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Ⅰ .  緒 ⾔  

⼝ 腔 が ん は ， 全 悪 性 腫 瘍 の 2 ％ を 占 め ， 世 界 で は 全 3 6 部 位 中

の 1 8 番 ⽬ に 多 い 悪 性 腫 瘍 で あ る [ 1 ] 。 ⼝ 腔 領 域 に お い て は ， ⼝

腔 扁 平 上 ⽪ 癌 （ o r a l  s q u a m o u s  c e l l  c a r c i n o m a ： O S C C ） が ⾼ 頻 度

に 認 め ら れ る 癌 腫 で あ り ， 国 ⽴ が ん 研 究 セ ン タ ー が 発 表 し て い

る が ん 種 別 統 計 に よ る と ， 2 0 1 8 年 に 約 2 2 , 0 0 0 ⼈ 以 上 が ⼝ 腔 ・

咽 頭 が ん に 罹 患 し て い る [ 2 ] 。 ま た ， O S C C は ， 根 治 治 療 を ⾏ っ

た と し て も ， ⼝ 腔 機 能 を 低 下 さ せ ， Q u a l i t y  o f  L i f e （ Q O L ） を 著

し く 低 下 さ せ る [ 3 ] 。 O S C C の 早 期 診 断 と 治 療 法 の 進 歩 が あ る に

も か か わ ら ず ， ⽣ 存 率 は 過 去 3 0 年 間 ⼤ き く は 改 善 さ れ て お ら

ず ， 5 年 ⽣ 存 率 は 4 0 〜 5 0 ％ 程 度 で あ る [ 2 , 4 ] 。 ⽣ 存 率 が 改 善 し

な い 主 な 理 由 の ⼀ つ に ， 頸 部 リ ン パ 節 転 移 巣 の 制 御 が 困 難 で あ

る こ と が 挙 げ ら れ る 。 ⼝ 腔 癌 に お け る 頸 部 リ ン パ 節 転 移 の 発 ⽣

率 は 2 5 〜 6 0 ％ で あ り ， O S C C 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 [ 2 , 4 ‒ 6 ] 。 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

い る [ 5 , 6 ] 。 し た が っ て ， 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 ， O S C C 患 者 の 予 後

を 改 善 で き る と 考 え ら れ る 。 し か し ， O S C C 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 。  

⼀ ⽅ ，上 ⽪ 系 の 特 徴 を 有 す る 細 胞 が ，間 葉 系 の 特 徴 に 形 質 を 転
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換 さ せ る 上 ⽪ 間 葉 転 換 （ e p i t h e l i a l  t o  m e s e n c h y m a l  t r a n s i t i o n ：

E M T ） は ， 細 胞 の 運 動 性 と 浸 潤 能 を 獲 得 す る プ ロ セ ス で あ り ，

悪 性 腫 瘍 の 転 移 能 獲 得 の ⼀ 翼 を 担 っ て い る こ と が 報 告 さ れ て い

る [ 7 ] 。 ま た ， 転 移 と は 腫 瘍 細 胞 と 宿 主 の 微 ⼩ 環 境 と の 相 互 作 ⽤

の 結 果 ， 他 の 臓 器 に 転 移 し ， そ こ で 腫 瘍 が 増 殖 す る 状 態 で あ り

[ 8 ] ， 我 々 は こ れ ま で に E M T 変 化 に よ り ， O S C C の V E G F - C 発

現 を 誘 導 し ， リ ン パ 管 新 ⽣ を 増 加 さ せ る こ と に よ っ て リ ン パ 節

転 移 を 促 進 す る こ と を 報 告 し て き た [ 9 ] 。  

G A T A 6 は ， 内 胚 葉 系 統 の マ ー カ ー で あ り ， G A T A 6 は ，（ A  /  T ）

G A T A（ A  /  G ）配 列 に 結 合 し て 遺 伝 ⼦ 発 現 を 活 性 化 ま た は 抑 制 す

る 転 写 因 ⼦ の G A T A フ ァ ミ リ ー に 属 し て い る [ 1 0 ] 。 悪 性 腫 瘍 の

発 ⽣ ・ 進 展 過 程 と G A T A 6 と の 関 連 に お い て は ，背 反 す る 報 告 が

な さ れ て い る [ 1 1 – 1 4 ] 。W h i s s e l l ら は ，G A T A 6 は β - カ テ ニ ン /  T C F 4

複 合 体 と 競 合 し ， B M P 4 遺 伝 ⼦ の 遠 位 制 御 領 域 へ 結 合 す る こ と

で ， 結 腸 直 腸 癌 の 発 癌 を 抑 制 す る こ と を 報 告 し て い る [ 1 4 ] 。 ⼀

⽅ で ， こ れ と は 対 照 的 に ， 膵 臓 癌 お よ び 胃 癌 に お い て ， G A T A 6

発 現 を 抑 制 す る こ と に よ り ， 細 胞 周 期 を G 2 か ら M 期 で 停 ⽌ さ

せ ， 癌 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 し ， ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る と も 報 告

さ れ て い る [ 1 1 , 1 2 ] 。  

こ れ ら ，G A T A 6 発 現 に よ る 発 癌 抑 制 と ，G A T A 6 の 発 現 抑 制 に よ

る 癌 細 胞 の 増 殖 抑 制 と 相 反 す る よ う な 報 告 は ， G A T A 6 の 機 能 が

複 雑 な も の で あ る 可 能 性 を ⽰ 唆 し て い る 。 さ ら に ， 近 年 G A T A 6

と E M T と の 関 連 を ⽰ す 報 告 が い く つ か な さ れ て い る [ 1 5 , 1 6 ] 。
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し か し な が ら ，G A T A 6 と O S C C に お け る E M T や リ ン パ 節 転 移 と

の 関 連 に つ い て は 不 明 で あ る 。  

本 研 究 で は ， A n n e x i n A 1 0 （ A N X A 1 0 ） が G A T A 6 の 標 的 遺 伝 ⼦ の

1 つ で あ る こ と ⾒ 出 し た 。ま た ，G A T A 6 発 現 の ノ ッ ク ダ ウ ン は ，

O S C C 細 胞 に お け る A N X A 1 0 発 現 の 抑 制 を 介 し て E M T を 誘 導 す

る 可 能 性 が あ り ， G A T A 6 の 発 現 が マ ウ ス モ デ ル の リ ン パ 節 転 移

と 逆 相 関 す る 傾 向 が あ る こ と も ⽰ し た 。  
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Ⅱ .  材 料 と ⽅ 法  

ⅰ  細 胞 お よ び 培 養 ⽅ 法  

実 験 に は 1 0 種 類 の O S C C 由 来 の 細 胞 株 を 使 ⽤ し た （ 表 １ ）

[ 9 , 1 7 – 2 3 ]  。 各 細 胞 を 3 7℃ ， 5 ％ C O 2 気 相 下 に お い て ， 1 0 ％ ウ シ

胎 児 ⾎ 清 （ F B S ： E q u i t e c h - B i o  I n c ,  K e r r v i l l e ,  T X ,  U S A ） お よ び

1 0 0 μ g / m l カ ナ マ イ シ ン（ M e i j i  S e i k a  フ ァ ル マ 株 式 会 社 ，東 京 ）

を 含 む D u l b e c c o ’ s  m o d i f i e d  E a g l e ’ s  m e d i u m 培 地 （ D - M E M ： 富 ⼠

フ イ ル ム 和 光 純 薬 株 式 会 社 ， ⼤ 阪 ） で 培 養 し ， 実 験 を ⾏ っ た 。  

 

ⅱ  O S C C 細 胞 の 過 剰 発 現 株 お よ び ノ ッ ク ダ ウ ン 株 の 樹 ⽴  

O S C C 由 来 細 胞 を ⽬ 的 遺 伝 ⼦ の 過 剰 発 現 や ノ ッ ク ダ ウ ン を ⾏

う た め に P i g g y B a c  t r a n s p o s o n  s y s t e m を ⽤ い て ト ラ ン ス フ ェ ク

シ ョ ン を ⾏ っ た [ 2 4 ] 。 こ の シ ス テ ム に は P i g g y B a c ト ラ ン ス ポ ゾ

ン ベ ク タ ー と ト ラ ン ス ポ ザ ー ゼ 酵 素 を ⼀ 時 的 に 発 現 す る ト ラ ン

ス ポ ザ ー ゼ ベ ク タ ー の 2 つ の プ ラ ス ミ ド が 含 ま れ て い る（ 表 ２ ）。

L i p o f e c t a m i n e 3 0 0 0 （ I n v i t r o g e n ， M A ， U S A ） を ⽤ い て C a 9 - 2 2 細

胞 ，V - S A S 細 胞 ，V - S A S - L M 8 細 胞 に 遺 伝 ⼦ 導 ⼊ を ⾏ っ た 。次 に ，

ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 2 μ g / m l（ I n v i t r o g e n ）に よ り 安 定 発 現 株 を 選 別

し た 。  

過 剰 発 現 株 樹 ⽴ に お い て は ，G A T A 6 お よ び A N X A 1 0 遺 伝 ⼦ を 遺

伝 ⼦ 導 ⼊ し ， R T - q P C R 法 ， W e s t e r n - B l o t 法 に よ っ て 過 剰 発 現 を

確 認 し た 。ま た ，ノ ッ ク ダ ウ ン 株 樹 ⽴ に お い て は G A T A 6 ，A N X A 1 0 ，

コ ン ト ロ ー ル の い ず れ か を 標 的 と す る s h R N A - p P B プ ラ ス ミ ド
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（ Ve c t o r B u i l d e r ，I L ，U S A ）を 細 胞 に 遺 伝 ⼦ 導 ⼊ し ，R T - q P C R 法 ，

W e s t e r n - B l o t 法 に よ っ て ノ ッ ク ダ ウ ン を 確 認 し た 。  

 

ⅲ  R N A 抽 出 と 遺 伝 ⼦ 発 現 の 評 価 （ R T- q P C R 法 ）  

全 R N A は ， t o t a l  R N A  i s o l a t i o n  s y s t e m （ M o n a r c h  T o t a l  R N A  

M i n i p r e p  K i t： N e w  E n g l a n d  B i o l a b s ，M A ，U S A ）を 使 ⽤ し て O S C C

細 胞 か ら 抽 出 し た 。  F i r s t - s t r a n d  c D N A s は ，R e v e r T r a A c e ®  q P C R  

