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研究成果の概要（和文）：扁平上皮癌細胞では単量体のインテグリンαvサブユニットは，p62と結合し複合体を
形成した後，選択的オートファジーにより分解されることがわかった．これに対し，インテグリンβ3，β5，β
6あるいはβ８サブユニットと二量体を形成したαvはオートファジーによる分解から保護され，αvβ3，αvβ
5，αvβ6またはαvβ6として安定発現し，細胞の機能を調整していると推測された．扁平上皮癌細胞の造腫瘍
能に対しαvβ5は抑制的に，αvβ1，αvβ3及びαvβ6は促進的に作用することが示され，これらのインテグリ
ンαvファミリーを分子標的とする新しい口腔癌を含む扁平上皮癌治療の開発の可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：Integrin αv subunit forms a complex with p62 in squamous cell carcinoma 
cells, resulting in the degradation of αv subunit via selective autophagy. It has been shown the 
possibility that αv subunit dimerized with β3, β5, β6 or β8 subunit is resistant to lysosomal 
degradation and stably expressed as αvβ3, αvβ5, αvβ6 or αvβ8 that regulates cellular 
functions. Integrin αvβ5 is involved in the suppression of tumorigenic potential of squamous cell 
carcinoma cells while αvβ1, αvβ3 and αvβ6 are involved in the enhancement of tumorigenic 
potential, suggesting that integrin αv subfamily such as αvβ1, αvβ3, αvβ5, αvβ6 could serve
 as a therapeutic target to prevent the progression of squamous cell carcinomas including oral 
cancer.  

研究分野：口腔外科

キーワード： 口腔癌　浸潤・転移　オートファジー　インテグリン　p62

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究で明らかになった選択的オートファジーによるインテグリンαv分子の分解機構の解明は，組織分化や
器官発生のメカニズム，細胞の癌化や癌の進展機構を理解する上で重要な知見をもたらすだけではなく，従来の
癌治療にかわる新しい口腔癌治療法開発の一助になることが期待される．さらに,上記に示されたオートｰファジ
ー系による蛋白翻訳後修飾や分解機構は，異常タンパク質の細胞内への蓄積を特徴とするアルツハイマー病，パ
ーキンソン病，ポリグルタミン病，筋萎縮性側索硬化症などの神経変性疾患の病態解明や治療法開発に関する研
究を行う上で有用な知見となるものと期待できる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

インテグリンは α 鎖と β 鎖のサブユニットがヘテロ二量体を形成し，細胞の細胞外基質へ

の接着や細胞遊走を制御している．インテグリン αv が活性型 MMP-2 の細胞膜上への結合因

子として機能していること[1]や，インテグリン αv が MAP キナーゼシグナル伝達系を介して

口腔扁平上皮癌細胞の増殖を制御していることを明らかにした [2]．また遺伝子導入による

インテグリン αv の発現亢進は，口腔扁平上皮癌細胞におけるインテグリン β8 の mRNA 転写

には影響を与えずに，β8 蛋白発現を亢進させていた[2]．また単量体のインテグリン β8 は，

ユビキチン/プロテアソーム系にて分解されるのに対し，αv と二量体形成した β8 はユビキチ

ン/プロテアソーム系での分解から保護され，αvβ8 として細胞膜上で安定発現することをみ

いだしてきた．このことから，インテグリンは，α 鎖と β 鎖が二量体形成することでユビキ

チン/プロテアソーム系やオートファジー/リソソーム系による細胞内での分解を受けずに，

機能発現していると推測された． 
 
２．研究の目的 

オートファジー/リソソーム系は，細胞の癌化や癌の発生段階では抑制的に働くことが知ら

れている．これに対し，癌が進展を遂げた段階では低栄養，低血流などのストレスに対して

オートファジー/リソソーム系が亢進し，癌細胞にとって有害な蛋白の分解・除去を行う防御

機構として働いているとも考えられている．そのためオートファジー促進あるいはオートフ

ァジー抑制による抗腫瘍効果に関して研究されているが，統一された見解は得られていない 
[3, 4]．本研究では，インテグリン αv ファミリーの扁平上皮癌の増殖・進展に与える影響につ

いて検討するとともに，インテグリン αv ファミリーの機能発現におけるオートファジー/リ
ソソーム系の関与について解析を行った． 

 
３．研究の方法 
(1) 細胞と培養方法  

実験には，インテグリン αv ファミリー発現が著しく低下している外陰部扁平上皮癌細胞株

A431[5]を用いた．A431細胞は10% ウシ胎児血清 (FBS) を含む DMEM培地を用いて37˚C，
5% CO2 気相下で培養した.  

