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研究成果の概要（和文）: 本研究ではintegrin β4が, ヒト前立腺癌において, 進展を促進するように
働いていると予想し, その仮説を検討する目的で,	 ヒト前立腺癌培養細胞DU145やLNCapにおいて, 
β4がどのような役割を担っているのか, またヒト前立腺癌組織における, β4とその関連分子の発現はど
うなのか, などについて検討した. ヒト前立腺癌細胞において, β4はErbB2やc-Metと結合し, そ
のチロシンリン酸化を増強させて, in vitroにおける増殖や浸潤の増強, アポトーシスの抑制, 
さらにin vivoでの腫瘍増大に関与していることが判明した. またヒト前立腺癌組織において,	 
免疫染色にてβ4の発現を検討したところ, 半数以上の症例で腫瘍細胞に発現が認められ, β4を
発現している腫瘍細胞は, ErbB2やc-Metも発現していることが多いことが判明した. 以上から, 
β4が, ヒト前立腺癌において, ErbB2やMetシグナリングと関わり, 腫瘍の進展を促進するよう
に働いている可能性が示唆された.	 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we hypothesized that integrin β4 (β4) may promote the 
progression of the human prostate cancer. To examine the hypothesis, we studied first, the role of β4 in 
the human prostate cancer cells, DU145 and LNCap. Second, we tested the expression of β4 and other 
molecules, which were concerned to β4, in the human prostate cancer tissues. In the human prostate 
cancer cells, β4 bonded ErbB2 and c-Met and made the cells increase proliferation and invasion, and 
decrease to get into apoptosis in vitro by reinforcing tyrosine-phosphorylation of ErbB2 and c-Met. β4 
also increased the size of the xenograft under the skin, in vivo. Immunohistochemical staining of β4 
on human prostate cancer tissues revealed that positive expression of β4 was found more 
than half of the samples. Interestingly, many of β4 positive cancer cells also expressed 
ErbB2 and c-Met. These results indicate that β4 may promote the progression of human 
prostate cancer by cooperating with ErbB2 and Met signaling. 
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やMetなどのreceptor tyrosine kinaseの活性増強
を介して, 腫瘍の進展を促進する重要な役割を
担っている. これまで前立腺癌においては,	 β4
の蛋白発現が癌化に伴い正常発現部位(基底
層)から消失することから, その進展に関与しな
いと報告されていた (Cress et al., Cancer Met  
Rev, 1995).  
  研究代表者らは, このβ4が, in vivoにおける
前立腺癌の進展にどのような役割を果たしてい
るのか, またそれに関わるシグナリングを明らか
にするために, チロシンリン酸化残基が豊富な,	 
β4基質ドメイン部分の欠損マウス (β4-1355T: 
1355番目以下のアミノ酸が欠損) を作製し	 
(Nikolopoulos et al., Cancer Cell, 2004; Guo et 
al., Cell, 2006), こ のマウスを , provasinを
promoterとし, SV40を発現させて前立腺癌を発
症する, TRAMP (Transgenic adenocarcinoma of 
mouse prostate) マウスに掛け合わせ, β4-1355T
を導入し,	 腫瘍進展における影響を検討した． 
その結果, β4はPINにおいて発現が上昇し, 高
分化腺癌でもそれが維持され, この段階, 特に
PIN に お け る 増 殖 能 , ア ポ ト ー シ ス や
angiogenesisに影響して, 腫瘍の増大, 生存期
間の減少, 組織学的悪性度の進展, 転移形成
能の増加に影響していることを確認し, β4が, in 
vivoにおける前立腺癌の進展に重要な役割を果
たしていることを示した.   	  
	 
２．研究の目的 
本研究ではintegrin β4 (β4)がマウスのみなら

ず, ヒト前立腺癌においても, 進展を促進するよ
うに働いていると予想し, その仮説を検討する
目的で,	 ヒト前立腺癌培養細胞DU145やLNCap
において, β4がどのような役割を担っているのか, 
また, ヒト前立腺癌組織における,	 integrin β4と
その関連分子の発現はどうなのか, などについ
て検討する. 
 
