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本研究は下記雑誌に投稿し掲載された。 

The TRPV4-AKT axis promotes oral squamous cell carcinoma cell 
proliferation via CaMKII activation. 
Shinsuke Fujii, Yudai Tajiri, Kana Hasegawa, Shinji Matsumoto, Reiko U. Yoshimoto, 

Hiroko Wada, Shosei Kishida, Mizuho A. Kido, Hiromasa Yoshikawa, Satoru Ozeki 

and Tamotsu Kiyoshima 

This paper was published by Laboratory Investigation. 2020 Feb; 100 (2): 311-323. 
 
また、本⽂の内容の⼀部は下記の学会において発表した。 
 
2018 年 9 ⽉ 第 60 回⻭科基礎医学会学術⼤会 ポスター発表 
タイトル ヒト⼝腔癌における TRPV4 の発現と機能解析 
 
2020 年 7 ⽉ 第 109 回⽇本病理学会総会 ⼝演発表 
タイトル 機械受容器 TRPV4 は⼝腔扁平上⽪癌の細胞増殖を促進する 
 
2020 年 9 ⽉ 第 62 回⻭科基礎医学会学術⼤会 ポスター発表 モリタ優秀発表賞 
タイトル ヒト⼝腔扁平上⽪癌に⾼発現した機械受容器 TRPV4 は 

CaMKII/AKT シグナル伝達を介して癌細胞の増殖を制御する 
 
2020 年 11 ⽉ 第 65 回⽇本⼝腔外科学会総会・学術⼤会 ポスター発表 
タイトル TRPV4 はヒト⼝腔扁平上⽪癌細胞の増殖を制御する 
 
2021 年 1 ⽉ 第 39 回⽇本⼝腔腫瘍学会総会・学術⼤会 ポスター発表予定 
タイトル TRPV4 は CaMKII/AKT シグナル伝達を介してヒト⼝腔扁平上⽪癌 

細胞の増殖を制御する 
 
また、下記論⽂の共著者として研究を⾏った。 
YAP signaling induces PIEZO1 expression to promote oral squamous cell 
carcinoma cell proliferation. 
Kana Hasegawa, Shinsuke Fujii, Shinji Matsumoto, Yudai Tajiri, Akira Kikuchi and 
Tamotsu Kiyoshima 

This paper was published by The Journal of Pathology. 2021 Jan; 253 (1): 80-93. 



略語⼀覧 
α-MEM: alpha modified Eagle minimum essential medium 

BSA: bovine serum albumin（ウシ⾎清アルブミン） 
CaM: calmodulin 
CaMK: calmodulin kinase 
cDNA: complementary DNA（相補的 DNA） 
DAB: 3,3’-diaminobenzidine（ジアミノベンジジン） 
DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
ECM: extracellular matrix（細胞外マトリックス） 
FBS: fetal bovine serum（ウシ胎児⾎清） 
GAPDH: glycelaldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
HE: hematoxylin and eosin（ヘマトキシリン−エオジン） 
HRP: horseradish peroxidase 
H2O2: hydrogen peroxide 
ICC: immunocytochemistry（免疫細胞化学染⾊） 
IHC: immunohistochemistry（免疫組織化学染⾊） 
KD: knock down 
mRNA: messenger RNA 
n.s.: not significant 
ORF: open reading frame 
OSCC: oral squamous cell carcinoma（⼝腔扁平上⽪癌） 
PBS: phosphate-buffered saline（リン酸緩衝⾷塩⽔） 
PCR: polymerase chain reaction 
PFA: paraformaldehyde 
PI3K: phosphatidylinositol-3 kinase 
PIK3CA: phosphatidylinositol-4, 5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit alpha 
RT: room temperature 
RT-PCR: reverse transcription polymerase chain reaction 
SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
shRNA: small hairpin RNA 
siRNA: small interfering RNA 
TRP: transient receptor potential 
TRPV4: transient receptor potential vanilloid 4 
UTR: untranslated region 
WB: western blotting 
X293T: Lenti-XTM 293T 
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1.  要 旨 

 

⼝腔癌の多くは、上⽪由来の⼝腔扁平上⽪癌（oral squamous cell carcinoma: 

OSCC）であり、OSCC は基底膜を破壊して間質へと浸潤し、細胞外マトリック

ス（extracellular matrix: ECM）と接する。また、最近の研究では、ECM の硬さが

増加すると、腫瘍細胞の増殖能や遊⾛能が増加することが⽰されており、腫瘍 

形成において極めて重要な影響を与えると考えられる。 

transient receptor potential vanilloid 4（TRPV4）は Ca2+透過性の⾼い⾮選択的  

陽イオンチャネルで、物理刺激や化学刺激を感知する受容器であり、乳癌や胃癌

などで、腫瘍形成を制御することについて報告されている。⼀⽅、OSCC におけ

る TRPV4 の発現と機能は不明である。本研究では、OSCC における TRPV4 の

発現と機能を検討し、その分⼦基盤を明らかにすることを⽬的とした。 

まず、TRPV4 は正常⼝腔扁平上⽪細胞株と⽐較して、複数の OSCC 細胞株で

⾼く発現しており、TRPV4 アゴニストで刺激すると TRPV4 の発現量に相関し

て Ca2+が細胞内に流⼊した。また、TRPV4 を発現している OSCC 細胞株におい

て siRNA を⽤いて TRPV4 をノックダウン（knock down: KD）すると、細胞内

Ca2+が減少したことから、内因性 TRPV4 の発現が Ca2+チャネルとして機能して

いると考えられた。さらに、TRPV4 を KD すると、OSCC 細胞株の細胞増殖能

と細胞遊⾛能が低下した。加えて、細胞内外の Ca2+をキレートすると、細胞増殖

能が低下した。その程度は siRNA を⽤いて TRPV4 を KD した場合や、siRNA を 

⽤いた TRPV4 の KD とキレート剤を併⽤した場合と同程度であったこと、また、

TRPV4 を KD した OSCC 細胞株に TRPV4 を過剰発現すると、これらの抑制  

効果が解除されたことから、内因性 TRPV4 の発現が細胞増殖を制御するのに 

⼗分であると考えられた。そこで、TRPV4 の下流シグナルについて検討した  
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ところ、TRPV4 の KD は、Ca2+/Calmodulin 依存性プロテインキナーゼ II

（calmodulin kinase II: CaMKII）と AKT のリン酸化を抑制した。また、shRNA を

⽤いて TRPV4 を恒常的に KD したところ、低接着培養と 2D培養では増殖能に

有意差は認められなかったが、3D培養における腫瘍細胞塊の⼤きさと増殖能は

減少した。これらのことから、TRPV4 は ECM の硬さを含めた細胞外環境を  

感知して増殖を制御していると考えられた。 

さらに、ヌードマウスを⽤いたゼノグラフトモデルにて、shRNA を⽤いて

TRPV4 を恒常的に KD すると、腫瘍細胞増殖と AKT のリン酸化が抑制された 

ことから、TRPV4 の発現は in vivo における腫瘍細胞増殖に必要であった。   

加えて、OSCC 患者 36 例から得られた病理組織標本を免疫組織化学染⾊にて 

検討したところ、TRPV4 が⾮腫瘍部では発現が少なかったのに対し、腫瘍部で

は細胞膜と細胞質により多く発現しており、TRPV4 の発現を⽰す細胞には AKT

のリン酸化が⾼頻度に認められた。 

本研究の結果から、TRPV4 を介した Ca2+細胞内流⼊が CaMKII の活性化を  

介して AKT シグナル伝達を活性化することで、OSCC の細胞増殖が促進される 

ことが⽰唆された。このことは、細胞外環境を OSCC の腫瘍細胞が認識し、   

細胞増殖を制御する機構の⼀端を⾒出したと考えられた。 
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2.  緒 ⾔ 

 

⼝腔における悪性腫瘍の 90%以上が⼝腔扁平上⽪癌（oral squamous cell 

carcinoma: OSCC）である［1］。⼝腔癌の臨床症状として、疼痛、発⾚、びらん、

潰瘍、硬結などが挙げられる。これらの中でも、固形癌では⼀般的に癌周囲に 

硬結を触知するが、⼝腔癌では特に、診察時に触診できる硬結が臨床診断におい

て重要な指標の⼀つにも挙げられる。⼝腔癌は、⼝腔咽頭部を含めると、世界で

6番⽬に多い癌であり［2］、早期症例（Stage I, II）の 5 年⽣存率は 80〜90％で

あるのに対し、進⾏症例（Stage III, IV）では 20〜30％に減少する［3, 4］。    

⼀⽅で、世界で 4 番⽬に多い胃癌では、⽇本において診断や治療技術の向上に

より、進⾏症例も含めた切除可能症例の 5 年⽣存率は 70%に達する［5, 6］。  

⼝腔癌においても治療成績を改善するためには、早期発⾒による早期診断を 

⾏い、外科的切除、放射線療法、化学療法などの治療法単独もしくはそれらを 

組み合わせた集学的治療が重要となる。 

正常細胞と腫瘍細胞はともに、隣接細胞や細胞外マトリックス（extracellular 

matrix: ECM）などの細胞外環境に囲まれており、ECM は細胞に対して多様な 

⽣物学的影響を与えることが知られている［7］。また、ECM の硬さの増加に 

よる腫瘍微⼩環境の変化が腫瘍形成に与える影響について、様々な研究結果が 

報告されている。例えば、乳癌や肝細胞癌のマウス腫瘍モデルを⽤いた研究では、

腫瘍周囲の ECM の硬さの増加が、β1 integrin-FAK シグナル伝達、または RHOA-

AKT-p300 シグナル伝達などの細胞内シグナル伝達の活性化を介して、腫瘍形成

を促進することが⽰されている［8, 9］。さらに最近の研究では、イオンチャネ

ルや Hippo 経路などの新しいシグナル伝達分⼦が細胞外環境に応答し、細胞  
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活動を制御することが明らかにされた［10, 11］。しかし、OSCC において細胞

