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研究成果の概要（和文）：本研究より次の成果を得た。1) 舌扁平上皮癌において，Cox2の発現亢進およびE-cad発現低
下と臨床的悪性度の進行との相関が認められ，E-cadherin低発現癌細胞に対する選択的Cox2阻害によりMET誘導を介し
た抗腫瘍効果が得られた。2) 転写因子Oct3/4とNanogが頭頸部癌細胞における幹細胞マーカーであり，その発現亢進が
遊走能・浸潤能の亢進を介して後発頸部リンパ節転移に寄与していると考えられた。3) Flt-4発現頭頸部癌細胞にVEGF
-Cの癌細胞自身に対するautocrine機構が存在し，増殖能・遊走能の制御を介して頸部リンパ節転移を含めた癌の進行
に寄与していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Our study demonstrated the following results: 1) Overexpression of Cox2 and 
downregulation of E-cadherin were correlated with clinical malignancy of tongue squamous cell carcinoma 
(TSCC). Selective Cox2-inhibition in TSCC cells with low E-cadherin expression revealed anti-cancer 
effect via induction of MET. 2) Oct3/4 and Nanog represent probable CSC markers in head and neck SCC 
(HNSCC), of which upregulation may contribute to the development of delayed neck metastasis in part by 
enhancing cell motility and invasiveness. 3) In a subset of HNSCC cells that express Flt-4, a 
VEGF-C/Flt-4 autocrine mechanism regulates cell proliferation and motility by modulating expression of 
CNTN-1 and VEGF-C itself in tumor cells, which may contribute to cancer progression including neck lymph 
node metastasis.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 頭頸部癌の治療成績向上の限界 
	 頭頸部扁平上皮癌（HNSCC）は世界統計
上 560,000人／年以上の新患者を認める罹患
率第 6位のがんであるが，手術・放射線・化
学療法を最大限に駆使した集学的治療の進
歩にも拘わらず，20年以上に亘りその治療成
績は向上していない。その強い浸潤能・転移
能が最大の障壁となっていることから，癌の
浸潤・転移の分子機構のさらなる解明は，一
次治療後の後発性転移の予測に必要なリス
ク評価と予防，転移出現後の有効な標的治療
の開発を含め，臨床現場の視点から極めて重
要な課題である。 
(2) 転移における EMTの役割 
	 癌の転移は細胞レベルの様々な現象：細胞
間接着の低下，細胞遊走能の亢進，細胞外マ
トリクスの分解，リンパ管・血管への侵入，
循環系におけるサバイバル，リンパ管・血管
外への侵入，標的組織における血管新生を伴
う再増殖，などの積み重ねの結果として成立
する。これらのイベントの多くに EMT 
(epithelial to mesenchymal transition：上皮
間葉転換 )との類似性が指摘されている。
EMT とは上皮細胞が細胞間接着を失い，細
胞骨格の再構築を介して間葉細胞の性質を
獲得する現象で，上皮由来癌細胞の紡錘型へ
の形態変化に伴う遊走能・浸潤能の獲得を介
して浸潤・転移に寄与する，と推定されてい
る。HNSCCでの意義はまだ十分解明されて
いないが，我々は stage I-II舌癌部分切除症
例 37例の検討で，転写因子 SIP1の発現亢進
と細胞接着因子 E-cadherin (E-cad)の発現減
弱が後発頸部リンパ節転移 (delayed neck 
metastasis: DNM)の独立予測因子であるこ
とを報告した。またマウス同所移植モデルを
用いて，血管新生調節因子 Ang2 が α5β1- 
integrin/ILK/Akt/GSK3β/snail pathway を
介して EMT を誘導することで，さらに
ILK/Akt/Bcl-2 pathway を介して apoptosis
を抑制することで，乳癌細胞の遠隔転移を亢
進させるメカニズムを解明し，報告した。 
(3) Cox2選択的阻害によるMET誘導 
	 脂肪酸酸化酵素 cyclooxygenase (Cox)は生
理活性物質 Prostaglandin の合成を介して
様々な細胞機能を制御しており，誘導性の
Cox2 は癌細胞における発現亢進が広く認め
られる。Cox2 が癌の発生と進行に寄与する
作用は細胞増殖能亢進・浸潤能亢進・血管新
生誘導・アポトーシス抑制など多彩であり，
その選択的阻害による chemoprevention 効
果が大腸癌で報告されている。従来細胞遊走
能への関与は不明であったが，近年 Cox2 に
よる EMT 誘導を示唆する報告が認められ，
また我々も選択的 Cox2 阻害が MET
（mesenchymal to epithelial transition：間
葉上皮転換）を誘導する preliminary dataを
得た。 
(4) 癌幹細胞仮説と EMT 
	 仮説上，癌幹細胞は G0 期に静止し且つ薬

