
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５４０１

基盤研究(B)

2014～2012

Ｅ－カドヘリンのプロセシング抑制による口腔癌の浸潤・転移阻止療法に関する研究

Study on the prevention therapy for the invasion and metastasis of oral cancer by 
the suppression of E-cadherin processing

７０２４３２５１研究者番号：

林堂　安貴（HAYASHIDO, Yasutaka）

広島大学・大学病院・講師

研究期間：

２４３９０４５５

平成 年 月 日現在２７   ６   ７

円    13,900,000

研究成果の概要（和文）：α2-アンチプラスミンcDNAを組み込んだプラスミドを作製し，これを口腔扁平上皮癌細胞に
導入しα2-アンチプラスミン蛋白の誘導を試みた．α2-アンチプラスミン蛋白発現が亢進により，扁平上皮癌細胞のサ
イクリンD1発現は抑制され，細胞増殖能と造腫瘍能も低下した．さらにα2-アンチプラスミン蛋白の誘導により，扁平
上皮癌細胞の細胞質内のβカテニン発現が低下していることから，α2-アンチプラスミン誘導によるE-カドヘリンのプ
ロセシング阻害は，Wnt/β-カテニンシグナル伝達を介した扁平上皮癌細の増殖を低下させている可能性が示唆された
．

研究成果の概要（英文）：Transfection of oral squamous cell carcinoma (SCC) cells with a mammalian 
expression vector containing α2-antiplasmin cDNA reduced cyclin D1 expression and led to the suppression 
of the proliferation and tumorigenicity　in SCC cells. Induction of α2-antiplasmin led to the decrease 
in β-catenin expression in the cytosol of SCC cells. Therefore, the inhibition of E-cadherin processing 
induced by α2-antiplasmin might down-regulate the proliferation of SCC cells via Wnt/β-catenin 
signaling.

研究分野：口腔外科学
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１．研究開始当初の背景 
	
 がん治療を行う上での最大の障害は遠隔
臓器への転移巣形成である．我々は，プラス
ミノーゲン/プラスミン系が細胞外基質蛋白
を分解するだけではなく，E-カドヘリンを細
胞間接着活性部位が存在する細胞外ドメイ
ンで切断することで，細胞間接着を抑制し細
胞凝集能を低下させ，扁平上皮癌の細胞遊走
を亢進していることを見いだし，プラスミノ
ーゲン/プラスミン系が E-カドヘリンの重要
なプロセシング調節因子であることを明ら
かにした．扁平上皮癌細胞をプラスミン処理
することにより，E-カドヘリンの細胞膜裏打
ち蛋白であるβ-カテニンが，細胞質へ移行
する所見が認められ，E-カドヘリンのプロセ
シングに伴い，細胞膜から細胞質内に移動し
たβ-カテニンが，Wnt/β-カテニンシグナル
伝達を介して扁平上皮癌細胞の増殖にも何
らかの影響を与えている可能性が推測され
た．さらにプラスミン阻害分子であるα2-ア
ンチプラスミンの遺伝子導入により，口腔扁
平上皮癌細胞の E-カドヘリンのプロセシン
グが抑制され，細胞凝集能が低下し，運動能
が抑制されることを報告した．	
 
	
 従ってプラスミン活性の阻害は E-カドヘ
リンのプロセシングを抑制し，β-カテニン
の細胞膜上から細胞質への移行を阻害する
ことで，Wnt/β-カテニンシグナル伝達を介
した扁平上皮癌細の増殖を低下させ，さらに，
浸潤・転移をも抑制すると推測される．α2-
アンチプラスミン遺伝子導入により，口腔癌細
胞にα2-アンチプラスミン蛋白発現を誘導す
ることができれば，従来の治療に代わる口腔癌
の新しい治療の開発につながることが期待で
きる．	
 
	
 
２．研究の目的 
	
 本申請課題は，α2-アンチプラスミン遺伝
子の導入により,	
 扁平上皮癌細胞にα2-ア
ンチプラスミン蛋白発現を誘導させること
でプラスミノーゲン/プラスミン系の機能を
抑制し，従来の外科手術や放射線治療にかわ
る，口腔癌の増殖や転移を抑制するための新
しい治療法を開発することを目的としてい
る．	
 	