外環境の⽣物学的機能や腫瘍形成に与える影響に関しては不明である。 

transient receptor potential vanilloid 4（TRPV4）は、transient receptor potential（TRP）

スーパーファミリーに属する分⼦量 91 kDa の Ca2+透過性の⾼い⾮選択的陽イオ

ンチャネルで［12］、機械刺激［13, 14］、熱刺激［15］および浸透圧変化を    

受容する［16］。最近、TRPV4 が胃癌［17, 18］や肝細胞癌［19］の腫瘍形成に

関与することが報告されたが、腫瘍形成における TRPV4 の分⼦基盤は不明で 

ある。加えて、TRPV4 シグナル伝達が細胞増殖や細胞遊⾛などの OSCC 腫瘍  

形成に与える影響も不明である。 

本研究では、OSCC 細胞株とヒト OSCC 病理組織標本における TRPV4 の発現

を検討し、TRPV4 が in vitro と in vivo での OSCC 細胞増殖を制御するメカニズ

ムについて検討した。 
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3.  材料と⽅法 

 

1. 細胞株、2D培養 

本研究では、ヒト OSCC 由来の細胞株である SAS（低分化型⾆癌由来； 低転

移株）、HSC-2（⾼分化型⼝底癌由来； 低転移株）、HSC-3（低分化型⾆癌由来； 

低転移株）、HSC-4（⾼分化型⾆癌由来； 低転移株）（Japanese Cancer Research 

Resources Bank）および SQUU-B （⾆癌由来； ⾼転移株）［20］、ヒト正常    

⼝腔上⽪細胞株 MOE1a ［21］、Lenti-XTM 293T（X293T）（Takara Bio Inc., Shiga, 

Japan）細胞株を⽤いた。細胞培養の培地として、HSC-2、HSC-3 および HSC-4

は alpha modified Eagle minimum essential medium（α-MEM）（Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA）、SAS と SQUU-B は Dulbecco’s modified Eagle’s medium（DMEM）/F12

（Invitrogen）、MOE1a は Defined Keratinocyte-SFM（Invitrogen）を⽤いた。それ

ぞれの培地には、10%ウシ胎児⾎清（fetal bovine serum: FBS, Invitrogen）、100 IU/ml 

penicillin（Invitrogen）、100 mg/ml streptomycin（Invitrogen）を添加した。X293T

の培養では、DMEM（Invitrogen）に 10% FBS、100 IU/ml penicillin、100 mg/ml 

streptomycin を添加した。全ての細胞株は 37°C、5% CO2 存在下で培養した。 

 

2. 使⽤試薬 

TRPV4 選択的アゴニストである GSK1016790A、細胞内/細胞外 Ca2+キレート

剤 で あ る 1,2-bis (2-aminophenoxy) ethane-n,n,n',n'-tetraacetic acid tetrakis 

(acetoxymethyl ester)（ BAPTA-AM ） と ethylene glycol-bis (2-aminoethylether)-

n,n,n',n'-tetraacetic acid（EGTA）は、FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation

（ Osaka, Japan ） の製品を⽤い た 。 TRPV4 選択的 ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る

GSK2193874 は TOCRIS Bioscience（Bristol, UK）の製品を⽤いた。Ca2+/Calmodulin
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依存性プロテインキナーゼ II（calmodulin kinase II: CaMKII）阻害剤 XII と AKT

阻害剤 VIII は Merck Millipore（Tokyo, Japan）の製品を、CaMKII阻害剤である

Arcyriaflavin A は TOCRIS Bioscience の製品を⽤いた。western blotting（WB）と

免疫組織化学染⾊で⽤いた抗 TRPV4 ポリクローナル抗体は、マウス TRPV4 の

アミノ酸残基（N 末端 -CDGHQQGYAPKWRTDDAPL-C 末端）と同じ合成   

ペプチドを、モルモットに免疫することで作製されたものを⽤いた［22］。 

 

3. 低接着培養 

細胞低接着 96 wellプレート（Sumitomo Bakelite Co., Ltd, Tokyo, Japan）を⽤い

た。HSC-4（1×104 cells/well）を 5 ⽇間培養し、得られた腫瘍細胞塊を共焦点   

レーザー顕微鏡（C2si +, NIKON, Tokyo, Japan）で観察し体積を計測した。 

 

4. 3D培養 

マトリゲル（BD Biosciences, San Jose, CA, USA）を⽤いた。24 well マルチプレ

ート（Corning Costar #3442, Corning, Corning, NY, USA）のウェル内に、径 15 mm

丸カバーガラス（Matsunami, Osaka, Japan）を⼊れ、40 µl のマトリゲルを注⼊し、

37°C で 30分間インキュベートしてマトリゲルを重合させた。10% FBS含有α-

MEM に懸濁した HSC-4（4×104 cells）にマトリゲル（最終濃度 2%）を混和し、

先に重合させたマトリゲル上に重積させ、5 ⽇間培養した。形成された腫瘍細胞

塊を抗 Ki-67抗体（Abcam, Tokyo, Japan）、phalloidin（Invitrogen）および Hoechst 

33342（Dojindo, Kumamoto, Japan）で染⾊した。得られた腫瘍細胞塊を共焦点  

レーザー顕微鏡（C2si +）で観察し、体積を計測した。 
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5. 細胞遊⾛実験 

組織培養処理された改良型 Boyden チャンバー（直径 6.5 mm、フィルターの厚

さ 10 µm、孔径 8 µm）（Corning Costar Transwell, Corning, Corning, NY, USA）を

⽤いた。フィルターの下⾯を 10 µg/ml の I 型コラーゲン（Corning）で 2 時間  

コーティングし、無⾎清 DMEM に懸濁した HSC-4 と SAS（2.5×104 cells/100 µl）

を上部チャンバーに播種した。細胞を 37°C で 4〜8 時間培養し、フィルター  

下⾯に移動した細胞を phosphate-buffered saline（PBS）緩衝 4％ paraformaldehyde

（PFA）（Merck, Darmstadt, Germany）で固定し、計測した。 

 

6. small interfering RNA（siRNA）の導⼊ 

TRPV4 siRNA（最終濃度 20 nM）を作製（表 1）し、Lipofectamine RNAiMAX

（Invitrogen）と Opti-MEM（Invitrogen）を⽤いて HSC-4 と SAS に導⼊した。 

siRNA を導⼊して 48時間後に解析に⽤いた［23, 24］。 

 

表 1: 使⽤した siRNA の標的配列 

siRNAs 塩基配列 

control 5’-CAGTCGCGTTTGCGACTGG-3’ 

TRPV4 #1 5’-GCTTCTCTGCCCACTCATT-3’ 

TRPV4 #2 5’-GCTCCTATGGAGTCACATA-3’ 

 

7. quantitative real-time PCR 

total RNA精製には SV Total RNA Isolation system（Promega, Madison, WI, USA）

を⽤いた。その後、精製した RNA を SuperScript VILO cDNA Synthesis kit

（Invitrogen）を⽤いて cDNA に逆転写した。解析には Thermal cycler Dice® Real 
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Time System（Takara）を使⽤し、反応液には SYBR® Premix Ex TaqTM II（Takara）

とそれぞれの因⼦の特異的なプライマーを⽤いた（表 2）。mRNA 発現量を定量

化 す る た め に 、 内 在 性遺伝⼦の 基準と し て glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase（GAPDH）を⽤いて補正し、ΔΔCt 法により相対発現量を算出した。 

 

表 2: quantitative real-time PCR に使⽤したプライマー 

mRNA   プライマーの塩基配列 

GAPDH 
forward 5’-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3’ 

reverse 5’-TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3’ 

TRPV4 
（ORF） 

forward 5’-GACGGGGACCTATAGCATCA-3’ 

reverse 5’-AACAGGTCCAGGAGGAAGGT-3’ 

TRPV4 
（3’-UTR） 

forward 5’-TTCTAGTCCAGCCGCATTTC-3’ 

reverse 5’-CGTTGGCTTATGTGACTCCA-3’ 

 

