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研究成果 の概要(和 文):Wntシ グナルお よびそ の下流 に存在す るSnailが 、マ トリックスメタ

ロプロテ アーゼ(MT-MMPs)の 発現 を誘導す ることによって癌細胞 の浸潤 ・転移 を促進す る こと

を、新 しい簡便 なf刀7ルoモ デルであ る鶏卵絨毛尿膜 を用いたchickchorioallantoicmembrane

assay(CAMassay)で 明 らかに した。 また高度 の浸潤 ・転移能 を有す る癌細胞 のSnail発 現を

抑制す る と浸潤 ・転移 は抑制 され るこ とか ら、Snailを 標 的 とした阻害薬 が癌 の浸潤 ・転移 を

抑制す る新 しい治療法 になる可能性 が示唆 され た。

研究成果の概要(英 文): We demonstrate that Wnt signaling and its downstream factor, Snail,

induce cancer invasion and metastasis in vivo via a matrix metalloproteinase—dependent 

process, using a chick chorioallantoic membrane invasion assay (CAM invasion assay) . 

Furthermore, siRNA—specific silencing of Snail ablates the ability of cancer invasion 

and metastasis. Taken together, these data suggest that Snaill—targeted therapy could 

be effective to cancer invasion and metastasis.
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1.研 究開始当初の背景

(1)が ん細胞が浸潤 ・転移 していく過程で、

上皮 の基底膜や周囲の間質を突き破 り増殖

して い くた め に は タ ンパ ク質 分 解 酵 素

proteinaseが 必 要 で あ り、 特 に そ の 浸 潤 ・転

移 の あ ら ゆ る 局 面 に お い てMMPが 関 与 し て い

る と 言 わ れ て い る(MatrisianLMθ オ ∂ZJ.



Clin.Oncol.18(5):1135-1149,2000)。 こ

れ ま で に 、細 胞 膜 結 合 型 のMMPで あ るMT1-MMP

が 、 が ん 細 胞 自身 に 強 発 現 し、 が ん 細 胞 の 浸

潤 ・転 移 の 直 接 的 な 担 い 手 と な る こ と を 報 告

し て い る(SabehF,OtaIθ オ∂1.JCellBiol.

167(4),76g-781,2004)。 さ ら に 、 月干細 が

ん 癌 に お い てSnailの 発 現 とMT1-MMPの 発 現

に は 正 の 相 関 関 係 が あ り 、Snailの 強 発 現 患

者 は 予 後 が 悪 い と も 報 告 さ れ て い る

(MiyoshiA,θ オ∂1.BrJCancer92:252-258,

2005)。 し か し、 こ れ ら の 因 子(MT1-MMP、

Snail、Wnt)を 直 接 結 び つ け る 報 告 は 未 だ さ

れ て い な い 。

(2)Wnt/Snailの シ グ ナ ル 伝 達 経 路 がEMT

を 誘 導 し 、MT1-MMPを 発 現 さ せ 、が ん の 浸 潤 ・

転 移 を 進 め る こ と が 予 想 され る 。 実 際 、 大 腸

が ん 、 乳 が ん ば か りで な く、 頭 頸 部 扁 平 上 皮

が ん 細 胞 に お い て もWnt-1と そ の レ セ プ タ ー

で あ るFzが 強 発 現 し て い る こ と が 報 告 され

て お り、Wntシ グ ナ ル が 頭 頸 部 扁 平 上 皮 が ん

細 胞 に お い て 恒 常 的 に は た ら い て い る こ と

が 確 認 され て い る(RheeCS窃 ∂1.Oncogene

21(43):6598-6605,2002;LeethanakulC.θ オ

∂1.Oncogene19(28):3220-3224,2000)。

し た が っ て 、頭 頸 部 が ん 細 胞 の 浸 潤 ・転 移 に

お い て も こ のSnailを 介 したWntシ グ ナ ル 伝

達 経 路 が 関 与 し て い る 可 能 性 が 考 え られ 「頭

頸 部 が ん の 浸 潤 ・転 移 に 対 す るWnt/Snail

シ グ ナ ル とMMPの 制 御 」 を 探 求 す る こ と で 、

今 後 の 頭 頸 部 が ん 治 療 に 大 い に 貢 献 で き る

も の と考 え た 。

2.研 究 の 目的

MT1-MMPが 、 が ん 細 胞 自 身 に 強 発 現 す る こ と

に よ っ て が ん 細 胞 の 浸 潤 ・転 移 の 直 接 的 に 関

与 し(SabehF,Otalθ 孟∂1.JCellBiol.

167(4),769-781,2004)、Wntシ グ ナ ル 伝 達

経 路 がSnailを 介 してEMTを 誘 導 す る 可 能 性

を 示 唆 す る 報 告 が あ る(YookJI,OtaI,θ 孟

∂1.NatureCellBiol.8(12):1398-1406,

2006;YookJI,OtaI,θ オ∂ノ.JBiolChem.

