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研究成果の概要（和文）：  
SCC抗原は、進行扁平上皮癌症例でこの血清値が上昇することから、扁平上皮癌の腫瘍マーカ

ーとして広く臨床の場で用いられてきた。しかしながらその遺伝子座が同定され、SCC抗原は、

SCCA1,SCCA2という相同性の極めて高い2種類の蛋白から構成されているということが判明した。

さらにこれらはserine protease inhibitor familyに属する生物学的機能を有する蛋白である

ことが分かってきた。一般的に癌細胞が浸潤、増殖する際や、炎症が広がる過程では、各種pr

oteaseの活性は増大する。従ってprotease inhibitorは、むしろ癌細胞の増殖や炎症の広がり

には抑制的に働くと考えられる。そこで実際にはSCCA1蛋白に特異的に結合するproteaseが頭頸

部癌細胞中に存在するのではないか。2.このproteaseがSCCA1蛋白と細胞内外で結合することに

よって癌細胞の浸潤、増殖が抑えられているのではないか。という仮説のもとに検討を行った。

細胞外でのSCCA1蛋白の役割について解析を行うため、ヒトSCCA1蛋白を用いて培養細胞株にSC

CA1蛋白を加え、増殖能、浸潤能の解析を行った。結果としてSCCA1蛋白添加群では癌細胞の増

殖、浸潤能が抑制されていた。次に細胞内外でSCCA1蛋白と特異的に結合するproteaseが存在し

ないか解析した。細胞外でのSCCA1蛋白と結合するprotease同定のため、頭頸部癌細胞の培養メ

ディウムにSCCA1蛋白を添加した後immunoblot法でcomplex bandの出現の有無を解析した。細胞

内でのSCCA1蛋白と結合するprotease同定には、SCCA1遺伝子導入株、コントロール株から蛋白

を抽出し、immunoblot法でcomplex bandの出現の有無を解析した。その結果、培養細胞にSCCA

1をいかなる条件で添加してもcomplex bandの出現は認められなかった。今検討ではcomplex 

band の検出には至らなかったものの、western blot法によるSCCA1 bandの解析では本

来の42kDa以外に他の蛋白と結合したあとに検出される38kDaのband（cleaved form）

が検出された。この事はcomplexが非常に不安定な環境下にあり、一旦結合したあとに

すぐさま分解されたことを物語っている可能性が高いと考えられる。今後もさらに何

らかの役割を持った未知のtarget protease同定を試みる必要があると考えている。 
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研究成果の概要（英文）： 

SCCA1 is the member of the clade B serpin and is an inhibitor of cysteine proteases, 
cathepsin (cat) K, L, and S. However its physiologic function in HNSCC is unknown. 
Recent studies demonstrated that the expression of SCCA1 was increasing in HNSCC. 
We hypothesized that altered expression of SCCA1 in HNSCC could contribute to 
block the protease activity and investigated whether SCCA1 could make the complex 
with the new protease in HNSCC.  
In this study, however, we could not find any new proteases which could make the 
complex with SCCA1 protein. Further examination is necessary to conclude that 
SCCA1 can block the new protease in patients with HNSCC. 
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１． 研究開始当初の背景 

 
SCC抗原は、1977年に加藤らによって子
宮頸部癌転移巣から発見された蛋白である。

進行扁平上皮癌症例でこの血清値が上昇す

ることから、頭頸部癌も含めた扁平上皮癌

の腫瘍マーカーとして広く臨床の場で用い

られ、腫瘍細胞から特異的に放出され癌細

胞増殖に促進的に働く蛋白と考えられてき

た。しかしながら 1997年に遺伝子座が同
定され、臨床的に測定されている SCC抗
原は、SCCA1,SCCA2という相同性の極め
て高い 2種類の蛋白から構成されていると
いうことが判明した。さらにこれらは

serine protease inhibitor family (略：clade 
B serpin)に属する生物学的機能を有する

蛋白であることが分かってきた。 
一般的に癌細胞が浸潤、増殖する際や、炎

症が広がる過程では、各種 proteaseの活性
は増大する（Am J Respir Crit Care Med. 
2006）。従って protease inhibitorである
serpinは、むしろ癌細胞の増殖や炎症の広
がりには抑制的に働くと考えられる。現在

