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研究成果の概要（和文）：マウス前立腺がん幹細胞における, インテグリンβ4(以下β4)/ErbB2/c-Metシグナリ
ングによる自己複製能の増強が, ヒトでも同様なのかなどの解明のため, がん幹細胞の性質を示すヒト前立腺癌
細胞を用いて検討した. β4-KO細胞において. また, EGFR/ErbB2阻害剤やMet阻害剤によりsphere形成が抑制さ
れた. また, β4-ControlやKO細胞のErbB2/c-Metシグナリングを活性化させDNAマイクロアレイを施行し,  β4
存在下でのc-Metの活性化が, 幹細胞の多能性に関する遺伝子の発現上昇を導いた. 以上よりヒトでもβ4が前立
腺がん幹細胞に影響を与えていた.

研究成果の概要（英文）：To clarify whether Integrin β4(β4)/ErbB2/c-Met signaling work to increase 
the self renewal of human prostate cancer stem cells as same as the mechanism of the signaling of 
mouse, we performed sphere formation assay with human prostate cancer cell which shows some 
abilities as stem cells. β4 knock out (KO), inhibitors of EGFR/ErbB2 or Met signaling induced a 
decrease of sphere formation in dose dependent manner. DNA microarray of β4-Control and β4-KO 
cells with activation of ErbB2/c-Met signaling by each ligand revealed that Met activation induced 
the increased expression of the signaling pathway regulating pluripotency of stem cells and β4 is 
necessary for this increase. These results indicate that β4 influences on human prostate stem cells
 as same as on those of mouse.

研究分野：人体病理学, 実験病理学
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１．研究開始当初の背景 

 インテグリン4(以下4)は，前立腺正常腺管
では基底膜に接する基底細胞に発現してお
り，基底膜の成分のひとつであるラミニン 5
をリガンドとし，接着に働くと共に, ラミニ
ン 5との結合により，4のC末側に存在する
シグナルドメインは Src family kinaseにより
活性化され，アダプター蛋白の Shcが結合し
て，Rasや PI3-Kを活性化して下流にシグナ
ルを伝えていく(Mainiero et al., EMBO J. 
1997; 16: 2365-75). 4は，前立腺上皮細胞の
腫瘍化に従い，PIN (prostatic intraepitherial 
neoplasia)から浸潤癌，また転移巣において
その発現の上昇が認められ，特に浸潤癌では，
Gleasonスコアの高い癌細胞や除睾抵抗性癌
細胞など，悪性度の高い癌細胞に発現が認め
られる． 

研究代表者は, 2008-2010年まで, 科学研究
費・基盤 C(一般)のサポートのもと，研究代
表者として「ヒト前立腺癌におけるインテグ
リンbeta4 (4)の発現とその意義」を検討し，
ヒト前立腺癌細胞 DU145の4を sh-RNAで
ノックダウンさせた4-KO細胞は，Control
細胞に比べて，1) in vitroでの増殖能の有意な
低下やアポトーシスの有意な上昇，また in 
vivoでのヌードマウスへの腫瘍形成能の有意
な低下が認められたこと．2) Neuregulin 
(NRG)やHepatocyte growth factor (HGF)で
刺激した際に，ErbB2や c-Metのチロシンリ
ン酸化が抑制され，in vitroでの増殖能や浸潤
能の有意な低下がみられたこと．3) また，
ErbB2や c-Metは，ヒト前立腺組織では，正
常腺管の基底細胞に発現し，腫瘍細胞で発現
が上昇するなど，発現の局在や強度において
4と相関し，統計学的に有意差が認められた
ことを報告した．     

その後，前立腺癌発症マウス(PB-TAgマウ
ス)に，4のシグナルドメインを欠損させた
4-1355Tマウスを掛け合わせて，PB-TAg- 
4-1355Tマウスを作製して検討を加え，最終
的に，1) 4はマウス前立腺がん幹細胞に発現
し，がん幹細胞の自己複製能や二次腫瘍形成
能を増強させて，前立腺の腫瘍発生を促進さ
せること．2) これらマウス前立腺がん幹細胞
の形質の増強は，4が，がん幹細胞に同様に
発現する受容体型チロシンキナーゼである
ErbB2や c-Metの活性化を促進し，下流の
AKTや Extracellular Signal-regulated Kinase 
(ERK)に繋がるシグナルを活性化することで
導かれていることなどを確認し報告した 
(Yoshioka et al., J. Clin. Invest, 2013)． 