R T  M a s t e r  M i x （ 東 洋 紡 株 式 会 社 ， ⼤ 阪 ） を 使 ⽤ し て 合 成 し た 。 

定 量 的 リ ア ル タ イ ム P C R （ q P C R ） 法 は ， S Y B R  G r e e n  P C R プ ロ

ト コ ル と S t e p O n e P l u s T M リ ア ル タ イ ム P C R シ ス テ ム （ A p p l i e d  

B i o s y s t e m s ， N J ， U S A ） を 使 ⽤ し て ， 1 サ ン プ ル に つ き n = 3 と し

て 実 施 し た 。 な お ， 増 幅 に 使 ⽤ し た S Y B R  G r e e n プ ラ イ マ ー を

表 ３ に ⽰ す 。  

 

ⅳ  タ ン パ ク 発 現 の 評 価 （ W e s t e r n - B l o t 法 ）  

全 タ ン パ ク を 使 ⽤ し た W e s t e r n - B l o t 法 は ， 通 法 に 準 じ て ⾏ っ

た [ 2 3 ] 。要 約 す る と ，6 c m デ ィ ッ シ ュ で 細 胞 を 培 養 し ，細 胞 の 増

殖 密 度 が 8 0 〜 9 0 ％ に 達 し た も の を イ ン キ ュ ベ ー タ ー か ら 取 り

出 し ， 培 養 液 を 除 去 ， 4 ℃ の リ ン 酸 緩 衝 ⽣ 理 ⾷ 塩 ⽔ （ P B S ：

p h o s p h a t e - b u f f e r e d  s a l i n e ） で 2 回 洗 浄 し ， 全 細 胞 溶 解 ⽤ の バ ッ

フ ァ ー （ E z  R I P A  L y s i s  k i t ： ア ト ー 株 式 会 社 ， 東 京 ） を 使 ⽤ し タ

ン パ ク を 抽 出 し た 。核 タ ン パ ク 質 の 抽 出 に は ，E z  S u b c e l l  E x t r a c t

（ ア ト ー 株 式 会 社 ） の 試 薬 を 使 ⽤ し た 。 1 5 分 氷 上 で 放 置 後 ， 滅
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菌 ヘ ラ で 細 胞 を 潰 す よ う に 回 収 し ， 遠 ⼼ 分 離 機 で 1 0 分 間 遠 ⼼

分 離（ 4 ℃ ， 1 4 0 0 0 r p m ） を ⾏ っ た 。サ ン プ ル を 5 0 μ l 取 り ， 5 0 μ l の

S D S サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー （ E z  A p p l y ： ア ト ー 株 式 会 社 ） を 加 え

て 混 合 し ， 9 5 ℃ で 5 分 間 加 熱 し た 。 上 清 を ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ

ウ ム -ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動（ S D S - P A G E ）で 分 離 し ，

ポ リ フ ッ 化 ビ ニ リ デ ン 膜 に 転 写 し ， ⼀ 次 抗 体 で イ ム ノ ブ ロ ッ ト

し ， S u p e r  S i g n a l ™  W e s t  P i c o  P L U S  C h e m i l u m i n e s c e n t  S u b s t r a t e

（ T h e r m o  F i s h e r  S c i e n t i f i c ， M A ， U S A ） を 使 ⽤ し て ⻄ 洋 ワ サ ビ

ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 抗 マ ウ ス ま た は 抗 ウ サ ギ I g G 抗 体 を 可 視

化 し た 。 G e n e  G n o m e（ S y n G e n e ， C a m b r i d g e ， U K ） を 使 ⽤ し ， 画

像 を 撮 影 し た 。 使 ⽤ し た 抗 体 を 表 4 に ⽰ す 。  

 

ⅴ  細 胞 増 殖 能 の 評 価 （ P r o l i f e r a t i o n  A s s a y ）  

O S C C 細 胞 に 0 . 2 5 %ト リ プ シ ン E D T A 溶 液  （ 富 ⼠ フ イ ル ム 和 光

純 薬 株 式 会 社 ） を 加 え ， 細 胞 培 養 液 で 回 収 。 細 胞 懸 濁 液 を 遠 ⼼

分 離 機 で 遠 ⼼ 後 ， 細 胞 数 を 1 0 0 0 個 / w e l l に 合 わ せ ， 9 6 w e l l プ レ

ー ト に 細 胞 懸 濁 液 を 各 1 0 0 μ l（ 1 × 1 0 4 個 / m l ）播 種 し た 。3 7 ℃ で 2 4

時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し ， C e l l  C o u n t i n g  K i t - 8 （ 同 仁 化 学 研 究 所 ，

熊 本 ）を 使 ⽤ し て 2 4 時 間 ご と に 細 胞 増 殖 を 測 定 し た 。測 定 時 に

各 w e l l に C e l l  C o u n t i n g  K i t - 8 を 1 0 μ l 追 加 し ， 3 7 ℃ で 1 時 間 イ

ン キ ュ ベ ー ト さ せ た 。 1 0 0 μ l ず つ 取 り 測 定 ⽤ に 準 備 し た 9 6 w e l l

に 移 し ，マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー（ i M a r k：B i o - R a d  L a b o r a t o r i e s  

I n c . ， C A ， U S A ） を ⽤ い て 4 5 0 n m の 吸 光 度 で 測 定 し た 。 な お ，
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各 ア ッ セ イ は 6 回 ⾏ っ た 。  

 

ⅵ  細 胞 運 動 能 の 評 価 （ W o u n d  H e a l i n g  A s s a y ）  

2 4 w e l l プ レ ー ト に カ ル チ ャ ー イ ン サ ー ト（ i b i d i  G m b H ，B a y e r n ，

G e r m a n y ） を セ ッ ト し ， 細 胞 培 養 液 で 細 胞 懸 濁 液 を 作 製 し ， 各

w e l l に ⼊ れ 2 4 時 間 C O 2 存 在 下 ，3 7 ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。完

全 な 単 層 が 形 成 さ れ た こ と を 確 認 し た 後 ， カ ル チ ャ ー イ ン サ ー

ト を 除 去 す る 1 時 間 前 に ，シ ト シ ン b - D -ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ド 塩

酸 塩（ 1 0 μ M： S i g m a - A l d r i c h ， M O ， U S A ） を 使 ⽤ し 細 胞 増 殖 を 停

⽌ さ せ ， カ ル チ ャ ー イ ン サ ー ト を 除 去 し た （ 細 胞 間 に 5 0 0  

μ m ± 1 0 0  µ m の 間 隙 を 作 製 ）。 細 胞 の 移 動 量 は ， 2 4 時 間 後 に 位 相

差 顕 微 鏡 で 観 察 し ， そ の 距 離 を 測 定 し た 。 な お ， 各 ア ッ セ イ は

3 回 ⾏ っ た 。  

 

ⅶ  R N A - s e q 解 析 ・ C h I P - a t l a s に よ る デ ー タ ベ ー ス 解 析  

ラ イ ブ ラ リ ー 調 整 は T r u S e q  S t r a n d e d  m R N A  S a m p l e  P r e p  K i t

（ I l l u m i n a ， C A ， U S A ） を 使 ⽤ し て ⾏ っ た 。 シ ー ケ ン ス は 7 5 ベ

ー ス の シ ン グ ル エ ン ド モ ー ド で I l l u m i n a  H i S e q 2 5 0 0 プ ラ ッ ト フ

ォ ー ム を 使 ⽤ し た 。 I l l u m i n a  C a s a v a 1 . 8 . 2 ソ フ ト ウ ェ ア を ベ ー ス

コ ー ル に 使 ⽤ し ，シ ー ケ ン ス さ れ た リ ー ド を ， T o p H a t バ ー ジ ョ

ン 2 . 0 . 1 3 と B o w t i e 2 バ ー ジ ョ ン 2 . 2 . 3 お よ び S A M t o o l s バ ー ジ ョ

ン 0 . 1 . 1 9 を 組 み 合 わ せ て 使 ⽤ し ，ヒ ト リ フ ァ レ ン ス ゲ ノ ム シ ー

ケ ン ス （ h g 1 9 ） に マ ッ ピ ン グ し た 。  C u f f n o r m バ ー ジ ョ ン 2 . 2 . 1
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を 使 ⽤ し て ， マ ッ プ さ れ た フ ラ グ メ ン ト （ F P K M ） 1 0 0 万 あ た り

の エ ク ソ ン の キ ロ ベ ー ス あ た り の フ ラ グ メ ン ト を 計 算 し た [ 2 5 ] 。

さ ら な る 遺 伝 ⼦ 発 現 分 析 の た め に ， 増 強 し た 遺 伝 ⼦ （ 2 . 0 倍 以

上 ） や 減 少 し た 遺 伝 ⼦ （ 0 . 5 倍 未 満 ） を 同 定 し た 。 全 て の 遺 伝 ⼦

の 平 均 M A C S 2 ス コ ア は ， C h I P - A t l a s （ h t t p s : / / d o i . o r g /  

1 0 . 1 5 2 5 2 / e m b r . 2 0 1 8 4 6 2 5 5 ）の「 T a r g e t G e n e s」ツ ー ル を 使 ⽤ し て ，

「 A n t i g e n s」 を G A T A 6 ，「 D i s t a n c e  f r o m  T S S」 パ ラ メ ー タ ー に は

± 1 0 k と し て 取 得 さ れ た 。 遺 伝 ⼦ 名 を ⽤ い て C h I P - s e q デ ー タ を

上 記 で 作 成 し た R N A - s e q デ ー タ に 統 合 し た 。  

 

ⅷ  ⼝ 腔 癌 頸 部 リ ン パ 節 転 移 マ ウ ス モ デ ル の 作 製  

全 て の 動 物 実 験 は 事 前 に ⼤ 阪 ⼤ 学 ⼤ 学 院 ⻭ 学 研 究 科 内 動 物 実

験 委 員 会 の 審 査 を 受 け ， 承 認 を 得 た 。  

5 〜 6 週 齢 の 雄 性 免 疫 不 全 B A L B / c  n u / n u マ ウ ス （ ⽇ 本 S L C ， 静

岡 ） に ， メ デ ト ミ ジ ン （ 0 . 3  m g / k g 体 重 ， D o m i t o r ® ： ⽇ 本 全 薬 ⼯

業 株 式 会 社 ，東 京 ），ミ ダ ゾ ラ ム （ 4 . 0  m g / k g 体 重 ， D o r m i c u m ® ：

ア ス テ ラ ス 製 薬 株 式 会 社 ，東 京 ），ブ ト ル フ ァ ノ ー ル（ 5 . 0  m g / k g

体 重 ， Ve t o r p h a l e ®： M e i j i  S e i k a  フ ァ ル マ 株 式 会 社 ） の 3 種 混 合

⿇ 酔 を ⾏ っ た 。   

Ve n u s 遺 伝 ⼦ を 安 定 発 現 さ せ た ヒ ト ⼝ 腔 扁 平 上 ⽪ 癌 由 来 細 胞

株 （ V - S A S 細 胞 の G A T A 6 ノ ッ ク ダ ウ ン 株 ， V - S A S - L M 8 細 胞 の

G A T A 6 過 剰 発 現 株： 1× 1 0 6 / 1 0 0 μ l ）を 細 胞 培 養 液 で 懸 濁 し ，1 0 0 μ l

を ⾆ に 接 種 し た [ 2 6 ] 。 腫 瘍 形 成 な ら び に 頸 部 リ ン パ 節 転 移 の 確
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認 は ， L E D - E X T A / G F P（ オ プ ト コ ー ド 株 式 会 社 ，東 京 ） で 蛍 光 観

