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研究成果の概要（和文）：本研究では、pp32の性質を検討し、口腔がん細胞でpp32の発現を調節することにより、口腔
がんの治療を行うための基礎的研究を行った。口腔がん細胞にpp32を強制発現させると細胞の足場非依存性増殖能が低
下した。pp32をノックダウンすると、ARE-mRNAの核外輸送・安定化が停止し、足場非依存性増殖能が上昇した。
これらの結果は、pp32の発現ががん細胞の悪性化を減弱することを示しており、pp32の発現によるがんの治療の可能性
を示している。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the features of pp32 in order to develop the cancer the
rapy utilizing the control of pp32 expression in oral cancer cells. Over-expression of pp32 down-regulated
 the anchorage-independent growth activity of oral cancer cells. On the other hand, the knock-down of pp32
 inhibited the export and stabilization of ARE-mRNA and conferred the anchorage-independent growth ability
 for oral cancer cells. 
These results indicate that the pp32 expression changes the features of oral cancer cells and that the pos
sibility of the cancer therapy using pp32 over-expression.
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１．研究開始当初の背景 

近年、ポストゲノム時代を向え、mRNAの輸

送・安定化に関して重要な役割を果たすタン

パクが数多く見出されている。AU(アデニ

ン・ウラシル)-rich element (ARE)はc-fos、

c-mycなど細胞の増殖に関わる遺伝子のmRNA

に存在するAU-richな領域で、AREを持つmRNA

は合成後すぐに分解されるが、heat shockな

どの刺激が細胞に加わると、AREにHuR、pp32

及び核外輸送タンパク CRM1が結合し、

ARE-mRNAをCRM1依存的に、一過性に、核外に

輸送し安定化する。最近、アデノウイルスの

発がんタンパクE4orf6が、ARE-mRNAを強制的

かつ恒常的に核外に輸送・安定化し、細胞が

ん化に寄与していることが明らかになった。

また、口腔がん細胞でもARE-mRNAが核外に輸

送・安定化していることが突き止められ、HuR

の核外輸送が口腔がんのマーカーになりう

ることも示された。 

その後、pp32 についても解析を進められた。

当初、我々は p32 が ARE-mRNA の核外輸送を

促進すると考え、予備実験で pp32 をノック

ダウンしたが、ARE-mRNA の核外輸送はむしろ

促進され、pp32 が ARE-mRNA を核内に閉じ込

めた。従って、pp32 は ARE-mRNA や HuR など

を核内に留めるのが本来の機能であり、pp32

を強発現させるとがん形質が消失すると考

えられる。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、pp32 の性質を検討し、

口腔がん細胞で pp32を強発現させることに

より、口腔がんの治療を行うための基礎的研

究を行うことである。 

 
３．研究の方法 

pp32を発現またはノックダウンした口腔

がん細胞が、soft-agar でコロニーを形成す

るか、また ARE-mRNAの核外輸送や安定化が

影響を受けるか検討した。 

（１）pp32発現ベクターの構築 

pp32および pp32r1遺伝子を Ori-gene者か

ら購入し、それぞれの遺伝子を PCR 法で増幅

し、pcDNA3 プラスミドに挿入し、それぞれの

発現ベクターを作成した。 

（２）発現ベクターの細胞への導入 

（１）で作成したプラスミドベクターをト

ランスフェクション試薬（HyliMax）を用い

て各細胞に導入した。 

（３）コロニー形成能の検討 

pp32 の発現が確認された細胞のがん形質

を確認する目的で、soft-agar 中でコロニー

を形成するかどうか検討した。この方法によ

り、pp32を強発現した細胞の足場依存性増殖

を確認した。 

（４）ARE-mRNA の輸送・安定化の確認 

pp32 のノックダウンを行い、ARE-mRNA の

輸送や安定化を確認した。まず、in situ 

hybridization法を用いて ARE-mRNAを染色す

ることにより、細胞質側に輸送されているか

確認した。また ARE-mRNA の安定化に関して

は、ARE-mRNA の蓄積量を定量性 real-time 

RT-PCR法で検討した。 

 

４． 研究成果 

（１）pp32ファミリーの発現ベクターの作成 

作成した発現ベクターを HSC-3などの口腔

がん細胞に導入し、実際に各タンパクが発現

されるかウエスタン法で確認した。 

（２）pp32の口腔がんにおける役割 

pp32 ががん細胞の形質に影響するか検討

するため、口腔がん細胞である SAS 細胞に発

現ベクターを導入し、それぞれの細胞を軟寒

天中で培養しそれらの変化を検討した。その

結果、pp32 を発現した細胞は、空ベクターを

導入したコントロール細胞に比べて軟寒天

中でのコロニーが顕著に小さくなり（図１）、

pp32 はがん細胞の持つ足場非依存性増殖能

を減弱する機能を持つことが証明された。 

図１ 

 

（３）pp32ノックダウン 

pp32 の機能をさらに詳細に検討するため

に、pp32の siRNAを導入しノックダウン（pp32 

KD）を行い、そのがん細胞の性質を確認した。

その結果、pp32 KD 細胞では細胞質で発現す

る HuR量が増加した（図２）。 

 

 

 



 

 

 

 

 

図２ 

 

また、pp32 KD細胞では ARE-mRNA が核外に

輸送され（図３）、HeLa、PC3 細胞などを用い

た検討では、c-fos、c-myc、COX2 などの

ARE-mRNA の蓄積が増加した（図４）。さらに、

pp32 KD 細胞は、軟寒天中でコントロールよ

り多くのコロニーを形成することがわかっ

た（図５）。これらの結果は、pp32 のノック

ダウンはがん細胞の悪性形質を増強するこ

とを示唆している。 

 

 

 

 

 

図３ 

 

 

 

 

 

 

図４ 

 

 

 

 

 

 

 

図５ 

 

以上の検討より pp32 はがん細胞の悪性形

質に深く関わっていることが明らかになっ

た。pp32の発現量が尐ない場合はがん細胞の

悪性形質は増強することが考えられ、従って、

pp32 の強発現はがんの性質を減弱させるこ

とに重要で、pp32はがん治療のための良好な

標的であると結論づけられる。 
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