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研究成果の概要（和文）： 扁平上皮癌細胞の発症と進行におけるｐ６３の機能を明らかにする
ため、ＲＮＡ干渉法でｐ６３をノックダウンし、発現プロファイルを解析するとともに、ｐ６

３を誘導するシグナル伝達系と上皮‐間葉転換（EMT）の関連を検討した。その結果、ｐ６３ノ

ックダウンにより上皮細胞特異的に発現する種々の細胞接着因子および分化マーカーの発現が

低下する一方、浸潤癌と関係する遺伝子が発現誘導され、EMT 様の変化がおこることが分かっ

た。また、ＩＫＫαが作用するケラチノサイト特異的なＴＧＦ－β経路によりｐ６３が発現誘
導を受けることを明らかにし、ｐ６３とＩＫＫαの相互活性化とそれぞれの経路での遺伝子発
現制御によって浸潤型への進行が阻止されることが強く示唆された。  
 
研究成果の概要（英文）： To understand the functions of p63 in squamous cell carcinomas 
(SCC) and the malignant progression, we performed gene expression profiling after p63 
silencing in cell lines. Cellular signaling mechanisms that induce p63 and block the 
malignant conversion were also studied. p63-knockdown cells showed loss of varied gene 
expression for epithelial cell adhesion and keratinocyte differentiation. Increases in gene 
expression associated with malignant cancers were also detected, suggesting 
epithelial-mesenchymal transition (EMT)-like events. Furthermore, we determined that 

Np63 is induced by the keratinocyte-specific TGF-  signaling with IKK . The mutual 
induction between p63 and IKK  and the transcriptional control in each system may 
altogether block the gain of invasive phenotype in early phase SCC.  
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１．研究開始当初の背景 
ｐ６３はｐ５３がん抑制遺伝子ファミリー
の１つとして発見され、当初はｐ６３のがん
抑制作用に注目された。しかし、われわれの

研究でも明らかになったように、ｐ６３はｐ
５３の標的であるアポトーシス誘導や細胞
周期停止に関わる遺伝子の発現を誘導する
のではなく、細胞の分化や増殖と関係する
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種々の接着因子の遺伝子を活性化するとい
う新しい概念が広く認められつつあった。      
一方、扁平上皮癌の非浸潤型（高分化型）で
はｐ６３が増強されるが、浸潤癌ではｐ６３
が消失することが臨床研究から知られてい
た。癌の制御におけるｐ６３の果たす役割と
その機構についての分子細胞生物学的な研
究を計画した。 
 
２．研究の目的 
頭頸部扁平上皮癌細胞でｐ６３をノックダ
ウンすると、上皮－間葉転換に関わる遺伝子
発現の変化が起こり、細胞が浸潤能を獲得す
ることを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）siＲＮＡによるｐ６３ノックダウン 
ステージの異なる扁平上皮癌細胞株で
様々な試薬や条件を検討し、ｓｉＲＮＡのト
ランスフェクションによりｐ６３のノック
ダウンを実施した 
（２）遺伝子発現プロファイルの解析 
Agilent 社 Whole Human Genome Array を用
いた解析を Omics 社に依頼した。 
（３）細胞形質の解析 
 増殖（ATP 測定法、軟寒天コロニー法）、浸
潤能（マトリゲル浸潤アッセイ）、細胞周期
の解析（フローサイトメトリー）を行った。 
（５）ｐ６３遺伝子プロモーター領域の解析 
 Luciferase reporter assay を実施し、変
異導入、TGF-β刺激を行った。 
（６）扁平上皮癌組織アレイでの検討 
 市販の癌組織アレイを用いてｐ６３と IKK
αの発現に関して蛍光免疫染色を行った。 
 
４．研究成果 
(1) ｐ６３ノックダウンによる遺伝子発現
プロファイルの変化。p63 ノックダウンによ
る発現低下を↓で、上昇を↑で大まかに表す。
FaDu 細胞での結果を示すが、A431 その他の
細胞でも類似の結果を得た。 
 
《要約》①様々な上皮細胞接着因子の発現が
低下し、非上皮性のものが上昇した。②上皮
特 異 的 中 間 径 細 胞 骨 格 タ ン パ ク 質
cytokeratins、③上皮細胞が産生するマトリ
クスタンパク質、④ケラチノサイトの分化後
期の遺伝子発現が低下した。さらに、③浸潤
癌で見られるメタロプロテイナーゼの上昇
があり⑤上皮成長因子の受容体発現が低下
し、悪性化と関連する膜タンパク質の発現が
上昇した。⑥TGF- /activin-inhibin が 6 倍
以上上昇するとともに、⑦組織発生、特にパ
ターニング因子の発現低下があった。総合し
て、p63 を消失した癌細胞は上皮特異的な接
着因子の遺伝子発現が減弱し、浸潤能と関連
する遺伝子の発現上昇がみられた。 