察 を ⾏ っ た 。 マ ウ ス の 頸 部 に ⽪ 膚 切 開 を 加 え ， 顎 下 お よ び 頸 部

の リ ン パ 節 を 剖 出 ， 観 察 し ， 蛍 光 が 確 認 さ れ た も の を 転 移 あ り

と 評 価 し た 。  

 

ⅸ  免 疫 細 胞 染 ⾊ 法  

細 胞 を ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 で 1 8 〜 2 0 時 間 培 養 し ， 4 ％ パ ラ ホ ル

ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し た 。P B S で 洗 浄 し ，1 ％ ウ シ ⾎ 清 ア ル ブ ミ

ン を 含 む P B S で 1 時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 後 ， ス ラ イ ド を 抗 体 と

イ ン キ ュ ベ ー ト し た （ 表 ４ ）。 P B S で 洗 浄 し ， A l e x a  F l u o r 5 5 5 標

識 抗 ウ サ ギ ま た は 抗 ヤ ギ I g G 抗 体 （ I n v i t r o g e n ， C a r l s b a d ， C A ;  

1 ： 5 0 0 ） を 室 温 で 1 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 最 後 に ス ラ イ ド

を D A P I  F l u o r o m o u n t - G 封 ⼊ 剤 （ S o u t h e r n B i o t e c h ， A L ， U S A ） で

封 ⼊ し た 。  

 

ⅹ  統 計 分 析  

す べ て の 実 験 結 果 デ ー タ は 平 均 ± S D と し て 提 ⽰ し た 。独 ⽴ し た

2 群 の ⽐ 較 は S t u d e n t ’ s  t 検 定 を 使 ⽤ し て ， 2 × 2 分 割 表 の 検 定 は

F i s h e r ' s  e x a c t  p r o b a b i l i t y 検 定 を 使 ⽤ し て ，統 計 学 的 に 解 析 し た 。

p 値 は 0 . 0 5 未 満 を 統 計 学 的 有 意 差 あ り と し た 。  
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Ⅲ .  結 果  

ⅰ  G ATA 6 ノ ッ ク ダ ウ ン お よ び G ATA 6 過 剰 発 現 O S C C 細 胞

株 の 樹 ⽴  

1 0 種 類 の O S C C 細 胞 に お け る G A T A 6 の 発 現 に つ い て R T - q P C R

法 で 評 価 し た 結 果 ，全 て の ⼝ 腔 癌 細 胞 株 で G A T A 6 の 発 現 を 認 め

た （ 図 1 ）。  

G A T A 6 の 発 現 と E M T と の 関 係 を 解 明 す る た め に ，「 材 料 と ⽅

法 」 で ⽰ し た よ う に ， s h R N A を 遺 伝 ⼦ 導 ⼊ し ， G A T A 6 を ノ ッ ク

ダ ウ ン し た  O S C C 細 胞 株 （ V - S A S / s h G 6 - 1 ・ - 2 ， C a 9 - 2 2 / s h G 6 - 1 ・

- 2 ）を 樹 ⽴ し た 。次 に コ ン ト ロ ー ル s h R N A を 遺 伝 ⼦ 導 ⼊ し た V -

S A S 細 胞 （ V - S A S / s h C t r l ） と G A T A 6  を ノ ッ ク ダ ウ ン し た V - S A S

細 胞 （ V - S A S / s h G 6 - 1 ・ - 2 ） で G A T A 6 の 発 現 を 確 認 し た 。 G A T A 6

の 発 現 は ， V - S A S / s h C t r l と ⽐ 較 し て ， s h R N A （ V - S A S / s h G 6 - 1 ・ -

2 ） を 遺 伝 ⼦ 導 ⼊ し た V - S A S 細 胞 で は ， m R N A レ ベ ル （ 図 2 A ）

お よ び タ ン パ ク 質 レ ベ ル（ 図 2 B ） の 双 ⽅ に お い て 有 意 に 減 少 し

た 。 同 様 に ， C a 9 - 2 2 細 胞 に お い て も G A T A 6 の 発 現 は ， C a 9 -

2 2 / s h C t r l と ⽐ 較 し て ， s h R N A （ C a 9 - 2 2 / s h G 6 - 1 ・ - 2 ） を 遺 伝 ⼦ 導

⼊ し た C a 9 - 2 2 細 胞 で は m R N A レ ベ ル （ 図 2 A ） お よ び タ ン パ ク

質 レ ベ ル（ 図 2 B ） の 双 ⽅ に お い て 有 意 に 減 少 し た 。免 疫 細 胞 染

⾊ で は ， コ ン ト ロ ー ル と ⽐ 較 し て ， V - S A S / s h G 6 （ - 1 ・ - 2 ） お よ

び C a 9 - 2 2 / s h G 6 （ - 1 ・ - 2 ） の G A T A 6 発 現 低 下 が 確 認 さ れ た （ 図

2 C ）。 同 様 に ， G A T A 6 過 剰 発 現 細 胞 株 （ V - S A S - L M 8 / G 6 ） を 樹 ⽴

し た 。コ ン ト ロ ー ル 株 で あ る V - S A S - L M 8 / c t r l と ⽐ 較 し て ，G A T A 6
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遺 伝 ⼦ を 遺 伝 ⼦ 導 ⼊ し た V - S A S - L M 8 / G 6 細 胞 で G A T A 6 の 発 現 は

m R N A レ ベ ル（ 図 2 D ） と タ ン パ ク 質 レ ベ ル（ 図 2 E ） に お い て 有

意 に 増 加 し て い る こ と を 確 認 し た 。 さ ら に ， 免 疫 細 胞 染 ⾊ は ，

コ ン ト ロ ー ル 細 胞 と ⽐ 較 し て ， V - S A S - L M 8 / G 6 に お け る G A T A 6

の 発 現 増 加 が 確 認 さ れ た （ 図 2 F ）。 ま た ， P r o l i f e r a t i o n  A s s a y お

よ び W o u n d  H e a l i n g  A s s a y に お い て は ， 増 殖 能 ， 運 動 能 と も に

コ ン ト ロ ー ル と ⽐ 較 し て ， ノ ッ ク ダ ウ ン 細 胞 株 や 過 剰 発 現 細 胞

株 で 有 意 な 変 化 は 認 め な か っ た （ 図 3 ）。  

 

ⅱ  O S C C 細 胞 に お け る G ATA 6 と E M T の 関 連  

樹 ⽴ し た G A T A６ ノ ッ ク ダ ウ ン お よ び 過 剰 発 現 細 胞 株 を ⽤ い て

O S C C 細 胞 に お け る E M T マ ー カ ー の 発 現 の 変 化 を 検 討 し た 。 ま

ず ，上 ⽪ 系 か ら 間 葉 系 へ の 細 胞 形 態 の 変 化 は E M T の 代 表 的 な 指

標 で あ る こ と か ら [ 2 7 ] ，コ ン ト ロ ー ル 細 胞 と G A T A６ ノ ッ ク ダ ウ

ン 細 胞 や 過 剰 発 現 細 胞 と の 形 態 変 化 を 評 価 し た 。 そ の 結 果 ， V -

S A S / s h G 6 （ - 1 ・ - 2 ） や C a 9 - 2 2 / s h G 6 （ - 1 ・ - 2 ） 細 胞 は ， コ ン ト ロ

ー ル 細 胞 と ⽐ 較 し て や や 紡 錘 形 の 形 態 を ⽰ し て い た 。 こ の 変 化

は ， 細 胞 間 接 着 の 喪 失 に よ り 細 胞 間 が 分 離 し た こ と が ⽰ 唆 さ れ

る （ 図 4 ）。 対 照 的 に ， V - S A S - L M 8 / G 6 細 胞 は ， コ ン ト ロ ー ル 細

胞 と ⽐ 較 し て ，敷 ⽯ 状 の 細 胞 間 接 着 を ⽰ し た 。こ れ ら の 結 果 は ，

G A T A 6 の 発 現 が E M T を 阻 害 す る 可 能 性 を ⽰ 唆 し て い る 。 G A T A 6

発 現 と E M T と の 関 連 を さ ら に 検 討 す る た め に ， E - c a d h e r i n と

v i m e n t i n の 発 現 に 関 し て 検 討 し た 。 E - c a d h e r i n の 発 現 減 少 と
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v i m e n t i n の 発 現 増 加 は E M T の 特 徴 と し て 広 く 知 ら れ て い る [ 7 ] 。

免 疫 細 胞 染 ⾊ に お い て ， コ ン ト ロ ー ル 細 胞 と ⽐ 較 し て ， V - S A S

お よ び C a 9 - 2 2 の G A T A 6 ノ ッ ク ダ ウ ン 細 胞 は E - c a d h e r i n の 発 現

減 少 と v i m e n t i n の 発 現 増 加 が 認 め ら れ た （ 図 5 A ）。 さ ら に ， 上

⽪ 系 マ ー カ ー と 間 葉 系 マ ー カ ー の m R N A 発 現 を R T - q P C R 法 に

て 検 討 し た 結 果 ， 上 ⽪ 系 マ ー カ ー と し て の E - c a d h e r i n の m R N A

発 現 は 抑 制 さ れ ， N - c a d h e r i n ， v i m e n t i n な ど の 間 葉 系 マ ー カ ー

や ， E M T の 転 写 因 ⼦ と し て 知 ら れ る T W I S T ， Z E B 1 ， S L U G の 発

現 が 上 昇 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た（ 図 5 B , C ）。ま た ，G A T A 6