8. タンパク質の抽出 

細胞を PBS にて洗浄後、lysis buffer （RIPA buffer [Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA], 2% Protease Inhibitor Cocktail [Sigma-Aldrich], 20 µM Lactacystin [Sigma-

Aldrich], 25 mM β-glycerophosphate [Sigma-Aldrich], 1 mM phenylmethylsulfonyl 

fluoride [PMSF, Wako], 1 mM Na4VO3 [Sigma-Aldrich]）を加え、細胞溶解液を遠⼼

して上清を回収した。解析には 95°C、5分の熱変性処理を加えて⽤いた。 

 

9. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis（PAGE）と western blotting 

1 レーンにつき 10 または 20 µg 相当量の熱変性処理した細胞溶解液を、8% 

または 10% ポリアクリルアミドゲルを⽤いて電気泳動（30 mA, 60分間）し、

ニトロセルロースメンブレン（Amersham Protran NC, GE Healthcare Life Sciences, 
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Fairfield, CA, USA）に転写（105 V, 70分間）した。その後、5% スキムミルクを

室温で 60 分間反応させて抗体の⾮特異的吸着防⽌処理を⾏い、washing buffer 

（1 M Tris-HCl, 0.3 M NaCl, 0.05% Tween20 [TBS-T]）で洗浄し、⼀次抗体（表 3）

を 4°C で⼀晩反応させた。TBS-T で洗浄後、⼆次抗体を室温で 60分間反応させ

た。最後に TBS-T で洗浄後、反応には enhanced chemiluminescence（ECL または

ECL prime）（GE Healthcare Life Sciences）を使⽤し、冷却 CCDカメラ（LAS-

4000, GE Healthcare Life Sciences）で検出した。なお、陽性対照として β-actin

（Sigma-Aldrich）を⽤いた。 

 

表 3: western blotting（WB）で使⽤した抗体 

抗体（製造会社） 希釈倍率 

monoclonal rabbit anti-human phospho-AKT antibody 
（4060S, Cell Signaling Technology） 

1:3000 

monoclonal rabbit anti-human pan-AKT antibody 
（4691S, Cell Signaling Technology） 

1:3000 

monoclonal rabbit anti-human phospho-CaMKII antibody 
（12716S, Cell Signaling Technology） 

1:1000 

polyclonal rabbit anti-human pan-CaMKII antibodies 
（3362S, Cell Signaling Technology） 

1:1000 

polyclonal guinea pig anti-human TRPV4 antibodies       1:1000 
monoclonal mouse anti-β-actin antibody 

（A5441, Sigma-Aldrich） 
1:5000 

 

10.  レンチウイルスを⽤いた遺伝⼦導⼊ 

human TRPV4 過剰発現細胞株を作製するため、富永真琴 教授（Okazaki 

Institute for Integrative Bioscience [National Institute for Physiological Sciences], 

Okazaki, Japan）より供与された pcDNA3.1/human TRPV4［25］の human TRPV4 

cording region を、三好浩之 博⼠（RIKEN BioResource Center, Ibaraki, Japan）  
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から供与された CSII-CMV-MCS-IRES2-Bsd ベクターに組み換えた［26］。また、

下記（表 4）の配列を標的配列とする shRNA を含むレンチウイルスベクターを

構築するために、H1 プロモーターと shRNA を含む DNA フラグメントを、

Gatewayテクノロジー（Invitrogen）を⽤いて CS-RfA-EVBsd に導⼊した。次に、

pCAG-HIV-gp と pCMV-VSV-G-RSV-Rev をパッケージングベクターとし、

Lipofectamine LTX reagent（Invitrogen）を⽤いて X293T へ遺伝⼦導⼊し、レンチ

ウイルスを産⽣させた。 

作製したレンチウイルスを⽤いた遺伝⼦導⼊は次の通り⾏った。HSC-4 を 12 

well プレートに 5×104 cells/well 播種し、24 時間後に X293T で産⽣したレンチ 

ウイルスの上清と、10 µg/ml の polybrene を加え、HSC-4 へ感染させた。感染  

させた HSC-4 を 1080×g で 1 時間遠⼼し、24 時間インキュベート後、再播種  

した。5 µg/ml の blasticidin S（Wako）存在下にて選択培養し、TRPV4過剰発現

細胞株と TRPV4 shRNA を恒常的に発現する細胞株を樹⽴した［27, 28］。 

 

表 4: TRPV4 shRNA作製に使⽤した標的配列 

shRNA 塩基配列 

TRPV4 5’-GCTTCTCTGCCCACTCATT-3’ 

 

11.  細胞内 Ca2+の測定 

アゴニスト刺激による Ca2+細胞内流⼊を調べるために、HSC-4 と SAS に  

カルシウムキット Fluo-4 AM（FUJIFILM Wako）を 37°C で 1時間作⽤させた。

その後、FlexStation® 3 マイクロプレートリーダー（Molecular Devices, Tokyo, Japan）

の Flex 読み取りモードを⽤いて、アゴニスト添加前、添加中および添加後の  

5分間を 485 nm励起波⻑/525 nm蛍光波⻑にて 2秒ごとに蛍光強度を測定した。
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また、細胞内 Ca2+を調べるため、HSC-4 と SAS に 8 µM の Oregon Green® 488 

BAPTA-1 AM （OGB-1）（Invitrogen）を 37°C で 1時間作⽤させた。その後、

共焦点レーザー顕微鏡（C2si +）を⽤いて観察を⾏なった。 

 

12.  免疫細胞化学染⾊ 

HSC-4 を RT で 30分間、PBS 緩衝 4％ PFA で固定した。その後、0.5％ Triton 

X-100（Wako）と 40 mg/ml bovine serum albumin（BSA, fraction V）（Wako）を 

含む PBS で、30分間細胞膜の浸透化処理と抗体の⾮特異的吸着防⽌処理を⾏っ

た。PBS で洗浄後、0.2% Triton X-100含有 PBS と 0.2% BSA含有 PBS を⽤いて、

RT で 10分間、細胞膜の浸透化処理を⾏い、さらに、0.2% BSA含有 PBS を RT

で 30分間反応させ、抗体の⾮特異的吸着防⽌処理を⾏った。製造元のプロトコ

ル（Jackson ImmunoResearch Inc., West Grove, PA, USA）に従って、細胞を⼀次 

抗体（表 5）にて RT で 3時間反応させ、次に⼆次抗体を RT で 3時間反応させ

た。その後、核染⾊を Hoechst 33342 を⽤いて RT で 15分間、細胞⾻格（F-actin）

の染⾊を phalloidin を⽤いて RT で 2時間⾏い、共焦点レーザー顕微鏡（C2si +）

にて観察を⾏った。 

 

表 5: 免疫細胞化学染⾊（ICC）で使⽤した⼀次抗体 

抗体（製造会社） 希釈倍率 

monoclonal rabbit anti-human Ki-67 antibody 
（ab15580, Abcam） 

1:300 
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13.  ゼノグラフトモデル（異種移植腫瘍モデル） 

BALB/cAnNCrj-nuヌードマウス（雄、5週齢）（Charles River Laboratory Japan 

Inc., Osaka, Japan）を、medetomidine（0.3 mg/kg）と midazolam（4 mg/kg）を投与

し⿇酔した。その後、100 µl の PBS で懸濁した HSC-4（5×107 cells）を背部に  

⽪下注射した［29］。移植後 14 ⽇⽬に屠殺し、移植した細胞を含む領域を摘出、

体積と重量を測定後、免疫組織化学染⾊にて検討を⾏った。腫瘍体積は、（⻑軸）

×（短軸）×（短軸）× 0.5 の計算式を⽤いて算出した［29］。この研究の動物    

実験に使⽤されたプロトコルは、九州⼤学動物実験委員会によって承認された

（No. A29-279-1）。摘出した HSC-4 に由来する異種移植腫瘍を PBS 緩衝 4％ 

PFA で固定し、パラフィン包埋した。5 µm に薄切し組織標本を作製し、ヘマト

キシリン−エオジン（hematoxylin and eosin: HE）染⾊と、Ki-67 と pAKT の免疫

組織化学染⾊を⾏った。Decloaking Chamber（Biocare Medical, Walnat Creek, CA, 

USA）を⽤いて Target Retrieval Solution（Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA）

にて抗原賦活化処理を⾏った。内因性ペルオキシダーゼ活性は、1％ 過酸化⽔素

⽔（hydrogen peroxide: H2O2）（Wako）含有メタノール（Wako）で 30 分間の    

処理にて除去した。10％ヤギ正常⾎清（Nichirei Bioscience, Tokyo, Japan）で 30

分間処理し、抗体の⾮特異的吸着防⽌処理を⾏った後、各⼀次抗体（表 6）を 4°C

で⼀晩反応させた。⼆次抗体（Histofine Simple Stain MAX PO, Nichirei）は RT で

1時間反応させた。3,3'-ジアミノベンジジン（3,3’-diaminobenzidine: DAB）（Nichirei）

を⽤いて発⾊させた。最後に、ヘマトキシリンで対⽐染⾊し、Ki-67陽性細胞数

とヘマトキシリン核染⾊細胞数を計測した［29］。 
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表 6: 異種移植腫瘍の免疫組織化学染⾊（IHC）で使⽤した⼀次抗体 