まで 13種類の clade B serpinが発見され
ているが、このうち我々は、SERPINB1
が気道の炎症時に高発現し、target 
proteaseと complexを形成する事によっ
て proteaseの活性を不活化し（Am J 
Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2006）、頭
頸部癌症例においては、maspin 
(SERPINB5)高発現群では発現が低い群に



比し、リンパ節転移が少ない事を報告した

（Head Neck. 2001）。さらに共同研究を行
っている当科中島講師らによりクローニン

グされた headpin(SERPINB13)も頭頸部
癌では抑制的に働く事が報告されている。

また SCC抗原において、我々は
SCCA1(SERPINB3)に着目し、 
1. SCCA1は癌細胞のみならず Tリンパ
球にも発現しており、何らかの腫瘍免

疫に関わっている可能性がある

(Cancer Lett. 2001) 
2. 良性腫瘍の鼻腔乳頭腫では SCCA1発
現が高く、血清 SCC抗原値も高いのに
対して、悪性転化を来した扁平上皮癌

ではいずれも低下する(Cancer. 2002, 
Head Neck. 2005) 

3. SCCA1発現の低い頭頸部癌細胞に
SCCA1遺伝子を導入し、SCCA1高発
現株を樹立すると、癌細胞の浸潤能が

低下する(Head Neck. 2006) 
以上の事を報告してきた。 
 
 
２． 研究の目的 
 
本研究では、さらに上記１，３の機序を明

らかにするために 
1.SCCA1蛋白が特異的に結合する
proteaseが頭頸部癌細胞中に存在するの
ではないか。 
2.この proteaseが SCCA1蛋白と細胞内外
で結合することによって癌細胞の浸潤、増

殖が抑えられているのではないか。 
 
という仮説のもとに以下のことを検証した
いと考えている。 
 
１.ヒト SCCA1蛋白を精製し、細胞内外で
の SCCA1蛋白の頭頸部癌細胞に対する効
果を解析する。 

 
ヒト SCCA1蛋白を大腸菌を用いて精製
し、頭頸部癌細胞の培養メディウムに加え、

癌細胞の増殖、浸潤能を解析する。これま

での研究では、SCCA1遺伝子を細胞内に
導入する、といった、主に癌細胞内での

SCCA1の役割について研究を進めてきた。
しかしながら、臨床的に測定している血清

SCC抗原値は細胞外のものであり、実際の
扁平上皮癌症例で上昇していることから、

細胞外での SCC抗原蛋白の役割について
も充分な検討が必要である。ヒト SCCA1
蛋白を精製することによって、細胞外での

SCCA1蛋白の役割についても解析が可能
である。 
SCCA1蛋白が癌細胞に抑制的に働いてい
るとすれば、蛋白添加群では、癌細胞の増

殖、浸潤能が抑制されることが予想される。 
 
2. 細胞内外でSCCA1蛋白と特異的に結合
する proteaseを同定する。 
 
a.これまでの in vitroの実験で、SCCA1蛋
白は cysteine proteaseである Cathepsin 
L,S,Kの活性を抑制することが分かってい
る。ヒト SCCA1蛋白と他に特異的に結合
する serine proteaseがないかをリコンビ
ナント蛋白を用いて in vitroで解析する。 
 
b. 細胞外での SCCA1蛋白と結合する
protease同定のため、頭頸部癌細胞の培養
メディウムに SCCA1蛋白を添加した後、
メディウムを回収し immunoblot法で
complex bandの出現の有無を解析する 
 
c.細胞内での SCCA1蛋白と結合する
protease同定のため、以前樹立した
SCCA1遺伝子導入株、コントロール株か



ら蛋白を抽出し、immunoblot法で
complex bandの出現の有無を解析する。 
 
3. proteaseの解析、並びに頭頸部癌での役
割について解析する。 
2.において新たな complex bandを確認後、
mass spectorometryにて bandの解析を行
い、target proteaseを同定する。同定後、
その蛋白が実際に頭頸部癌細胞で増殖、浸