過 剰 発 現 株 で は ， 免 疫 細 胞 染 ⾊ に お い て ， コ ン ト ロ ー ル 細 胞 と

⽐ 較 し て ， V - S A S - L M 8 の G A T A 6 過 剰 発 現 細 胞 は E - c a d h e r i n の

発 現 上 昇 と v i m e n t i n の 発 現 減 少 が 認 め ら れ た （ 図 5 D ）。 上 ⽪ マ

ー カ ー で あ る E - c a d h e r i n の m R N A 発 現 が 上 昇 し ， 間 葉 系 マ ー カ

ー で あ る N - c a d h e r i n ，v i m e n t i n の 発 現 が 抑 制 さ れ た が（ 図 5 E ），

E M T の 転 写 因 ⼦ と し て 知 ら れ る T W I S T ， Z E B 1 ， S L U G の 発 現 に

変 化 は 認 め ら れ な か っ た （ 図 5 F ）。 こ れ ら の 結 果 は O S C C 細 胞

に お い て は G A T A 6 の 発 現 抑 制 は E M T 誘 導 を 促 進 し ， G A T A 6 の

過 剰 発 現 は E M T 誘 導 を 抑 制 す る が ， G A T A 6 の 過 剰 発 現 は E M T

関 連 の 転 写 因 ⼦ の 発 現 に は 影 響 し な い こ と を ⽰ し て い る 。  

 

ⅲ  O S C C 細 胞 の リ ン パ 節 転 移 に 対 す る G ATA 6 ノ ッ ク ダ ウ ン

お よ び 過 剰 発 現 の 影 響  

i n  v i v o で の リ ン パ 節 転 移 に お け る G A T A 6 の 役 割 を 解 明 す る た
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め に ，V - S A S 細 胞 や V - S A S - L M 8 細 胞 を ヌ ー ド マ ウ ス の ⾆ に 接 種

し ， リ ン パ 節 転 移 を 検 討 し た 。 G A T A 6 ノ ッ ク ダ ウ ン 株 で あ る V -

S A S / s h G 6 - 1 を 接 種 し た 担 癌 マ ウ ス の リ ン パ 節 転 移 は ，コ ン ト ロ

ー ル 担 癌 マ ウ ス と ⽐ 較 し て 増 加 傾 向 を ⽰ し た が ， 有 意 差 は 認 め

な か っ た（ 図 6 A ）。ま た ，G A T A 6 過 剰 発 現 株 で あ る V - S A S - L M 8 / G 6

を 接 種 し た 担 癌 マ ウ ス の リ ン パ 節 転 移 は ， コ ン ト ロ ー ル 担 癌 マ

ウ ス と ⽐ 較 し て 減 少 傾 向 を ⽰ し た が ， こ れ も 有 意 差 は 認 め な か

っ た （ 図 6 B ）。  

 

ⅳ  O S C C 細 胞 に お け る G ATA 6 の 標 的 遺 伝 ⼦ の 同 定  

G A T A 6 に よ り 遺 伝 ⼦ 発 現 が 活 性 化 さ れ る 標 的 遺 伝 ⼦ を 同 定 す

る た め に ，樹 ⽴ し た 2 種 類 の G A T A 6 ノ ッ ク ダ ウ ン O S C C 細 胞 株

を ⽤ い て R N A - s e q 解 析 と デ ー タ ベ ー ス 解 析 （ C h I P - A t l a s ） を ⾏

っ た 。 ま ず ， R N A - s e q を 使 ⽤ し て ， G A T A 6 ノ ッ ク ダ ウ ン に よ り

発 現 が 減 弱 し た 遺 伝 ⼦ を 網 羅 的 に 検 索 し た 。 図 7 の ヒ ー ト マ ッ

プ に ⾒ ら れ る よ う に ， V - S A S 細 胞 と C a 9 - 2 2 細 胞 の G A T A 6 ノ ッ

ク ダ ウ ン に よ っ て ， 2 種 類 の 細 胞 株 で 同 様 に 発 現 が 減 弱 し た 遺

伝 ⼦ は わ ず か し か 認 め ら れ な か っ た 。 図 8 に ⽰ す よ う に コ ン ト

ロ ー ル と ⽐ 較 し て ノ ッ ク ダ ウ ン 株 で 発 現 量 が 半 分 以 下 に 減 少 し

た 遺 伝 ⼦ が V - S A S 細 胞 で は 3 3 6 個 ， C a 9 - 2 2 細 胞 に は 3 9 5 個 認

め ら れ ， こ れ ら の う ち ， 3 6 個 の 遺 伝 ⼦ が 両 ⽅ の 細 胞 で 重 複 し て

同 定 さ れ た （ 表 5 ）。次 に ， こ れ ら 3 6 個 の 遺 伝 ⼦ の 中 か ら C h I P -

A t l a s を ⽤ い て G A T A 6 の タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 ⼦ を 検 索 し た 結 果 ，9 個
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の 遺 伝 ⼦ を 同 定 し た ( 表 6 ) 。こ れ ら 9 個 の 遺 伝 ⼦ の う ち ，コ ン ト

ロ ー ル 細 胞 と ⽐ 較 し て ， C a 9 - 2 2 の G A T A 6 ノ ッ ク ダ ウ ン 細 胞 で

最 も 発 現 が 減 少 し て い た ， A N X A 1 0 に 着 ⽬ し た 。  

 

ⅴ  G ATA 6 ノ ッ ク ダ ウ ン お よ び G ATA 6 過 剰 発 現 O S C C 細 胞

に お け る A N X A 1 0 発 現  

続 い て ，V - S A S / s h G 6 細 胞 と C a 9 - 2 2 / s h G 6 細 胞 に お け る A N X A 1 0

の m R N A お よ び タ ン パ ク レ ベ ル で の 発 現 を R T - q P C R 法（ 図 9 A ），

W e s t e r n - B l o t 法 （ 図 9 B ） で 確 認 し た と こ ろ ， ど ち ら の 細 胞 株 で

も 発 現 が 抑 制 さ れ て い る こ と が 確 認 さ れ ， こ れ は R N A - s e q の 結

果 と ⼀ 致 す る も の で あ っ た 。 ⼀ ⽅ ， コ ン ト ロ ー ル 細 胞 と ⽐ 較 し

て G AT A 6 過 剰 発 現 株 で あ る V - S A S - L M 8 / G 6 細 胞 で A N X A 1 0  の

m R N A お よ び タ ン パ ク レ ベ ル で の 発 現 は ， 有 意 に 上 昇 し て い た

（ 図 9 C , D ）。  

 

ⅵ  A N X A 1 0 ノ ッ ク ダ ウ ン  O S C C 細 胞 に お け る E M T  

A N X A 1 0 の 発 現 と E M T と の 関 連 を 検 討 す る た め に ， s h R N A

（ s h A X 1 0 - 1 ・ s h A X 1 0 - 2 ） の 遺 伝 ⼦ 導 ⼊ を ⾏ い ， A N X A 1 0 を ノ ッ

ク ダ ウ ン し た  O S C C 細 胞 株 （ V - S A S / s h A X 1 0 - 1 ・ - 2 ， C a 9 -

2 2 / s h A X 1 0 - 1 ・ - 2 ） を 樹 ⽴ し た 。 コ ン ト ロ ー ル s h R N A を 遺 伝 ⼦

導 ⼊ し た V - S A S 細 胞 （ V - S A S / s h C t r l ） と A N X A 1 0  s h R N A を 遺 伝

⼦ 導 ⼊ し た V - S A S 細 胞 （ V - S A S / s h A X 1 0 - 1 ・ - 2 ） で A N X A 1 0 の 発

現 を 確 認 し た 。 A N X A 1 0 の 発 現 は ， m R N A レ ベ ル に お い て ， V -
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S A S / s h C t r l と ⽐ 較 し て ， V - S A S / s h A X 1 0 - 1 ・ - 2 細 胞 で 有 意 に 減 少

し て い た（ 図 1 0 A ）。ま た ，C a 9 - 2 2 細 胞 で も こ れ と 同 様 に ，A N X A 1 0

の 発 現 は ，m R N A レ ベ ル に お い て ，s h R N A を 遺 伝 ⼦ 導 ⼊ し た C a 9 -

2 2 細 胞（ C a 9 - 2 2 / s h A X 1 0 - 1・- 2 ）で 有 意 に 減 少 し て い た（ 図 1 0 A ）。

さ ら に ， こ れ ら A N X A 1 0 の ノ ッ ク ダ ウ ン 細 胞 で E - c a d h e r i n と N -

c a d h e r i n の m R N A 発 現 は s h A X 1 0 - 1 ・ - 2 で 安 定 し た 変 化 が 認 め

ら れ な か っ た が ，v i m e n t i n は そ の 発 現 が 有 意 に 上 昇 し て い た（ 図

1 0 B ）。  

 

ⅶ  A N X A 1 0 過 剰 発 現  O S C C 細 胞 に お け る E M T の 発 現  

最 後 に A N X A 1 0 を 遺 伝 ⼦ 導 ⼊ し ， A N X A 1 0 過 剰 発 現  O S C C 細 胞

（ V - S A S - L M 8 / A X 1 0 ） を 樹 ⽴ し ， E M T 関 連 マ ー カ ー の 発 現 を 検

討 し た 。 V - S A S - L M 8 / c t r l と ⽐ 較 し て m R N A レ ベ ル に お い て ，

A N X A 1 0 を 遺 伝 ⼦ 導 ⼊ し た V - S A S - L M 8 / A X 1 0 細 胞 で は A N X A 1 0

の 有 意 な 発 現 増 加 を 確 認 し た （ 図 1 1 A ）。次 に ， E M T 関 連 マ ー カ

ー の 発 現 を 検 討 し た 結 果 ， E - c a d h e r i n と N - c a d h e r i n の m R N A 発

現 は 変 化 し な か っ た が ， v i m e n t i n は A N X A 1 0 の 過 剰 発 現 細 胞 で

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 （ 図

1 1 B ）。 こ れ は ， A N X A 1 0 が G A T A 6 の E M T 制 御 メ カ ニ ズ ム に お け

る v i m e n t i n 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 。  
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Ⅳ .  考 察  

