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研究成果の概要（和文）： インテグリンαvのアンチセンスcDNAを組み込んだプラスミドを作製し，これを扁平上皮癌
細胞に導入し，インテグリンαv蛋白の発現抑制を試みた．さらに，インテグリンβ8のアンチセンスオリゴを作製し，
扁平上皮癌細胞のインテグリンβ8蛋白発現抑制を試みた．インテグリンαvあるいはβ8のサブユニット蛋白発現が低
下した扁平上皮癌細胞は，in vitroでの細胞増殖とin vitro浸潤能が，低下することが観察された．さらに，αvある
いはβ8のサブユニット発現が低下した扁平上皮癌細胞は，in vivoでの造腫瘍能も低下することが明らかになった．

研究成果の概要（英文）：Transfection of squamous cell carcinoma (SCC) cells with a mammalian expression ve
ctor containing the cDNA for integrin alpha V in the antisense orientation reduced alpha V expression in S
CC cells. Transfection with antisense oligonucleotides targeting integrin beta 8 reduced beta 8 expression
 in SCC cells.  Suppression of integrin alpha V or beta 8 by transfection with antisense cDNA plasmid or a
ntisense oligonucleotides led to a decrease in the proliferation and invasiveness of SCC cells.  In additi
on, the downregulation of integrin alpha V or beta8 significantly reduced the tumorigenicity of oral SCC.

研究分野：

科研費の分科・細目：
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様	
 式	
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１．研究開始当初の背景	
 

	
 	
 遠隔臓器での転移巣の形成が悪性腫瘍

の治療上の最大の障害になっている．口腔扁

平上皮癌は，早期から頚部リンパ節に転移す

ることが多く，外科手術や放射線治療により

原発巣が制御されているにもかかわらず，転

移巣形成により予後不良となる症例が数多

く見受けられる．従って，口腔癌の浸潤・転

移を阻止することにより，口腔癌治療成績の

著しい向上が期待できる．	
 

	
 	
 インテグリンはαとβのサブユニット

で構成されているヘテロ二量体で，細胞膜上

に発現し細胞の細胞外基質への接着，細胞遊

走を制御していることが知られている．申請

者は，インテグリンαv が活性型 MMP-2 の細

胞膜上への結合因子として機能しているこ

とを報告した（Int.J.Oncol.	
 2003）．さらに，

インテグリンαvβ8 を介して誘導される扁

平上皮癌細胞の増殖と運動能のシグナル伝

達を解析し，図１に示すように，口腔扁平上

皮癌細胞の増殖促進には，MAP キナーゼシグ

ナル伝達系の，主として JNK1 を介する経路

が，一部には，MEK を介する経路が関与して

いること明らかになった．扁平上皮癌細胞の

運動は，JNK1 と Rho ファミリーG 蛋白の Rac1

とによって調節されていることが示された．	
 

図１	
 

	
 以上のことから，αv あるいはαv のカウ

ンターパートのβ8 の発現の抑制は，口腔癌

細胞の運動能や蛋白分解活性を低下させ，が

んの浸潤・転移を抑制すると推測される．	
 

２．研究の目的	
 

	
 本研究は，インテグリンαv あるいはαv

のカウンターパートのβ8 の発現の抑制する

ことによって口腔扁平上皮癌の浸潤・転移を

阻止する，口腔癌の新しい治療法を探索する

ことを目的としている	
 

	
 そのために，まず扁平上皮癌細胞のインテ

グリンαv発現抑制のため，アンチセンス RNA

を産生するプラスミドを作製し，β8 発現抑

制のためにはアンチセンスオリゴを作製し

た．扁平上皮癌細胞にアンチセンスｃDNA と

アンチセンスオリゴを導入し，インテグリン

αv及びβ8 発現抑制効果を検討した．	
 

	
 さらにインテグリンαVとβ8発現抑制が，

扁平上皮癌細胞の増殖能，運動能と造腫瘍能

に与える影響を検討するとともに，扁平上皮

癌細胞の増殖を制御する MAP キナーゼシグナ

ル伝達系と運動能を制御する Rho ファミリー

G 蛋白の Rac1 に与える影響に解析した．	
 

	
 

３．研究の方法	
 

１）細胞と培養	
 

	
 口腔扁平上皮癌由来細胞株として，SCCKN，

Ca9-22，	
 KO 及び ZA を用いた．Ca9-22 細胞，

SCCKN 細胞及び ZA 細胞は，5%仔牛血清を含む	
 

RPMI1640	
 medium と Dulbecco’s	
 modified	
 

Eagle’s	
 medium	
 (DMEM)を 1:1 に混合した RD

培地を用いて，KO 細胞は，5%	
 CS を含む DMEM

と Nutrient	
 Mixture	
 Ham	
 F-12 を 1:1 に混合

した DF 培地を用いて培養した．	
 

２）アンチセンス遺伝子導入によるインテグ

リンαv発現抑制	
 

	
 インテグリンαv	
 サブユニットの open	
 

reading	
 frame を，哺乳動物発現ベクター

pCI-neo（Promega）にアンチセンス方向に組

込み込んだ pCI-neo/antisenseαを作製し，

リポフェクション法にて扁平上皮癌細胞に

導入し，インテグリンαv の発現抑制を試み

た．	
 	
 