抗体（製造会社） 希釈倍率 

monoclonal rabbit anti-human Ki-67 antibody 
（ab15580, Abcam） 

1:300 

monoclonal rabbit anti-human phospho-AKT antibody        
（4060S, Cell Signaling Technology） 1:100 

 

14.  対象患者の⽣検標本に対する免疫組織化学染⾊ 

本研究に⽤いた⽣検病理組織標本は、2013 年 1 ⽉から 2018 年 12 ⽉までの 

間に、九州医療センター⻭科⼝腔外科を受診し、⽣検にて病理組織学的に OSCC

と診断された 36例（男性: 24例、⼥性: 12例、平均年齢: 70歳＜37〜94歳＞）

から得られた（九州医療センター倫理審査委員会承認番号: ＃17c006）。OSCC

患者より採取した⽣検標本は、10%中性緩衝ホルマリン液（Yuaikasei, Hyogo, 

Japan）に 24〜48 時間浸漬固定し、パラフィン包埋を⾏った。4 µm の組織標本

を作製し、HE 染⾊と免疫組織化学染⾊を⾏った。OSCC の組織学的悪性度分類

として、grade 分類（WHO）［1］、腫瘍の⼤きさは T 分類（UICC）［30］を   

使⽤した。 

免疫組織化学染⾊は、以下の通り⾏った。作製したパラフィン切⽚をキシレン

（Wako）で脱パラフィン処理、エタノールで⽔和処理を⾏い、Decloaking Chamber

（Biocare Medical）を⽤いて Target Retrieval Solution（Agilent Technologies）にて

抗原賦活化処理を⾏い、10分間 RT で放冷した。その後、内因性ペルオキシダー

ゼを不活化するため、1% H2O2 含有メタノール（Wako）を室温で 30 分間反応 

させた。さらに 10%ヤギ正常⾎清（ヒストファインブロッキング試薬 II: Nichirei 

Bioscience）を 30 分間反応させ、抗体の⾮特異的吸着防⽌処理を⾏なった。   

各⼀次抗体（表 7）と 4°C で⼀晩反応させた。⼆次抗体（TRPV4: anti-guinea pig 
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biotin-conjugated IgG, Jackson ImmunoResearch Inc., pAKT: Histofine Simple Stain 

MAX PO）を RT で 1 時間反応させた。さらに、TRPV4 はペルオキシダーゼ

（horseradish peroxidase: HRP）結合ストレプトアビジンと RT で 1時間反応させ

た。いずれの抗体反応も DAB を⽤いて可視化させ、ヘマトキシリンで対⽐染⾊

を⾏った［24, 31］。標本内における腫瘍総⾯積の 20％を超える領域に染⾊性を

⽰した場合、発現陽性と定義した。 

 

表 7: 免疫組織化学染⾊（IHC）に使⽤した⼀次抗体 

抗体（製造会社） 希釈倍率 

monoclonal rabbit anti-human phospho-AKT antibody 
（4060S, Cell Signaling Technology） 

1:100 

polyclonal guinea pig anti-human TRPV4 antibodies       1:100 

 

15.  統計学的解析 

図 24 と表 8 の統計処理には、JMP® Pro 11 ソフトウェア（version 2）（SAS 

Institute Inc., Cary, NC, USA）を⽤いて Fisher の正確確率検定を⽤いた。その他の

実験には Wilcoxon の順位和検定を⽤いた。p < 0.01 をもって統計学的に有意差

ありとした。 
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4.  結 果 

 

4-1. OSCC 細胞株は TRPV4 を発現している 

ヒト OSCC 細胞における TRPV4 mRNA 発現量を調べるために、5種類の OSCC

細胞株（SAS、HSC-2、HSC-3、HSC-4、SQUU-B）を⽤いた。また、ヒト正常⼝

腔上⽪細胞株である MOE1a をコントロールとして⽤いた（図 1A）。いずれの

OSCC 細胞株も MOE1a と⽐較して TRPV4 mRNA を⾼く発現していたが、特に

HSC-4 と SAS に⾼く発現していた（図 1A）。この結果より、以下の実験では

HSC-4 と SAS を⽤いた。まず、HSC-4 に選択的 TRPV4 アゴニストである

GSK1016790A を作⽤させると、濃度と時間依存的に Ca2+細胞内流⼊が増加した

（図 1B）。同様に、SAS においても GSK1016790A の濃度と時間依存的な Ca2+

細胞内流⼊を認めたが、その流⼊増加は HSC-4よりも低かった（図 1C）。以上

の結果から、OSCC 細胞株に TRPV4 は発現しており、アゴニスト刺激による Ca2+

細胞内流⼊は TRPV4 の発現量に依存すると考えられた。  
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図 1  OSCC 細胞株における TRPV4 の発現解析 

（A）OSCC 細胞株（SAS、HSC-2、HSC-3、HSC-4、SQUU-B）およびヒト正常⼝腔上⽪    
細胞株（MOE1a）における TRPV4 発現量を quantitative RT-PCR を⽤いて測定した。内在性
遺伝⼦の基準として GAPDH を⽤い、MOE1a の TRPV4 mRNA 発現量を基準としてそれぞれ
の相対的な TRPV4 発現量を各細胞間で⽐較した。（*p < 0.01） 

（B, C）Ca2+蛍光プローブである Fluo-4 AM を培養液に添加して HSC-4（B）と SAS（C）
を培養し、0、1、5、10、50 nM の GSK1016790A を作⽤させた。蛍光プレートリーダー（Flex 

Station® 3）を⽤いて細胞内流⼊した Ca2+による蛍光強度を測定した。 
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TRPV4 はアゴニスト依存的に Ca2+チャネルとして機能している 

HSC-4 における TRPV4 の機能を明らかにするために、siRNA を⽤いて TRPV4

のノックダウン（knock down: KD）を⾏った（図 2A）。TRPV4 を KD すると、

HSC-4 において TRPV4 選択的アゴニストである GSK1016790A 依存性の Ca2+ 

細胞内流⼊が減少した（図 2B）。また、TRPV4 選択的アンタゴニストである

GSK2193874 存在下における Ca2+細胞内流⼊について検討したところ、siRNA に

よる KD と同様に、TRPV4選択的アゴニストである GSK1016790A 依存性の Ca2+

細胞内流⼊が減少した（図 2C）。また、SAS においても同様に TRPV4 を KD 

すると、TRPV4 選択的アゴニストである GSK1016790A 依存性の Ca2+細胞内  

流⼊は減少した（図 3A, B）。これらの結果から、OSCC 細胞株において TRPV4

はアゴニスト存在下で Ca2+チャネルとして機能していることが⽰唆された。 
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図 2  HSC-4 における TRPV4 siRNA の導⼊ 

（A）HSC-4 に TRPV4 siRNA とコントロールをそれぞれ導⼊した。TRPV4 は quantitative RT-

PCR を⽤いて測定し、内在性遺伝⼦の基準として GAPDH を⽤いた。コントロール siRNA

の mRNA 発現量を基準として相対的な TRPV4 発現量を⽐較した。タンパク解析には、   
抗 TRPV4 抗体と抗 β-actin 抗体を⽤いた。ImageJ を⽤いてバンドの強度を測定し、定量化 
した。（*p < 0.01） 

（B）TRPV4 siRNA を導⼊した HSC-4 を Ca2+蛍光プローブである Fluo-4 AM を添加した 
培地にて培養した。50 nM の GSK1016790A を作⽤させた。蛍光プレートリーダー（Flex 

Station® 3）を⽤いて細胞内流⼊した Ca2+による蛍光強度を測定した。 

（C）HSC-4 を Ca2+蛍光プローブである Fluo-4 AM を添加した培地にて培養した。0、0.01、 

0.1、0.5、1、5、10 µM の GSK2193874 で処理した細胞に、50 nM の GSK1016790A を作⽤さ
せた。蛍光プレートリーダー（Flex Station® 3）を⽤いて細胞内流⼊した Ca2+による蛍光強度
を測定した。 
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図 3  SAS における TRPV4 siRNA の導⼊ 

（A）SAS に TRPV4 siRNA とコントロールをそれぞれ導⼊した。TRPV4 は quantitative RT-

PCR を⽤いて測定し、内在性遺伝⼦の基準として GAPDH を⽤いた。コントロール siRNA

の mRNA 発現量を基準として相対的な TRPV4 発現量を⽐較した。タンパク解析には、   
抗 TRPV4 抗体と抗 β-actin 抗体を⽤いた。ImageJ を⽤いてバンドの強度を測定し、定量化 
した。（*p < 0.01） 

（B）TRPV4 siRNA を導⼊した SAS を Ca2+蛍光プローブである Fluo-4 AM を添加した培地
にて培養した。50 nM の GSK1016790A を作⽤させた。蛍光プレートリーダー（Flex Station® 

3）を⽤いて細胞内流⼊した Ca2+による蛍光強度を測定した。 
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TRPV4 はアゴニスト⾮存在下にて Ca2+チャネルとして機能している 

次に、アゴニスト⾮存在下における TRPV4 の機能について検討した。細胞内

Ca2+インジケーターである OGB-1 を⽤いて、アゴニスト⾮存在下における Ca2+

細胞内流⼊について検討した。HSC-4 と SAS に siRNA を⽤いて TRPV4 を KD

すると、Ca2+細胞内流⼊が減少した（図 4A, B）。以上より、TRPV4 はアゴニス

ト⾮存在下において Ca2+チャネルとして機能していると考えられた。また、4-1.