(2) インテグリン αv 蛋白の一過性発現系の構築 
インテグリン αv 蛋白の一過性発現のために，T-REx™ System (Life Technologies) を用いた

テトラサイクリン (Tet) 発現誘導システムを構築した．Tet 誘導性発現ベクターpcDNA4/TO
にインテグリン αv 遺伝子を組み pcDNA4/TO/αv 作製した．pcDNA4/TO/αv を Tet リプレッサ

ー発現ベクターpcDNA6/TR とともに A431 にリポフェクション法にて導入し，A431αv-On を

分離した． 
(3) Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction（RT-PCR） 

各細胞から抽出された total RNA 1μgに対しRandom hexamers及び逆転写酵素を用いてcDNA
を合成した．合成された cDNA を鋳型として， αv 遺伝子発現の検索には 5'- 
GATCAACAGGCTTGAACGC-3' (sense primer)と 5'- TCCTCACACTGCATCAGTCC (antisense 
primer)を，対照遺伝子である GAPDH 発現の検索には 5'-ATCATCAGCAATGCCTCCTGC-3' 
(sense primer)と 5'-TGCCAGTGAGCTTCCCGTTC-3' (antisense primer)を使用した．PCR 増幅産

物を 1％アガロースゲルで電気泳動後，SYBR® Safe DNA Gel Stain (Life Technologies 
Corporation) で染色し解析した． 

(4) インテグリン αv の転写及び翻訳後修飾の解析 
A431αv-On を 1μg/ml Tet 存在下で各時間培養後，mRNA を回収し RT-PCR 法を用いて，イ

ンテグリン αvmRNA の経時的変化を解析した．また A431αv-On を 1μg/ml Tet 存在下で各時

間培養した後，インテグリン αv 蛋白発現を 500 倍希釈マウス抗ヒトインテグリン αv モノク

ローナル抗体 (Santa Cruz Biotechnology) を用いた Western Blot にて解析した．対照である β-
actin に対しては 1000 倍希釈ウサギ抗ヒト β-actin ポリクローナル抗体(Cell Signaling 
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Technology) を用いた．インテグリン αv には 2000 倍希釈 HRP 標識ウマ抗マウス IgG 抗体 
(Cell Signaling Technology) ，β-actin には 2000 倍希釈 HRP 標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体 (Cell 
Signaling Technology) でそれぞれ 1 時間反応させた．検出には，Clarity Western ECL Substrate 
(Bio-Rad Laboratories) を用いた． 

(5) 間接蛍光抗体法 
インテグリン αv と，オートファゴソームマーカーである Microtubule-associated protein light 

chain 3 (LC3) の局在を蛍光二重免疫染色で検討した．2×104個の A431αv-On 細胞を Lab-Tek 
Chamber (Nalge Nunc International) 上で Tet 存在下にて 24 時間培養後，Tet 非存在下で 50μM
クロロキンの添加した培地にて 24 時間培養した．4％パラホルムアルデヒドにて 10 分間固定

後，0.1% Triton X-100 処理し，200 倍マウス抗ヒト αv モノクローナル抗体(Santa Cruz 
Biotechnology)と 500 倍ウサギ抗ヒトポリクローナル LC3 抗体 (MBL) で 37℃，1 時間反応さ

せ，それぞれ 1000 倍希釈した Alexa Fluor 488 標識ヤギ抗マウス IgG 抗体 (Life Technologies) 
及び Alexa Fluor 594 標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体 (Life Technologies) で 37℃，1 時間反応させ

た．VECTASHIELD Hard・Set Mounting Medium (Vector Laboratories) で封入し，焦点レーザー

顕微鏡 (LSM700, Zeiss) で観察した． 
(6) 共免疫沈降法 

1µg/ml Tet 及び 50µM クロロキンで 24 時間処理した A431αv-On の細胞溶解液とあらかじめ

2μg の非免疫ウサギ IgG（富士フイルム和光純薬），ウサギ抗ヒトインテグリン αv ポリクロー

ナル抗体  (Abnova) またはウサギ抗ヒト P62 ポリクローナル抗体 (MBL) を吸着させた

Dynabeads® Protein G  (Life Technologies) を，室温下で 10 分間振盪しながら反応させた．PBS
にて 3 回洗浄し，laemmli sample buffer を加えて 95℃で 3 分間処理した後，上清中に磁気分