 	
 	
 
	
 そのために，α2-アンチプラスミン遺伝子
導入が，扁平上皮癌細胞の in	
 vitro 及び in	
 
vivo増殖に影響を検討した．α2-アンチプラ
スミンが，扁平上皮癌細胞における細胞周期
調節因子のサイクリン D1 発現と細胞増殖を
制御する Wnt/β-カテニンシグナル伝達に与
える影響についても解析した．	
 
３．研究の方法 
(1)細胞株と培養方法	
 
	
 実験には舌扁平上皮癌細胞株 SCCKN を用い
た．SCCKN 細胞は 5%仔牛血清を含む RD 培地
を用いて 37℃，5%CO2 気相下で培養した．継
代培養は細胞が増殖飽和状態になった時点
で行った．すなわち，0.05%トリプシン（Sigma）
と 0.04%エチレンジアミン四酢酸二ナトリウ

ム（EDTA）を含む Dulbecco's	
 Ca，Mg-free	
 
phosphate-buffer	
 saline	
 （PBS）で細胞分
散後，5%CS を含む RD にて洗浄し，5%CS を含
む RD に浮遊させたものを培養皿に加え細胞
の継代を行った．	
 
(2)SCCKN 細胞へのα2-アンチプラスミン遺
伝子導入	
 
	
 哺乳動物発現ベクターpCI-neo	
 （Promega）
または pCI-neo にα2-アンチプラスミン遺伝
子を組み込んだ pCI-neo/α2-antiplasmin を
SCCKN 細胞にリポフェクトアミン法にて導入
し，pCI-neo または pCI-neo/α2-antiplasmin
が導入された細胞をそれぞれ KNmock または
KNα2-AP とし実験に用いた．	
 
	
 (3)間接蛍光抗体法による E-カドヘリンと
β-カテニン発現の検討	
 
	
 SCCKN，KNmock または KNα2-AP の各細胞を
LAB-TEK	
 II	
 Chamber	
 Slide （ Nulgen	
 Nunc	
 
International）上で 72 時間培養後，各濃度
のプラスミノーゲンを含んだ RD でさらに 12
時間培養した．4%パラホルムアルデヒドで固
定し，PBS で洗浄した．マウス抗 E-カドヘリ
ン抗体またはマウス抗β-カテニン抗体で反
応した後，PBS で洗浄し，それぞれ Alexa	
 488
標識ヤギ抗マウス IgG 抗体または Alexa	
 594
標識ヤギ抗マウス IgG 抗体で 37℃，1 時間反
応させた．PBS で洗浄し，90%グリセリン/PBS
で封入後，共焦点レーザー顕微鏡で観察した．	
 
	
 (4)RT-PCR	
 法によるサイクリン D1mRNA 発現
の検討	
 
	
 SCCKN，KNmock および KNα2-AP 細胞におけ
るサイクリン D1mRNA 発現を RT-PCR 法にて検
索した．用いたプライマー対はセンスプライ
マー：5'-CGTGGCCTCTAAGATGAAGG-3'とアンチ
セ ン ス プ ラ イ マ ー ：
5'-GGTCACACTTGATCACTCTGG-3'で	
 ，94℃；1
分，57℃；1 分，72℃；1 分を 1 サイクルと
し，20，25 または 30 サイクルの反応を行っ
た．なお対照遺伝子として GAPDH を用いた．
遺伝子増幅産物を 1.2%アガロースゲルで電
気泳動後，エチジウムブロミドで染色し解析
した．	
 
	
 (5)α2-アンチプラスミン遺伝子導入細胞の
in	
 vivo増殖能	
 
①ヌードマウスでの造腫瘍性の判定	
 
	
 1×107個の SCCKN，KNmock および KNα2-AP
細胞を，4 週齡ヌードマウス（Balb/cAJCnu/nu）
の背部皮下に接種し，経時的に腫瘍の大きさ
を測定した．腫瘍体積は以下に示す計算式に
て算定した．	
 