３．研究の方法 
 ヒト前立腺癌培養細胞DU145やLNCapにおけ
るβ4の役割を検索するために, 以下の方法を用
いて検討する.  
(1)	 β4をRNA interferenceして発現を低下させた
影響をみる.   	 
 研究代表者らは, β4およびβ4関連分子の
ErbB2やMetなどを発現する, アンドロゲン非依
存性のヒト前立腺癌培養細胞DU145を用いて, 
β4のshort hairpin部分に対するRNA 
interference (sh-RNA)( Guo et al., Cell, 2006)に
より , β4をノックダウンさせて発現を低下させ, in 
vitroにおける増殖能, 浸潤能, アポトーシスお
よびヌードマウス皮下におけるxenograftの腫瘍
形成能などを, コントロール (sh-RNA; targeting 
AGCCACACACTTGTGGAAC)と比較して検討
する. またβ4のノックダウンにより, β4関連分子の
ErbB2やc-Metなどがどのような影響を受けるの
かについても検討する.   

(2)	 β4をDNA transfectionして発現を増加させた
影響をみる.  
 Integrin β4を発現しない, アンドロゲン依存性
のヒト前立腺癌培養細胞LNcapに対して, プラス
ミドに組み込んだ wild typeのβ4やβ4基質ドメ
イン部分の欠損したβ4-1355TのDNA 
(Nikolopoulos et al., Cancer Cell, 2004) をトラン
スフェクシヨンして発現させることにより, LNcapが
どのような影響を受けるのかを, 増殖能, アポト
ーシスおよびヌードマウス皮下における
xenograftの腫瘍形成能などについて評価し, 
その役割を検討する. また内因性に発現してい
るErbB2がどのように影響されるのかも検討する.  
(3)	 ヒト前立腺癌組織における,	 β4とその関連分
子の発現の検討については, 主に免疫組織化
学染色法を用いる.  
 β4や, ErbB2やc-Metなどβ4と関連する可能性
がある分子について, 免疫組織化学染色に有
効な特異的な抗体を検索し, 約30例の組織標
本における蛋白レベルでの発現を検討する.  

 
４．研究成果	 
 (1) Integrin β4はErbB2やc-Metと結合し, これ
らのリン酸化を増強させている.  
我々は, ヒト前立腺癌培養細胞DU145のβ4に

対するsh-RNAによるノックダウンにより, β4の発
現が低下した２つのクローン (#1, #2 )を, またコ
ントロールsh-RNAにより, β4の発現の維持され
たコントロールクローン(Co)を得た (図1左図). 
こ れ ら の ク ロ ー ン を β4 で 免 疫 沈 降 
(Immunoprecipitation, IP) して , Western blot 
(WB)で共沈するErbB2やc-Metとの結合の程度
をみたところ, コントロールクローン(Co)において, 
β4とErbB2やc-Metが結合していることが判明し
た (図１右図).  

 
図１. β4のノックダウンによるクローン#1,	 
#2およびコントロールクローン(Co)における
β4 の発現 ( 左図 ).	 β4 による免疫沈降
(Immunoprecipitation, IP)と Western blot (WB)
による発現(右図). Coにおいて,	 β4は,	 ErbB2
やc-Metと共沈し,	 これらと結合していた.	 
	 
これらのクローンを, ErbB2のヘテロダイマーであ
るErbB3のリガンドであるNeuregurin (NRG)や
c-MetのリガンドであるHepatocyte growth factor 
(HGF)で刺激したところ, コントロールではErbB2
やc-Metのチロシンリン酸化が認められたが, β4
をノックダウンしたクローン#1, #2ではチロシ
ンリン酸化の有意な低下が認められた  (図２, 
３).	 



 
図２.	 NRG刺激時のErbB2の変化(WB). β4を
ノックダウンしたクローン#1,	 #2は,NRG刺
激時のErbB2のチロシンリン酸化が有意に低下
した.	 

 
図３. HGF刺激時のc-Metの変化(WB). クロー
ン#1,	 #2は,HGF刺激によるc-Metのチロシンリ
ン酸化が有意に低下した.	 
 
