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研究成果の概要（和文）： beta-catenin の細胞内集積は、TCF/Lef の転写活性の亢進を引き起

こし、Rho family 分子である Cdc42 と Rac の活性化とアクチン細胞骨格の再構成によって、口

腔扁平上皮癌細胞の遊走能を増強させた。この遊走能の亢進に Wnt5a が関与している可能性が

あり、 beta-catenin 経路と PCP 経路を結びつける因子の一つとして予想された。

研究成果の概要（英文）： Aberrant cytoplasmic accumulation of beta-catenin can induce 
TCF/Lef-mediated transcriptional activity and enhance the migration of OSCC through the 
elevation of active Rho family, Cdc42 and Rac, and the rearrangement of actin filaments. 
Wnt5a may be involved in this enhancement of migration in OSCC , and be one of factors 
to link beta-catenin pathway with PCP pathway. 
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１．研究開始当初の背景

Wnt シグナル伝達経路は生物種を超えて広

く保存されており、個体の初期発生や細胞の

増殖、分化を制御し、様々な生命現象に重要

な役割を示している。Wnt シグナル伝達経路

(Fig 1)には、beta-catenin の細胞内蓄積を

介して転写制御する beta-catenin 経路、低

分子量 G 蛋白質である Rho family を介して

平面内細胞極性 (planner cell polarity)を

制御する PCP 経路、3 量体 G 蛋白質を介して

Ca2 ＋の動員をひき起こし、PKC (protein 

kinase C)や CaMKⅡ(Ca2＋/calmodulin 

-dependent protein kinase Ⅱ)などを活

性化する Ca2＋経路が存在する。 

Wnt シグナルの破綻は発癌と深い関連があ

ることが判明してきた。beta-catenin は細胞

膜に存在する E-cadherin の裏打ち蛋白とし

て細胞膜付近に局在するが、多くの癌細胞に

おいて Wmtシグナル等により安定化し細胞質
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内に蓄積し核内へ移行する。Wnt 非存在下で