の結果から、内因性 TRPV4 の発現が OSCC 細胞株において Ca2+チャネルとして

機能していると考えられた。 
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図 4  HSC-4 と SAS における内因性 TRPV4 の機能解析 

（A, B）HSC-4（A）と SAS（B）に TRPV4 siRNA とコントロールを導⼊し、48 時間培養
した。培養終了 1 時間前に 8 µM OGB-1 を添加した。培養終了後 Hoechst 33342 で染⾊し、
共焦点レーザー顕微鏡で観察し、蛍光強度を測定した。 

スケールバー: 50 µm（*p < 0.01） 
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4-2. TRPV4 の発現は OSCC 細胞増殖を正に制御する 

TRPV4 は胃癌［17, 18］や肝細胞癌 ［19］において腫瘍形成に関与すること

が報告されていることから、OSCC 細胞株における細胞増殖に与える影響につい

て検討した。siRNA を⽤いて TRPV4 を KD すると、HSC-4 と SAS にて、⽇数 

依存的に細胞増殖が抑制され、Ki-67 陽性細胞の割合が減少した（図 5A-C）。 

さらに TRPV4 選択的アンタゴニストである GSK2193874 を HSC-4 に作⽤させ

ると、濃度依存的に細胞増殖が抑制された（図 5D）。以上の結果から、TRPV4

の発現は OSCC 細胞株の細胞増殖に必要であると考えられた。 
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図 5  OSCC 細胞株における TRPV4 機能抑制による細胞増殖能の検討 

（A, B）HSC-4（A）と SAS（B）に TRPV4 siRNA を導⼊し 5% FBS 含有培地にて培養した。
経⽇的な細胞数を計測した。 

（C）HSC-4 に TRPV4 siRNA を導⼊し 48 時間培養した。その後、抗 Ki-67 抗体と Hoechst 

33342 で染⾊し、それぞれの細胞数を計測した。全細胞数に対する Ki-67 陽性細胞数の割合
をグラフに⽰す。 

（D）HSC-4 を 0、0.1、1 µM の GSK2193874 を添加した 5% FBS 含有培地にて培養した。  
経⽇的な細胞数を計測した。 

スケールバー: 100 µm（*p < 0.01） 
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TRPV4 の発現は OSCC 細胞遊⾛を正に制御する 

次に細胞遊⾛能について検討を⾏なった。siRNA を⽤いて TRPV4 を KD  

すると、HSC-4 と SAS の細胞遊⾛能は低下した（図 6A, B）。この結果から、

TRPV4 の発現が OSCC 細胞株の細胞遊⾛を正に制御すると考えられた。 

 

 

 

図 6  OSCC 細胞株における TRPV4 機能抑制による細胞遊⾛能の検討 

（A, B）HSC-4（A）と SAS（B）に TRPV4 siRNA とコントロールを導⼊し、細胞遊⾛能を
検討した。コントロールと⽐較した相対遊⾛細胞数⽐をグラフに⽰す。 

スケールバー: 200 µm（*p < 0.01） 
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4-3. TRPV4 を介した Ca2+細胞内流⼊は OSCC 細胞増殖を正に制御する 

4-1.より、OSCC 細胞株において TRPV4 が Ca2+チャネルとして機能している

ことが⽰唆され、また 4-2.より、TRPV4 の発現が OSCC 細胞株において細胞  

増殖、細胞遊⾛を制御していることが明らかとなった。そこで、TRPV4 を   

介した Ca2+細胞内流⼊が細胞増殖と細胞遊⾛に関与しているかを明らかに  

するために、細胞内外の Ca2+活性をキレート剤にて消失させることにより、  

細胞増殖に与える影響について検討を⾏った。HSC-4 と SAS に siRNA を⽤いて

TRPV4 を KD した場合、細胞内カルシウムキレート剤（BAPTA-AM）と細胞外

カルシウムキレート剤（EGTA）を⽤いて細胞内外の Ca2+の活性を消失させた 

場合、および siRNA を⽤いた TRPV4 の KD と BAPTA-AM/EGTA処理の両⽅を

⾏なった場合のいずれも、Ki-67 陽性細胞の割合が減少した（図 7A, B）。    

さらに、siRNA を⽤いた TRPV4 の KD と BAPTA-AM/EGTA 処理の両⽅を   

⾏なった場合の Ki-67陽性細胞の割合は、siRNA を⽤いた TRPV4 の KD のみ、

または BAPTA-AM/EGTA 処理のみを⾏なった場合の割合と同等であった  

（図 7A, B）。以上の結果から、TRPV4 を介した Ca2+細胞内流⼊が OSCC 細胞

株の細胞増殖に関与していると考えられた。 
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図 7  OSCC 細胞株における Ca2+活性消失による細胞増殖能の検討 

（A, B）HSC-4（A）と SAS（B）に TRPV4 siRNA とコントロールを導⼊し 48 時間培養   
した。培養開始 40 時間後から 10 µM BAPTA-AM と 1 mM EGTA による処理を 8 時間    
⾏った。その後、抗 Ki-67 抗体と Hoechst 33342 で染⾊し、それぞれの細胞数を計測した。    
全細胞数における Ki-67 陽性細胞数の割合をグラフに⽰す。 

スケールバー: 50 µm（*p < 0.01） 
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4-4. TRPV4 の発現は AKT を活性化する 

4-2.と 4-3.の結果から、OSCC 細胞株における TRPV4 を介した Ca2+細胞内  

流⼊が細胞増殖と細胞遊⾛に関与することが明らかとなったため、その下流 

シグナルについて検討を⾏なった。以前の報告［32-35］より、TRPV4 の下流で

AKT が活性化することから、本研究でも同様に検討を⾏なった。HSC-4 と SAS

に siRNA を⽤いて TRPV4 を KD すると、AKT のリン酸化が抑制された    

（図 8A, B）。また、HSC-4 に TRPV4選択的アンタゴニストである GSK2193874

を作⽤させると、濃度依存的に AKT のリン酸化が抑制された（図 8C）。    

これらの結果から、OSCC 細胞株において TRPV4 が AKT の活性化を制御して

いることが明らかになった。 
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図 8  OSCC 細胞株における TRPV4 機能抑制による AKT 活性化の検討 

（A, B）HSC-4（A）と SAS（B）に TRPV4 siRNA とコントロールを導⼊し 48 時間培養   
した。細胞溶解液を抗 AKT 抗体と抗 pAKT 抗体で標識した。ImageJ を⽤いてバンドの強度
を測定し、定量化した。 

（C）HSC-4 に 0、0.1、1 µM の GSK2193874 を作⽤させ、48 時間培養した。細胞溶解液を  
抗 AKT 抗体と抗 pAKT 抗体で標識した。ImageJ を⽤いてバンドの強度を測定し、定量化 
した。 

（*p < 0.01） 
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4-5. TRPV4 の発現は CaMKII の活性化を介して OSCC 細胞増殖を促進する 

4-4.の結果から、TRPV4 が AKT の活性化に関与することが明らかとなった 

ため、TRPV4 の下流において Ca2+細胞内流⼊を介して AKT を活性化する分⼦

基盤について検討した。Ca2+は代表的な細胞内セカンドメッセンジャーであり、

細胞内 Ca2+ は、カルモジュリン（calmodulin: CaM）と複合体を形成し、

Ca2+/Calmodulin 依存性プロテインキナーゼ（calmodulin kinase: CaMK）を活性化

する［36］（図 9）。本研究では、CaMKII に着⽬し検討を⾏なった。HSC-4 と

SAS に siRNA を⽤いて TRPV4 を KD すると、CaMKII の活性化が抑制された

（図 10A, B）。さらに、異なる 2 つの CaMKII 阻害剤（CaMKII inhibitor XII、

Arcyliaflavin A ） を作⽤させる と 、 細 胞 増 殖 が抑制 さ れ た （図 10C ） 。      

これらの結果から、TRPV4 が CaMKII の活性化を介して、OSCC 細胞株の細胞

増殖を制御すると考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 9  Ca2+/CaM 複合体形成と CaMKII 活性化の模式図 

細胞内流⼊した Ca2+が CaM と複合体を形成し、CaMKII をリン酸化することで、CaMKII

を活性化する。 
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図 10  OSCC 細胞株における TRPV4 機能抑制による CaMKII の活性化と CaMKII 阻害 

