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研究成果の概要（和文）：HDM2は，インテグリンβ8のEGF-like repeat domainに結合することで，インテグリンβ8の
ユビキチン化を制御するユビキチンリガーゼであることが明らかになった．口腔扁平上皮癌細胞においてHDM2阻害剤は
インテグリンβ8蛋白発現を亢進させた．さらに，HDM2発現亢進は口腔扁平上皮癌細胞の運動能を促進させた．これら
の結果より，HDM2がユビキチン/プロテアソーム系によるインテグリンβ8の蛋白分解を厳密に調節し，口腔癌の浸潤・
転移の制御に関与している可能性が示唆された．したがって，HDM2を標的とした分子標的治療薬が，口腔扁平上皮癌の
新しい治療法になり得る可能性が期待される．

研究成果の概要（英文）：It was revealed that HDM2 was the ubiquitin ligase which regulated the 
ubiquitination of integrin beta 8 by binding to EGF-like repeat domains in integrin beta 8 subunit leg. 
Treatment of oral squamous cell carcinoma cells with HDM2 E3 ligase inhibitor led to the enhancement of 
expression of integrin beta 8 protein. In addition, the enhancement of expression of HDM2 protein 
promoted cell motility of oral squamous cell carcinoma cells. These findings indicated that HDM2 might 
tightlyregulate the degradation of integrin beta 8 protein by ubiquitin-proteasome system, and 
participate in regulation of invasion and metastasis of oral cancer. Therefore, it is expected that 
molecular targeted therapy targeting HDM2 ubiquitin ligase has the potential to be the novel therapy for 
oral squamous cell carcinoma.

研究分野：外科系歯学
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１．研究開始当初の背景 
細胞内蛋白の主要な分解機構として知ら
れるユビキチン/プロテアソーム系は，細胞
周期，シグナル伝達，免疫応答，転写制御な
ど様々な生体機能を調節していることが報
告されている．そのため，ユビキチン/プロ
テアソーム系は，癌や神経変性疾患などの
様々な疾病に関与しており，がん細胞の生存
はユビキチン/プロテアソーム系に大きく依
存していると考えられる．したがって, ユビ
キチン/プロテアソーム系を特異的に阻害す
ることは抗がん作用につながる可能性が高
い．しかし，口腔癌をはじめとする固形がん
に対するユビキチン/プロテアソーム系阻害
剤の応用研究に関する知見は少ない． 
図 1 に示すように，ユビキチン/プロテア
ソーム系において，ユビキチン化反応の最終
段階を制御するユビキチンリガーゼ E3 は，
標的蛋白の特定のアミノ酸領域である蛋白
質分解調節領域に結合することで複合体を
形成し，ポリユビキチン鎖を付加することが
知られている (Nandi, D. et al, 2006; 
Nakayama, KI. et al, 2006; Schaefer, A. et 
al, 2012)． 

細胞周期停止やアポトーシスを誘導する
ことで細胞のがん化を抑制している p53 は，
発癌過程やその進展過程に関与しているこ
とが知られている．p53 分子はユビキチンリ
ガーゼである HDM2 (Human Double Minute 2) 
によってユビキチン/プロテアソーム系で分
解されていることが明らかにされている 
(Honda, R. et al, FEBS Lett., 1997)．ま
た，インテグリンβ8 は種々の癌細胞の増殖
に対し抑制的なシグナルを伝達することが
報告されている (Cambier et al, Cancer Res, 
2000)． 
これまでに，扁平上皮癌細胞において，イ
ンテグリンβ8 がユビキチン/プロテアソー
ム系で分解されること，さらにユビキチンリ
ガーゼHDM2がインテグリンβ8のユビキチン
化に関与している可能性を見出した. そこ
で，口腔癌においてHDM2を阻害することで，
インテグリンβ8 のユビキチン/プロテアソ
ーム系による分解を特異的に抑制し，抗がん
作用を示すことが推測された． 
 

２．研究の目的 
 本研究は，口腔扁平上皮癌におけるユビキ
チンリガーゼHDM2によるインテグリンβ8の
蛋白分解機序を解析するとともに，HDM2 が口
腔扁平上皮癌細胞の遊走能に与える影響に
ついて検討することにより，HDM2 阻害剤の口
腔癌に対する分子標的治療薬としての可能
性を検討することを目的としている． 
 
３．研究の方法 
（１）細胞と培養 
扁平上皮癌由来細胞株として，口腔扁平上
皮癌細胞株SCCKNと外陰部扁平上皮癌細胞株
A431 を用いた．SCCKN は，5%仔牛血清（CS）
を含む RD 培地を用いて，A431 は，5% CS を
含む DF 培地を用いて培養した． 
（２）共免疫沈降法によるインテグリンβ8
と HDM2 の複合体形成についての検討 
プロテアソーム阻害剤である 10μM MG132 
で 12 時間処理した SCCKN の細胞溶解液を，
抗インテグリンβ8 抗体または抗 HDM2 抗体 
で免疫沈降し標品とした．同標品に対し，抗
インテグリンβ8抗体または抗HDM2抗体を用
いた Western Blot 法を行い，標品中のイン
テグリンβ8蛋白またはHDM2蛋白の検出を行
った． 
（３）Mammalian two-hybrid 法によるインテ
グリンβ8とHDM2の複合体形成についての検
討 
HDM2 とインテグリンβ8 の cDNA を，GAL4 
DNA-Binding Domain Cloning Vector である
pM と，Activation Domain Cloning Vector で
ある pVP16 に組込み，それぞれ HDM2-pM と，
β8-pVP16 を作製した．これらを，分泌型ア
ルカリホスファターゼ (SEAP) 遺伝子の
Reporter Vector である pG5SEAP とともに，
A431 にリポフェクタミン法にて導入し 48 時
間培養後，培養上清中のアルカリホスファタ
ーゼ活性をマルチプレートリーダーにて測
定した．このアルカリホスファターゼ活性を
指標として，HDM2 とインテグリンβ8との結
合を評価した（図 2）． 