 
①細胞接着因子 
 CLDN1 (Claudin１, cell-cell)  ↓ 
 NECL1 (nectin, cell-cell) ↓ 
 BCAM（laminin receptor）↓ 
CEACAM1 (cell-cell)↓ 
PCDHA8 (protocadherin alpha 8)↓ 
BPAG1/COL17A1(hemidesmosome) ↓ 
DSM3 (Desmoglein 3, desmosome) ↓ 
 ITGB2 (CD18, leukocyte adhesion) ↑ 
MUC1, 4 (Mucin) ↑ 
②細胞骨格 (keratin) 
  KRT23, KRT16, KER17 ↓ 
KRT5, KRT14,KRT10  ↓ 
③細胞外マトリクス 
Laminin5  ↓ 
 TNXB (tenascin XB) ↓ 
④表皮細胞分化 
 TGM3(transglutaminase)  ↓ 
 LCE5A（late cornified envelope）↓ 
  CSTA(cystatin A, cornified envelope)↓ 
⑤マトリクス・メタロプロテイナーゼ 
MMP7 (Matrix metalloproteinase-7) ↑ 
TIMP2 (MMP inhibitor 2) ↑ 
⑥膜タンパク質(受容体など) 
 EGF－R (EGF receptor)↓ 
NGFR （NGF receptor）↓ 
PARRES１(Retinoic acid responder)↑ 
 PZDK1IP1 （上皮癌の悪性化と関連）↑ 
⑦TGF-β経路 
  BMP8A (BMP-8a)↓ 
 INHBB（Inhibin  B）↑ 
  TGFB2 (TGF- 2)   ↑ 
⑧組織発生制御 
HOXA3, WNT6, JAG2↓ 
⑨p53 標的遺伝子 
 GADD4A, BAX ↓ 
TP53INP1, TP53I11(PIG11) ↑  
  
(2)浸潤能、増殖能 
p63 ノックダウンにより、扁平上皮癌細胞は
浸潤能を獲得・増強することが、マトリゲ
ル・メンブレン通過により確認された。しか
し、浸潤癌が示す増殖能が増強されたのでは
なく、G1期停止が観察された。非浸潤癌にお
いてp63は細胞増殖能の維持とケラチノサイ
ト分化の両方に重要であると考えられた。 
 
(3)ｐ６３の発現誘導機構と浸潤の抑制 
p63 の Np63 の遺伝子発現が新規に同定され
た Smad2 と IKK を介するケラチノサイト特
異的な TGF- シグナルで誘導されることを明
らかにした。細胞生物学的解析や扁平上皮癌
組織アレイの解析によって、この誘導経路は
p63 が高発現する高分化型(非浸潤)癌で機能
しており、それにより IKK と p63 の相互活性
化が成立すると考えられた。 



 

 

図. p63 による細胞接着因子の遺伝子発現誘
導と浸潤の抑制： 上述(1)－(3)の結果を総合し、
高分化型扁平上皮癌での p63 の発現誘導と、
p63-IKK 間の相互活性化、およびp63による細
胞接着因子の誘導機能によりEMTが抑制され、
浸潤型への進行が阻害されると推定された。
（Fukunishi N. et al. Neoplasia, 12:969, 2010） 
 
(総合) 意義、国際的な注目度、今後の発展 
①意義および国際的な注目度 
・扁平上皮癌における p63 の役割のうち、上
皮形質を維持する機能が、遺伝子発現プロフ
ァイルにより鮮明にされた。これまでの知見
を確認されるとともに、未報告の遺伝子群へ
の影響が示唆された。 
・p63 と TGF- シグナル経路との相互作用を
世界で初めて明らかにした。 
・論文のデータベース以外にも、使用した抗
体の reference や、遺伝子データベースにも
掲載された。外国から使用したプラスミドの
請求があった。 
②今後の発展 
・p63 ノックダウンで発現上昇する多数の遺
伝子の中に -catenin 標的遺伝子が含まれて
いた。すなわち、p63 は -catenin による発
現誘導を抑制する可能性が示唆された。われ
われの同時進行の研究で、 Np63 は GSK-3 の
リン酸化に影響するという結果が得られて
いる。核内での Np63 による -catenin 制御
について研究を発展させる。 
・また、細胞株の由来や癌のステージによっ
て p63ノックダウンで影響される遺伝子発現
が必ずしも同一ではなかったが、そのことは
大変興味深い。扁平上皮癌の進行と p63 関与
する遺伝子発現制御およびシグナル伝達反
応の変化について研究を進める。 
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