剤排泄能を規定する ABC transporter を高
発現することから，その存在は薬剤耐性に寄
与していると考えられ，さらに近年その形質
が EMT により誘導されていることが報告さ
れた。我々も preliminaryながら，頭頸部癌
細胞の SP 分画に，MP 分画に比べて転写因
子 Oct3/4および Nanogが高発現しているこ
とを観察し，それらの原発巣における発現が
リンパ節転移と相関する傾向を認めた。しか
しながら幹細胞マーカー分子が癌転移に寄
与するメカニズム，およびそれらの EMT と
の相互関係はまだ不明である。 
(5) 癌細胞自身の VEGF-C autocrine機構 
	 腫 瘍 細胞由来のリンパ管新生因子
VEGF-Cは従来，リンパ管内皮細胞（LEC）
特異的に発現するとされる受容体 Flt-4 
(VEGFR-3)を発現する LEC に paracrine メ
カニズムで作用していると考えられていた
が，近年 Flt-4は癌細胞にも選択的に発現し，
VEGF-C/Flt-4 の autocrine メカニズムが存
在する可能性が指摘されている。我々も
preliminaryながら，Flt-4を発現する頭頸部
癌細胞を認め，VEGF-C 刺激により Cox2を
含めた多くの gene の発現変動が認められた
ことから，VEGF-C/Flt-4 の下流に EMT を
含めて癌細胞自身の形質変化を誘導する
種々のシグナルが存在する可能性が考えら
れた。 
 
２．研究の目的 
	 本研究の目的は，HNSCCの浸潤・転移の
分子機構における EMT および癌幹細胞形質
の関与を解明し，その誘導シグナルと考えら
れる経路（E-cad 転写抑制因子群の発現を誘
導する pathway，Cox2 の下流シグナル，幹
細胞マーカー分子発現を誘導する pathway, 
VEGF-C/Flt-4 の autocrine 経路など）に関
わる分子標的の制御により EMT を抑制＝
MET を誘導する新たな抗転移治療戦略を開
発するとともに，転移予測における新規バイ
オマーカーを確立することにより，頭頸部扁
平上皮癌を含めた癌の治療成績を向上させ
ることである。 
 
３．研究の方法 
(1) HNSCCにおける選択的Cox2阻害による
MET誘導と，EMTの臨床的意義の検討 
①種々の HNSCC 細胞（HSC-2, HSC-3, 
HSC-4, SAS, SCC25, HO1U1, Hep2, SCC4, 
FaDu, KB, Detroit562など）における Cox2
と E-cadherin (E-cad)のベースラインの発現
レベルを TaqMan Gene Expression Assays
を 用 い た quantitative real-time PCR 
(qPCR)により定量した。選択的 Cox2阻害剤
（Celecoxib, NS-398, SC-791）処理による
CDH-1（E-cadの gene name）発現の変化を
qPCRで，E-cad発現の変化をWestern blot 
(WB), immunocytochemistry (ICC)および
flow cytometory (FCM)で，細胞形態の変化
を位相差顕微鏡で比較し，さらに遊走運動能



 

 

を in vitro migration assayで評価した。 
②全 stage の舌扁平上皮癌 40 例の新鮮凍結
組織（うち 20 例は非癌部舌口腔粘膜組織と
のペア）を用いて Cox-2，E-cad，SIP1，Snail，
Twistの mRNA発現レベルを q PCRにて定
量し，臨床病理組織学的因子との相関を統計
学的に検討した。 
 