による細胞増殖能の検討 

（A, B）HSC-4（A）と SAS（B）に TRPV4 siRNA とコントロールを導⼊し 48 時間培養   
した。細胞溶解液を抗 CaMKII 抗体と抗 pCaMKII 抗体で標識した。ImageJ を⽤いてバンド
の強度を測定し、定量化した。 

（C）HSC-4 を 10 µM CaMKII inhibitor XII または 10 µM Arcyriaflavin A を添加した 5% FBS

含有培地にて培養した。経⽇的な細胞数を計測した。 

（*p < 0.01） 

0

0.5

1

C
aM

KI
I活
性
化

（任
意
単
位
）

**

75

75
pCaMKII

CaMKII

KDaHSC-4

siRNA:

Con
tro

l
TR

PV4 #
1

TR
PV4 #

2

A

75

75
KDa

siRNA:

Con
tro

l
TR

PV4 #
1

TR
PV4 #

2

pCaMKII

CaMKII

SAS

B

日数

2

10

0

12

4

6

8

14

*
*

*

*

*

Arcyriaflavin A

Control
CaMKII inhibitor XII

*

*

*

細
胞
数

(×
10

5
ce

lls
)

2 40 6

HSC-4
C

0

0.5

1

C
aM

KI
I活
性
化

（任
意
単
位
）

*

*



 - 31 - 

4-6. TRPV4 の下流で CaMKII/AKT が活性化し OSCC 細胞増殖を促進する 

Ca2+/CaM 複合体は、CaMK の活性化に加え、ホスファチジルイノシトール  

3-キナーゼ（phosphatidylinositol-3 kinase: PI3K）/AKT を活性化する［37］という

報告がある。4-5.の結果より、Ca2+/CaM 複合体は CaMKII の活性化に関与する 

ことから、CaMKII が AKT の活性化に与える影響について検討を⾏った。  

HSC-４と SAS に、異なる 2 つの CaMKII 阻害剤（CaMKII inhibitor XII、 

Arcyliaflavin A）を作⽤させると、いずれも AKT のリン酸化が抑制された   

（図 11A, B）。さらに、AKT阻害剤（AKT inhibitor ⅤIII）を作⽤させると、細胞

増殖が抑制された（図 11C, D）。これらの結果から、CaMKII の活性化は AKT の

活性化に関与し、細胞増殖を制御すると考えられた。以上の結果ならびに 4-4.と 

4-5.の結果から、TRPV4 の下流では、CaMKII/AKT の活性化を介して、OSCC  

細胞株の細胞増殖を促進すると考えられた。 
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図 11  OSCC 細胞株における CaMKII 機能抑制による AKT 活性化と AKT 機能抑制に  

よる細胞増殖能の検討 

（A, B）HSC-4（A）と SAS（B）に 10 µM CaMKII inhibitor XII または 10 µM Arcyriaflavin A

を添加し、24 時間培養した。細胞溶解液を抗 AKT 抗体と抗 pAKT 抗体で標識した。ImageJ

を⽤いてバンドの強度を測定し、定量化した。 

（C, D）HSC-4（C）と SAS（D）を 10 µM AKT inhibitor ⅤIII を添加した 5% FBS 含有培地
にて培養した。経⽇的な細胞数を計測した。（*p < 0.01） 
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4-7. 内因性 TRPV4 は CaMKII/AKT を活性化し OSCC 細胞増殖を促進する 

TRPV4 の機能をさらに解明するために、HSC-4 を⽤いた機能回復実験を  

⾏った。まず、レンチウイルスを⽤いてコントロール（mock）または TRPV4 を

外因性に過剰発現する HSC-4 を作製し、3’末端-⾮翻訳領域（3’-untranslated region: 

3’-UTR）を標的として設計した（“材料と⽅法”参照）TRPV4 siRNA #1 を⽤いて

KD した。WB にて siRNA の TRPV4 タンパク質発現抑制が回復したことを確認

した（図 12A）。また、3ʻ-UTR に対応するプライマーを⽤いた quantitative RT-PCR

によって TRPV4 siRNA #1 の効果を評価し、内因性 TRPV4 mRNA 発現レベルが 

低下したことを確認した（図 12A）。さらに、HSC-4 に TRPV4 を外因性に過剰

発現させると、コントロール群では GSK1016790A刺激による Ca2+細胞内流⼊が 

増加した（図 12B）。 

TRPV4 を外因性に過剰発現させた HSC-4 は、コントロール細胞株（mock）と

同程度の増殖能と遊⾛能を認めた（図 13A-C）。また、HSC-4 に TRPV4 を外因

性に過剰発現させると、TRPV4 siRNA #1 を⽤いた KD による CaMKII と AKT

活性化の低下が回復した（図 14A, B）。これらにより、TRPV4 siRNA #1 を⽤い

た KD によって得られた Ca2+流⼊、増殖能、遊⾛能、CaMKII 活性化および AKT

活性化の低下の回復が確認された（図 12-14）。しかし、内因性 CaMKII と AKT

の活性化は促進されなかった（図 14A, B）ことから、HSC-4 において、内因性

TRPV4 の発現量が、CaMKII/AKT の活性化を介した細胞増殖と遊⾛を促進する

のに⼗分であると考えられた。また、これらの結果から、siRNA を⽤いて得られ

た実験結果が、siRNA のオフターゲット効果ではないことを確認した。 
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図 12  HSC-4 における TRPV4 発現による Ca2+細胞内流⼊の検討 

（A）HSC-4 の TRPV4 過剰発現株（TRPV4）を作製し、コントロール細胞株（mock）と    
⽐較した。これら細胞株に TRPV4 siRNA #1 とコントロール siRNA をそれぞれ導⼊した。
タンパク解析には、抗 TRPV4 抗体と抗 β-actin 抗体を⽤いた。ImageJ を⽤いてバンドの強度
を測定し、定量化した。TRPV4 は quantitative RT-PCR を⽤いて測定し、内在性遺伝⼦の基準
として GAPDH を⽤いた。コントロール siRNA の mRNA 発現量を基準として相対的な TRPV4

発現量を⽐較した。（*p < 0.01） 

（B）TRPV4 siRNA #1 を導⼊した HSC-4 の TRPV4 過剰発現株（TRPV4）と、コントロール
細胞株（mock）を、Ca2+蛍光プローブである Fluo-4 AM を添加した培地にて培養した。    
0、1、5、10、50 nM の GSK1016790A を作⽤させた。蛍光プレートリーダー（Flex Station® 

3）を⽤いて細胞内流⼊した Ca2+による蛍光強度を測定した。 
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図 13  HSC-4 における TRPV4 発現による細胞増殖能と遊⾛能の検討 

（A）HSC-4 の TRPV4 過剰発現株（TRPV4）とコントロール細胞株（mock）に TRPV4 siRNA 

#1 とコントロール siRNA を導⼊した。抗 Ki-67 抗体と Hoechst 33342 で染⾊し、それぞれの
細胞数を計測した。全細胞数に対する Ki-67 陽性細胞数の割合をグラフに⽰す。 

スケールバー: 100 µm 

（B）HSC-4 の TRPV4 過剰発現株（TRPV4）とコントロール細胞株（mock）に TRPV4 siRNA 

#1 とコントロール siRNA を導⼊し、5% FBS 含有培地にて培養した。経⽇的な細胞数を  
計測した。 

（C）HSC-4 の TRPV4 過剰発現株（TRPV4）とコントロール細胞株（mock）に TRPV4 siRNA 

#1 とコントロール siRNA を導⼊し、細胞遊⾛能を検討した。コントロールと⽐較した相対
遊⾛細胞数⽐をグラフに⽰す。スケールバー: 200 µm（*p < 0.01） 
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図 14  HSC-4 における TRPV4 発現による CaMKII と AKT 活性化の検討 

