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研究成果の概要：beta-catenin の細胞質、核内集積によって、Wnt signal の canonical 経路

が活性化され、浸潤能が上昇することが明らかとなった。さらに beta-catenin の細胞内集積は

Rhoファミリーの活性化と細胞骨格の再構成により口腔扁平上皮癌細胞の遊走能を亢進させる

こと、この現象に Wnt/beta-catenin 経路の活性化が関与することが明確となった。さらにこ

の過程に Wnt5a が関与することが示唆された。 
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１． 研究開始当初の背景 
口腔扁平上皮癌の浸潤、転移についてのメ

カニズムを解析することは口腔癌の治療に
おける基礎となり、癌の分子標的治療へ繋が
る重要な研究である。 

Wnt シグナルの破綻は発癌と深い関連があ
ることが判明してきた。様々な報告から Wnt
シグナル伝達系が、癌細胞の周囲組織へ浸潤
し、転移を引き起こす性質に深く関わってい
る可能性が高いと考られるようになってき
た。 beta-catenin の核や細胞質の集積が大
腸癌を含めた多くの癌で報告され、口腔扁平
上皮癌においても高頻度に認められること
が報告されてきた。(Iwai S et al. J Cancer 
Res Clin Oncol 2005,15 Sep 1-10.) さら
に、口腔扁平上皮癌の浸潤部位において特に
細胞質及び核への集積が見られる事実が報
告されている。 

 
通常, Wnt の非存在下では, 細胞質内
・-catenin のタンパク質量は低く保たれて
いる。これは, 細胞質内 beta-catenin が
Axin を足場タンパク質として adenomatous 
polyposis coli (APC) や glycogen synthase 
kinase-3β (GSK-3β)、casein kinase Iβ
(CKIβ)と複合体を形成し, CKIβによる
Ser-45 のリン酸化, GSK-3β・による Thr-41, 
Ser-37, Ser-33のリン酸化, さらにユビキチ
ン化を受け, 最終的にプロテアソームによ
り分解されるためである。一方, Wnt が分泌
されて細胞膜上の Frizzled/LRP5,6受容体に
結合すると, そのシグナルは細胞内へと伝
達されて CKI・βが、Dishevelled (Dvl) を
リン酸化し, リン酸化型 Dvl が GSK-3βを不
活性化することで beta-catenin のリン酸化
の抑制を引き起こす。その結果 beta-catenin
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は分解されずに細胞質内に蓄積し、核内へ移
行 し て T  cell factor/Lymphoid 
enhancer-binding factor (Tcf/Lef) ファミ
リーの転写因子と複合体を形成し, c-myc, 
c-jun, fra-1, cyclinD1, matrix 
metalloproteinase-7 (MMP7)などのさまざま
な標的遺伝子の転写活性化を引き起こし
種々の細胞機能を制御する。 
 
２．研究の目的 
 (1) beta-cateninの細胞質及び核への集積
が口腔扁平上皮癌の浸潤、遊走、転移に及ぼ
す影響について解析すること。 
 (2) beta-cateninの細胞質及び核への集積
が、Wnt/beta-catenin 経路に関与し、転写
因子 TCF/Lefを介して標的遺伝子を活性化し、
口腔扁平上皮癌の浸潤及び遊走に関与して
いるかを解析すること。 
 (3) Wnt /beta-catenin 経路以外の低分子
量 G 蛋白質である Rho family を介して平面
内細胞極性（planner cell polarity）を制
御する PCP 経路、３量体 G蛋白質を介して細
胞内で Ca2+の動員をひき起こし、PKC や
CaMKII などを活性化する Ca2+経路が口腔扁
平上皮癌の悪性化に関与しているのか解析
すること。（図１） 
 (4) beta-cateninの細胞質及び核への集積
が、Wnt 自身の発現及び受容体 frrizeled に
影響を及ぼしているのかを明らかにする。 
(5) これらの結果を基礎として、口腔扁平

上皮癌の分子標的治療に応用すること。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 

 beta-catenin exon３のリン酸化部位を
欠失した変異型beta-catenin cDNA とその
発現ベクターを検定した。beta-cateninの細
胞質、核への集積を認めない細胞株Ca9-22
に遺伝子導入し、変異型beta-cateninを発現
しかつ細胞質、核へ集積する複数のトランス
フェクタントを確立した。（図２,３） 

 

 

 

 

 

 

   
 
 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

複数のトランスフェクタントについて、細
胞形態、細胞増殖能、浸潤能、遊走能、造腫
瘍能、浸潤増殖様式などの細胞生物学的特性
の変化について詳細に検討をおこなった。浸
潤能及び遊走能に関しては transwell 
chamber assay にて検討した。 細胞接着状
態での一方向への遊走能の検定に wound 
healing assay を行なった。造腫瘍能 に関し
てはヌードマウスに腫瘍を接種した。ベクタ
ーは Tet-off system でドキシサイクリン存
在下に、変異型 beta-catenin の発現を抑制
できるシステムとした。 
 beta-catenin 経路の標的遺伝子の発現に
ついては RT-PCR、Realtime PCR にて検出し
た。未知の標的遺伝子のスクリーニングには
DNA microarray 解析を行った。MMP7 の
proteolysis 活性は casein zymography にて
解析した。TCF/Lef 依存の転写活性の解析に
は luciferase assay を行った。TCF/Lef 依
存性の確証に dominant negative TCF4 を使
用した。低分子量 G 蛋白である Rho, Rac, 
Cdc42 の 活 性 の 検 出 は , Rho family 
activation assay kit (Cytoskeleton, 
Denver, USA)を使用して行った（pull down 
assay）。アクチンフィラメントの再構成は細
胞蛍 光免疫染色にて行った。Wnt3, Wnt3a, 
Wnt7a, Wnt10, Wnt11b の 発現は RT-PCR、
Wnt5a 発現は,Realtime PCR で解析した。 
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図 3 transfectant の確立 



