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研究成果の概要（和文）：近年われわれは，Src活性を制御する新たな因子としてplectinを見出した．そこで本
研究では，悪性黒色腫の細胞挙動におけるplectinの機能を検討した． ヌードマウスにPlectinをノックアウト
した細胞を接種したところ，野生型細胞に比べて腫瘍細胞の密度は低く，細胞間隙は広く疎であった．また，フ
ィブロネクチンに対する接着能も低下した．さらに，ノックアウト細胞の細胞増殖能を評価したところ，経時的
な細胞数の増加が低下した．plectinはがん遺伝子Srcシグナルを介し，悪性黒色腫の増殖と接着を制御する．

研究成果の概要（英文）：Recently, we have identified plectin as a new factor that regulates Src 
activity. In this study, we investigated the function of plectin in the cell behavior of malignant 
melanoma. When nude mice were inoculated with plectin knockout cells, the density of tumor cells was
 lower than that of wild-type cells, and the interstitial spaces between cells were wider and 
sparser. Adhesion to fibronectin was also decreased. Furthermore, the proliferative ability of the 
knockout cells was evaluated, and the increase in cell number over time was reduced. plectin 
regulates the growth and adhesion of malignant melanoma via the oncogene Src signaling.

研究分野： 口腔外科学

キーワード： 悪性黒色腫

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
口腔領域に生じる悪性黒色腫は皮膚に発生した悪性黒色腫と比較すると予後不良であるにも関わらず，発症頻度
が低いために研究は進んでいない．また，近年開発された新しい抗がん剤ruthenium pyridinecarbothioamideは
plectinを標的とするが，その詳しい作用機序などはわかっていなかった．本研究はこれらの一助となることが
期待される．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
（１）悪性黒色腫は，皮膚に生じる悪性腫瘍である．悪性黒色腫の細胞増殖能は高く，早期から
全身転移を起こすため，悪性黒色腫患者の予後は悪い．近年，悪性黒色腫の治療薬として，CTLA-
4やPD-1をターゲットとした阻害薬，すなわち免疫チェックポイント阻害薬が用いられている．
しかし，これらの治療薬は，大腸炎，間質性肺炎や I 型糖尿病などの有害な副反応を引き起こす
可能性がある． 
 
（２）一部の腫瘍では免疫チェックポイント阻害薬効果を示さず，免疫チェックポイント療法中
に耐性を獲得することもある．さらに，悪性黒色腫はコルチゾールやリンパ毒性中間体などの免
疫抑制物質を分泌することなどから，新しい治療法の開発が望まれている． 
 
（３）癌原遺伝子として最初に同定された非受容体チロシンキナーゼである Rous sarcoma 
oncogene（Src）は，細胞増殖，細胞接着や細胞移動など様々な生理現象に関与しているだけでな
く，悪性黒色腫を含むいくつかの腫瘍の悪性化，増殖や浸潤に関与する．Srcシグナルが活性化
されると，protein tyrosine kinase 2 beta（Pyk2）やアクチン結合タンパク質などの基質がリン酸化
される．アクチン細胞骨格が変化すると，ストレスファイバーにより形成される紡錘形の細胞か
ら，点状のアクチン構造を持つ丸い細胞に変換する． 
 
（４）これまでに、質量分析法により plectinが Srcと結合し，さらに破骨細胞で Srcシグナルを
活性化するという報告をしてきた． 
 
２．研究の目的 
（１）Plectinは，4000 以上のアミノ酸からなる大きなタンパク質であり，アクチン，微小管や
ビメンチンなどの中間径フィラメントに結合することで，細胞骨格，細胞の形状および染色体構
造を調節する．  
 
（２）Plectin は悪性腫瘍で高発現し，さらに plectin が，悪性黒色腫の腫瘍増殖を抑制する
ruthenium pyridinecarbothioamideの標的である可能性が報告されている． 
 
（３）本研究では，悪性黒色腫細胞挙動における plectinの役割を検討した． 
 
３．研究の方法 
（１）細胞培養： B16および HMV-II細胞は理研 BRCから購入した．B16細胞は，10% ウシ
胎児血清を添加した Dulbecco’s Modified Eagle Mediumで培養した．HMV-II細胞は，10% FBS を
添加した Ham's F12 Mediumで培養した．  
 
