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研究成果の概要（和文）：単量体のβ6蛋白は翻訳後，細胞質内のプロテアソームにより分解されると考えられた．し
かし，β6はαvと二量体を形成することで，ユビキチン/プロテアソーム系による分解を受けず，安定発現していると
推測された．
αvβ6の発現により，いずれの細胞外基質蛋白上での細胞増殖能は影響を受けなかったが，ラミニン以外の細胞外基質
蛋白上での細胞遊走能が低下していた．蛋白分解活性に与える影響を検討すると，いずれの細胞外基質蛋白上でも上清
中のMMP-9活性は低下したが，ウロキナーゼ活性は影響を受けなかった．ヌードマウスによる造腫瘍能に与える影響に
ついて検討すると，αvβ6の発現により形成腫瘍の体積は抑制されていた．

研究成果の概要（英文）：After β6 protein monomers translation, it was believed to be degraded by the 
proteasome in the cytoplasm.However, β6 is by forming an αv and dimer, is not subject to degradation by 
the ubiquitin / proteasome system, was estimated to be stable expression.
Expression of integrin αvβ6, cell proliferation on any extracellular matrix proteins was not 
affected.However, cell migration capacity was reduced on extracellular matrix proteins other than 
laminin.When examined the effect on proteolytic activity of the integrin αvβ6, the MMP-9 activity on 
all of the extracellular matrix proteins was reduced. However, urokinase activity was not 
affected.Results of investigation of effect on tumorigenicity, the volume of the tumor formed in nude 
mice was suppressed by the expression of the integrin αvβ6.

研究分野： 口腔外科
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１．研究開始当初の背景 
インテグリンは細胞外基質蛋白との接着分
子として機能しているだけでなく，様々なシ
グナル伝達を調節し，器官発生や組織分化に
おいても重要な役割を担っていることが知
られている。本代表研究者は，扁平上皮癌細
胞において，インテグリンβ8がユビキチン/
プロテアソーム系で分解されることを見出
してきた。インテグリンβ8 同様，インテグ
リンαv を唯一のカウンターパートとする
インテグリンβ6 の口腔扁平上皮癌における
修飾機構と機能は未だ不明な点が多い。蛋白
翻訳後修飾を解析することで，その発現を制
御し増殖，転移における役割を解析できると
予想された。 
 
２．研究の目的 
本研究では，インテグリンβ6 の蛋白翻訳後
修飾とその機能解析を行うことで，口腔扁平
上皮癌の機能制御標的となりうるかを検証
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(１)口腔扁平上皮癌におけるインテグリン
β6 の翻訳後修飾の解析と，αv との二量体
形成のβ6 の安定化に与える影響についての
検討 
①テトラサイクリン発現誘導システムを用
いたインテグリンβ6の一過性発現系の構築 
インテグリンβ6 蛋白の一過性発現のために，
扁平上皮癌細胞に T-REx™ System (Life 
Technologies Corporation) にてテトラサイ
クリン (Tet) 発現誘導システムを構築，SCC
β6TO を作製した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
②インテグリンβ6 の転写後および翻訳後修
飾の解析 
テトラサイクリン(Tet)存在下（1μg/ml）ま
たは Tet 除去, 経時的に培養した SCCβ6TO 
のβ6蛋白，β6mRNA 発現を Western blot 法
及び RT-PCR 法にて解析した。 

③インテグリンβ6 の蛋白翻訳後修飾に対す
る各種プロテアーゼ阻害剤の影響について
の検討 
Tet(1μg/ml)処理により SCCβ6TO にβ6 蛋
白発現を誘導した後，さらにリソソーム阻害
剤 pepstatinA,カルパイン阻害剤 ALLN，ある
いはプロテアソーム阻害剤 MG132 または 
lactacystin を添加した Tet を含まない培
地で 24 時間培養し，β6 蛋白の発現を
Western Blot 法で解析した。 
 
④インテグリンαv が，β6 蛋白発現に与え
る影響についての検討 
インテグリンαv 発現ベクターpCI-neo/αv 
を構築，pCI-neo/αv を SCCβ6TO へ遺伝子
導入し SCCαv/β6TO を作製した。 
 
⑤共免疫沈降法によるインテグリンαv と
β6 の複合体形成についての検討 
Tet(1μg/ml)で 24 時間処理した SCCαv/β
6TO の cell lysate を，抗αv 抗体で免疫沈
降した標品に対し，抗β6 抗体または抗αv 
抗体を用いて Western blot を行った。 
 
⑥インテグリンβ6 の蛋白翻訳後修飾に対
するインテグリンαv の影響 
SCCβ6TO 及び SCCαv/β6TO を Tet(1μ
g/ml)24 時間処理後，Tet 非存在下で培養し
た際のβ6 蛋白の経時的変化をWestern blot 
法にて解析した。 
 
(２) インテグリンαvβ6 の扁平上皮癌細胞
の浸潤・増殖における機能解析 
①細胞外基質蛋白上での細胞増殖能の検討 
5 X 103 個の SCCαv/β6TO を，各種細胞外
基質蛋白でコートした培養皿上で，Tet(1μ
g/ml)存在下（Tet(+)）あるいは非存在下
（Tet(-)）で，5 日間無血清培養した後，増
殖細胞数を算定した。 
 