離した Dynabeads® Protein G より溶出した結合蛋白を回収し標品とした．同標品に対し，マウ

ス抗ヒトインテグリン αv モノクローナル抗体  (Santa Cruz Biotechnology) またはマウス抗ヒ

ト p62 モノクローナル抗体  (MBL) を用いた Western Blot を行い，標品中のインテグリン αv
蛋白または p62 蛋白の検出することで，インテグリン αv と P62 との複合体形成を探索した．

さらに免疫沈降標品に対しウサギ抗ユビキチン抗体 (Thermo Fisher Scientific) を用いた

Western Blot を行い，αv 蛋白のユビキチン化について解析した． 
(7) インテグリン β1，β3，β5，β6 及び β8 発現ベクターの構築 

哺乳動物発現ベクターpCI-neo (Promega) にインテグリン β1，β3，β5，β6 または β8 の遺伝

子を組み込み，それぞれ pCI-neo/β1，pCI-neo/β3，pCI-neo/β5，pCI-neo/β6 または pCI-neo/β8 を

作製した．A431αv-On に pCI-neo，pCI-neo/β1，pCI-neo/β3，pCI-neo/β5，pCI-neo/β6 または pCI-
neo/β8 をリポフェクション法で導入し，それぞれ A431αv-On/mock，A431αv-On/β1，A431αv-
On/β3，A431αv-On/β5，A431αv-On/β6 または A431αv-On/β8 の細胞株を分離した． 

(8) インテグリン β 鎖が αv 蛋白の蛋白翻訳後修飾に与える影響の検討 
A431αv-On/β1，A431αv-On/β3，A431αv-On/β5，A431αv-On/β6 または A431αv-On/β8 を 1μg/ml 

Tet 存在下で 24 時間培養した後，さらに Tet 非存在下で各時間培養した時のインテグリン αv
蛋白発現を Western Blot で解析した．β1，β3，β5，β6 または β8 の検出には，それぞれ 500 倍

希釈したウサギ抗ヒトインテグリン β1 モノクローナル抗体 (Santa Cruz Biotechnology)，マウ

ス抗ヒトインテグリン β3 モノクローナル抗体 (Santa Cruz Biotechnology)，マウス抗ヒトイン

テグリン β5 モノクローナル抗体 (Santa Cruz Biotechnology)，マウス抗ヒトインテグリン β6
モノクローナル抗体 (Santa Cruz Biotechnology)，マウス抗ヒトインテグリン β8 モノクローナ

ル抗体 (Santa Cruz Biotechnology)と，２次抗体として 2000 倍希釈の HRP 標識ウマ抗マウス 
IgG 抗体 (Cell Signaling Technology)を用いた． 

(8) in vivo での増殖能の判定  
2×106個の各細胞を，4 週齡ヌードマウス(Balb/cAJC nu/nu) の背部皮下に接種し，経時的に

腫瘍の大きさを測定した．腫瘍体積は，次に示す計算式にて算定した. 体積 = 1/2 × 長径 
(mm) × (短径 (mm))2．なおヌードマウスを使用した一連の実験は，広島大学動物実験施設で

行われた.  
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４．研究成果 
(1) Tet 発現誘導システムによる αv の発現誘導 