４．研究成果 
 (1)細胞増殖能、造腫瘍能に関して差は認
めなかったが、細胞形態は細胞間接着は
loose となり、敷石状に変化した（図３)。 浸
潤能及び遊走能に関し transwell chamber 
assay において、著しい増加を認め（図４）、
wound healing assay においても遊走能は増
大した（図５）。ドキシサイクリン存在下に
はこれらは抑制された（図４,５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
細胞内集積した beta-cateninが核内におい
て TCF/Lefと結合して標的遺伝子に作用して
いるのかを検討するため、TCF 結合領域を利
用したルシフェラーゼアッセイを行った結
果、Top flash において、著しい増加を認め、
ドキシサイクリン存在下にはこれらは抑制
された（図 6）。また dominant negative TCF4
により、同じく抑制された。その結果、

beta-catenin が標的遺伝子を作動している
ことが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで、現在まで報告のある標的遺伝子の
発現について RT-PCR にて検討した結果、そ
の中では MMP-7 の発現の増加が見られ、定量
PCR においても確認した。さらに Casein 
zymography にて検討した結果、MMP-7 の活性
は上昇していた。以上より beta-catenin の
細胞質、核内集積によって、Wnt signal の
canonical 経路が活性化され、浸潤能が上昇
することが明らかとなった。 
 
(2)MMP-7 以外の（報告されていない）他の
標的遺伝子も関与している可能性が高いと
考え、マイクロアレイ解析を実行し、候補遺
伝子を絞り込んだが、定量 PCR や蛋白質レベ
ルでは明かな因子を同定には至らなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 細胞蛍光免疫染色と pull down assay

において、アクチンフィラメントの再構成と
cdc42、Rac の活性上昇がみられた(図７,８)。
transfectants における Tcf/Lef の転写活性
は増強し、この transfectants にさらに
dominant negative Tcf4 を導入すると、
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図 3 細胞形態の変化と細胞間接着変化 
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図 6  TCF/Lef dependent transcriptional activity

図 7  rearrangement of action filament 

図 4   transwell chamber asssay 



Tcf/Lef の転写活性は低下し、遊走能も減弱
した。さらに低分子量 G 蛋白質の Rho, Rac, 
Cdc42 全 て に 対 す る 阻 害 剤 で あ る C. 
difficile ToxinB を用いて C1, C5 の細胞遊
走能に及ぼす影響を transwell chamber 
assay で検討した。阻害剤を 5 ng/ml の濃度
で作用させ, 24 時間後に測定したところ, C1, 
C5 においてメンブレンを通過する細胞数は
阻害剤非存在下と比較して低下する傾向が
みられた 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Wnt の中には PCP 経路や PKC 経路を介し

て, 細胞の浸潤や運動に深く関与するもの
が知られている。これまでの実験結果から C1, 
C5 における細胞遊走能の亢進が明らかとな
ったので, beta-cateninの細胞内集積が細胞
の運動を制御する Wntに影響を及ぼしている
可能性について検討した。すなわち, Ca9-22, 
C1, C5 から RNA を抽出し, それぞれの Wnt 遺
伝子に特異的なプライマーを設定して, Wnt
の発現につき半定量 RT-PCR を行った。その
結果, Wnt3, Wnt3a, Wnt7a, Wnt10, Wnt11b
の 発現量は細胞間で明らかな差を認めなか
った。しかしながら, Wnt5a 発現については, 
C1, C5 で検出したバンドは大きく, Image J
で数値化したところ, Ca9-22 と比較して, C1, 
C5 は,それぞれ 2.3 倍と 2.2 倍であった。次
に , ド キ シ サ イ ク リ ン を 添 加 し て
beta-catenin の細胞内集積を抑制すると, 
それらの発現量は Ca9-22 レベルか, それ以
下にまで低下した 。Ca9-22 細胞の培養液に
Wnt5aを加えると、Ca9-22の遊走能は亢進し、
Wntシグナルの阻害剤であるs-FRP2によりそ
の亢進は抑制された。また transfectants に
s-FRP2 を作用させた場合にも、遊走能の亢進
は抑制された。 
beta-catenin の細胞内集積は Rho ファミリ
ーの活性化と細胞骨格の再構成により口腔
扁平上皮癌細胞の遊走能を亢進させること、
この現象に Wnt/beta-catenin 経路の活性化
が関与することが明確となった。 
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上記研究成果は本年３月に終了し、現在論文
投稿中である。 
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