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【目的】 

上皮細胞はインテグリンを介する細胞外マトリックス（ECM）からのシグナルにより、増殖、分化などの制御を受けてい

る。しかし ECM との接着が欠如すると、上皮細胞はそのシグナルを絶たれることにより、足場に依存した apoptosis であ

るanoikisを起こす１）。上皮由来の癌細胞の転移においてanoikisは重要な因子であるが、口腔扁平上皮癌(OSCC)における

anoikisの研究はあまり進んでいない。本研究では、OSCC由来の転移能のないHSC-2細胞と、転移能を持つHSC-3細胞2,3）

を用いて、OSCCにおけるanoikis関連分子の検索とその機能の解明を試みた。 

 

【材料と方法】 

細胞接着を防ぐpoly-HEMA(10mg/ml,Sigma)でコートしたディッシュ（6-well Multiplate）に各細胞(1×106 cells/well)

を播種し、37℃、5%CO2存在下で12～48時間培養した
4）。培養後、死細胞数の計測をトリパンブルー染色により行い、apoptosis

の確認をTUNEL法により行った。 anoikis関連因子の解析として以下の分析を行った。1)RT-PCR：細胞から全RNAを精製

し、逆転写反応により各細胞のcDNA を調製した。そのcDNA を鋳型として各遺伝子特異的プライマーを用いてPCR 反応を

行った。2)プロテオーム解析：HSC細胞から全タンパク質を抽出し、二次元電気泳動により分離した。一次元目はImmobiline 

DryStrip(pH4～7,7cm)ゲルを用い、二次元目は12.5%アクリルアミド（ゲルサイズ10×10cm）を用いたSDS-PAGEを行った。

泳動後、タンパク質を CBB 染色で検出した。両細胞間で発現量の異なるタンパク質スポットについて LC-MS/MS(BRUKER 

DALTONICS)を用いて分析し、タンパク質の同定を行った。3)ウエスタンブロット法：HSC-3細胞の細胞ライゼートを調製し、

ProteoExtract S-PEC(MERCK)を用いて分画し、抗galectin-1抗体を用いてタンパク質の検出を行った。 

 

【結果】 

 poly-HEMAコートディッシュを用いた懸濁培養における死細胞数の計測と、TUNEL法の結果より、HSC-2細胞はHSC-3細

胞と比較して有意に anoikis 感受性が高いことを認めた（図１）。これまで anoikis 関連因子として知られている TrkB、

caveorin-1およびgalectin-3についてRT-PCRを行ったところ、両細胞間でmRNAの発現に有意差は認められなかった。プ

ロテオーム解析の結果より、両細胞間で発現量の異なるタンパク質スポットがいくつか認められ、そのうちのひとつに等

電点pI5.0,分子量15kDa付近で、HSC-2細胞と比較してHSC-3細胞で強く発現しているタンパク質を見出した（図２）。 

  LC-MS/MS解析の結果、このタンパク質はgalectin-1と同定された。galectin-1のmRNAも、HSC-2細胞と比較してHSC-3

細胞で有意に強く発現していた。ウエスタンブロット法により、HSC-3 細胞内でのgalectin-1 の局在を調べた結果、大部

分は細胞質に、一部が細胞膜に存在していた。細胞膜上のgalectin-1がanoikisに関与しているかどうかを検討するため

に、galectin と結合する糖質を添加し、膜上の galectin を除去した後、細胞死の割合を測定した。まず、galectin と結

合するβ-ガラクトシド構造を持つ lactose（50mM）を、HSC-3 細胞の培養液に添加したところ、有意に強く anoikis を生

じた。これに対して、β-ガラクトシド構造を持たないmaltose(50mM)の添加では、anoikisのレベルは変化しなかった（図

３）。そこで、HSC-2 細胞を用いて組換え galectin-1(R&D SYSTEMS)を培養液に添加したところ、濃度依存的に HSC-2 細胞

のanoikisのレベルが減少した（図４）。 

 

【考察】 

 galectin-1は糖鎖のβ-ガラクトシド構造に特異的に結合するレクチンであり、細胞膜上の糖タンパク質や糖脂質と結合

し、細胞‐基質間の接着や細胞のアポトーシス、腫瘍の形質変換などに関与していることが知られている5)。今回の実験で、 

galectin-1のlactoseへの結合は、転移能を持つHSC-3細胞のanoikisを誘導した。一方、転移能を持たないHSC-2細胞 
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への組換えgalectin-1の添加は、細胞のanoikisを抑制した。このことから、口腔扁平上皮癌においてgalectin-1がanoikis

の抑制に関与していることが示された。 
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図1 懸濁培養における死細胞数の割合 

HSC-2  HSC-3 

図2 二次元電気泳動による発現タンパク質の比較 

    矢印はgalectin-1のスポットを示す。 

図3 lactose添加における死細胞数の割合 図4 galectin-1添加における死細胞数の割合 
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