(2) Integrin β4はErbB2やc-Metのリン酸化を増
強させて, in vitroにおける増殖, 浸潤の増強に
働き, またin vivoにおける腫瘍増大に関与して
いる. 
 次に, これらのクローンをNRGやHGFで刺激し
てin vitroにおける増殖, 浸潤およびヌードマウ
ス皮下におけるin vivoでの腫瘍形成能をみたと
ころ, クローン#1, #2において, 有意にBrdU陽
性細胞数で示される増殖能の低下(図４), また, 
ボイデンチャンバーを用いたマトリゲルへの浸潤
能の低下 (図５)を認めたが, これらの低下は, 
fetal bovine serum (FBS)で刺激した際には差が
みられなかった. さらに, ヌードマウス皮下にお
けるxenograftの腫瘍形成能を調べたところ, ク
ローン#1, #2で有意にin vivoでの腫瘍形成の低
下が認められ, その低下は, 少なくとも一部は
増殖能の低下の影響によることが判明した(図
６).      

	 

図４. In vitroにおける増殖能. β4をノックダ
ウンしたクローン#1,	 #2は,NRGやHGF刺激
によるBrdU陽性細胞数	 (増殖能)が有意に低
下した.	 

	 

図５.  In vitroにおける浸潤能. クローン#1,	 
#2は,NRGやHGF刺激による浸潤能が有意に
低下した.	 

	 
図６.  In vivoでの腫瘍形成能. クローン#1,	 
#2は,ヌードマウス皮下での腫瘍形成が有意
に低下し(左図),	 腫瘍における増殖能の低
下が認められた(右図).	 
	 
 以上から, β4は, ErbB2やc-Metと結合し, それ
らのチロシンリン酸化を増強させて, in vitroにお
ける増殖や浸潤またin vivoでの腫瘍増大に関
与していることが判明した.	 
	 
(3) Integrin β4はErbB2のリン酸化を増強させて, 
アポトーシスを抑制している.	 
	 次に我々は, TNF-alpha-related apoptosis- 
inducing ligand (TRAIL)を用いて, これらのク
ローンにアポトーシスを誘導し, その影響を
TUNEL法で評価した. β4の発現が低下したク
ローン#1, #2は, 有意にアポトーシスに陥った
細胞が増加した (図７). 夫々蛋白を採取して
WBにて検索したところ,	 これらのアポトー
シスはカスパ－ゼ経路を介しており, クローン
#1, #2でアポトーシス産物であるcleaved 
caspase 8, 9, 6, 7, 3が増加していた(図８). 次
に, β4と関連するErbB2とアポトーシスとの関
係をみたところ, 図９に示すように,	 TRAIL
により, クローン#1, #2でアポトーシスが増
加する際,	 アポトーシス産物であるcleaved 
caspase 8 (Clev. Cas.)の増加とは逆に,	 ErbB2
のチロシンリン酸化の低下が認められ(*),	 
ErbB2阻害剤のAG825処理によりcleaved 
caspase 8がさらに増加した.	 またHRG(NRG)
刺激により, ErbB2のチロシンリン酸化が増



加し(*), 逆にcleaved caspase 8の低下が認め
られた. これらの反応の際, コントロール
(Co)ではErbB2のリン酸化は維持されており
(*), アポトーシスに陥る細胞も少なかった.	 	 
以上より, TRAILによるアポトーシスを,	 

β4はErbB2のリン酸化を維持することにより
抑制している可能性が示された(図９).	 

 

 
図７. TRAILで誘導したアポトーシスの割合	 
(TUNEL法).	 β4をノックダウンしたクローン
#1,	 #2は,	 アポトーシスが有意に増加した.	 

	  
図８. TRAILで誘導したアポトーシスにおけ
るカスパーゼ経路の検討	 (WB).	 これらのア
ポトーシスはカスパーゼ依存性で,クローン
#1,	 #2で,	 アポトーシス産物であるcleaved 
caspase 8, 9, 6, 7, 3が増加していた.	 

	 

図９.  TRAILで誘導したアポトーシスにおけ

るErbB2の変化	 (WB).	 β4を発現するコントロ
ール(Co)は, ErbB2のチロシンリン酸化を維持
することにより, アポトーシスを抑制した. 
	 
