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【序論】 

口腔がんは，頭頸部で最もよくみられる悪性腫瘍のひとつである．口腔悪性腫瘍の約 90％

は扁平上皮癌である．治療の進歩にもかかわらず，予後は依然として悪く，米国での 5 年生

存率は約 50％である．頸部リンパ節転移の有無は重要な予後因子である．手術を含む現在

の治療法は，しばしば顕著な口腔機能障害を引き起こすため，より効果的で侵襲の少ない治

療法の確立が求められている． 

一方，プロスタグランジン E2（PGE2）受容体のサブタイプである EP4 プロスタノイド受

容体は，口腔がんだけでなく他の癌における細胞遊走と転移の制御に極めて重要な役割を

果たしている(Yokoyama et al., 2013)．我々の教室では，口腔がんの遊走/転移における Ca2+

制御の新しい経路を同定した．そこでは EP4 が Ca2+チャネルの一つである Orai1 を介して細

胞外 Ca2+流入を調節し細胞遊走を調節することを明らかにした(Osawa et al., 2019)．しか

しながら，Ca2+流入後の下流シグナルの同定は明らかではない． 

Ca2+は，様々な細胞内プロセスにおいてセカンドメッセンジャーとして機能している

(Berridge et al., 2003)．中でも，カルモジュリン（CaM）は，Ca2+と結合し Ca2+関連シグナル

を調節することが知られている．しかし，口腔がんにおけるカルモジュリンの役割は不明で

ある． 

さらに，細胞内の重要なエネルギー産生源であるミトコンドリアは，癌の進行や転移にも

関与している(Scheid et al., 2021)．ミトコンドリアの酸化的リン酸化（OXPHOS）は，活性酸

素種（ROS）を生成する．活性酸素は，がん細胞のシグナル伝達や増殖などに重要な役割を

果たし，細胞の遊走や浸潤などのプロセスに影響を及ぼす． 

今回，我々は口腔がん細胞における EP4 誘導性 Ca2+流入と下流シグナル伝達，ミトコンド

リア生合成との関連について検討した． 

【方法】 

ヒト歯肉線維芽細胞株 HGnF 及びヒト口腔扁平上皮がん細胞株 HSC-3，レンチウイルスで

EP4 を過剰発現した HSC-3 細胞株，shRNA レンチウイルスで CALML6，CaMKK2 をそれぞれノ

ックダウンした HSC-3 細胞株を用いて実験した（遺伝子組換え実験承認番号：F-D-21-60）．

薬剤は，ONO-AE1-437(EP4 agonist)，STO-609(CaMKK2 inhibitor)を使用した．Scratch assay

で細胞の遊走能を評価した．さらに EP4 が転移能にも影響があるか調べるために EP4 過剰



 

 

発現細胞を使用して動物実験を行った（動物実験承認番号：F-A-22-044）．使用したモデル

はリンパ節転移モデルマウスと尾静脈肺転移モデルマウスを使用した．それぞれの転移の

評価は緑色蛍光タンパク質（GFP）と in vivo イメージングシステム （IVIS）を使用した． 

メカニズム解析の実験では，RNA シークエンスを行い，EP4 刺激により変化する遺伝子を

網羅的に解析した．Reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR)，Western 

blot 法で EP4 刺激時の遺伝子発現，蛋白質発現の変化を評価した．ミトコンドリア生合成

については，フラックスアナライザーを用いて EP4 刺激時のミトコンドリア代謝変化を評

価した． 

【結果】 

まず，先行研究で確認できなかった正常口腔細胞と口腔がん細胞との EP4 発現レベルを

確認した．口腔がんにおける EP4の mRNA 転写産物およびタンパク質の発現レベルは，正常

口腔細胞よりも高かった（図 1）． 

 

 

 

 

 

（図 1） 口腔正常細胞と口腔がん細胞における EP4発現の比較 

 

 

次に，EP4 と細胞遊走の関連を検討するために口腔がん細胞において EP4 過剰発現細胞を

作製した．EP4 過剰発現は，口腔がん細胞の遊走を促進した．さらに，in vivo マウスモデル

において頸部リンパ節転移も増加した． 

EP4 誘導性 Ca2+流入と下流シグナル伝達の関係を明らかにするために，口腔がん細胞にお

いて，EP4刺激により変化する遺伝子を RNAシークエンスにて網羅的に解析した．その結果，

EP4 刺激によりカルシウム関連タンパクの一つである calmodulin-like protein 6（CALML6）

が増加していた（図 2A）．CALML6 は歯肉線維芽細胞と比較し口腔がん細胞に発現が高く（図

２B,C），CALML6をノックダウンすると EP4刺激で誘導される細胞遊走の亢進が抑制された． 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（図 2） 口腔正常細胞と口腔がん細胞における CALML6 発現の比較 

 

 

そこで，CALML6 の下流シグナルとして，細胞遊走と関わりのある calcium/calmodulin-

dependent protein kinase kinase 2 (CaMKK2)に着目した．興味深いことに EP4 刺激によ

り，CaMKK2 のリン酸化が亢進した．さらに，CaMKK2 の下流に存在し，CaMKK2 により直接活

性化される AMP-activated protein kinase (AMPK)のリン酸化も亢進した． 

EP4 刺激による細胞遊走には，CaMKK2が AMPK のリン酸化を介して重要な役割を果たして

いる可能性があるため，CaMKK2 阻害による下流シグナルの伝達と細胞遊走能の変化を調べ

た．CaMKK2 阻害は，EP4 刺激による AMPK のリン酸化と細胞遊走を抑制した．また，口腔が

んの肺転移モデルマウスにおいて，EP4 過剰発現により亢進した肺転移が CaMKK2 阻害薬に

より有意に抑制された． 

最後に，EP4 刺激により活性化した AMPK がミトコンドリア生合成に関係しているか検討

した．EP4 刺激は，口腔がん細胞において Peroxisome proliferator-activated receptor 

γ coactivator-1 α (PGC-1α)を介して，ミトコンドリア生合成を増加させた． 

これらのことから，EP4 による細胞遊走メカニズムとして CALML6 と CaMKK2 を介してミト



 

 

コンドリア生合成を調節していることが明らかになった． 

【考察】 

 EP4 が乳がんなどにおいて細胞遊走や転移の増加と相関があることが知られているが，詳

細なメカニズムは不明である．本研究では，EP4が CALML6 と CaMKK2 を介してミトコンドリ

ア生合成を調節し細胞遊走を亢進することを実証した．この報告は，他の癌腫や正常細胞に

おいても報告がなく，今後のがん治療の新たなターゲットとなることが考えられる．特に，

CALML6 については哺乳類においてその役割がほとんど未解明であり，今後はさらなるメカ

ニズムの解明と臨床応用を目的として研究を進めていく． 

 

キーワード：EP4, 遊走, カルシウム, 口腔がん, ミトコンドリア 
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