 
２．研究の目的 
がん幹細胞は，自己複製能や二次腫瘍形成
能により特徴づけられ，化学療法などの治療

に抵抗性であることから，再発癌の多くが，
がん幹細胞に由来する可能性が指摘されて
い る  (Sawyers CL. Nature. 2004; 432: 
294-297). 研究代表者らは，インテグリン4 
(以下4)が , 前立腺がん幹細胞に発現し，
ErbB2や c-Metの活性化を促進して，がん幹
細胞の自己複製能を増強させることで腫瘍
発生を促進することを, 腫瘍発生マウスを用
いた実験系で証明し報告した． 
本研究では，ヒトにおいてもマウスと同様
の 機 序 が 働 い て い る の か を , こ の
4/ErbB2/c-Met シグナリングに着目し，   
1) ヒトの前立腺がん幹細胞における，
4/ErbB2/c-Met シグナリングの役割の解明
とそのメカニズムについての検討を行なう．  
前立腺幹細胞に発現するマーカーとしては，
マウスで発現する Sca1 や6 インテグリン
(6)が，またヒトでは CD44や CD133などが
報告されている．6 は4 とヘテロダイマー
を形成し64として働く. 我々は4が，がん
幹細胞マーカーとしてのみならず，これらに
機能的に働くことを報告したが，4と他のが
ん幹細胞マーカーとの関係については検討し
ていない.  

C-Metと ErbB2を発現するヒト前立腺癌細
胞DU145は，HGFで刺激して活性化すると，
幹細胞のマーカーの6，CD44 や SOX9 など
の発現上昇が認められ，幹細胞様の形質を示
すとの報告がある(Van Leenders et al., PLoS 
ONE 2011; 6: e26753)． DU145細胞の4を
sh-RNAでノックダウンすると，HGFで刺激
しても c-Met の活性化が抑制され，増殖, 浸
潤また腫瘍形成能が抑制されることから，4
の抑制により，他のがん幹細胞のマーカーの
発現や形質発現が抑制される可能性がある. 
そこで, 2) 前立腺がん幹細胞マーカーである
4が，他のがん幹細胞マーカーに影響を及ぼ
している可能性の有無についても検討を行な
う． 

 
３．研究の方法 
  本研究では目的を達成するために, 以下
の方法で検討を加える． 

1) 前 立 腺 が ん 幹 細 胞 に お け る ，
4/ErbB2/c-Metシグナリングの解明とそ
のメカニズムについての検討 

我々は前述のように，4 が, がん幹細胞に
発現する ErbB2 や c-Met の活性化を促進し, 
その下流の AKTや ERKに繋がるシグナルを
活性化することを示したが，最終的にどのよ
うなシグナルを介して，またどのようなメカ
ニズムでがん幹細胞の自己複製能や二次腫瘍
形成能を増強させるのか明らかにしていない．
この点を明らかにするために, ヒト前立腺癌
細胞 DU145の4を sh-RNAでノックダウン
させた4-KO細胞やControl細胞を, ErbB2や
c-Metの活性化を促進するNRGや HGFで刺
激して, DNA マイクロアレイを用いて検討
を加えるとともに, これらの細胞に自己複製
能をみる sphere formation assayを行い, シ



グナルの阻害剤を用いた実験を行なうなどし
て, 検討を進める． 

2) 4 と関連するがん幹細胞のマーカーの検
索とその相互関係の検討  

上述の DU145の4を sh-RNAでノックダ
ウンさせた4-KO 細胞や Control 細胞を, 
ErbB2 や c-Met の活性化を促進する NRG や 
HGF で刺激して, DNA マイクロアレイを用
いた検索を行なうことから, 検討を進めてい
く． 
 
４．研究成果 
研究に用いたアンドロゲン非依存性のヒ
ト前立腺癌細胞 DU145 は, 図 1 に示すよう
に, いくつかの前立腺癌培養細胞の中では, 
4また ErbB2, ErbB3, EGF-Rおよび c-Metを
全て発現している. また, DU145は, がん幹
細胞としての性質を持っている点の報告も
多いことから, この DU145 をがん幹細胞と
して, 以下の実験に用いた. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. DU145および他の前立腺癌細胞におけ
る4や EGF-Rファミリーおよび c-Metの発
現の比較. DU145 は ErbB2 や ErbB3 および
c-Metを強く発現している. 
 