(2) 頭頸部癌における癌幹細胞マーカー分子
の探索と機能解明，およびその発現の臨床的
意義の検討 
①舌扁平上皮癌細胞 SCC4, SAS, HSC4に対
して SP analysisとして，FCMにより DNA
結合色素Hoechst33342を用いた色素排泄法
による sorting を行った。SCC4, SASの SP
細胞と non SP細胞の間で癌幹細胞形質関連
遺伝子の発現を qPCRと ICCにて比較した。
さらに各分画の細胞増殖能，遊走能，および
浸 潤 能 を in vitro proliferation assay, 
migration assayおよび invasion assayにて
評価した。 
②初回治療として舌部分切除のみを行った
stage I/II舌扁平上皮癌症例 50例の臨床検体
の腫瘍細胞核における Oct3/4と Nanogの発
現を免疫組織化学染色にて評価し，その他の
臨床病理組織学的因子とともに，DNM 出現
との相関を統計学的に検討した。 
 
(3) HNSCCにおけるFlt-4の発現とVEGF-C 
autocrine mechanismに関する検討 
①HNSCC 細胞における Flt-4 の発現を
qPCR でスクリーニングし，同発現細胞であ
った SAS, HO1U1についてさらに RT-PCR, 
ICCで発現を確認した。これら Flt-4発現細
胞について，recombinant VEGF-C および
Flt-4 選択的 VEGF-C 変異体による Flt-4 
activation，抗 Flt-4中和抗体および Flt-4選
択的阻害剤による Flt-4 inhibition を行い，
その effector 分子として神経細胞接着分子
Contactin-1（CNTN-1）と VEGF-C 自身の
発現変化を qPCR で評価した。さらに Flt-4 
activation/ inhibitionによる細胞増殖能，遊
走能の変化を in vitro proliferation assayお
よび migration assayにて評価した。 
②舌扁平上皮癌臨床検体 55 例における癌細
胞自身の Flt-4, VEGF-C, CNTN-1の発現を
免疫組織化学的に評価し，臨床病理学的因子
との相関を統計学的に検討した。 
 
４．研究成果 
(1) HNSCCにおける選択的Cox2阻害による
MET誘導と，EMTの臨床的意義 
①HNSCC細胞において Cox2と E-cadの間
にmRNA発現の逆相関は認められなかった。
選択的 Cox2阻害による E-cad発現変化は，
E-cad 低発現細胞では発現増強を示したのに
対し，E-cad 高発現細胞ではその変化は微弱
であった（図 1）。Cox2阻害による E-cad発
現増強は転写抑制因子 SIP1, snail, twistの
発現抑制を介していた。細胞遊走能も，E-cad

低発現細胞ではその発現増強に伴い抑制さ
れたのに対し，E-cad 高発現細胞ではその抑
制は微弱であった。 

図 1: Cox2選択的による E-cad発現変化 
 
	 以上より，Cox2 選択的阻害は HNSCC 細
胞のE-cad発現亢進を介してその遊走能も抑
制することで，すなわち MET 誘導を介して
抗腫瘍効果を導く可能性が示唆された。 
②舌扁平上皮癌の凍結組織標本 40 例におけ
る mRNA 発現を検討した結果，癌部では非
癌部に比べて Cox2 発現が有意に亢進し，
E-cad 発現は有意に低下していた。臨床病理
組織学的因子との関係では，Cox2 は頸部リ
ンパ節(LN)転移と，SIP1・twistは分化度・
神経周囲浸潤と，snail は分化度と，E-cad
は T分類・頸部 LN転移との間に，各々有意
な相関が認められた。多変量解析の結果，頸
部 LN転移の独立規定因子は E-cad発現低下
であった。 
	 以上より Cox2と E-cad転写抑制因子の発
現亢進およびE-cad発現低下はいずれも舌扁
平上皮癌の悪性度と進行への関与が，特に頸
部 LN 転移には癌細胞の EMT の関与が強く
示唆された。 
 