280(12):11740-11748,2005)。 今 回 の 研 究

目 的 は 、 頭 頸 部 が ん 細 胞 に お い て い か に して

Wnt/Snailの シ グ ナ ル 伝 達 経 路 がEMTを 誘 導

し 、MT1-MMPやMT2-MMPな ど の マ ト リ ッ ク ス

メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ(MT-MMPs)を 発 現 さ せ

浸 潤 ・転 移 を 促 し て い る か を 、 ∫刀 航zoお よ

び 加 ガ70の レベ ル で 分 子 生 物 学 的 手 法 お よ

び 独 自 の 浸 潤 ・転 移 モ デ ル を 用 い て 解 明 す る 。

3.研 究 の 方 法

(1)頭 頸 部 が ん 細 胞 に お け るWnt、Snail、

MT1-MMPの 発 現 と 加 碗roで の 機 能 解 析 お

よ びsiRNAな ど の 阻 害 薬 を 用 い た 浸 潤 の 抑

制 の 検 討

① 遺 伝 子 導 入 細 胞 の 作 製

頭 頸 部 扁 平 上 皮 癌 が ん 細 胞(UM-SCC-1、

HSC3、HSC4、SASな ど)に 、 コ ン トロ ー ル ベ

ク タ ー(PCR3.1Uni;Invitrogen)、 お よ び ヒ

トWnt1あ る い は ヒ トSnailのcDNAを

PCR3.1Uniに 組 み 込 ん だ ベ ク タ ー をFugene6

(Roche)を 用 い て 遺 伝 子 導 入 し 、 そ れ ぞ れ の

遺 伝 子 が 強 発 現 し た 細 胞 を 作 成 す る 。 ま た 、

siRNAに よ る ヒ トWntlあ る い は ヒ トSnailの

発 現 抑 制 は コ ン ト ロ ー ル を 含 め 、

electroporation法(AmaxaBiosystems)で 細

胞 内 に 導 入 す る 。 そ の 導 入 効 率 は 蛍 光 の

nucleotideで90%以 上 あ る こ と を 確 認 して い

る 。 ま たsiRNAの 抑 制 効 果 は 導 入 後20時 間

か ら72時 間 ま で 維 持 で き る こ と も 確 認 して

い る(SabehF,OtaIθ 孟 ∂1.JCellBiol.

167(4),769-781,2004)o

② 生 化 学 的 な 機 能 解 析

これ ら の 細 胞 を 用 い て 、 細 胞 内 で のWnt、

Snail、MT1-1脳Pの 発 現 、相 互 作 用 を ウ ェ ス タ

ン ・プ ロ ッ ト、 免 疫 沈 降 法 、 レ ポ ー タ ー ア ッ

セ イ な ど を 用 い て 検 討 す る 。

③ 細 胞 浸 潤 実 験CollagenlnvasionAssay



ラ ッ ト尾腱 よ り抽 出 したtypeIコ ラーゲ

ンを24-mmTranswelldish(3一 μmporesize;

Cornig,Inc)の 上部チ ャンバー に1ml加 え

(最終濃度2.2mg/ml)ゲ ル化後、その上に上記

で作製 した遺伝子導入癌細胞(1.5-2x105個)

を培地 とともに加 え、下部チ ャンバーには同

様 の培 地 と とも にケモ ア トラ クタ ン トとし

てHGF(50ng/ml)を 加 え、7日 間培養す る。

そ の間、隔 日に培地 を交換 し、倒 立顕微鏡 で

そ の浸潤度 を解析す る。最終的には コラーゲ

ンゲル の切片 を作製 し浸潤度 を評価す る。一

キ ュ ベ ー シ ョ ン す る。 そ の 後 、 有 鶏 卵 を 上 方

のCAM(UpperCAM)と 下 方 のCAM(LowerCAM)