は beta-catenin は APC、Axin、GSK-3βなど

と複合体を形成し、GSK-3βによりリン酸化

されユビキチン化を受け分解される。大腸癌

や肝癌などでは beta-catenin、APC、Axin の

遺伝子変異により複合体を形成することが

できなくなり、GSK-3βによる beta-catenin

の リ ン 酸 化 が 抑 制 さ れ 、 そ の 結 果

beta-catenin が安定化し細胞質内に集積、さ

らに核内へ移行、転写因子 TCF/Lef と結合し、

cyclinD1やc-myc等の標的遺伝子の転写を亢

進して発癌に関与するとされている。また、

Wnt シグナルの PCP 経路を介して、細胞内の

RhoAやRacなどを活性化させることによって、

細胞運動に影響を及ぼすことが判明してき

た。低分子量 G 蛋白質の Rho family (Rho、

Rac、Cdc42)がアクチンの再構成を制御して

細胞形態の維持、細胞接着、細胞運動に関与

することが解明されつつある。すなわち、Wnt

シグナル伝達系の異常が、癌細胞の周囲組織

へ浸潤し、転移を引き起こす性質に深く関わ

っている可能性が高いと考えられる。 
口腔扁平上皮癌においても、beta-catenin

の細胞質、核への集積が認められることが、

我々の研究グループを含め報告されるよう

になってきた。さらに、口腔扁平上皮癌の浸

潤部位において特に beta-catenin の細胞質

及び核への集積が見られる事実が報告され

ている。 

我々はヒト口腔扁平上皮癌組織について、大

腸癌などでいわれるように、口腔扁平上皮癌

において beta-catenin の細胞内集積を起こ

す主な原因が、beta-catenin、APC、Axin の

遺伝子変異に起因するのかを調べたが、各因

子に遺伝子変異が見られることは少ないこ

とを報告した。さらに研究代表者らは、口腔

扁平上皮癌細胞における beta-catenin の細

胞内集積の役割について明らかにするため

に、beta-catenin が細胞膜にのみ限局する口

腔扁平上皮癌細胞株に beta-catenin がリン

酸化を受ける部位である Exon3を欠失させた

変異型beta-catenin遺伝子をTet off system

を 使 っ て 遺 伝 子 導 入 し 発 現 さ せ 、

beta-catenin の細胞質や核へ集積を認める

複数の細胞株を樹立した。そして、それら細

胞株の細胞生物学的特性について解析した

と こ ろ 、 細 胞 形 態 が 紡 錘 形 と な り 、

E-cadherin の局在に変化がみられ、EMT 

(epithelial-mesenchymal transition)が認

められた。さらに遊走能、浸潤能が亢進し、

TCF/Lef の転写活性が増強し、beta-catenin

経路の標的遺伝子である MMP7 の遺伝子発現

が上昇した。さらに細胞運動に関与する Rac、

Cdc42 の活性化が起き、細胞骨格の再構成が

認められることが明らかになった 。 

２．研究の目的

口腔癌の治療において、浸潤と転移を制御
することが重要である。Wnt シグナル伝達経
路の中心となるのが beta-catenin 経路であ
る。大腸癌を始め多くの癌でこの経路の恒常
的な活性化が癌化に寄与すると考えられて
いる。一方、近年、beta-catenin 経路の標的
遺伝子として、細胞の運動や浸潤に関わる遺
伝子が報告されている。本研究の目的は、口
腔扁平上皮癌における Wnt/beta-catenin 経
路と浸潤や転移との関連性を解析し、Wnt シ
グナルをターゲットとした新たな分子標的
治療の開発を目指すものである。 

３．研究の方法

細胞は beta-catenin が細胞膜にのみ局在
する Ca9-22 とこの細胞に変異型 beta- 
catenin を遺伝子導入し、細胞質及び核に
beta-cateninが集積するC1、C5を使用した。 
細胞遊走能は transwell chamber assay、
wound healing assay で、TCF/Lef の転写活
性は luciferase reporter gene assay で、
Rho family 分子の活性化は Rho family 
GTPase activation assay で評価した。遺伝
子の発現を定量 PCR と半定量 RT-PCR で測定
した。細胞蛍光免疫染色を行い、共焦点顕微
鏡にて観察した。Rho family 分子の阻害剤 
C.difficile Toxin B、recombinant wnt5a、
Wnt シグナルの阻害剤 sFRP2 を作用させあ
ｗ、細胞遊走能を測定した。 

４．研究成果 

Rho family 分子の阻害剤 C.difficile 
toxin Bを使用して、transwell chamber assay
を行ったところ、C1、C5 の遊走能の亢進が抑
制された。 

Dominant negative Tcf4 を遺伝子導入し、
C1、C5 の TCF/Lef の転写活性は抑制すると、
C1、C5 の遊走能の亢進は減弱し、細胞形態は
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丸みを帯び、ストレスファイバーの伸展が抑
制された。 

以上より、beta-catenin の細胞内集積による
遊走能の亢進はbeta-catenin経路のTCF/Lef
の転写活性化と PCP 経路の Rho family 分子
の活性化が寄与していることが明らかとな
った。 
これまでに beta-catenin 経路と PCP 経路

にクロストークがあることは報告されてい
ない。そこで beta-catenin の細胞内集積に
より Wnt 自身の発現が増強し、frizzeled や
LRP5/6 を介した経路から Rho family の活性
化が起きた可能性を検討するために C1、C5 
における各 Wnt の発現を半定量 RT-PCR で検
討したところ、Ca9-22 に比して Wnt5a の発現
増強が認められた。また C1、C5 にドキシサ
イクリンを作用させ、変異型 beta-catenin
遺伝子の発現を抑制すると、Wnt5a の発現量
は減少した。 

細胞蛍光免疫染色でもC1、C5におけるWnt5a
の発現が亢進し、ドキシサイクリンを作用さ
せると、その発現は抑制された。 

以上より C1、C5 では Wnt5a の発現が増強し
ていることが明らかとなった。このWnt5aは、
Frizzled から Dvlへのシグナルを介して PCP
経路や PKC 経路を活性化し、胃癌細胞の遊走
能を亢進させることが報告されている。そこ
で Wnt5a が C1、C5 の遊走能の亢進に関与し
ているかを検討するために、Ca9-22、C1、C5
に rWnt5a を作用させ、transwell  chamber 
assay を行ったところ、Ca9-22 は rWnt5a の
濃度依存性に遊走能が亢進したが、C1、C5 で
は遊走能の亢進は認められなかった。 
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さらに Wnt シグナルの阻害剤である sFRP2 を
作用させ transwell chamber assay を行った
ところ、rWnt5a の作用によって亢進した
Ca9-22 の遊走能は抑制された。同様にｓFRP2
は C5 の遊走能を抑制する傾向を示した。 

つまり、beta-catenin の細胞内集積は
beta-catenin経路のTCF/Lefの転写活性化と
PCP 経路の Rho family 分子の活性化を引き起
こし、口腔扁平上皮癌の遊走能を亢進させた。
Wnt5a は、この遊走能の亢進に関与し、2 つ
の経路を結びつける可能性の因子の一つで
あることが予想された。 
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