(2) 頭頸部癌における癌幹細胞マーカー分子
の探索と機能解明，およびその発現の臨床的
意義 
①頭頸部癌細胞に対する SP analysisの結果，
SP分画はSCC４にて 10.2％，SASにて 1.3％，
HSC4 にて 0.7%に各々認められた（図 2）。
qPCRおよび ICCの結果，癌幹細胞形質関連
遺伝子の発現は，SCC4, SASいずれにおいて
も，転写因子 Oct3/4, Nanogの発現が SP細
胞で顕著に高かった（図 3）。遊走能と浸潤能

resulted in a slight increase of E-cadherin expression by
less than 1.10-fold with any of the inhibitors (Figure 3C).
The cellular morphology and the localization of E-

cadherin expression in the HSC-2 cells were further
evaluated by a phase contrast microscope and immuno-
fluorescent staining, respectively. As shown in Figure 3E,
Cox-2 inhibition with celecoxib resulted in the restor-
ation of the epithelial morphology to a polygonal shape,
and enhanced intercellular expression of E-cadherin
compared to DMSO treatment.

Comparison of the mRNA expressions of Cox-2 and CDH-1
between TSCC and corresponding noncancerous tissues
From among the 40 patients with TSCC whose fresh-
frozen tumor specimens were available for the present
study, corresponding noncancerous mucosal tissues were
also collected in 20 patients. In these paired samples, as

shown in Table 1, the Wilcoxon signed rank-sum test re-
vealed that the mRNA expression level of Cox-2 was sig-
nificantly higher in the TSCC tissues than in the adjacent
noncancerous mucosal tissues (median values, 5.865 vs.
3.707, p = 0.018). In contrast, the CDH-1 mRNA expres-
sion level was significantly lower in the TSCC tissue than
in the noncancerous mucosal tissue (median values,
11.249 vs. 17.639, p = 0.024). However, no significant in-
verse correlation between Cox-2 and CDH-1 expression
was observed in these samples, or only in 40 TSCC
tissues.

Correlations between the mRNA expression levels of each
gene and clinicopathological factors
We evaluated the correlations between the mRNA ex-
pression levels of each gene in the TSCC tissues and the
clinicopathological factors of the 40 patients with TSCC,
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Figure 3 Restoration of membranous E-cadherin expression by Cox-2 inhibition. The alteration of E-cadherin protein expression following
Cox-2 inhibition was evaluated using the selective Cox-2 inhibitors: celecoxib, NS-398, and SC-791. A: Western blot displayed that Cox-2 inhibition
remarkably upregulated the protein expression of E-cadherin in HSC-2 cells compared to DMSO treatment as the control, whereas relatively less
upregulation of E-cadherin was shown in HSC-4 cells. (Lane 1, DMSO; 2, Celecoxib 25 μM; 3, NS-398 40 μM; 4, SC-791 10 μM) B: E-cadherin expression
on the cell surface was analyzed by flowcytometry. In HSC-2 cells, Cox-2 inhibition elevated the membranous expression of E-cadherin compared to
DMSO treatment as the control. C: Cox-2 inhibition in HSC-4 cells resulted in a slight increase of E-cadherin expression. D: Histograms of the
membranous expression of E-cadherin in HSC-2 cells with or without Cox-2 inhibition. E: Phase contrast images and immunofluorescent E-cadherin
staining of HSC-2 cells. Cox-2 inhibition with celecoxib resulted in the restoration of the epithelial morphology to a polygonal shape, and enhanced
intercellular expression of E-cadherin. Scale bar: 20 μm.

Fujii et al. Journal of Experimental & Clinical Cancer Research 2014, 33:40 Page 6 of 12
http://www.jeccr.com/content/33/1/40



 

 