(1) 4/ErbB2/c-Met シグナリングは, ヒト
がん幹細胞の自己複製能に影響している. 
 DU145 の4 を sh-RNA でノックダウンさ
せた4-KO 細胞や Control 細胞を, sphere 
formation assay を行い, がん幹細胞としての
自己複製能への影響を検討したところ, Control
細胞では多くの成熟した sphere を形成した
が , 4-KO 細胞 (sh-4, No.1, No.2)では, 
sphereを形成できなかった (図 2).  
 以上より, 4はヒトがん幹細胞の自己複製
能に影響していることが示された.  
次に, 4 を発現している DU145 細胞を, 

EGFR/ErbB2 inhibitorの Lapatinib (DMSO, 
1 m, 2 m, 3 m)を用いて  sphere 
formation assayを行なったところ,濃度依
存性に sphere の形成が, 大きさおよび数
において抑制された(図 3). 

  この結果から, ErbB2 シグナリングはヒ
ト前立腺がん幹細胞の自己複製能に影響し
ていることが示された. 

 
図 2. 4の Control-shRNA (Control)及び 2
種類の4-shRNA (sh-4; No.1, No. 2)におけ
る Sphere formation assay. Cntrolは多くの
成熟した sphereを形成できるが, sh-4は
形成できない. 

図 3. Lapatinib (EGFR/ErbB2 inhibitor)によ
る,DU145の sphere形成能の濃度依存性の低
下. 大きさや数の減少が認められた. 
 
 次に,DU145 細胞に対して,Met inhibitor
の Crizotinib (DMSO, 1 m, 2 m, 3 m) を
用いて sphere formation assayを行なった
ところ, sphereの形成が濃度依存性に大き
さおよび数において抑制が認められた. 
以上から, Met シグナリングもヒト前立
腺がん幹細胞の自己複製能に影響している
ことが示された.   
 これらの sphere formation assayの結果
と, 我々が既に報告している, 4 が, がん
幹細胞に発現する ErbB2や c-Metの活性化を
促進し, その下流の AKTや ERKに繋がるシ
グナルを活性化する点も考慮し, 4/ErbB2/ 
c-Met シグナリングが, ヒトがん幹細胞の自
己複製能に影響していることが確認された. 
 次に, DU145 の4 を sh-RNA でノックダ
ウンさせた4-KO細胞や Control細胞におい
て, 未刺激群と NRG刺激群や HGF刺激群を
作製し, DNA マイクロアレイを行い検討し
た. ヒト乳癌においては，ErbB2 は AKT
を介してWntシグナリングを活性化し，が
ん幹細胞の自己複製能に影響するとの報告
がある(Korkaya et al., PLoS Biol. 2009; 7: 
e1000121)．また c-Metは，肝細胞癌や大腸
癌において，同様にWntシグナリングを活
性化してがん幹細胞に影響するとの報告が
ある(Vermeulen et al., Nat Cell Biol. 2010; 
12: 468-76)． 
 上述の DNAマイクロアレイにおいて, パ
スウエイ解析したところ, Control細胞(4正

 

 

 



常)では, 未刺激群において, 4-KO 細胞に
比較して , Cytokine-Cytokine interaction, 
Cell adhesion molecule, JAK-STAT, 
PI3K-Akt, Ras シグナリングなどのパスウェ
イの有意な上昇が認められた. また, NRG
刺激群では, 上述に加えて, Focal adhesion
や ECM-receptor interactionの上昇を, HGF
刺激群では, Toll-like receptor interaction, 
TGF-シグナリング及び signaling pathway 
regulating pluripotency of stem cells (幹細
胞の多能性を制御するシグナリング)などの
パスウェイの有意な上昇が認められた(表
1).                        

 今回の検討では, Aktの上昇は認められた
が, いずれの群でもWntシグナリングの上
昇は認められなかった.  
 これらの DNAマイクロアレイの結果から, 
インテグリン4 の影響により多数のシグナ
リングパスウェイが動いているのが確認さ
れたが, これらのシグナリングのどれが, 
4/ErbB2/c-Met シグナリングから最も影響
を受けている最終シグナリングかの結論に
は至らなかった. 
 
(2) Met 活性下において, 4 はがん幹細胞に
関与するいくつかの因子の発現を上昇させる  
上述の DNA マイクロアレイの結果から
は, Control 細胞(4 正常)では, 4-KO 細胞
に比較して, HGF刺激群において, signaling 
pathway regulating pluripotency of stem 
cells (幹細胞の多能性を制御するシグナリン
グ)のパスウェイの有意な上昇が認められた
(表 1). 
これらの結果から, インテグリン4 存在
下において, HGF 刺激により Met が活性化
された状態では, がん幹細胞の多能性に関
与するいくつかのパスウェイが動いている
ことが確認された. 以上から, DU145におけ
る, Met の活性化に伴うがん幹細胞に関与す
るいくつかの因子の発現には, 4が必要であ
り,前立腺がん幹細胞に影響を与えているい
くつかのシグナリングやパスウェイに, 4が
影響を与えていることが確認された.   
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