３）アンチセンスオリゴによるインテグリン



β8発現の抑制	
 

	
 インテグリンβ8 蛋白の発現を抑制するた

めに，FITC 標識したインテグリンβ8を標的

とするモルフォリノアンチセンスオリゴ

（5'-AAG	
 CCA	
 GGG	
 CCG	
 AGC	
 CGC	
 ACA	
 TAAT-3’;	
 

Gene	
 Tools,	
 LLC,	
 Philomath,	
 OR	
 ,	
 USA）を

Special	
 Delivery	
 System（Gene	
 Tools）を

用いて導入した．	
 

４）口腔扁平上皮細胞の運動能の検討	
 

	
 ポアサイズ 8μm のケモタキセル（倉敷紡

績）を用いた Boyden	
 Chamber の変法にて運

動能を検討した．メンブレン両面を 100μ

g/ml の Ⅰ 型 コ ラ ー ゲ ン あ る い は

poly-L-lysine でそれぞれコートしたケモタ

キセルを 16mm 径培養皿に設置し，3×105個の

細胞を浮遊させた培養液 400μl 加え，下室

には 800μl の培養液を加えた．37℃，24 時

間培養後，メンブレンをディフクイックで固

定・染色した．１つのケモタキセルあたり無

作為に選ばれた 5 視野（1 視野=0.42mm2）の

メンブレン下面の細胞数を顕微鏡下（倍率：

200 倍）で算定し，遊走細胞数を算出した．	
 

５）MAP キナーゼカスケード活性化の解析	
 

	
 扁平上皮癌細胞を I	
 型コラーゲンでコー

トした 16	
 mm 径培養皿で各時間培養後，

Lammeli	
 sample	
 buffer で可溶化し電気泳動

後，PVDF メンブレンに転写した．抗リン酸化

MEK抗体を用いたimmunoblot法にてMAPキナ

ーゼカスケード分子のリン酸化を検索した．	
 

６）Rac1 の活性化の解析	
 

	
 I	
 型コラーゲン上で培養した口腔扁平上

皮癌細胞から，Pull	
 Down	
 Assay によって活

性化 Rac1 の分離・回収を行い，抗ヒト Rac1

抗体を用いた immunoblot を行った．	
 

７）ヌードマウスでの造腫瘍性の判定	
 

	
 5	
 x	
 106 個の細胞を 4 週齢ヌードマウス

（Balb/cAJCnu/nu）の背部皮下に接種し，経

時的に形成された腫瘍の長径と短径を測定

した．腫瘍体積は以下に示す計算式にて算出

した．	
 

	
 

	
 体積=1/2	
 x	
 長径	
 x	
 （短径）2	
 

	
 なおヌードマウスを使用した一連の実験

は，広島大学医学部附属動物実験施設で行っ

た．	
 

	
 

４．研究成果	
 

	
 インテグリンαv アンチセンス cDNA が導入

された KNantiαV は SCCKN 及び mock に比べ

インテグリンαv 蛋白発現が低下していた

（図２）．	
 

図２	
 

インテグリンβ8 アンチセンスオリゴ導入に

より，Ca9-22 及び KO のβ8 蛋白発現は抑制

された（図３）． 

図３	
 

	
 αvアンチセンスcDNAが導入が導入された

KNantiαv は，SCCKN 及び mock に比べ細胞増

殖が著明に低下していた（図４）	
 

図４	
 



β8 アンチセンスオリゴ導入よるβ8 発現抑
制は，Ca9-22 及び KO の細胞運動能を低下さ
せた．	
 

図４	
 

さらにインテグリンαv 低発現細胞株はコラ

ーゲンゲル内培養においてSCCKN及びKNmock

に比べ縮小したコロニーを形成した（図５）．	
 

図５	
 

	
 β8 アンチセンスオリゴ導入により，β8

発現が抑制された Ca9-22 と KO のコロニーは，

不規則に配列した細胞集団からなる拡張し

たものから，小さなコロニーに変化した．（図

６）．	
 	
 

図６	
 

	
 インテグリンβ8 アンチセンスオリゴが導

入により，Ca9-22 及び KO では MEK のリン酸

化（図７）と Rac1 の活性化（図８）が著し

く抑制された．	
 	
 

図７	
 

図８	
 

アンチセンス cDNA が導入によりαv	
 発現が

低下した KNantiαv は，ヌードマスでの造腫

瘍能は低下していた．	
 

図９	
 

	
 	
 

	
 

	
 



	
 以上の結果より，インテグリンαVβ8 発現

を抑制することは，MAPK シグナル伝達系や

Rho ファミリーG蛋白 Rac1 の活性化を抑制し，

扁平上皮癌細胞の増殖や運動能を低下させ

ることが示され，インテグリンαVβ8 を標的

とした口腔扁平上皮癌の分子標的治療が，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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