は SP 細胞のほうが高かったのに対し，細胞
増殖能には両分画の間に差を認めなかった
（図 4）。 

図 2: SP analysis of HNSCC cells by flow cytometry 
 

図 3: Expression of CSC markers in SP and MP cells 
 

図 4: Proliferation, migration, and invasion activity of 
SP and MP cells   

 
	 以上より，頭頸部癌幹細胞形質の指標とし
て Oct3/4と Nanogが有用な候補である可能
性，およびその発現は細胞遊走能および浸潤
能を亢進させている可能性が示唆された。 
②Stage I/II舌扁平上皮癌症例 50例の検討の
結果，DNMは 13例に認められ，単変量解析
にて DNMの出現と Oct3/4或いは Nanogの
発現との間に有意な相関が認められた。臨床
病理組織学的因子では vascular invasion,	 
mode of invasion (3, 4 vs 1, 2), muscular 
invasionが単変量解析にてDNMと有意な相
関を示した。Logistic regressionによる多変
量解析の結果，DNM に対する独立相関因子
は Oct3/4発現(risk ratio=14.78, p=0.002)と
vascular invasion (risk ratio=12.93, 
p=0.017)であった。 
	 以上より，Oct3/4を発現する癌幹細胞様細
胞の存在が，細胞遊走能および浸潤能の亢進
を介して stage I/II舌扁平上皮癌の DNMに
寄与していると考えられた。 
 
(3) HNSCCにおけるFlt-4の発現とVEGF-C 

autocrine mechanismに関する検討 
①種々の HNSCC細胞において，細胞選択的
な Flt-4発現を認めた（図 5）。Effector分子
として着目した CNTN-1 は，SAS, HO1U1
のいずれにおいても Flt-4 activation により
発現が亢進し，inhibition により発現が抑制
されたのに対し，VEGF-C 自身は SAS にお
いてのみ Flt-4 activation による発現亢進と
inhibition による発現抑制が認められた。
SAS を用いて proliferation assay 及び
migration assayを行った結果、前述の Flt-4 
activation/inhibition により細胞増殖能，遊
走能ともに亢進／抑制が認められた。 

図 5: Flt-4 expression screening in HNSCC cells 
 
	 以上より，HNSCCにおいても VEGF-Cに
は paracrine mechanism のみならず，癌細
胞自身に発現する Flt-4 を介した autocrine 
mechanism が存在し，CNTN-1 および
VEGF-C 自身の発現を up-regulate する
autocrine loopを介して，各々増殖能と遊走
能を亢進させていると考えられた。 
②舌扁平上皮癌臨床検体 55例の検討の結果，
単 変 量 解 析 に お い て Flt-4, CNTN-1, 
VEGF-C各々の発現はいずれも頸部LN転移
との間に，また CNTN-1とリンパ管侵襲・静
脈侵襲，VEGF-Cと静脈侵襲との間に，各々
有意な相関が認められた。多変量解析の結果，
Flt-4 陽性は頸部 LN 転移に関する独立相関
因子の一つであった。 
	 以上より，癌細胞は自身も Flt-4 を発現す
ることで，CNTN-1 および VEGF-C 自身の
発現亢進による増殖能・遊走能の亢進を介し
て，頸部 LN転移を促進している可能性が示
唆された。 
 
	 今後の展望：HNSCC の EMT 誘導に関わ
る Cox2および E-cadの，転移予測バイオマ
ーカーとしての有用性を prospective に，ま
た Cox2 選択的阻害剤の MET 誘導を介した
治療有効性を in vivo モデルおよび臨床レベ
ルで評価する必要がある。また癌幹細胞形質
の指標と考えられるOct3/4, Nanogの発現の
DNM 予 測 指 標 と し て の 有 用 性 を
prospective に，またその発現抑制による
MET 誘導効果，薬剤感受性増強効果を評価
することが望まれる。さらに Flt-4 の転移予
測指標としての有用性を prospective に，ま

Fig. 1a–c, the presence of SPs was confirmed in the SCC4
cells (10.2 %), the SAS cells (1.3 %), and the HSC4 cells
(0.9 %), and was distinguished as a distinct tail from the
MP on scatter plot graphs. In each cell line, the SP was
obviously abolished in the presence of reserpine, indicat-
ing that each population was truly an SP (Fig. 1d–f ).

Differential expression of stem cell markers between
SP and MP cells
We also investigated whether the SP cells preferentially
express certain stem cell specific marker molecules.
Using semi-quantitative RT-PCR analysis, we found that,
in the SCC4 cells, mRNA expression levels of Oct3/4,
Nanog, and ABCG2 genes in the SP cells were consider-
ably higher than those in the MP cells, with 4.2-, 9.2-,
and 2.5-fold increases observed respectively, whereas ex-
pression levels of Sox2, Notch1, and Bmi-1 genes were
only moderately higher in the SP cells compared with
the MP cells (<2.0-fold increase) (Fig. 2a and b). In the
SAS cells, Oct3/4, Nanog, and ABCG2 genes in the SP
cells showed moderately higher expression than those in
the MP cells (1.5–2.0-fold increase), whereas no

difference was observed between SP and MP cells in
their expression of Sox2, Notch1, and Bmi-1 genes (Fig. 2a
and b).
The expression of Oct3/4 and Nanog proteins in the