（２）plectin ノックアウト B16 細胞の樹立：マウス plectin ターゲットオリゴヌクレオチド 5' - 
GGCGATGTCGGAGATAGTCC - 3' を pGuide-it-ZsGreen1 ベクターに挿入し，B16に導入した．
限界希釈法により単一細胞クローンを選択した．plectinの発現は，ウエスタンブロット法を用い
て確認した．  
 
（３）動物実験（腫瘍形成）：10 週齢のオス BALB/cAJcl-nu/nu マウスは，日本クレア株式会社か
ら購入した．この実験は，九州歯科大学の動物管理使用委員会によって承認されたのち実施した 
(承認 #19–020)．麻酔には三種混合麻酔 （0.3 mg/体重㎏ medetomidine，4.0 mg/体重 kg midazolam，
および 5.0 mg/体重 kg butorphanol）を用いた．麻酔したマウスに，1×10⁵個/100µl の細胞を皮下注
射した．2 週間後，マウスを三種混合麻酔薬で麻酔し，4% パラホルムアルデヒド/PBSで灌流固
定した．次に，形成した腫瘍を摘出し，ノギスで大きさを測定し，電子天秤を用いて重量を測定
した．体積は，短径²×長径×0.52で計算した．クライオスタットを用いて 10 µm の切片を作製し
た．切片を hematoxylin and eosin（H&E）で染色し，BZ-X810 顕微鏡を用いて画像化した． 
 
（４）細胞増殖および cell viability 法： 細胞増殖は，Cell Counting Kit-8を使用し，製品プロト
コールに従って評価した.．細胞を 96well プレートに 5000 細胞/well の密度で播種した．Cell 
viability 法は，Trypan Blue 色素排除法による生細胞の直接計数を行い評価した．細胞を 2.5×10⁴
細胞/ウェルの密度で 24well プレートに播種した．3 日後，Trypan Blue 混合 trypsin で細胞を剥
がし，TC20 Automated Cell Counter（Bio-Rad）で計測した． 
 
（５）スフェロイド形成：細胞培養 dishの蓋の内側に 5000 個/15µl の細胞を滴下した，次に，
蓋を上下逆さまにして，細胞を 37℃，5% CO₂で 7 日間培養した．形成したスフェロイドは，
Leica EZ4 HD 顕微鏡で撮影し，ImageJ ソフトウェアを用いて解析した． 



 
（６）Dispase-based dissociation法：6well プレートに１wellあたり 1.0×10⁶個の細胞を播種した．
コンフルエントの状態から 24 時間後，細胞を 1440 PU/mlの Dispase II 溶液で，37℃ 40分間イン
キュベートして，wellの底から細胞を単層で剥がした．次に，Dispase 溶液を，1ml ピペットを
用いて新しい 6well プレートに慎重に移した．次に，ピペッティングを 7 回繰り返すことによっ
て，単層で剥離した細胞膜に機械的ストレスを加えた． 
 
（７）cell adhesion法：10 μg/mLフィブロネクチンを 96well プレートに塗布し，4℃，一晩イン
キュベートした．次いで，フィブロネクチンをコーティングした wellを室温で２時間，２％ BSA
でブロッキングした．細胞を無血清培地に 1well あたり 3 × 10⁴個の細胞を播種し，37 ℃，5%  
CO₂で 2 時間付着させた．非接着細胞を無血清培地で洗い流した．残りの接着細胞を１％ 
glutaraldehyde/PBSを用いて 10分間固定し，２%methanol含有 crystal violet /PBSで室温で 20分
間振盪しながら染色した．ImageJ ソフトウェアを用いて接着細胞を計測した．また，Crystal violet 
を 1% SDS で溶解し，マイクロプレートリーダーを用いて 595nm で吸光度を測定し，定量化
した． 
 
（８）データ解析と統計処理：グループ間の統計的有意性は，一方向 ANOVAとそれに続く Tukey-
Kramer 多重比較法を用いて実施した．p < 0.05 の場合，統計的に有意差ありとした．データは，
平均 ± 平均の標準偏差として表記した． 
 
