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研究成果の概要（和文）：SCC 培養細胞を用いて RKIP を過剰発現あるいは減少させたが、ERK

リン酸化（pERK）レベルは変化せず、細胞増殖能にも変化を与えなかった。SCC 症例(原発 53

例，転移リンパ節 11 例)の手術検体を用いて、免疫組織化学的に検討した結果、RKIP と pERK

の間には有意な関連性は見られなかった。一方、分化度と RKIP発現に注目したところ、高分化

型では RKIP が強陽性となる一方で、未分化型では RKIP 減弱が観察され、RKIP 発現と分化度と

の間に有意な関連性が示された。RKIPの発現を検討することにより、SCC の悪性度や予後を推

測できる可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：In well- and moderately-differentiated SCCs, RKIP was broadly and 
strongly stained in the tumor nests, and RKIP staining was stronger in the keratinizing 
tumor cells. On the other hand, RKIP staining was only weak or negative in 
poorly-differentiated SCCs. These results suggest that RKIP is associated with 
differentiation of cutaneous SCC and assessing RKIP expression may yield important 
information to the prognosis of the cutaneous SCC patients. 
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１．研究開始当初の背景 

皮膚有棘細胞癌（SCC）は皮膚の悪性腫瘍で
あり、進行するとリンパ節あるいは他臓器転
移が生じ予後不良となる。近年、本邦におい
て日光角化症を発生母地とする SCCが増加し
てきている。一方、乳癌や前立腺癌で、RKIP
というタンパクが、癌に対して抑制的に働く
ことが報告されてきているが、皮膚の SCCに

おける RKIPの働きは未だ研究されていない。 
 

２．研究の目的 

(1) RKIP 発現量変化が古典的 MAPK 経路にい
かなる影響を与えるのか解析を行う。 
 
(2) 培養 SCC 細胞で RKIP 発現量を増減させ
ることにより、増殖、分化、浸潤能などの性
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質が、どのように変化するか検討する。 
 
(3) RKIP の発現量と、SCCの分化度、転移と
の関係を検討する。 
 
３．研究の方法 

(1) テトラサイクリン誘導性 RKIP発現ベク
ターとアンチセンス RKIP ベクターの構築。
さらにそれらを SCC培養細胞に遺伝子導入し、
RKIP発現量をコントロールする。 
 
(2) 作成した細胞株を用いて、RKIP増減が細
胞機能（増殖、浸潤、分化）にいかに作用す
るか検討する。増殖能は、CellTiter システ
ム、浸潤能は Matrigel を使用する。タンパ
ク発現の変化や ERKリン酸化レベルはウエス
タンブロット法で検討する。 
 
(3) SCCにおいて増加させた RKIPと MEKが結
合することを免疫沈降法（共沈法）で確認す
る。 
 
(4) SCCの病変部の標本における RKIP発現の
程度と、その腫瘍の分化度との関係を解析す
る。 
 
４．研究成果 
(1) はじめに細胞内での RKIP の発現量を任
意に調節するために、Tet システムを用いて
ベクターを構築した。作製したベクターを、
SCC 由来の培養細胞株である HSC-1 および
A431に導入し、テトラサイクリン(TC)を添加
することにより、細胞内 RKIP 発現を著明に
増強できることを確認した。さらにこれらの
細胞株で TC調節性 RKIP安定発現株を樹立し、
以後の実験に用いた。まず、RKIPを発現増加
させたが、古典的 MAP キナーゼ経路の下流に
ある ERK の活性化(リン酸化)は抑制されず、
次に、増殖因子である EGFで刺激した場合に
も抑制効果はみられなかった。次に、細胞内
の RKIP 発現量を減少させて検討するため、
RKIPアンチセンスベクターを SCC細胞に導入
し、安定発現細胞株の作成を試みたが、十分
な RKIP発現抑制には至らなかった。そこで、
RKIP siRNA を導入した。その結果、RKIP 発
現量は十分に減少したが、ERK のリン酸化レ
ベルはコントロールと比較し有意な変化は
みられなかった(図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
図 1.SCC 細胞株で RKIP を増加あるいは減少
させた際の、EGF 刺激後の ERK リン酸化レベ
ル. 
 
(2) HSC-1細胞で RKIP発現量を増加あるいは
減少させて、細胞増殖能への影響を検討した。
RKIP を増加させても細胞増殖は抑制されず、
逆に RKIP を減少させた場合も細胞増殖は亢
進しなかった(図 2)。以上の結果より、培養
細胞レベルでは、皮膚 SCC において RKIP に
よる古典的 MAPキナーゼ経路抑制効果および
細胞増殖抑制効果は確認されなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2.RKIPの増減による細胞増殖能への影響. 
 
 
(3) HSC-1細胞で RKIP発現量を増加あるいは
減少させて、癌細胞の浸潤能への影響を検討
した。基底膜マトリックスのモデルである
Matrigel を超えて浸潤した細胞数を比較し
たが、RKIPを増加させても細胞増殖は抑制さ
れなかった (図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3.RKIP 増加による SCC 細胞の浸潤能への
影響. 
 
 
(4) 細胞内で増加させた RKIP-Myc が本来の
MEK と結合する性質を維持していることを示
すため、免疫沈降法を行った。図 4のように、
Myc 抗体で沈降させたタンパク内に、MEK が
検出され、MEK との結合性は証明された。さ
らに、EGF刺激により MEKとの結合が解離し、
結合蛋白量が減少しており、本来の結合、解



 

 

離の性質は有していることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4.免疫沈降法による RKIP と MEK の結合の
証明. 
 
 
(5) SCC 症例(原発巣 53 例，転移巣 11 例)の
切除標本を用いて、生体内における RKIP お
よび pERK の発現を免疫組織化学的に検討し
た結果、培養細胞での結果と同様に RKIP 発
現と pERKの間には有意な関連性は見られず、
RKIP発現調節を介する SCCの治療は無効であ
る可能生が示唆された。次に、SCC の場合、
その分化度が腫瘍の悪性度と密接な関連が
あるため、分化度と RKIP 発現に着目したと
ころ、高分化 SCC では特に角化周囲に RKIP
が陽性となる一方で、未分化 SCC では RKIP
発現の明らかな減弱が観察され、RKIP発現と
分化度との間に有意な関連性が示された(図
5, 表 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5.SCC における RKIP, p-ERKの染色態度と
腫瘍分化度との比較. 
 
表 1.SCC53 例の分化度と RKIP, p-ERKの染色
強度の比較. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(6) 同一症例内での、原発巣と転移リンパ節
での RKIP、p-ERKの染色強度を比較したとこ
ろ、統計学的には有意な変化を認めなかった。
しかし、個々の症例をより深く検討したとこ
ろ、図 6のごとく、11症例中 3症例において、
転移巣での RKIP 減少と p-ERK 増強が認めら
れ、症例によっては RKIPの MAPK経路抑制効
果が残存している可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6.症例ごとの原発巣と転移巣の比較 
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