SCC4 and SAS cells was evaluated by using immuno-
fluorescent staining, as shown in Fig. 2c and d. In agree-
ment with the results of semi-quantitative RT-PCR
analysis, intranuclear staining for Oct3/4 and Nanog in
the SP cells was enhanced markedly in the SCC4 cells
and moderately in the SAS cells, whereas staining in the
MP cells was negative for both cell lines.

Proliferation activity of SP and MP cells
To examine the difference in the growth activity be-
tween the SP and MP cells, we performed an in vitro cell
proliferation assay on the SCC4 cells that exhibited the
highest percentage of SP cells. OD values of absorbance
were measured at 450 nm. The data of the SP and MP
cells were separately presented as follows: the data on
day 1 were defined as 1.0, and those on day 2 and 3 were
defined as the fold increase in the respective OD values
as compared to those measured on day 1. As shown in
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Fig. 1 Identification of SP cells in the three HNSCC cell lines. HNSCC cells were stained with Hoechst 33342 dye and sorted using flow cytometry.
The presence of the SP, which was gated and shown as a percentage of the entire viable cell population for each cell line, was confirmed in the
SCC4 (a), SAS (b), and HSC4 cells (c). In each cell line, the SP was obviously abolished in the presence of reserpine, indicating that each population was
truly an SP (d–f)
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tended to be associated with DNM, although this rela-
tionship was not statistically significant (p = 0.055). All
other factors, such as age, differentiation, depth of inva-
sion, nest shape, lymphatic invasion, and perineural
invasion, were not correlated with DNM in this cohort.
The relationship between each immunohistochemical

marker and DNM is also summarized in Table 2. The ex-
pression of both Oct3/4 (p = 0.001) and Nanog (p = 0.001)
was significantly correlated with DNM.

Multivariate analysis of the risk factors predictive of DNM
A multiple logistic regression model was applied to fur-
ther analyze the variables that were significantly correlated
with DNM in the aforementioned univariate analyses. As

shown in Table 3, positive expression of Oct3/4 (odds ra-
tio = 14.781, p = 0.002) and vascular invasion (odds ra-
tio = 12.934, p = 0.017) were found to be the
independent risk factors affecting DNM in this series.

Diagnostic performance of the risk factors in prediction
of DNM
To evaluate the diagnostic performance of the prob-
able risk factors (Oct3/4, Nanog, and vascular inva-
sion) in prediction of DNM, accuracy, sensitivity,
specificity, PPV, NPV, and odds ratio of each factor
were calculated and presented in Table 4. Among the
three factors evaluated, Oct3/4 showed the highest
sensitivity of 61.5 % and the highest NPV of 86.8 %,
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Fig. 3 Proliferation, migration, and invasion activity of SP and MP cells. a: An in vitro cell proliferation assay was conducted using the SCC4 cells
that exhibited the highest percentage of SP cells. The data of the SP and MP cells were separately presented as the fold increase in the respective OD
values of the absorbance measured at 450 nm compared to those measured on day 1. b and c: An in vitro migration assay (b) and Matrigel invasion
assay (c) were conducted using the SCC4 cells. Top graphs: the data were presented as the fold difference between the SP and MP cells in the number
of migrated or invaded cells. The values represent the mean ± standard deviation. Bottom panels: the representative microscopic photographs from each
assay are displayed
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Fig. 4 Immunohistochemistry of Oct3/4 and Nanog in TSCC specimens. In the representative cases shown, positive staining of Oct3/4 (a) or Nanog
(b) was observed in the nuclei of the tumor cells (arrows). Original magnification: ×200. Scale bar: 100 μm
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た VEGF-C/Flt-4/CNTN-1 autocrine signal
の治療標的としての有効性を，リンパ管新生
抑制作用との相乗効果を含めて評価するこ
とが望まれる。 
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