	
 体積＝1/2	
 ×	
 長径	
 ×（短径）2	
 
	
 なおヌードマウスを使用した一連の実験
は，広島大学動物実験施設で行った．	
 
②免疫組織染色	
 	
 
	
 細胞接種後，28 日目に腫瘍を摘出し，ホル
マリン固定しパラフィン包埋した後，E-カド
ヘリンとβ-カテニン発現を検索した．4μm
の切片を0.3%H2O2を含むメタノールで切片を
30 分間反応した後，0.01M クエン酸ナトリウ
ム（pH6.0）中でマイクロウェーブ処理した．



正常ウマ血清で 37℃，60 分間ブロッキング
を行い，抗 E-カドヘリン抗体または抗β-カ
テ ニ ン 抗 体 で 反 応 し た 後 ，
avidin-biotin-peroxidase	
 complex法にて検
出した．なお，2%メチルグリーンにて対比染
色を行った．	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 無血清培地で各細胞を培養し，経時的に増
殖細胞数を算定した．α2-アンチプラスミン
が高発現している KNα2-AP 細胞は低い増殖
能を示し，培養 6 日目の増殖細胞数は KNα

2-AP-1，-2 ともに SCCKN 及び KNmock の約 1/2
であった（図１）．	
 	
 

	
 各細胞におけるサイクリン D1 の遺伝子発
現を RT-PCR 法で検索した．SCCKN 及び KNmock
に比べ，KNα2-AP はサイクリン D1mRNA の発
現が低下していた（図２）	
 

	
 E-カドヘリンに対する間接蛍光染色の結
果，KNα2-AP は SCCKN および KNmock に比べ
細胞膜上での E-カドヘリンの染色性が亢進
していた（図３）．	
 
	
 SCCKN，KNmock および KNα2-AP 細胞におけ
また KNα2-AP は，SCCKN および KNmock に比
べ，細胞膜でβ-カテニンの染色性が亢進し，
細胞質で低下していた（図４）．	
 
	
 in	
 vitro	
 においてα2-アンチプラスミン
遺伝子導入細胞が SCCKN 細胞に比べ低い細胞
増殖を示したことから，α2-アンチプラスミ
ン遺伝子導入が in	
 vivoでの増殖能も低下さ

せる可能性が考えられた．そこで各細胞をヌ
ードマウス背部皮下に移植し，造腫瘍能およ
び増殖能について検討した．KNα2-AP は腫瘍
形成するものの腫瘍の増大を認めず，SCCKN
及び KNmock にくらべ増殖能が著しく低下し
ていた（図５）．	
 

	
 各細胞のヌードマウス形成腫瘍における
E-カドヘリン及びβ-カテニンの発現を免疫
染色にて検索した．KNα2-AP 腫瘍では，SCCKN
及び KNmock に比べ，細胞膜上での E-カドヘ
リン発現が亢進していた（図６）．一方，β
カテニンは SCCKN 及び KNmock では細胞膜と
細胞質に発現しているのに対し，KNα2-AP で
はβカテニンの細胞膜での発現が亢進し，細
胞質での発現が低下していた（図７）．	
 	
 

	
 以上の所見より，α2-アンチプラスミン発
現誘導によるプラスミノ－ゲン/プラスミン
系の抑制は，E-カドヘリンのプロセシング阻
害することで扁平上皮癌細胞の分散能を低



下させるだけではなく，細胞増殖能や造腫瘍
能を低下させることが示された．またα2-ア
ンチプラスミン発現誘導に伴い，細胞膜上の
β-カテニン発現が亢進し，細胞質内のβ-カ
テニン発現の低下がみられ，E-カドヘリンの
プロセシング阻害によりβ-カテニンの細胞
膜上から細胞質への移行が阻害され，細胞質
内のβ -カテニン量が低下することで
Wnt/β-カテニンシグナル伝達が抑制され，
増殖能が低下した可能性が推測された．	
 
	
 これらのことから，α2-アンチプラスミン
発現誘導によるE-カドヘリンのプロセシング
阻害は，口腔扁平上皮癌の有用な治療法のひ
とつとなり得る可能性が示唆された．	
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