（４）インテグリンβ8 の deletion mutant
を用いた mammalian two-hybrid 法によるイ
ンテグリンβ8におけるHDM2の結合部位の解
析 



① Inverse PCR法によるインテグリンβ8の
deletion mutant の作製 
β8-pVP16 を鋳型として inverse PCR 法を
行った．これにより 6 種のβ8-pVP16 の
deletion mutant (Δ1-384 ， Δ385-769 ，
Δ577-769，Δ385-576，Δ385-480，Δ481-576) 
を作製した． 
② Mammalian two-hybrid 法 
Wild type のβ8-pVP16 または（４）①で
作製したβ8-pVP16 の deletion mutant を，
（３）の方法に準じて HDM2-pM および
pG5SEAP とともに A431 に導入し，48 時間後
の培養上清中のアルカリホスファターゼ活
性を測定することで，インテグリンβ8 にお
ける HDM2 の結合部位を検索した． 
（５）扁平上皮癌細胞のインテグリンβ8 蛋
白発現に及ぼす HDM2 阻害剤の影響について
の解析 
各濃度の HDM2 E3 Ligase Inhibitor で 12
時間処理した扁平上皮癌細胞におけるイン
テグリンβ8蛋白の発現を Western Blot 法に
て解析した． 
（６）HDM2 が口腔扁平上皮癌細胞の遊走能に
与える影響についての検討 
①HDM2 の open reading frame を哺乳動物ベ
クターpCI-neo（Promega）にサブクローニン
グし，pCI-neo/ HDM2 を作製した．pCI-neo
または pCI-neo/ HDM2 をリポフェクタミン法
にて SCCKN に導入し, 得られた細胞を，それ
ぞれ KN-Mock または KN-HDM2 とした．SCCKN, 
KN-Mock及びKN-HDM2細胞におけるHDM2蛋白
発現を，Western Blot 法で解析した． 
②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．メンブランの両面をゼラチ
ンコートしたケモタキセルを 16mm 径培養皿
に設置し，ケモタキセルの上室に 5×105個の
各細胞（SCCKN, KN-Mock 及び KN-HDM2）を浮
遊させた培養液を加え，下室には培養液を加
えた．12 時間培養後，メンブランをディフク
イックで固定・染色し，メンブラン下面の細
胞数を算定することで，細胞遊走能を評価し
た． 
 
４．研究成果 
抗インテグリンβ8抗体または抗HDM2抗体
で免疫沈降した標品中に，それぞれ HDM2 と
インテグリンβ8 が検出されたことから，イ
ンテグリンβ8とHDM2が複合体形成している
ことが示された（図 3）． 

HDM2-pM 及びβ8-pVP16 を導入した扁平上
皮癌細胞は，コントロールである pM 及び
pVP16 を導入したものに比べ，アルカリホス
ファターゼ活性が約5倍に亢進したことから，
インテグリンβ8とHDM2が結合していること
が示された（図 4）． 

インテグリンβ8 の脚部の EGF-like 
repeat domain に存在する 481 番目から 576
番目のアミノ酸を含む領域を欠失したβ8 の
deletion mutant (Δ385-769 ， Δ385-576 ，
Δ481-576) では，アルカリフォスファターゼ
活性が，ほぼコントロールレベルまで低下し
た．これに対し，同領域のアミノ酸配列が欠
失していない deletion mutant (Δ1-384，
Δ577-769，Δ385-480) では，アルカリフォス
ファターゼ活性の低下がみられなかった（図
5）．インテグリンβ8 の脚部に存在する
EGF-like repeat domain の 481 番目から 576
番目のアミノ酸領域が，HDM2 の結合に関与し
ている可能性が示唆された． 

扁平上皮癌細胞において，HDM2 阻害剤は濃
度依存性に，インテグリンβ8 蛋白発現を亢
進させた．HDM2 がインテグリンβ8の蛋白分
解を調節していることが示された． 
SCCKN, KN-Mock及びKN-HDM2におけるHDM2
発現を，Western Blot で解析した結果，SCCKN
及び KN-Mock と比較し，HDM2 発現ベクターが
導入された KN-HDM2 では HDM2 蛋白発現が亢
進していた．KN-HDM2 は，SCCKN 及び KN-Mock
に比べて，細胞遊走能が約 5〜8 倍に亢進し
ていたことから，HDM2 は口腔扁平上皮癌細胞
の運動能を促進させることで，がん浸潤の亢
進に関与することが示唆された． 



以上の結果より，口腔扁平上皮癌細胞にお
いてHDM2がユビキチン/プロテアソーム系に
よるインテグリンβ8 の蛋白分解を厳密に調
節し，口腔癌の浸潤・転移の制御に関与して
いる可能性が示唆された．したがって，ユビ
キチンリガーゼ HDM2 を標的とした分子標的
治療薬が，口腔扁平上皮癌の新しい治療法に
なり得る可能性が期待される． 
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