本研究には，インテグリン αv とそのカウンターパ

ートである β1，β3，β5，β6 及び β8 いずれの発現も低

下している外陰部扁平上皮癌細胞株 A431 を用いた．

αv 蛋白の一過性発現のために，Tet 発現誘導システム

を A431 細胞に導入し，A431αv-On を分離した．

A431αv-On 細胞を Tet 存在下で培養すると 1 時間後

より mRNA 発現がみられ，12～24 時間後にその発現

が最大になった（図１A）．αv 蛋白発現は，Tet 処理 1
時間後よりみられ，経時的に発現が亢進し，24 時間

後にその発現が最大になった（図１B）． 
 (2) インテグリン αv の転写後及び翻訳後の修飾 

A431αv-On を Tet 存在下で 24 時間培養した後，さら

に Tet 非存在下で各時間培養し αv の mRNA と蛋白発

現を，それぞれ RT-PCR と Western Blot にて解析した．

A431αv-On を Tet 処理することにより一過性に発現誘

導された αv の mRNA は，A431αv-On を Tet 非存在下

で培養すると，1 時間後には，ほぼ消失した（図２A）．

Tet 処理により発現誘導された αv 蛋白は，A431αv-On
を Tet 非存在下で培養すると，12 時間から 24 時間後

には著しく発現が低下した（図２B）． 
(3) インテグリン αv の蛋白翻訳後修飾に対する各種プロテアーゼ阻害剤の影響 

A431αv-On 細胞において一過性に発現誘導された αv 蛋白は時間依存性に発現が低下したこ

とから，翻訳後に細胞内で分解等の修飾を受けている

と考えられた．そこで，インテグリン αv の蛋白翻訳

後の細胞内での分解機序の解明のため，Tet により αv
蛋白発現を誘導した A431αv-On 細胞を，10μg/mlカル

パイン阻害剤 ALLN，2μM プロテアソーム阻害剤

MG132 あるいは 100μg/mlリソソーム阻害剤クロロキ

ン存在下で 24 時間培養し，αv 蛋白の発現を Western 
Blot 法で解析した．ALLN 及び MG132 を添加しても

αv蛋白発現は低下したが，クロロキンを添加すると αv
蛋白発現は維持された（図３）．すなわち単量体のインテグリン αv は，細胞内でオートファ

ジー/リソソーム系による分解を受けていることが示された． 
 (4) A431αv-On におけるインテグリン αv と Microtubule-associated protein light chain 3（LC3）の

局在 
 Tet 処理による αv 蛋白発現誘導後，クロロ

キンを含み Tet 不含の培地で培養した A431αv-
On 細胞では，核に近接した部位に LC3 陽性の

類円系の顆粒が認められた．αv 蛋白は核に近接

した部位での発現が確認され，マージ画像にて

αv 蛋白とオートファゴソームの共在が示唆さ

れた（図４）． 
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 (5) インテグリン αv と P62 の複合体形成とインテグリン αv のユビキチン化についての検討 

Tet 処理による αv 蛋白発現誘導後，クロロキンを含み Tet
不含の培地にて培養したA431αv-Onの細胞溶解液に対し，

抗 p62 抗体で免疫沈降を行なった標品中に αv が検出さ

た，また抗 αv 抗体で免疫沈降を行った標品中には p62 が

検出されたことから（図５A），p62 と αv は細胞内で複合

体を形成していることが示された．さらに抗 αv 抗体で免

疫沈降を行った蛋白がユビキチン化されていることも確認された（図５B）． 
(6) インテグリン β サブユニットが αv の蛋白翻訳後修飾に与える影響 

 インテグリン αv のカウンターパートである β1，β3，β5，β6 または β8 の各サブユニット

が，αv 蛋白発現に与える影響について検討した．β1 発現細胞である A431αv-On/β1（図６A）

では，一過性に発現誘導された αv
蛋白はTet非存在下で培養すると発

現が著しく低下したが，β3，β5 また

はβ6発現細胞であるA431αv-On/β3
（図６B），A431αv-On/β5（図６C）
または A431αv-On/β6（図６D）では，

一過性に発現誘導された αv 蛋白は

Tet 非存在下でも発現が維持されて

いた．β8 発現細胞である A431αv-
On/β8 では，一過性に発現誘導され

た αv 蛋白は Tet 非存在下では発現がやや減弱したが，発現は維持されていた（図６E）． 
(7) インテグリン αv ファミリーの扁平上皮癌細胞の造腫瘍能における関与 

 A431αv-On/mock，A431αv-On/β1，A431αv-On/β3，A431αv-On/β5，A431αv-On/β6 または

A431αv-On/β8 の各細胞をヌードマウスの背部皮下に接種し，接種直後より 15 日間，200µg/ml
のドキシサイクリンを含むあるいは含まない飲料水を与え，形成された腫瘍の体積を測定し

た．A431αv-On/β5 の腫瘍増殖は

Tet 投与により抑制された．一方，

A431αv-On/β3 ま た は A431αv-
On/β6 の腫瘍増殖能は，Tet 投与

により促進された（図７）．このこ

とから扁平上皮癌細胞の造腫瘍

能に対しインテグリン αv β1，αv 
β3 及び αv β6 は促進的に作用し，

αv β5 は抑制的に働いていること

が示された． 
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