頸 部 リ ン パ 節 転 移 は ， O S C C 患 者 の ⽣ 存 率 低 下 と 有 意 に 相 関 し ，

O S C C 患 者 の 重 要 な 予 後 因 ⼦ と し て 知 ら れ て い る [ 5 , 6 ] 。 リ ン パ

節 転 移 の 根 底 に あ る 分 ⼦ メ カ ニ ズ ム を よ り よ く 理 解 す る こ と は ，

O S C C の 効 果 的 な 治 療 法 と 早 期 診 断 の 開 発 に と っ て 重 要 で あ り ，

そ れ が Q O L と ⽣ 存 率 の 向 上 に つ な が る に も か か わ ら ず ，リ ン パ

節 転 移 の メ カ ニ ズ ム は 依 然 と し て 不 明 な 点 が 多 く 残 さ れ て い る 。 

本 研 究 で は ， G A T A 6 を ノ ッ ク ダ ウ ン し た ２ つ の  O S C C 細 胞 株

と G A T A 6 を 過 剰 発 現 さ せ た O S C C 細 胞 株 を ⽤ い て ， O S C C に お

け る G A T A 6 と E M T や リ ン パ 節 転 移 と の 関 連 に つ い て ， そ の 分

⼦ メ カ ニ ズ ム の 解 明 を 試 み た 。  

G A T A 6 を ノ ッ ク ダ ウ ン し た O S C C 細 胞 は ， コ ン ト ロ ー ル の

O S C C 細 胞 と ⽐ 較 し て ， E M T が 促 進 さ れ る こ と が 明 ら か と な っ

た 。 ⼀ ⽅ ， G A T A 6 を 過 剰 発 現 さ せ た O S C C 細 胞 は ， E M T が 抑 制

さ れ た 。 さ ら に ， 転 写 因 ⼦ で あ る G A T A 6 の 標 的 遺 伝 ⼦ と し て

A N X A 1 0 を 同 定 し た 。 A N X A 1 0 は ， G A T A 6 に よ る O S C C で の E M T

誘 導 阻 害 機 構 に お い て ， v i m e n t i n の 発 現 抑 制 に 関 与 し て い る 可

能 性 が あ る こ と が ⽰ さ れ た 。  

現 在 ま で ， G A T A 6 と ⼝ 腔 癌 と の 関 連 に つ い て の 報 告 は ほ と ん

ど な さ れ て い な い 。あ る 研 究 で は G A T A 6 タ ン パ ク 質 発 現 が 隣 接

す る 正 常 組 織 と ⽐ 較 し て ⼝ 腔 癌 組 織 で 増 加 し た と 報 告 し て い る

[ 2 8 ] 。 ま た ， 他 の グ ル ー プ の 報 告 で は ， ⼝ 腔 癌 細 胞 株 に お い て

G A T A 6 の 発 現 が 確 認 さ れ る も の の ， G A T A 6 の ⼝ 腔 癌 発 癌 ・ 進 展
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過 程 に お け る 関 与 に つ い て は さ ら に 研 究 が 必 要 で あ る と 結 論 付

け ら れ て い る [ 2 9 ] 。 本 研 究 に お い て も 複 数 の ⼝ 腔 癌 細 胞 株 で 確

認 し た と こ ろ ， G A T A 6 発 現 は 認 め る も の の ， 発 現 量 は 細 胞 株 に

よ っ て 様 々 で あ っ た 。  

G A T A 6 は ⼀ 部 の 癌 で は E M T を 促 進 す る が ，別 の 癌 で は E M T を

抑 制 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。S o n g ら は ，乳 癌 で の G A T A 6 の

過 剰 発 現 が E M T を 増 加 さ せ ， 分 化 度 が ⾼ い 乳 癌 細 胞 に お い て

G A T A 6 の 発 現 を 抑 制 す る と E M T が 阻 害 さ れ る こ と を 報 告 し た

[ 3 0 ] 。彼 ら は G A T A 6 が S L U G の 転 写 を 活 性 化 す る こ と で E M T 誘

導 を 促 進 し ，さ ら に S L U G の ノ ッ ク ダ ウ ン は G A T A 6 に よ る E M T

誘 導 を 抑 制 す る こ と を 発 ⾒ し た 。 ま た ， D e n g ら は ， G A T A 6 の 過

剰 発 現 が 胆 管 癌 の 浸 潤 と 転 移 を 促 進 し [ 3 1 , 3 2 ] ， G A T A 6 が 胆 管 癌

の M U C 1  / β - カ テ ニ ン 経 路 を 介 し て E M T を 促 進 す る こ と を ⽰ し

た [ 1 6 ] 。 ま た ， T a n g ら は ， m i R - 9 4 4 が G A T A 6 発 現 を 抑 制 す る こ

と に よ り ， W n t  / β - カ テ ニ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 介 し て 結 腸 直 腸

癌 細 胞 の E G F 誘 発 性 E M T を 抑 制 す る こ と を 発 ⾒ し た [ 3 3 ] 。 こ

れ ら の 報 告 の よ う に G A T A 6 発 現 が E M T を 誘 導 す る と い う 報 告

が あ る ⼀ ⽅ で G A T A 6 発 現 が E M T 誘 導 を 抑 制 す る と の 報 告 も あ

る 。 M a r t i n e l l i ら は ， ヒ ト 膵 管 腺 癌 細 胞 に お い て ， G A T A 6 は

F O X A 1 / 2 な ど の 転 写 因 ⼦ の 調 節 を 含 む メ カ ニ ズ ム を 通 じ て ， 直

接 的 （ 上 ⽪ 系 お よ び 間 葉 系 の 発 現 遺 伝 ⼦ の 調 節 ） ま た は 間 接 的

（ 上 ⽪ 系 お よ び 間 葉 系 の 転 写 因 ⼦ の 調 節 ） に 細 胞 の 脱 分 化 と

E M T を 阻 害 す る こ と や ， G A T A 6 発 現 低 下 が 膵 管 腺 癌 の 分 化 度 の
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変 化 や 患 者 の 全 ⽣ 存 期 間 の 短 縮 に 有 意 に 相 関 し て い る こ と を 報

告 し た [ 1 5 ] 。彼 ら は G A T A 6 が E M T を 抑 制 す る 機 能 を 有 し ，上 ⽪

系 の 遺 伝 ⼦ 活 性 と そ れ に 伴 う 間 葉 系 の 遺 伝 ⼦ 抑 制 の 両 ⽅ を 含 む

独 ⾃ の メ カ ニ ズ ム を 持 っ て お り ， そ の 機 能 は 直 接 的 ま た は 間 接

的 な ⼆ 重 の 作 ⽤ で あ る こ と か ら ， G A T A 6 が そ の よ う な 特 性 を 備

え た 最 初 の E M T レ ギ ュ レ ー タ ー で あ る と 述 べ て い る [ 1 5 ] 。  

本 研 究 の 結 果 で は ，膵 管 腺 癌 と 同 様 に ， O S C C に お い て G A T A 6

の 発 現 を 抑 制 す る こ と に よ っ て E M T は 誘 導 さ れ ， 逆 に G A T A 6

を 過 剰 発 現 さ せ る こ と に よ っ て 阻 害 さ れ た 。 し か し な が ら ，

G A T A 6 の 発 現 を 抑 制 す る こ と で 変 化 し た T W I S T な ど の E M T 関

連 転 写 因 ⼦ の 発 現 変 化 は ， G A T A 6 の 過 剰 発 現 に お い て は そ の 変

化 を 認 め な か っ た 。 つ ま り ， こ れ ら の 結 果 は ， ⼝ 腔 癌 に お け る

G A T A 6 に よ る E M T 阻 害 メ カ ニ ズ ム に も 直 接 的 お よ び 間 接 的 な

作 ⽤ が あ る こ と を ⽰ 唆 し て お り ， G A T A 6 の 間 接 作 ⽤ に よ る E M T

関 連 転 写 因 ⼦ の 発 現 抑 制 は ， G A T A 6 単 独 の 効 果 で は な く ， 他 の

因 ⼦ と 関 連 し た 効 果 で あ る こ と を ⽰ し て い る 可 能 性 が あ る 。 そ

の ⼀ ⽅ で ， 我 々 は 以 前 ， ⾼ リ ン パ 節 転 移 細 胞 株 で あ る V - S A S -

L M 8 は ， 親 株 で あ る V - S A S と ⽐ 較 し て E M T が 誘 導 さ れ て い る

こ と を 報 告 し た が [ 9 ] ， こ れ ら の 細 胞 株 で は G A T A 6 の 発 現 量 に

有 意 な 変 化 は ⾒ ら れ な い た め ， V - S A S - L M 8 の E M T 誘 導 に は

G A T A 6 以 外 の 因 ⼦ が 関 与 し て い る と 考 え ら れ る 。 こ れ は 癌 の

E M T 制 御 機 構 の 複 雑 さ を ⽰ 唆 し て い る 。  

ま た ， G A T A 6 の 標 的 遺 伝 ⼦ と し て 同 定 さ れ た A N X A 1 0 は ，



 - 22 - 

A n n e x i n  A フ ァ ミ リ ー の ⼀ つ で あ る 。 A n n e x i n  A は A n n e x i n の サ

ブ ク ラ ス と し て 知 ら れ て お り ，真 核 細 胞 に お け る C a 2  +調 節 リ ン

脂 質 結 合 タ ン パ ク 質 で あ り ， 細 胞 の 分 化 と 増 殖 の 調 節 や ⼩ 胞 輸

送 ， エ キ ソ サ イ ト ー シ ス ， エ ン ド サ イ ト ー シ ス ， カ ル シ ウ ム チ

ャ ネ ル 形 成 な ど の さ ま ざ ま な 細 胞 学 的 ， ⽣ 理 学 的 プ ロ セ ス で 重

要 な 役 割 を 果 た し て い る [ 3 4 , 3 5 ] 。 ま た ， A N X A 1 0 の 過 剰 発 現

や 発 現 低 下 が 肺 癌 ， 漿 液 性 上 ⽪ 性 卵 巣 癌 ， 膀 胱 癌 ， ⾷ 道 扁 平 上

⽪ 癌 ， 胆 管 癌 ， 膵 臓 癌 を 含 む 様 々 な 癌 に 関 係 し て い る が ， そ の

役 割 は 癌 に よ っ て 異 な る [ 3 6 – 4 0 ] 。 A N X A 1 0 が M A P K シ グ ナ ル 伝

達 経 路 を 阻 害 す る こ と に よ り ， O S C C 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る と

の 報 告 [ 4 1 ] が あ る こ と は 特 筆 す べ き こ と で は あ る が ， そ の 他 の

研 究 で は ， A N X A 1 0 は 発 癌 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す と い う