②Boyden chamber の変法による細胞外基質
蛋白上での細胞運動能の検討 
メンブランを各種細胞外基質蛋白でコート
したケモタキセルの上室に，3 X 105 個の SCC
αv/β6TO を加え， Tet(+)あるいは非存在
下 Tet(-)で 24 時間培養後，メンブラン下面 
に遊走した細胞数を算定した。 
 
③Zymography による蛋白分解酵素活性の検
討 
SCCαv/β6TO を各細胞外基質上で， Tet (+)
あるいは Tet (-)で 24 時間培養後の培養上
清中の，マトリックスメタロプロテアーゼ
（MMP）とプラスミノーゲンアクチベーター
を，それぞれゼラチンを基質としたザイモグ
ラフィーと，プラスミノーゲンを含むカゼイ
ンを基質としたザイモグラフィーにて解析
した。 
 
 



④in vivo における造腫瘍能の検討 
SCCαv/β6TO(2×106 個)をヌードマウスの
背部皮下に接種し，200μg/ml のドキシサイ
クリンを含む Tet(+)あるいは Tet(-)飲料水
で 18 日間飼育後，腫瘍を摘出し，同腫瘍に
おけるβ6 蛋白の発現を Western Blot 法と
免疫組織染色にて解析した。 
また，SCCαv/β6TO(2×106 個)を，4週齡の
ヌードマウスの背部皮下に接種し，接種直後
より 200μg/ml のドキシサイクリンを含む
Tet(+)あるいはTet(-)飲料水で18 日間飼育
し，経時的に形成された腫瘍の体積を算定し
た。 
 
４．研究成果 
(1)② 
テトラサイクリン処理により，SCCβ6TO にお
いて一過性に発現誘導されたβ6 蛋白は，テ
トラサイクリン存在下で培養すると2時間後
より mRNA 発現がみられ，12 時間後にその発
現が最大になった。また，β6 蛋白発現は，
テトラサイクリン処理12時間後よりみられ，
経時的に発現が亢進した。テトラサイクリン
処理した細胞をテトラサイクリン非存在下
で培養すると，mRNA は 6 時間から 12 時間の
間に，β6 蛋白は 12 時間から 24 時間後には
著しく発現が低下した。このことから，β6
は蛋白翻訳後，細胞内で分解等の修飾を受け
ていると推測された。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(1)③ 
pepstatin A 及び ALLN の添加によっても，β
6 蛋白発現は低下したが，プロテアソーム阻
害剤の MG132 または lactacystin 添加により，
β6 蛋白発現は維持されことから，β6 は蛋
白翻訳後にユビキチン/プロテアソーム系で
分解されていることが明らかとなった。
SCCβ6TOはαvをほとんど発現していないこ
とから，SCCβ6TO において発現しているβ6
蛋白の大部分は単量体であり，単量体のβ6
がプロテアソームによって分解されたと考
えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(1)⑤ 
SCCαv/β6TO の cell lysate は抗αv抗体で
免疫沈降した標品中にそれぞれβ6 が検出さ
れたことから，β6 とαv は二量体を形成し
ていると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



(1)⑥ 
SCCβ6TO 及び SCCαv/β6TOにおいてテトラ
サイクリン処理により誘導された mRNA は，
テトラサイクリン除去後すみやかに消失し
た。これに対しβ6蛋白は SCCαv/β6TO にお
いてはテトラサイクリン除去 24 時間後も，
発現が維持されていたことから，β6 はαv
と二量体を形成することでユビキチン/プロ
テアソーム系による分解を受けず，安定発現
していることが推測された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(2)① 
テトラサイクリン処理によりβ6 蛋白発現を
誘導しても，SCCαv/β6TO の細胞増殖能は影
響を受けなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(2)② 
SCCαv/β6TOはβ6蛋白発現が誘導されると，
ラミニン以外の細胞外基質蛋白上での細胞
遊走能が低下していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

(2)③ 
SCCαv/β6TO は，MMP-9 とウロキナーゼ
（u-PA）を産生していたが，β6 蛋白発現誘
導することで，ウロキナーゼ活性には影響を
与えなかったが，MMP-9 活性を低下させた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2)④ 
Western Blot の結果から，テトラサイクリン
を投与されたマウスに形成された腫瘍では，
β6蛋白発現が強く誘導されていた．さらに，
免疫組織染色からαv 蛋白とβ6 蛋白は，細
胞膜上で発現しているが確認できた。また，
テトラサイクリン投与群では，非投与群に比
べ，ヌードマウスでの形成腫瘍の体積は，強
く抑制されていたことから，αvβ6 発現は，
扁平上皮癌細胞のヌードマウスでの造腫瘍
能を低下させると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
 
〔雑誌論文〕（計０件） 
 
〔学会発表〕（計０件） 
 
〔図書〕（計０件） 
 
〔産業財産権〕 
○出願状況（計０件） 
 
○取得状況（計０件） 
 
６．研究組織 
(1)研究代表者 
 藤井 隆彦（FUJII TAKAHIKO） 

広島大学・大学病院・歯科診療医 
 研究者番号：50735264 
 