４．研究成果 
（１）plectin は細胞増殖と
接着と制御する：腫瘍形成
における plectinの機能を評
価するために，control また
は PKO 細胞をヌードマウ
スの背中に皮下注射した．
control 細胞と PKO 細胞の
間で腫瘍の重量および体積
に有意差は認めなかった．
しかし，PKO 腫瘍の密度は
control 腫瘍の密度よりも
低かった （図１A，図１B）．
HE 染色を行ったところ，
PKO 腫瘍内の細胞間の面積は control 腫瘍よりも大きく，細胞密度は減少していた（図１C，図
１D）．また，コラーゲンなどの細胞外マトリックスを青く染色されるアザン染色を試みたが，
細胞間スペースには赤血球以外の細胞外要素は検出されなかった．これら in vivo データは，
plectin が細胞増殖と細胞間結合を制御している可能性が示唆された．細胞増殖に対する plectin
の機能を in vitroで調べた．まず cell viability法と CCK-8法を行ったところ，B16細胞と HMV-II
細胞いずれも plectin 発現欠損により生存細胞数が大幅に減少した．さらに，細胞周期進行の指
標である Cyclin D1のmRNA レ
ベルと細胞増殖のマーカーであ
る Ki-67 陽性細胞の数も plectin
欠損細胞で減少していた．細胞
間結合に対する plectinの機能を
評価するために，スフェロイド
の 形 成 と Dispase-based 
dissociation法を行った．PKO細
胞と shPlec細胞を使用たとき，
control 細胞の時よりも，大きな
スフェロイドを形成した．また，
Dispase-based dissociation 法で
は，PKO細胞が形成した細胞塊
は，control 細胞の時と比較して
非常に崩れやすく，細胞間接着
が脆弱であることが示唆され
た．次に，細胞と細胞外マトリッ
クスとの接着を cell adhesion 法
で検討した．その結果，control細
胞と比較して，フィブロネクチ
ンに対して接着した PKO細胞
と shPlec 細胞数が減少した．
また，plectinと細胞骨格を制御

図１： 形成した腫瘍（Mizuta K et al., BMC cancer, 2023 より）． 

図２： Scr 過剰発現は細胞増殖を回復する 
（Mizuta K et al., BMC cancer, 2023 より）． 



するMAPKシグナルとの関係を検討した．Western blot法から，p38と Erkのリン酸化が PKO細
胞で増強していることがわかった．以上より，悪性黒色腫細胞の細胞増殖，細胞間接着および細
胞外マトリックスへの細胞接着において，plectinが必須であることを示唆している． 
 
（２）Src 過剰発現は plectinノッ
クアウト細胞の細胞増殖と接着
を回復する：Plectin遺伝子欠損に
よる表現型がSrcシグナルを介し
ていたかどうかを確認するため
に，PKO細胞に恒常活性型 Srcを
過剰発現させSrcシグナルを再構
築した．恒常活性型 Srcを過剰発
現すると，control細胞と PKO細
胞ともに，リン酸化 Pyk2 の発現
が増加した．Src シグナルを再構
築した PKO 細胞では，細長い形
態をした細胞が減少し，野生型の
B16細胞と同様の形態を示し，ビ
メンチンが核周囲に限局した． 
Src を過剰発現させた PKO 細胞
は，生存細胞数と Ki-67 陽性細胞
数とを増加させたことから，細胞増殖が回復したと考えられた（図２A-２C）．また， Src を再
構築した細胞は，control 細胞と同程度まで凝集したスフェロイドを形成し （図３A），Dispase-
based dissociation法では，機械的刺激による細胞塊の崩壊が減少したことから，PKO細胞におけ
る細胞間接着の減弱が Src依存的であると示唆された（図３B）．さらに，Srcを再構築させた PKO
細胞ではフィブロネクチンに対して接着した細胞数も増加した（図３C）．以上より，悪性黒色腫
において Plectin は Src シグナルを活性化することにより細胞増殖と細胞接着を制御しているこ
とが確認された． 
 

図３： Scr 過剰発現は細胞接着を回復する 
（Mizuta K et al., BMC cancer, 2023 より）． 
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