma: OSCC）

患者の再発リ スク や生存率の低下と 密接に関連し ており 、 重要な予後因子である 。 リ ン パ節転移のない患者の5年生

存率は約５ 0〜７ 0％である のに対し 、 リ ン パ節転移のある 患者では３ 0〜５ 0％と 著し く 低下し ており 、 リ ン パ節転

移の制御率を 向上さ せる こ と によ り 、 再発や遠隔臓器への転移を 防ぎ、 OSCC患者の予後を 改善でき る と 考えら れ

る 。 し かし 、 OSCCにおける リ ン パ節転移のメ カ ニズムに関し ては依然と し て不明な点が多く 残さ れている 。  

こ れまでに蛍光タ ン パク を 安定発現さ せたOSCC細胞株V-SASと そのリ ン パ節高転移株である V-SAS-LM 8を 利用し

た口腔癌リ ン パ節転移動物マウスモデルを 用いて、 OSCC細胞の上皮間葉転換（ epithel ial to mesenchymal transition: 

EM T） が頸部リ ンパ節転移を 促進し ている 可能性がある こ と を 報告し てき た。 し かし ながら 、 GATA6と OSCCにおけ

る EMTやリ ン パ節転移と の関連については不明である 。  

そこ で、 本研究では複数のOSCC細胞株でのGATA6と EMT関連因子の発現を 解析し 、 OSCCにおける GATA6と EM T、

リ ン パ節転移と の関連性について検討し た。  

 

【 方法】  

細胞： ヒ ト OSCC細胞株Ca9-22、 V-SAS、 V-SAS-LM 8細胞を 用いた。  

OSCC細胞の過剰発現株およ びノ ッ ク ダウン 株の作製： 目的遺伝子およ びこ れを 標的と する shRNAを 組み込んだ

pPBベク タ ーを PiggyBac transposon systemでト ラ ン スフ ェ ク ショ ン試薬Lipofectamine3000を 用いて遺伝子導入し 、 ピ

ュ ーロ マイ シン によ り 安定発現株を 選別し た。  

遺伝子発現・ タ ン パク 発現の評価： 遺伝子発現はRT-qPCR法にて評価し 、 タ ン パク 発現はW estern-Blot法、 免疫細胞

染色法にて評価し た。  

RNA-seqおよ びChIP-atlasによ るデータ ベース解析： 2種類のGATA6遺伝子ノ ッ ク ダウン 株から RNAを 抽出し 、 RNA-

seq法にて遺伝子発現変化を 網羅的に解析し た。さ ら にGATA6の標的遺伝子探索を ChIP-atlasを用いたデータ ベース解

析にて行っ た。  

口腔癌頸部リ ン パ節転移マウスモデル： Venus遺伝子を 安定発現さ せたヒ ト OSCC細胞株を ヌ ード マウスの舌に接種

し 、 ラ イ ブイ メ ージングでリ ン パ節転移を 評価し た。  

 

【 結果】  

10種類のOSCC細胞におけるGATA6の発現を 評価し た結果、 全ての細胞株でGATA6のmRNAレ ベルでの発現を 認め、

特にCa9-22細胞では高発現し ていた。 次にCa9-22細胞と V-SAS細胞のGATA6ノ ッ ク ダウン 株、 V-SAS-LM8細胞の

GATA6過剰発現株を 作製し 、 EM Tマーカ ー（ E-cadherin、 N-cadherin、 vimentin） の発現変化を 評価し た。 その結果、

GATA6ノ ッ ク ダウン 株では上皮系マーカ ーであるE-cadherinの発現は抑制さ れ、 間葉系マーカ ーの発現上昇が認めら

れた。 また、 GATA6過剰発現株ではその反対の発現変化が確認さ れた。 続いて、 V-SASのGATA6ノ ッ ク ダウン 株と V-

SAS-LM 8のGATA6過剰発現株のリ ン パ節転移能を マウスモデルにて評価し たと こ ろ 、 コ ン ト ロ ール株と 比較し 、 ノ

ッ ク ダウン 株ではリ ンパ節転移が亢進する 傾向が認めら れ、過剰発現株ではリ ン パ節転移が減少する 傾向を 認めた。 

次に二つのノ ッ ク ダウン 株から 抽出し たRNAを 用いて、 RNA-seq解析を 行い、 GATA6のノ ッ ク ダウン によ る 遺伝子



 

発現変化を 網羅的に解析し 、二つの細胞株でコ ン ト ロ ール株と 比較し 発現量が2倍以上減少し た遺伝子を 36個同定し

た。さ ら にChIP-atlasを 用いたGATA6の標的遺伝子探索のデータ ベース解析の結果と 合わせ、OSCCにおけるGATA6の

標的遺伝子候補と 考えら れる 9個の遺伝子を 同定し た。 9個のう ち Ca9-22のGATA6ノ ッ ク ダウン 株で最も 発現量が減

少し ていたAnnexinA10（ ANXA10） を 標的と し たshRNAを V-SAS細胞、 Ca9-22細胞に導入し 、 ノ ッ ク ダウン 株を 作製、

EM Tマーカ ーの発現変化を 評価し たと こ ろ 、 E-cadherinと N-cadherinのmRNA発現は安定し た変化が認めら れなかっ

たが、 vimentinはその発現が有意に上昇し ていた。 同様にANXA10過剰発現株を 作製し 、 EMT関連マーカ ーを 検討し

た結果、 E-cadherinと N-cadherinのmRNA発現は変化し なかっ たが、 vimentinはコ ン ト ロ ール細胞と 比較し て、 その発

現が抑制さ れていた。 こ れは、 ANXA10がGATA6のEMT制御メ カ ニズムにおける vimentinの発現調節に関与し ている

可能性を 示唆する も のである 。  

 

【 結論】  

本研究では、 GATA6がOSCCにおける EM Tレ ギュ レ ータ ーである こ と を 確認し 、 GATA6発現はEMT誘導を 抑制する

こ と によ り 、 OSCCのリ ン パ節転移を 抑制する 可能性があるこ と を 示し た。 さ ら に、 本研究結果はGATA6の標的遺伝

子と し て同定さ れたANXA10が、 GATA6によ る OSCCのEMT誘導阻害機構における vimentinの発現抑制に関与し てい

る 可能性を 示唆し ている 。 GATA6/ANXA10カ スケード は、 EM T誘導を 阻害し 、 リ ン パ節転移を 抑制する 可能性があ

り 、 OSCC患者のリ ン パ節転移に対する 治療の潜在的な分子タ ーゲッ ト と なる 可能性がある 。  

（ 1985字）  

 



 

 

              

 

           

  
  
  
  

 
 
 

 

  
  
  
  

 

     

              

        

     

                

                

                

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