報 告 と ， 腫 瘍 抑 制 に 重 要 な 役 割 を 果 た す と の 両 ⽅ の 報 告 が な さ

れ て お り ， 腫 瘍 形 成 と 腫 瘍 増 殖 に お け る A N X A 1 0 の 役 割 に つ い

て は ま だ ま だ 議 論 の 余 地 が あ る と ⾔ え る 。例 え ば ，A N X A 1 0 の 過

剰 発 現 は ， 前 ⽴ 腺 癌 細 胞 の 増 殖 ， 遊 ⾛ ， お よ び 浸 潤 を 阻 害 す る

こ と が ⽰ さ れ た [ 4 2 ] が ， A N X A 1 0 は 正 常 な 膵 臓 ，慢 性 膵 炎 ，良 性

の 管 内 粘 液 性 腺 腫 と ⽐ 較 し て ， 膵 臓 腺 癌 で ⾼ 度 に 発 現 す る と い

う ⽭ 盾 し た 報 告 も な さ れ て い る [ 4 0 ] 。 ま た ， A N X A 1 0 が 腸 型 腺 癌

と ⽐ 較 し て び ま ん 性 型 腺 癌 で よ り 発 現 さ れ る と の 報 告 も あ り ，

同 じ 悪 性 腫 瘍 内 に お い て も ， 異 な る 発 現 パ タ ー ン を 有 す る 可 能

性 が あ る [ 4 3 ] 。 さ ら に ， S u n ら は ， A N X A 1 0 は 胆 管 癌 の 独 ⽴ し た

予 後 因 ⼦ で あ り ， P L A 2 G 4 A / P G E 2 / S T A T 3 経 路 を 介 し て E M T を 促
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進 す る こ と に よ り ， 胆 管 癌 の 進 ⾏ を 促 進 し ， 転 移 を 促 進 す る こ

と を 報 告 し た [ 3 8 ] 。本 研 究 で は ，S u n ら の 報 告 と は 逆 の 結 果 で は

あ る が ，A N X A 1 0 の 発 現 抑 制 に よ り v i m e n t i n の 発 現 は 促 進 さ れ ，

E M T の ⼀ 部 に 関 与 し て い た 。  
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Ⅵ .  総 括  

1 )  O S C C 細 胞 の G A T A 6 ノ ッ ク ダ ウ ン 株 お よ び G A T A 6 過 剰 発 現

株 を 樹 ⽴ し た 。  

2 )  G A T A 6 ノ ッ ク ダ ウ ン 株 で は E M T 誘 導 が 促 進 さ れ た 。  

3 )  G A T A 6 過 剰 発 現 株 で は E M T 誘 導 が 抑 制 さ れ た が E M T 関 連 転

写 因 ⼦ の 発 現 変 化 は 認 め な か っ た 。  

4 )  頸 部 リ ン パ 節 転 移 マ ウ ス モ デ ル に お い て ，G A T A 6 ノ ッ ク ダ ウ

ン 株 で は リ ン パ 節 転 移 が 促 進 さ れ る 傾 向 を 認 め ，G A T A 6 過 剰

発 現 株 で は 減 少 傾 向 を 認 め た 。  

5 )  O S C C に お け る G A T A 6 の 標 的 遺 伝 ⼦ と し て A N X A 1 0 を 同 定 し

た 。  

6 )  O S C C 細 胞 の A N X A 1 0 ノ ッ ク ダ ウ ン 株 と A N X A 1 0 過 剰 発 現 株

を 樹 ⽴ し た 。  

7 )  A N X A 1 0 ノ ッ ク ダ ウ ン 株 で は E - c a d h e r i n ， N - c a d h e r i n の 安 定

し た 発 現 変 化 は 認 め な か っ た が ，v i m e n t i n の 発 現 は 有 意 に 上

昇 し た 。  

8 )  A N X A 1 0 過 剰 発 現 株 で は E - c a d h e r i n ， N - c a d h e r i n の 発 現 に 差

は 認 め ら れ な か っ た が ，v i m e n t i n の 発 現 が 有 意 に 抑 制 さ れ た 。 
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Ⅶ .  結 論  

本 研 究 で は ， G A T A 6 が O S C C に お け る E M T レ ギ ュ レ ー タ ー で

あ る こ と を 確 認 し ，G A T A 6 発 現 は E M T 誘 導 を 抑 制 す る こ と に よ

り ， O S C C 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 G A T A 6 の 標 的 遺 伝 ⼦ と し て 同 定 さ れ

た A N X A 1 0 が ， G A T A 6 に よ る O S C C の E M T 誘 導 阻 害 機 構 に お け

る v i m e n t i n の 発 現 抑 制 に 関 与 し て い る 可 能 性 を ⽰ 唆 し て い る 。

G A T A 6 / A N X A 1 0 カ ス ケ ー ド は ， E M T 誘 導 を 阻 害 し ， リ ン パ 節 転

移 を 抑 制 す る 可 能 性 が あ り ， O S C C 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 。  
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Ⅸ .  脚 注  
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⼤ 会 （ 2 0 2 1 年 ， 東 京 ） に お い て 発 表 し た 。  
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Ⅹ .  図 表  

表 1  

 

表 1  本 研 究 で 使 ⽤ し た 細 胞 株 の リ ス ト 。V - S A S ，V - S A S - L M 8 以

外 は 全 て 理 化 学 研 究 所 か ら 提 供 さ れ た 。  

細胞の種類 樹⽴年 樹⽴者 詳細
Ca9-22 1979 Horikoshi et al. ヒト⻭⾁癌由来細胞株。EGF-R⾼発現細胞。

Sa3 1993 Harada et al. 上顎⻭⾁由来扁平上⽪癌。
T3M-1 Clone2 1978 Okabe et al. ⼝腔扁平上⽪癌でG-CSF産⽣する。

HO-1-u-1 1985 Sugiyama et al. ヒト扁平上⽪癌由来細胞株。
SCCKN 1992 Urade  et al. ブレオマイシン⾼感受性⾆癌細胞株。
HSC-2 1989 Momose et al. ヒト⼝腔扁平上⽪癌由来細胞株。
HSC-3 1989 Momose et al. ヒト⾆扁平上⽪癌由来細胞株。
HSC-4 1989 Momose et al. ヒト⾆癌由来細胞株。
V-SAS 2012 Morita et al. ヒト⾆癌由来細胞株。Venus遺伝⼦を導⼊。

V-SAS-LM8 2015 Morita et al. ヒト⾆癌由来細胞株。リンパ節⾼転移株。
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表 2  

 

表 2  本 研 究 の 遺 伝 ⼦ 導 ⼊ で 使 ⽤ し た P i g g y B a c ベ ク タ ー の リ ス

ト 。 こ れ ら の ベ ク タ ー は Ve c t o r  B u i l d e r か ら 購 ⼊ し た 。 ベ ク タ

ー に 関 す る 詳 細 な 情 報 は v e c t o r b u i l d e r . c o m で 取 得 可 能 。  

Piggy Bac vector Vector ID

pRP[Exp]-CAG>hyPBase VB900088-2874gzt

pPB[shRNA]-Puro-U6>Scramble[shRNA#1] VB010000-0039sus

pPB[shRNA]-Puro-U6>hGATA6[shRNA#1] VB900095-1765jrh

pPB[shRNA]-Puro-U6>hGATA6[shRNA#2] VB900096-2981tjy

pPB[Exp]-Puro-CAG>Stuffer300 VB010000-9294rpr

pPB[Exp]-Puro-CAG>hGATA6 VB900002-0288wtr

pPB[shRNA]-Puro-U6>hANXA10[shRNA#1] VB900085-1356vtw

pPB[shRNA]-Puro-U6>hANXA10[shRNA#3] VB900085-1367zqy
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表 3  

 

表 3  q P C R 法 で 使 ⽤ し た S Y B R  G r e e n プ ラ イ マ ー の ⼀ 覧 。  

Gene name Sequence (5’ → 3')

GATA6
Forward CTCAGTTCCTACGCTTCGCAT
Reverse GTCGAGGTCAGTGAACAGCA

E-cadherin
Forward CGAGAGCTACACGTTCACGG
Reverse GGGTGTCGAGGGAAAAATAGG

N-cadherin
Forward AGCCAACCTTAACTGAGGAGT
Reverse GGCAAGTTGATTGGAGGGATG

vimentin
Forward AGTCCACTGAGTACCGGAGAC
Reverse CATTTCACGCATCTGGCGTTC

TWIST
Forward GTCCGCAGTCTTACGAGGAG
Reverse GCTTGAGGGTCTGAATCTTGCT

ZEB1
Forward CAGCTTGATACCTGTGAATGGG
Reverse TATCTGTGGTCGTGTGGGACT

SLUG
Forward CGAACTGGACACACATACAGTG
Reverse CTGAGGATCTCTGGTTGTGGT

ANXA10
Forward GCTGGCCTCATGTACCCAC
Reverse CAAGCAGTAGGCTTCTCGC

β-actin
Forward CACCATTGGCAATGAGCGGTTC
Reverse AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT
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表 4  

 

表 4  本 研 究 で 免 疫 細 胞 染 ⾊ ，W e s t e r n  b l o t 法 に 使 ⽤ し た 抗 体 の

⼀ 覧 。  

 

Antibody Dilution Company

GATA6 ICC（10μg/ml）, WB（1μg/ml） R&D

LaminB1 WB（1:5000） Proteintech

E-cadherin ICC（1:50） Proteintech

vimentin ICC（1:50） Proteintech

ANXA10 WB（0.1μg/ml） Novus

GAPDH WB（1:20000） Proteintech
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表 5    

 

表 5  R N A - s e q の 結 果 か ら G A T A 6 発 現 が ノ ッ ク ダ ウ ン さ れ た こ

と で ， 発 現 が 半 分 未 満 に 減 少 し た 遺 伝 ⼦ の ⼀ 覧 。  

SNORA61 ALPP RALGAPA1P

SNORA72 SLC16A5 AQP3

SNORA5C C8orf37-AS1 LOC284080

SNORA76C LINC00853 ANO2

RPS17 WISP2 GATA6

SNORA15 SSBP2 OTUD1

SNORA14B NEBL-AS1 KLK11

SCARNA11 HIST1H2AB KLK9

FAM25BP C15orf65 RAD51L3-RFFL

ANXA10 SERF2-C15ORF63 CAPN3

LOC101929229 LCMT1-AS1 TGIF2-C20orf24

LOC101927571 CCL26 CH17-360D5.1
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表 6     

 

表 6  C h I P - A t l a s に よ る 分 析 を R N A - s e q の 結 果 と 統 合 し ， G A T A 6

の 標 的 遺 伝 ⼦ 候 補 と し て 特 定 さ れ た 9 つ の 遺 伝 ⼦ の リ ス ト と そ

れ ら の 発 現 変 化 。  

 

Gene name Ca9-22
(Fold change)

V-SAS
(Fold change)

ANXA10 -7.907 -2.291
ALPP -3.455 -2.047

SLC16A5 -3.236 -3.024
SSBP2 -2.824 -2.092
C15orf65 -2.536 -2.978
CCL26 -2.393 -2.235
AQP3 -2.323 -2.071
GATA6 -2.258 -4.392
CAPN3 -2.034 -2.854
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図 1   