潤にどのように関わっているのか RNA、
タンパクレベルでの解析を行う。 

 
4. SCCA1蛋白の臨床応用の可能性につ
いて検討する。 
 

1-3の検討にて細胞外での SCCA1蛋白の
腫瘍抑制効果が認められた場合、ヌードマ

ウスを用いて移植腫瘍に蛋白を局注し、in 
vivoでの解析を行う。 
 
 
３． 研究の方法 

 
１．SCCA1蛋白精製後、異なった濃度を用

いて培養細胞株にSCCA1蛋白を加え、増殖

能、matrigelを用いて浸潤能を解析する。

  

２．精製SCCA1蛋白と結合する特異的pro
teaseの同定のため、癌細胞の浸潤に関わ
っているとされるMMPをはじめとしたリ
コンビナント蛋白との間で蛋白結合試験

を行いスクリーニングする。SCCA1(SER
PINB3)がproteaseと結合した際には高分
子bandが検出されることが予想される。
頭頸部癌細胞内外で様々な条件下でこの

ようなbandが出現しないかを検討する。
また、band濃度が低い場合は、SCC抗原抗
体を用いて免疫沈降を行い、bandを解析
する。 

 

３．2.の実験で高分子bandを同定後SDS-P
AGE後にGelをcoomassie blue染色し、mas
s spectrometryにてband内に存在する蛋白
の解析を行う。高分子band内には、SCCA
1蛋白と結合したtarget proteaseが存在す
ると考えられる。４．Mass spectrometry
でtarget proteaseを同定した後、そのprote
aseの発現を頭頸部癌細胞でRNAレベル、
可能であれば蛋白レベルでも解析し、実

際に癌細胞に対してどのような役割を果

たしているかを解析する。必要であれば

遺伝子導入実験を行い解析する。 
 

１－３の実験にて細胞外でのSCCA1蛋白

に腫瘍抑制効果が認められた場合、in vi

voでの解析については、ヌードマウスを

用いる。マウスに頭頸部癌細胞を移植し、

形成された腫瘍に対して精製SCCA1蛋白

を異なった濃度、間隔で局所注射し、腫

瘍の大きさの変化、浸潤能を判定する。 

 

４．研究成果 

1.ヒトSCCA1蛋白を大腸菌を用いて精製

し、頭頸部癌細胞の培養メディウムに加

え、癌細胞の増殖、浸潤能の解析を行っ

た。 

細胞外でのSCCA1蛋白の役割について解

析を行うため、ヒトSCCA1蛋白を精製し、

異なった濃度を用いて培養細胞株にSCCA

1蛋白を加え、増殖能、またmatrigelを用

いて浸潤能の解析を行った。結果としてS

CCA1蛋白添加群では、癌細胞の増殖、浸

潤能が抑制されていた。 

2.細胞内外でSCCA1蛋白と特異的に結合

するproteaseが存在しないか解析した。

細胞外でのSCCA1蛋白と結合するproteas

e同定のため、頭頸部癌細胞の培養メディ



ウムにSCCA1蛋白を添加した後、メディウ

ムを回収しimmunoblot法でcomplex band

の出現の有無を解析した。細胞内でのSC

CA1蛋白と結合するprotease同定には、以

前樹立したSCCA1遺伝子導入株、コントロ

ール株から蛋白を抽出し、immunoblot法

でcomplex bandの出現の有無を解析した。

その結果、培養細胞にSCCA1をいかなる条

件で添加してもcomplex bandの出現は認

められなかった。凍結癌組織から蛋白を

抽出し、sampleに精製SCCA1蛋白を様々な

条件で添加し、complex bandの解析をお

こなったが明らかなband検出にはいたら

なかった。 

今検討ではcomplex band の検出には

至らなかったものの、western blot法に

よるSCCA1 bandの解析では本来の42kDa

以外に他の蛋白と結合したあとに検出さ

れる38kDaのband（cleaved form）が検出

された。この事はcomplexが非常に不安定

な環境下にあり、一旦結合したあとにす

ぐさま分解されたことを物語っている可

能性が高いと考えられる。今後もさらに

何らかの役割を持った未知のtarget pro

tease同定を試みる必要があると考えて

いる。 
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