と に 分 け 、UpperCAMか ら は 浸 潤 を 評 価 す る 為

の 切 片 を 作 製 し 、LowerCAMか ら は ゲ ノ ムDNA

を 抽 出 し 、 そ の 中 か ら ヒ ト特 異 的 な 配 列 で あ

るAlu配 列 をPCRに よ り増 幅 し 、 そ の 配 列 が

同 定 で き れ ば 、 ヒ ト細 胞 がLowerCAMに 存 在

す る こ と を 意 味 し 、 つ ま り 転 移

(intravasation以 降 の 転 移)が 成 立 して い

る こ と に な る(KimJθ オ∂1.Cell84:353-362,

1998)。

こ のCAMassayの 特 徴 は 、 マ ウ ス を 用 い た

が ん 浸 潤 ・転 移 実 験 な ど と比 べ 、 管 理 が 簡 便

で 、 経 費 も 安 くつ き 、 結 果 が 迅 速 に 判 定 で き

る 点 で 、 効 率 的 に 機 能 を 解 析 で き る こ と で あ

る 。

(2)が ん浸潤 ・転移モ デル を用 いた頭頸 部

がん移植腫瘍 にお ける 加7ル0で の機 能解 析

鶏卵 による ∫刀7∫70が ん浸潤 ・転移 モデル

を用 いて、Wnt1あ るいはSnailを 強発 現 させ

たがん細胞 が、MT1-MMPを 強発 現 させ たがん

細胞 と同様 に、生体 において浸潤 ・転移 能 を

獲得す るか どうかを検討す る。

①鶏卵 を用い た 加 ガ70が ん浸潤 ・転移 モ

デルchickchorioallantoicmembraneassay,

(CAMassay)の 作成

受精後10日 か ら11日 目の有鶏卵上面の奨

尿膜(chickchorioallantoicmembrane、CAM)

を傷つ けない よ うに人為 的にairsacを 作製

し、上面 の殻 に径1cmの 窓 を作製す る。CAM

表面 は、上皮細胞 とその下の基底膜 が形成 さ

れ てお り、癌の初期浸潤 の環境 としては適 し

てい るこ とを確認 してい る。そのCAM表 面に

蛍光 のナ ノ ビー ズあるい はGFPで ラベ リング

され たがん細胞(約105個)を 静かに播 種 し、

約3-5日 間、37.5℃ 、70%湿 度の環境 でイ ン

② がん浸潤 ・転移モデル を用いた頭頸部 がん

移植腫瘍 における 功Fル0で のsiRNAを 用い

た浸潤 ・転移 の抑制 の検討

元 来Wnt1あ るいはSnailを 強発現 してい

るがん細胞 に対 して、特異的 なsiRNAを 用い

て遺伝子発現 をknockdownさ せ、生体 にお

いて転移能 を抑制 でき るかを鶏卵 に よる 加

ガ70が ん浸潤 ・転移モデル(CAMassay)を 用

いて検討す る。

Wnt1を 強制発現 させた癌細胞(MCF7-Wnt1)、

あ る い はSnailが 強 発 現 して い る癌 細 胞

(HSC3な ど)に 、pSUPER-Snail-shRNA(あ

るいはpSUPERcontrol)とpCMS-EGFPplasmid

とを リポ フェ クタ ミン を用 い て遺伝 子共 導

入 し、Snailの 発現 を調節 された これ らの癌



細 胞 の 浸 潤 ・転 移 能 に つ い て こ れ ま で に 我 々

が 確 立 し た ゴη ガ γo癌 浸 潤 ・転 移 ア ッセ イ

(CAMassay)を 用 い て 評 価 す る 。

4.研 究 成 果

(1)ヒ ト癌 細 胞 の 動 き を モ ニ タ リ ン グ す る プ

ラ ッ ト フ ォ ー ム と し てcollageninvasion

assayを 用 い 、EMTを 誘 導 さ れ た 癌 細 胞 に お

い て 、膜 結 合 型 で あ るMT1-MMPお よ びMT2-MMP

が 、MMP-2やMMP-9な ど の 分 泌 型MMPに は な

い 癌 浸 潤 ・転 移 能 、 血 管 新 生 能 を発 揮 して い

る こ と を 見 出 し た 。 す な わ ちSnail1の 発 現

が 誘 導 され る と 、 そ れ ま で 浸 潤 能 を 有 して い

な か っ た 癌 細 胞 にMT1-MMPとMT2-MMPの 発 現

が 誘 導 され 、 癌 細 胞 の 浸 潤 、 増 殖 お よ び 血 管

新 生 が 引 き 起 こ され る こ と が 分 か っ た 。 一 方 、

MT-MMPsをRNAiでknock-downす る こ とで 、

Snail1に よ る癌 細 胞 の 浸 潤 、転 移 、お よ び 血

管 新 生 を 抑 え る こ と が で き た 。 以 上 の 結 果 よ

り 、Snail1に よ り誘 導 さ れ たMT1-MMPと

MT2-MMPが 協 調 的 に は た ら き 、癌 細 胞 の 浸 潤 、

転 移 に 直 接 的 に 関 与 し て い る こ と が 示 唆 さ

れ た 。

(2)こ れ ら の 現 象 が 加 γ∫オroだ け で な く 功

7∫70で も 同 様 の 現 象 が 認 め られ る か に つ い

て 鶏 卵 に よ る が ん 浸 潤 ・転 移 モ デ ルchick

chorioallantoicmembraneassay(CAMassay)