(4) Integrin β4の導入は, ErbB2のリン酸化を増
強させ, in vitroでの増殖の増強およびin vivoに
おける腫瘍増大を導く. 
 我々は次に, β4を発現していないヒト前立腺癌
培養細胞LNcapに対して, vectorに組み込んだ
wild typeのβ4 (WT)およびβ4基質ドメイン部分
の欠損したβ4-1355T (TR)のDNAまたvectorの
みをコントロール(Co)としてトランスフェクシヨンし, 
その影響を検討した. また内因性に発現してい
るerbB2がどのように影響されるのかも検討した. 
図10における各クローンから, Co1, TR2および
WT2を選択し実験に用いた. これらのクローンを
NRGで刺激し, 蛋白を採取してWBで検討する
と, wild type-β4 (WT2)では, control (Co1)や 
β4-1355T (TR2)と比較して, ErbB2のチロシン
リン酸化の増強と,	 ErbB2のチロシンリン酸
化部位に結合するShcのチロシンリン酸化の
増強が認められ(図11左図),	 また増殖能の
増加がみられた(図11右図). 
更に, WT2は,  Co1や TR2と比較して, ヌー
ドマウス皮下におけるin vivoでの腫瘍形成を
有意に増加させ(図12左図),	 形成された腫
瘍は増殖能が高かった(図12右図).	 
以上から,	 β4をノックダウンした結果と同
様に, β4をトランスフェクシヨンして発現させた
場合も, β4は, ErbB2のチロシンリン酸化を増強さ
せて, in vitroにおける増殖またin vivoでの腫瘍
増大に関与していることが判明した.	 

	 

図10. Control vector (Co), truncated β4 (β4- 
1355T, TR)およびwild type-β4 (WT)を導入し
た各クローンの発現の程度	 (WB). 

	 

図11.  NRG刺激時の ErbB2や Shcの変化 
(WB)とin vitroにおける増殖能. Wild type-β4 
(WT2)は, control (Co1)や β4-1355T (TR2)と比
較して, NRG刺激時に, ErbB2のリン酸化の増



強とシグナル下流のShcのリン酸化の増強が
認められ(左図),	 また in vitroでの増殖能の
増加もみられた(右図). 

	 

図12. In vivoでの腫瘍形成能. Wild type-β4を
導入したWT2は,  control (Co1)や β4-1355T 
(TR2)と比較して, ヌードマウス皮下での腫
瘍形成を有意に増加させ(左図),	 その腫瘍
における増殖能を増加させていた(右図).	 	 
 
(5) ヒト前立腺癌組織において,	 integrin β4は高
頻度に発現し, ErbB2やc-Metとの共発現を認め
る. 
我々は次にヒト前立腺癌組織を用いて,	 β4の
発現と, ヒト前立腺癌培養細胞においてβ4との
関連が確認された, ErbB2やc-Metの発現を, 免
疫組織化学染色法を用いて検討した. これらの
分子はいずれも, 正常腺管では二層構造を示
す腺細胞のうち, 基底側の基底細胞に発現して
いた( * , 図13). また正常腺管の周囲に浸潤し
た癌細胞の細胞膜や細胞質に発現していた(図
13). 前立腺癌組織におけるβ4の発現は半数
以上に認められ, β4を発現する癌細胞は, 
ErbB2やc-Metも発現していることが多いことが確
認された. 以上より, ヒト前立腺癌培養細胞で得
られたβ4の役割が, ヒト前立腺癌組織でも働い
ている可能性が示唆された.  
研究成果をまとめると, 本研究から, 前立腺癌
において, β4がErbB2やMetシグナリングと
関わり, 腫瘍の進展を促進するように働いて
いる可能性が示唆された. 

	 

図13.	 前立腺癌組織での,	 免疫組織化学染
色におけるβ4, ErbB2およびc-Metの発現. β4, 
ErbB2およびc-Metは何れも, 正常腺管では , 
二層構造を示す腺細胞のうち, 基底側の基底
細胞に発現し( * ), また周囲に浸潤した癌細胞
の細胞膜や細胞質に発現していた.	 
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