（A, B）HSC-4 の TRPV4 過剰発現株（TRPV4）とコントロール細胞株（mock）に TRPV4 

siRNA #1 とコントロール siRNA を導⼊した。細胞溶解液を抗 CaMKII 抗体と抗 pCaMKII 
抗体（A）、抗 AKT 抗体と抗 pAKT 抗体（B）で標識した。ImageJ を⽤いてバンドの強度を  
測定し、定量化した。（*p < 0.01） 
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4-8. TRPV4 は細胞外環境を感知し OSCC 細胞増殖を制御する 

siRNA を⽤いた上記の各種 in vitro 実験結果から、OSCC 細胞株において、

TRPV4 を介した Ca2+細胞内流⼊が、CaMKII の活性化を介して AKT を活性化 

することで細胞増殖、細胞遊⾛を制御していることが明らかとなった。そこで、

各種培養実験と in vivo実験にてさらに検討を⾏なった。まず、内因性 TRPV4 の

発現レベルを恒常的に低下させるために TRPV4 shRNA #1 を作製した。shRNA

の標的配列は TRPV4 siRNA #1 の標的配列と同⼀になるよう設計した（“材料と

⽅法”参照）。作製した shRNA を、レンチウイルスを⽤いて HSC-4 に感染させ、

TRPV4 shRNA #1 を恒常的に発現する HSC-4 を作製した。この細胞株は、mRNA

レベルとタンパクレベルで TRPV4 の発現が減少していた（図 15A）。siRNA を

⽤いた実験結果と同様に、GSK1016790A刺激による Ca2+細胞内流⼊が低下した 

（図 15B）。 

次に、TRPV4 は、機械刺激などの細胞外刺激に反応することで腫瘍形成に  

関与することが報告されているため［13-16］、異なる培養環境が HSC-4 の細胞

増殖に与える影響について検討した。TRPV4 shRNA #1 を導⼊した HSC-4 を  

⽤いて、低接着性プラスティック⽫を⽤いた低接着培養、2Dプラスティック⽫

を⽤いた 2D 培養および 3D マトリゲルを⽤いた 3D 培養を⾏なった（図 16）。    

低接着培養では、コントロール群と TRPV4 shRNA #1 群において腫瘍細胞塊の

⼤きさに有意差は認められなかった（図 17A）。また、極度に硬い細胞外環境が

想定される 2D培養も、コントロール群と TRPV4 shRNA #1群において、増殖能

に有意差は認められなかった（図 17B）。⼀⽅、⽣体内の細胞外環境に近いと  

考えられるマトリゲルを⽤いた 3D 培養では、TRPV4 shRNA #1 群において、  

腫瘍細胞塊の⼤きさと増殖能がコントロール群の約半分程度に減少した（図 18）。 

これらの結果から、TRPV4 の発現が細胞外環境を感知し応答することで、 
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OSCC 細胞増殖を調節することが⽰唆された。また、2D培養において、TRPV4 

siRNA #1 と shRNA #1 の増殖実験の結果が異なること（図 5A, 17B）は、標的 

遺伝⼦の KD効率の差に依存している可能性が考えられた（図 2A, 15A）。 
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図 15  HSC-4 における TRPV4 shRNA の導⼊ 

（A）HSC-4 に TRPV4 shRNA #1 とコントロールをそれぞれ導⼊した。TRPV4 は quantitative 

RT-PCR を⽤いて測定し、内在性遺伝⼦の基準として GAPDH を⽤いた。コントロール shRNA

の mRNA 発現量を基準として相対的な TRPV4 発現量を⽐較した。タンパク解析には   
抗 TRPV4 抗体と抗 β-actin 抗体を⽤いた。ImageJ を⽤いてバンドの強度を測定し、定量化 
した。（*p < 0.01） 

（B）TRPV4 shRNA #1 を導⼊した HSC-4 を Ca2+蛍光プローブである Fluo-4 AM を添加した
培地にて培養した。50 nM の GSK1016790A を作⽤させた。蛍光プレートリーダー（Flex 

Station® 3）を⽤いて細胞内流⼊した Ca2+による蛍光強度を測定した。 
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図 16  各種培養環境の模式図 

（A）低接着性プラスティック⽫を⽤いた低接着培養。 

（B）2D プラスティック⽫を⽤いた 2D 培養。 

（C）3D マトリゲルを⽤いた 3D 培養。 
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図 17  HSC-4 を⽤いた低接着培養と 2D 培養 

（A）HSC-4 に TRPV4 shRNA #1 とコントロールを導⼊し、低接着性プラスティック⽫にて  
5 ⽇間培養した。培養終了後 phalloidin と Hoechst 33342 で染⾊し、腫瘍細胞塊の⾯積を計測
した（n = 25）。スケールバー: 100 µm 

（B）HSC-4 に TRPV4 shRNA #1 とコントロールを導⼊し、2D プラスティック⽫で 5% FBS

含有培地にて培養した。経⽇的な細胞数を計測した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

A

shControl shTRPV4 #1

F-
ac

tin
/N

uc
le

us

低接着性プラスティック皿

B
HSC-4

細
胞
数

(×
10

5
ce

lls
)

日数

2 40 6

2

4

0

6

8

Control
TRPV4sh

R
N

A

HSC-4

腫瘍細胞塊面積 (×103 µm2)

sh
R

N
A Control

TRPV4 #1

0 5000 10000 15000 200000 5 10 15



 - 42 - 

 

図 18  HSC-4 を⽤いた 3D 培養 

HSC-4 に TRPV4 shRNA #1 とコントロールを導⼊し 3D マトリゲルにて 5 ⽇間培養した。 
得られた腫瘍細胞塊の⾯積を測定した（n = 94）。また、培養終了後抗 Ki-67 抗体、Hoechst 

33342 および phalloidin で染⾊し、Ki-67 陽性細胞数と Hoechst 33342 陽性細胞数（n = 3,046）
を計測した。全細胞数に対する Ki-67 陽性細胞数の割合をグラフに⽰す。 

スケールバー: 100 µm（*p < 0.01） 
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4-9. in vivo において TRPV4 は腫瘍形成に関与する 

次に、TRPV4 の発現が in vivo において腫瘍形成に与える影響について検討 

した。ヌードマウスの背部に腫瘍細胞を⽪下移植してゼノグラフトモデルを 

作製し、検討を⾏った。TRPV4 shRNA #1群では、形成された腫瘍の体積と重量

がコントロール群と⽐較し抑制された（図 19）。移植後 14 ⽇⽬に、形成された  

移植⽚を採取し免疫組織化学染⾊にて検討したところ、TRPV4 shRNA #1群では

腫瘍細胞の Ki-67 陽性細胞数が低下し、AKT のリン酸化が抑制されていた  

（図 20）。これらの結果から、TRPV4 の発現が in vivo における腫瘍形成に関与

していると考えられた。 
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図 19  ヌードマウスを⽤いたゼノグラフトモデルによる in vivo 実験 

HSC-4 に TRPV4 shRNA #1 とコントロールを導⼊した。それぞれ 5×107 個をヌードマウスの
背部に⽪下移植し（n = 6）、移植 14 ⽇後に屠殺した。ある個体の外観と摘出した移植⽚を 
⽰す（左側）。摘出した移植⽚の体積と重量を測定した（右側）。 

スケールバー: 1 cm（*p < 0.01） 
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図 20  ゼノグラフトモデルにおける Ki-67 と pAKT 発現の免疫組織化学的検討 

ヌードマウスから摘出した移植⽚を抗 Ki-67 抗体と抗 pAKT 抗体で免疫染⾊およびヘマト
キシリンで核染⾊をした。Ki-67 陽性部位と pAKT 陽性部位を⽰す。ヘマトキシリン核染⾊
細胞数（n = 10,977）に対する Ki-67 陽性細胞数の割合をグラフに⽰す。 

スケールバー: 50 µm（*p < 0.01）  
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4-10. TRPV4 はヒト OSCC において発現している 

ヒト⽣検 OSCC 組織における TRPV4 の発現を調べるために、免疫組織化学 

染⾊にて検討した。 TRPV4 の発現は、腫瘍部の 22/36（61.1％）、⾮腫瘍部の 6/24

（25％）に認められた（図 21）。判定基準は、標本内における腫瘍部と⾮腫瘍部

総⾯積の 20％を超える領域に染⾊性を⽰した場合に“発現陽性”と定義した。

TRPV4 は腫瘍細胞の細胞膜と細胞質に発現しており、特に周囲の間質内に浸潤

している腫瘍細胞において強発現していた（図 22）。本研究では、TRPV4 の発現

強度により、weak、moderate および strong の 3つに分類した（図 22, 23）。腫瘍

部では、TRPV4 発現頻度と発現強度のいずれも、⾮腫瘍部と⽐較し⾼くなる  

傾向を認めた（図 21）。また、TRPV4 発現強度と T 分類、病期、組織学的     

悪性度およびリンパ節転移の有無などの臨床病理学的データとの間に相関は 

認めなかった（表 8）。以前の報告と同様に［38, 39］、pAKT の発現は腫瘍部の

14/36（38.9％）で認めたが、⾮腫瘍部ではほとんど検出されなかった（図 24, 25）。

さらに、腫瘍部における pAKT 発現頻度と TRPV4 発現強度との間に統計学的に

有意な相関は認められなかったが、TRPV4 の発現を⽰す細胞には AKT のリン

酸化が⾼頻度に認められた。これらの結果から、ヒト OSCC 組織においても、

TRPV4 を介した AKT シグナル伝達が腫瘍増殖に関与していることが⽰唆され

た。⼀⽅、腫瘍部において、TRPV4 のみ、または pAKT のみを発現する症例も

認められた（図 24, 25）。この結果から、TRPV4以外のシグナル伝達を介した AKT

シグナル伝達も腫瘍増殖に関与していると考えられた。また、⾮腫瘍部では

TRPV4 の発現は認めたが、pAKT の発現はほとんど検出されなかった。    

このことから、腫瘍部においても TRPV4 を介した AKT の活性化には他の因⼦

が必要であることが考えられたが、詳細は不明である。 
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図 21  OSCC 組織における TRPV4 の発現様式と発現頻度 