 
図 1  1 0 種 類 の O S C C 細 胞 株 に お け る G ATA 6 の 発 現  

1 0 種 類 の O S C C 細 胞 に お け る G A T A 6 の m R N A 発 現 に つ い て

R T - q P C R 法 で 評 価 し た 結 果 ，全 て の ⼝ 腔 癌 細 胞 株 で G A T A 6 の 発

現 を 認 め た 。各 遺 伝 ⼦ 発 現 量 は β - a c t i n の 発 現 量 で 補 正 し た 。値

は 平 均 値 お よ び 標 準 偏 差 を ⽰ す 。  
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図 2   

 

図 2  O S C C 細 胞 に お け る G ATA 6 ノ ッ ク ダ ウ ン と 過 剰 発 現 の 効

果  

（ A ）G A T A 6 の m R N A 発 現 量 を ⽰ す 。V - S A S / s h C t r l と ⽐ 較 し て ，

s h R N A （ V - S A S / s h G 6 - 1 ・ - 2 ） を 遺 伝 ⼦ 導 ⼊ し た V - S A S 細 胞 で は

有 意 に 減 少 し た 。各 遺 伝 ⼦ 発 現 量 は β - a c t i n の 発 現 量 で 補 正 し ，

コ ン ト ロ ー ル 群 の 発 現 量 の 倍 数 で ⽰ し た 。  

値 は 平 均 値 お よ び 標 準 偏 差 を ⽰ す 。 * ： p  < 0 . 0 1 ， * * ： p  < 0 . 0 0 1 。 

（ B ） G A T A 6 の タ ン パ ク 発 現 量 を ⽰ す 。 V - S A S / s h C t r l と ⽐ 較 し

て ， s h R N A （ V - S A S / s h G 6 - 1 ・ - 2 ） を 遺 伝 ⼦ 導 ⼊ し た V - S A S 細 胞

で は 有 意 に 減 少 し た 。抗 G AT A 6 抗 体（ 上 ） と ，内 部 コ ン ト ロ ー

ル と し て 抗 L a m i n B 1 （ 下 ） を ⽤ い た 。  
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図 2   

 
 

（ C ） 免 疫 細 胞 染 ⾊ に お け る G AT A 6 発 現 の 評 価 。 コ ン ト ロ ー ル

と ⽐ 較 し て ，V - S A S / s h G 6（ - 1・ - 2 ）お よ び C a 9 - 2 2 / s h G 6（ - 1・ - 2 ）

の G AT A 6 発 現 低 下 が 確 認 さ れ た 。⾚ ： G AT A 6 ，⻘ ⾊ ： D A P I 。 ス

ケ ー ル バ ー ： 5 0 μ m 。  
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図 2   

 
 

（ Ｄ ） G A T A 6 の m R N A 発 現 量 を ⽰ す 。 V - S A S - L M 8 / c t r l と ⽐ 較 し

て ， V - S A S - L M 8 / G 6 細 胞 で G A T A 6 の m R N A の 発 現 は 有 意 に 増 加

し て い た 。 各 遺 伝 ⼦ 発 現 量 は β - a c t i n の 発 現 量 で 補 正 し ， コ ン

ト ロ ー ル 群 の 発 現 量 の 倍 数 で ⽰ し た 。 値 は 平 均 値 お よ び 標 準 偏

差 を ⽰ す 。 * ： p  < 0 . 0 0 1 。  

（ Ｅ ） G A T A 6 の タ ン パ ク 発 現 量 を ⽰ す 。 V - S A S - L M 8 / c t r l と ⽐ 較

し て ， V - S A S - L M 8 / G 6 細 胞 で G A T A 6 の 発 現 は タ ン パ ク 質 レ ベ ル

に お い て 有 意 に 増 加 し て い た 。  

抗 G AT A 6 抗 体（ 上 ）と 内 部 コ ン ト ロ ー ル と し て 抗 L a m i n B 1（ 下 ）

を ⽤ い た 。  

（ Ｆ ）免 疫 細 胞 染 ⾊ に お け る G AT A 6 発 現 の 評 価 。V - S A S - L M 8 / c t r l

と ⽐ 較 し て ， V - S A S - L M 8 / G 6 に お け る G AT A 6 の 発 現 増 加 が 確 認

さ れ た 。 ⾚ ： G AT A 6 ， ⻘ ⾊ ： D A P I 。 ス ケ ー ル バ ー ： 5 0 μ m 。  
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図 3  

 

図 3  G ATA 6 ノ ッ ク ダ ウ ン お よ び 過 剰 発 現  O S C C 細 胞 の 増 殖 能

と 遊 ⾛ 能 の 評 価  

（ A ） P r o l i f e r a t i o n  A s s a y に お い て は ， V - S A S / s h C t r l ， C a 9 -

2 2 / s h C t r l と ⽐ 較 し て ，V - S A S / s h G 6 - 1・ - 2 お よ び C a 9 - 2 2 / s h G 6 - 1・

- 2 細 胞 で 有 意 な 変 化 は 認 め な か っ た 。 2 4 時 間 培 養 時 点 を D a y 0

と し ，グ ラ フ は D a y 0 の 測 定 値 O . D .（ 光 学 濃 度 ， o p t i c a l  d e n s i t y )

の 倍 数 で ⽰ し た 。 値 は 平 均 値 お よ び 標 準 偏 差 を ⽰ す （ n = 6 ）。  
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（ B ） W o u n d  H e a l i n g  A s s a y に お い て は ， コ ン ト ロ ー ル と ⽐ 較 し

て ，G A T A 6 を ノ ッ ク ダ ウ ン 細 胞 株 で 有 意 な 変 化 は 認 め な か っ た 。

グ ラ フ の 値 は［ 測 定 開 始 時 の 幅 ］−［ 測 定 終 了 時 の 幅 ］で 求 め ，

コ ン ト ロ ー ル 群 の 倍 数 で ⽰ し ， 平 均 値 お よ び 標 準 偏 差 で ⽰ し た

（ n = 3 ）。  
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（ C ） P r o l i f e r a t i o n  A s s a y に お い て は ， V - S A S - L M 8 / C t r l 細 胞 と

⽐ 較 し て ， V - S A S - L M 8 / G 6 細 胞 で 有 意 な 変 化 は 認 め な か っ た 。

2 4 時 間 培 養 時 点 を D a y 0 と し ，グ ラ フ は D a y 0 の 測 定 値 O . D .（ 光

学 濃 度 ， o p t i c a l  d e n s i t y ) の 倍 数 で ⽰ し た 。 値 は 平 均 値 お よ び 標

準 偏 差 を ⽰ す （ n = 6 ）。  

（ D ） W o u n d  H e a l i n g  A s s a y に お い て は ， V - S A S - L M 8 / C t r l 細 胞 と

⽐ 較 し て ， V - S A S - L M 8 / G 6 細 胞 で 有 意 な 変 化 は 認 め な か っ た 。

グ ラ フ の 値 は［ 測 定 開 始 時 の 幅 ］−［ 測 定 終 了 時 の 幅 ］で 求 め ，

コ ン ト ロ ー ル 群 の 倍 数 で ⽰ し ， 平 均 値 お よ び 標 準 偏 差 で ⽰ し た

（ n = 3 ）。  
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図 4  代 表 的 な 位 相 差 顕 微 鏡 画 像  

（ A ） V - S A S / s h G 6 （ - 1 ・ - 2 ） や C a 9 - 2 2 / s h G 6 （ - 1 ・ - 2 ） 細 胞 は ，

コ ン ト ロ ー ル 細 胞 が 敷 ⽯ 状 の 細 胞 間 接 着 を ⽰ し た の に 対 し て ，

や や 紡 錘 形 の 形 態 を ⽰ し て い た 。 ス ケ ー ル バ ー ： 1 0 0 μ m 。  

（ B ） V - S A S - L M 8 / G 6 細 胞 は ，コ ン ト ロ ー ル 細 胞 で は 紡 錘 形 の 形

態 を ⽰ し て い る の に 対 し て ， 敷 ⽯ 状 の 細 胞 間 接 着 を ⽰ し た 。 ス

ケ ー ル バ ー ： 1 0 0 μ m 。  
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図 5  G A T A 6 ノ ッ ク ダ ウ ン ， 過 剰 発 現 O S C C 細 胞 に お け る 上 ⽪

間 葉 転 換 （ E M T ）  

（ A ） 免 疫 細 胞 染 ⾊ に お け る E - c a d h e r i n お よ び v i m e n t i n タ ン パ

ク 発 現 の 評 価 。コ ン ト ロ ー ル 細 胞 と ⽐ 較 し て ，V - S A S お よ び C a 9 -

2 2 の G A T A 6 ノ ッ ク ダ ウ ン 細 胞 は E - c a d h e r i n の 発 現 減 少 と

v i m e n t i n の 発 現 増 加 が 認 め ら れ た 。 ⾚ ： E - c a d h e r i n ・ v i m e n t i n ，

⻘ ⾊ ： D A P I 。 ス ケ ー ル バ ー ： 5 0 μ m 。  
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（ B ） E M T マ ー カ ー の m R N A 発 現 量 を ⽰ す 。 V - S A S 細 胞 ， C a 9 -

2 2 細 胞 に お い て ，上 ⽪ 系 マ ー カ ー で あ る E - c a d h e r i n の m R N A 発

現 は 抑 制 さ れ ， 間 葉 系 マ ー カ ー で あ る N - c a d h e r i n ， v i m e n t i n の

発 現 が 有 意 に 上 昇 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た 。 各 遺 伝 ⼦ 発

現 量 は β - a c t i n の 発 現 量 で 補 正 し ， コ ン ト ロ ー ル 群 の 発 現 量 の

倍 数 で ⽰ し た 。値 は 平 均 値 お よ び 標 準 偏 差 を ⽰ す 。 *： p  < 0 . 0 5 ，

* * ： p  < 0 . 0 1 ， * * * ： p  < 0 . 0 0 1 。  
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（ C ） E M T 関 連 転 写 因 ⼦ の m R N A 発 現 量 を ⽰ す 。 V - S A S 細 胞 ，

C a 9 - 2 2 細 胞 に お い て ， T W I S T ， Z E B 1 ， S L U G の 発 現 が 有 意 に 上

昇 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た 。 各 遺 伝 ⼦ 発 現 量 は β - a c t i n

の 発 現 量 で 補 正 し ， コ ン ト ロ ー ル 群 の 発 現 量 の 倍 数 で ⽰ し た 。

値 は 平 均 値 お よ び 標 準 偏 差 を ⽰ す 。 * ： p  < 0 . 0 5 ， * * ： p  < 0 . 0 1 ，

* * * ： p  < 0 . 0 0 1 。  
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（ Ｄ ）免 疫 細 胞 染 ⾊ に お け る E - c a d h e r i n お よ び v i m e n t i n タ ン パ