を 用 い て 検 討 し た 。 細 胞 の 観 察 に はGFP

fluorescence発 現 ベ ク タ ー を 用 い た 。結 果 は 、

Snailの 発 現 し て い な い コ ン ト ロ ー ル 細 胞

(MCF-7/control)はCAMの 基 底 膜 上 で 浸 潤

せ ず 留 ま っ て い る の に 対 し て 、Snailを 強 発

現 させ た 細 胞(MCF-7/Snail)は 基 底 膜 を破

壊 し 、CAM組 織 内 に 浸 潤 す る こ と が 確 認 さ れ

た 。 つ ま り、Snailが 細 胞 間 接 着 分 子E一 カ ド

ヘ リ ン の 発 現 抑 制 を 引 き 起 こ す こ と で 上 皮 一

間 葉 移 行(Epithelial-Mesenchymal

Transition,EMT)を 誘 発 す る こ と が 示 唆 さ

れ た 。

CAM85鮎yを 用いることによって、漫潤 能のないMCF-7組 胞にSanil遺 伝子を導

入すると基峰膜を破 壊し、CAM組 織 内に浸 調することが 可視的に確紹された 。

(縁・癌 紹胞.赤.ヒ ゆoWcollδ 翼。nを含む基 憲順)

(3)さ らにCAMassayを 用い て、Snailを 強

発現 してい るがん細胞 に対 してSnailの 遺伝

子 発 現 を 抑 制 す る 目 的 で

pSUPER-Snail-shRNAを 導入す る と、元来強い

浸 潤 能 を有 す る癌 細 胞(MCF7-Wnt1ま た は

HSC3)の 浸潤能 は抑制 され るこ とが確認 され

た。 以上 の結 果 に て、Snailを 標 的 と した

siRNAを 用い るこ とによって浸潤 ・転移が抑

制 され る こ とが 明 らか とな り、将来 的 には

Snailを 標的 とした 阻害薬が浸潤 ・転移 を抑

制 す る新 しい 治療 法 にな る可能性 が示唆 さ

れ た。

Wnt遺 伝子 を導 入しSn8弱を強 兜環さゼたMCF-7紹 胞 に、Sn8il特

興 的勲RNAを 導 入しSo811を ノックダウンさせ ると、緬 胞の 浸測 能は

抑朝 されることをCAM8958yで 可視 的に明 らか にした。(縁.癌 緬

胞 、条印.浸 潤している癌 網胞.点 縁 こCAM衰 面の 基慮 蹟レベル 〉

n、l

Wntシ グナ ル に よるs隔ilを 介 した浸 潤 能 の 獲 得
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JWeiss:InductionofaMT1-MMPand

MT2-MMP-dependentbasementmembrane
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bySnail1.PNAS106:20318-20323,2009.
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Japan-TaiwanConferenceon
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② 家 根 旦 有 、 頭 頸 部 癌 に 対 す る 分 子 標 的 治

療 の 展 望 に つ い て 、第16回 頭 頸 部 癌 化 学

療 法 研 究 会 、2011年2.月3日 、 東 京

③ 太 田 一 郎 、Snailに よ るMT1-MMPお よ び

MT2-MMP依 存 性 の 癌 浸 潤 能 の 誘 導 、第111

回 日 本 耳 鼻 咽 喉 科 総 会 、2010年5.月19

日 、 仙 台

④ 家 根 旦 有 、Snailに よ るMT1-MMPお よ び

MT2-MMPの 癌 浸 潤 ・転 移 能 の 制 御 、 第16

回 国 際 癌 治 療 増 感 研 究 会 、2010年6.月

19日 、 岐 阜

⑤OtaI,Snailmobilizesthe

membrane-anchoredcollagenases,

MT1-MMPandMT2-MMP,todrivecancer

cellinvasionprograms,The13th
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伝 達 に よ る が ん の 浸 潤 ・転 移 の 制 御 、 第

12回 癌 治 療 増 感 研 究 シ ン ポ ジ ウ ム 、2010

年2月14日 、 奈 良

⑦ 太 田 一 郎 、Snail1に よ るMT-MMPお よ び

MT2-MMPの 癌 浸 潤 ・転 移 能 の 制 御 、 第28

回 耳 鼻 咽 喉 科 免 疫 ア レ ル ギ ー 学 会 、2010

年2月19日 、 福 井

⑧OtaI,Snaillinducesthe

membrane-anchoredcollagenases,

MT1-MMPandMT2-MMP,todrivecancer

cellinvasionprogramsinvivo、 第68

回 日本 癌 学 会 、2009年10月2日 、 横 浜

⑨OtaI,Snailmobilizesthe

membrane-anchoredcollagenases

MT1-MMPandMT2-MMPtodrivecancer

cellinvasionprogramsゴ 刀 γ∫70,100th

AnnualMeeting2009,Apr11,2010,

Denver,USA
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