⼝腔扁平上⽪癌組織標本（36 症例）を抗 TRPV4 抗体で免疫染⾊およびヘマトキシリンで 
核染⾊をした。TRPV4 発現強度により weak、moderate および strong の 3 つに分類した    
（図 22参照）。破線ボックスと実線ボックスはそれぞれ⾮腫瘍部、腫瘍部の拡⼤像を⽰す。 

スケールバー: 500 µm 
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図 22  OSCC 組織中の腫瘍部における TRPV4 発現強度 

TRPV4 の発現強度により weak、moderate および strong の 3つに分類した。 

スケールバー: 100 µm 
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図 23  ⾮腫瘍上⽪における TRPV4 発現強度 

TRPV4 の発現強度を⽰す。スケールバー: 100 µm 
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図 24  OSCC 組織における TRPV4 と pAKT の発現 

⼝腔扁平上⽪癌組織標本（36 症例）を抗 TRPV4 抗体と抗 pAKT 抗体で免疫染⾊および   
ヘマトキシリンで核染⾊をした。TRPV4 と pAKT 発現の内訳を⽰す。 

スケールバー: 100 µm （有意差なし） 

 

 

 

 

 

OSCC: 腫瘍部
TRPV4 pAKT

TRPV4陰性： 4/14 (28.6%)

TRPV4陽性： 10/22 (45.5%)

pAKT陽性症例



 - 51 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 25  OSCC 組織中の腫瘍部と⾮腫瘍部における TRPV4 と pAKT の発現様式 

OSCC 組織中の腫瘍部と⾮腫瘍部における、TRPV4 と pAKT の染⾊態度を⽰す。 

スケールバー: 上段; 200 µm 下段; 100 µm 
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表8: TRPV4の発現強度と臨床病理学的因⼦との関係 

   TRPV4 発現強度  P 値 

  - Weak Moderate Strong  

T 因⼦       

T1 6 2 2 2 0  

T2 6 2 2 2 0  

T3 14 5 3 4 2  

T4 10 5 5 0 0 N.S. 

       
分化度       

⾼分化 29 10 12 6 1  

中分化 5 2 0 2 1  

低分化 2 2 0 0 0 N.S. 

       
頸部リンパ節転移       

有 9 2 6 0 1  

無 27 12 6 8 1 N.S. 

Fisher の正確確率検定; N.S.: not significant 
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図 26  TRPV4/CaMKII/AKT シグナル伝達の様式図 

本研究では、TRPV4 が細胞外基質の硬さなどの細胞外環境に応答し、Ca2+が細胞内流⼊  
すると、CaMKII を介した AKT シグナル伝達が活性化し、OSCC 細胞増殖が促進される  
ことが⽰唆される。 
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5.  考 察 

 

⼀般的に臨床では、腫瘍周囲は隣接する⾮腫瘍部周囲より硬い、すなわち硬結

を触れることが知られている。例えば、乳癌では形質転換後、間質組織が次第に

硬くなり、腫瘍細胞が腫瘍周囲の細胞外基質と相互作⽤し、β1 integrin-FAK-AKT

シグナル伝達が活性化されると報告されている［40, 41］。同様に、直腸癌の  

マウス肝転移巣モデルでは、原⼦間⼒顕微鏡検査によって転移群の⽅が対照群

より間質組織が硬いこと、また間質組織が硬いほど転移性増殖を促進すること

が報告されている［9］。これらの報告は、細胞外基質の硬さの増加が、悪性腫瘍

の診断において重要な臨床所⾒であるだけではなく、腫瘍細胞の細胞内シグナ

ル伝達を活性化することで腫瘍形成においても極めて重要な役割を果たすこと

を⽰唆している。したがって、細胞株を⽤いた癌研究は、⽣体の状況に類似した 

適切な細胞外環境下で実施する必要があると考えられた。⼀般的な細胞培養に

⽤いられる 2Dプラスティック⽫の弾性率（2.78×109 Pa）は、マウスの正常乳腺

（167±31 Pa）と乳癌モデル（918±269 Pa）の腫瘍間質の弾性率よりも著しく⾼い

ことが報告されている［42］。そのため、2Dプラスティック⽫で培養した腫瘍細

胞は、in vivo の状況と異なる可能性がある。再構成基底膜（175±37 Pa）または

2.0 mg/mlコラーゲン（328±87 Pa）を⽤いた 3D培養の弾性率は、⽣体の乳癌に

おける細胞外環境に類似している［42］。 

本研究では、shRNA を⽤いて TRPV4 を KD すると、マトリゲルを⽤いた 3D

培養では OSCC 細胞の増殖能が低下したが、低接着培養や 2D培養では増殖能に

おいて有意差は認められなかった。同様に、ゼノグラフトモデルでは、TRPV4 の

発現が腫瘍形成に関与していることが明らかとなった。以上の結果から、TRPV4

が細胞外環境に応答し、in vivo での OSCC 細胞増殖を促進する可能性があると
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考えられた。しかし、TRPV4 が 3D培養、または in vivo条件下で細胞外環境を

感知する詳細な分⼦基盤は不明のままである。 

これまでに、TRPV4 による Ca2+流⼊依存性のシグナル伝達が、胃癌［17, 18］

では細胞増殖、浸潤、リンパ節転移および遠隔転移に、肝細胞癌 ［19］では   

細胞増殖や細胞遊⾛に関与することや、乳癌において TRPV4 の過剰発現とその 

シグナル伝達が予後不良と相関することが報告されている［34］。さらに、TRPV4

はマウスの海⾺［32］、内⽪細胞［33］、乳癌［34］および神経膠腫細胞［35］で

AKT シグナル伝達を活性化することが報告されている。また、伸展による機械

刺激は、TRVP4 を介した PI3K の活性化により⽑細⾎管の配向性を誘導する  

という報告もある［43］。これらの報告と本研究の結果を鑑みると、TRPV4 は 

癌遺伝⼦関連分⼦として機能し、CaMKII を介して AKT シグナル伝達を    

活性化し、OSCC 細胞増殖に正の効果を及ぼすと考えられた。 

さらに、免疫組織化学染⾊による検討により、ヒト OSCC 標本腫瘍部におけ

る TRPV4 の発現頻度と発現強度は、⾮腫瘍部よりも⾼いことを⾒出した。ヒト

OSCC 標本⾮腫瘍部にも TRPV4 が発現することから、OSCC の治療において

TRPV4 は分⼦標的としては不適であると予測される。また、pAKT は OSCC に

おいて予後因⼦の⼀つであり、局所再発率の⾼さや OSCC 患者の全⽣存率の  

低下と相関していた［38, 39］。TRPV4 の発現強度が⾼い腫瘍部において、AKT

の活性化は⾼頻度に認められるのに対し、⾮腫瘍部ではほとんど検出されなか

った。すなわち OSCC において、腫瘍周囲組織の硬さを含めた細胞外環境を

TRPV4 が感知し、AKT シグナル伝達が活性化していると考えられた。また、  

臨床的に初診時と治療開始前の時点において、それぞれの硬結の程度と腫瘍の

⼤きさを⽐較した場合、硬結の程度が増加する症例ほど腫瘍が増⼤する傾向を

認めている（未発表）。これらの結果は、腫瘍周囲組織の硬さを低下させ細胞外
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環境を変化させることが、ヒト OSCC の新規抗腫瘍効果となる可能性がある  

ことを⽰している。⼀⽅で、TRPV4 の発現を認めない腫瘍細胞における pAKT

発現の上昇は、ホスファチジルイノシトール-4, 5-⼆リン酸 3-キナーゼ触媒サブ

ユニットα（phosphatidylinositol-4, 5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit alpha: 

PIK3CA）の変異など、他のメカニズムによって制御されている可能性が考え 

られた［44］。 

さらに、共同研究者として参画した研究プロジェクトでは、細胞外環境が

OSCC 細胞を活性化する新規分⼦を同定することを⽬的として、浮遊培養を⽤い

た検討を⾏なった。その結果、Hippo経路の転写共役因⼦ YAP が転写因⼦ TEAD4

を介して、Ca2+チャネル PIEZO1 の発現を制御することで、OSCC 細胞増殖を促

進することを⾒出した［45］。これらの研究から、OSCC において Ca2+チャネル

を介する異常に活性化した細胞内シグナル伝達が細胞増殖に影響を与えると 

予測され、より詳細な分⼦基盤を解明することで Ca2+チャネルを標的とした 

新規治療法の開発につながる可能性があると考えられた。 

以上より、TRPV4 は、複数の OSCC 細胞株とヒト OSCC で発現しており、  

in vitro と in vivo において、Ca2+チャネルである TRPV4 が細胞外環境に応答し、

CaMKII を介して AKT シグナル伝達を活性化し、OSCC 細胞増殖を促進すると

考えられた（図 26）。そして、腫瘍細胞周囲の細胞外環境によって活性化される

TRPV4/CaMKII/AKT シグナル伝達が、OSCC 腫瘍細胞の増殖に寄与していると

考えられる。 
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