ク 発 現 の 評 価 。 V - S A S - L M 8 の コ ン ト ロ ー ル 細 胞 と ⽐ 較 し て ，

G A T A 6 過 剰 発 現 細 胞 は E - c a d h e r i n の 発 現 上 昇 と v i m e n t i n の 発 現

減 少 が 認 め ら れ た 。⾚： E - c a d h e r i n お よ び  v i m e n t i n ，⻘： D A P I 。

ス ケ ー ル バ ー ： 5 0 μ m 。  

（ E ）E M T マ ー カ ー の m R N A 発 現 量 を ⽰ す 。E - c a d h e r i n の m R N A

発 現 が 上 昇 し ， N - c a d h e r i n ， v i m e n t i n の 発 現 が 有 意 に 抑 制 さ れ

た 。 各 遺 伝 ⼦ 発 現 量 は β - a c t i n の 発 現 量 で 補 正 し ， コ ン ト ロ ー

ル 群 の 発 現 量 の 倍 数 で ⽰ し た 。 値 は 平 均 値 お よ び 標 準 偏 差 を ⽰

す 。 * ： p  < 0 . 0 0 1 。  
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（ F ） E M T 関 連 転 写 因 ⼦ の m R N A 発 現 量 を ⽰ す 。 V - S A S - L M 8 細

胞 に お い て G A T A６ の 過 剰 発 現 で T W I S T ， Z E B 1 ， S L U G の m R N A

発 現 量 に 変 化 は 認 め ら れ な か っ た 。 各 遺 伝 ⼦ 発 現 量 は β - a c t i n

の 発 現 量 で 補 正 し ， コ ン ト ロ ー ル 群 の 発 現 量 の 倍 数 で ⽰ し た 。

値 は 平 均 値 お よ び 標 準 偏 差 を ⽰ す 。  
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図 6  リ ン パ 節 転 移 に 対 す る G ATA 6 の ノ ッ ク ダ ウ ン ， 過 剰 発 現

の 影 響  

（ A ）V - S A S 細 胞（ 0 . 1 m l 培 地 中 ： 1× 1 0 6 個 ）を 5 週 齢 の 雄 B A L B / c

ヌ ー ド マ ウ ス の ⾆ に 接 種 し ， 接 種 1 4 ⽇ 後 に マ ウ ス 頸 部 を 評 価

し た 。グ ラ フ は V - S A S / s h C t r l（ n = 7 ）お よ び V - S A S / s h G 6 - 1（ n = 6 ）

担 癌 マ ウ ス に お け る リ ン パ 節 転 移 個 体 数 の 割 合 を ⽰ す 。G A T A６
の ノ ッ ク ダ ウ ン で 転 移 が 促 進 さ れ る 傾 向 を 認 め た 。  

（ B ） V - S A S - L M 8 細 胞 （ 0 . 1 m l 培 地 中 ： 1× 1 0 6 個 ） を 5 週 齢 の 雄

B A L B / c ヌ ー ド マ ウ ス の ⾆ に 接 種 し ， 接 種 1 4 ⽇ 後 に マ ウ ス 頸 部

を 評 価 し た 。 グ ラ フ は V - S A S - L M 8 / C t r l （ n = 5 ） お よ び V - S A S -

L M 8 / G 6 （ n = 7 ） 担 癌 マ ウ ス に お け る リ ン パ 節 転 移 個 体 数 の 割 合

を ⽰ す 。 G A T A６ の 過 剰 発 現 で 転 移 が 抑 制 さ れ る 傾 向 を 認 め た 。 
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図 7   R N A - s e q 発 現 解 析 の 散 布 図 と ヒ ー ト マ ッ プ  

（ A ） G A T A 6 ノ ッ ク ダ ウ ン O S C C 細 胞 の R N A - s e q 発 現 デ ー タ の

散 布 図 を ⽰ す 。 F P K M が 1 以 上 の 転 写 産 物 を 解 析 対 象 と し た 。  

（ B ） 転 写 産 物 量 を サ ン プ ル 間 で ⽐ 較 し た ヒ ー ト マ ッ プ を ⽰ す 。

⾚ は ⾼ 発 現 の 転 写 産 物 を 表 し ， 緑 は 低 発 現 の 転 写 産 物 を 表 す 。  
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図 8  G ATA 6 転 写 標 的 遺 伝 ⼦ 候 補 選 択 の フ ロ ー チ ャ ー ト  

コ ン ト ロ ー ル 細 胞 と ⽐ 較 し て V - S A S / s h G 6 - 1 お よ び C a 9 -

2 2 / s h G 6 - 2 で の 発 現 量 が 半 分 未 満 の 遺 伝 ⼦ の 重 な り を ⽰ す 図 と ，

C h I P - A t l a s に よ る 遺 伝 ⼦ 検 索 と の 統 合 を 表 す フ ロ ー チ ャ ー ト を

⽰ す 。  
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図 9  G ATA 6 ノ ッ ク ダ ウ ン ， 過 剰 発 現  O S C C 細 胞 に お け る

A N X A 1 0 の 発 現  

（ A ） A N X A 1 0 の m R N A 発 現 量 を ⽰ す 。 V - S A S / s h G 6 細 胞 と C a 9 -

2 2 / s h G 6 細 胞 で A N X A 1 0 の 発 現 が 有 意 に 抑 制 さ れ て い た 。 各 遺

伝 ⼦ 発 現 量 は β - a c t i n の 発 現 量 で 補 正 し ， コ ン ト ロ ー ル 群 の 発

現 量 の 倍 数 で ⽰ し た 。 値 は 平 均 値 お よ び 標 準 偏 差 を ⽰ す 。 * ： p  

< 0 . 0 0 1 。  

（ B ）A N X A 1 0 の タ ン パ ク 発 現 量 を ⽰ す 。V - S A S / s h G 6 細 胞 と C a 9 -

2 2 / s h G 6 細 胞 で A N X A 1 0 の タ ン パ ク レ ベ ル で の 発 現 が 抑 制 さ れ

て い た 。 抗 A N X A 1 0 抗 体 （ 上 ） お よ び 内 部 コ ン ト ロ ー ル と し て

抗 G A P D H 抗 体 （ 下 ） を ⽤ い た 。  
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図 9    

 

（ C ）A N X A 1 0 の m R N A 発 現 量 を ⽰ す 。V - S A S - L M 8 / C t r l 細 胞 と ⽐

較 し て V - S A S - L M 8 / G 6 細 胞 で は A N X A 1 0 の 発 現 量 が 有 意 に 上 昇

し て い た 。各 遺 伝 ⼦ 発 現 量 は β - a c t i n の 発 現 量 で 補 正 し ，コ ン ト

ロ ー ル 群 の 発 現 量 の 倍 数 で ⽰ し た 。 値 は 平 均 値 お よ び 標 準 偏 差

を ⽰ す 。 * ： p  < 0 . 0 0 1 。  

（ D ）A N X A 1 0 の タ ン パ ク 発 現 量 を ⽰ す 。V - S A S - L M 8 / C t r l 細 胞 と

⽐ 較 し て V - S A S - L M 8 / G 6 細 胞 で A N X A 1 0 の タ ン パ ク レ ベ ル で の

発 現 量 は 上 昇 し て い た 。 抗 A N X A 1 0 抗 体 （ 上 ） お よ び 内 部 コ ン

ト ロ ー ル と し て 抗 G A P D H 抗 体 （ 下 ） を ⽤ い た 。  
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図 1 0  

 
 

図 1 0  O S C C 細 胞 に お け る A N X A 1 0 の ノ ッ ク ダ ウ ン の 効 果  

（ A ） A N X A 1 0 の m R N A 発 現 量 を ⽰ す 。 V - S A S / s h C t r l 細 胞 と ⽐ 較

し て ， V - S A S / s h A X 1 0 - 1・ - 2 細 胞 で A N X A 1 0  の 発 現 量 は 有 意 に 減

少 し て い た 。 ま た ， C a 9 - 2 2 / s h C t r l 細 胞 で の A N X A 1 0 の 発 現 も ，

C a 9 - 2 2 / s h A X 1 0 - 1 ・ - 2 細 胞 で 有 意 に 減 少 し て い た 。  

（ B ）E M T マ ー カ ー の m R N A 発 現 量 を ⽰ す 。A N X A 1 0 の ノ ッ ク ダ

ウ ン 細 胞 で E - c a d h e r i n と N - c a d h e r i n の m R N A 発 現 は s h A X 1 0 -

1・ - 2 で 安 定 し た 変 化 が 認 め ら れ な か っ た が ，v i m e n t i n は そ の 発

現 が 有 意 に 上 昇 し て い た 。 各 遺 伝 ⼦ 発 現 量 は β - a c t i n の 発 現 量

で 補 正 し ， コ ン ト ロ ー ル 群 の 発 現 量 の 倍 数 で ⽰ し た 。 値 は 平 均

値 お よ び 標 準 偏 差 を ⽰ す 。*：p  < 0 . 0 5 ，* *：p  < 0 . 0 1 ，* * *：p  < 0 . 0 0 1 。  
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図 1 1    

 
 
図 1 1  O S C C 細 胞 に お け る A N X A 1 0 過 剰 発 現 の 効 果  

（ A ）A N X A 1 0 の m R N A 発 現 量 を ⽰ す 。V - S A S - L M 8 / c t r l と ⽐ 較 し

て V - S A S - L M 8 / A X 1 0 細 胞 で は A N X A 1 0 の 発 現 量 が 有 意 に 増 加 し

た 。  

（ B ） E M T マ ー カ ー の m R N A 発 現 量 を ⽰ す 。 V - S A S - L M 8 / c t r l と

⽐ 較 し て V - S A S - L M 8 / A X 1 0 細 胞 で は E - c a d h e r i n と N - c a d h e r i n の

m R N A 発 現 は 変 化 し な か っ た が ， v i m e n t i n は そ の 発 現 が 有 意 に

抑 制 さ れ て い た 。  

各 遺 伝 ⼦ 発 現 量 は β - a c t i n の 発 現 量 で 補 正 し ， コ ン ト ロ ー ル 群

の 発 現 量 の 倍 数 で ⽰ し た 。 値 は 平 均 値 お よ び 標 準 偏 差 を ⽰ す 。

* ： p  < 0 . 0 5 ， * * ： p  < 0 . 0 0 1 。  
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U l h ø i  B P ,  e t  a l .  L o w  A N X A 1 0  e x p r e s s i o n  i s  
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