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【目的】  

 がん化やがんの増殖は，がん細胞自身の特性のみならず，細胞外基質蛋白な

どの周囲の間質成分との相互作用によって制御されている．インテグリンはα

鎖とβ鎖からなるヘテロ二量体として細胞膜上に存在し，細胞外基質との相互

作用により細胞の接着や運動能を制御している．特にインテグリンαv ファミ

リーは，がん細胞の運動能のみならず蛋白分解活性を調節し，がんの浸潤・転

移に密接に関与していると考えられている．本研究では，インテグリンαv を

唯一のカウンターパートとするβ6の蛋白翻訳後修飾機構の解析と，αvβ6が

扁平上皮癌細胞の浸潤・増殖に与える影響について検討した． 

 

【方法】 

 実験には，外陰部扁平上皮癌細胞株 A431 を用いた．A431 にβ6蛋白を一過性

に発現誘導させるため，テトラサイクリン（Tet）発現誘導システムを使用した．

すなわち， Tet 誘導性発現プラスミド pcDNA4/TO にβ6 の cDNA を組み込んだ

pcDNA4/TO/β6 を作製し，Tet リプレッサ－発現ベクターpcDNA6/TR とともに

A431 に導入し，A431β6-On を分離した．Tet 処理により A431β6-On にβ6を発

現誘導させた後，さらに Tet 非存在下で培養したβ6の mRNA 及び蛋白の継続的

発現変化を，それぞれ RT-PCR 及びウエスタンブロットで解析し，β6 の転写後

および翻訳後修飾を検討した．さらに，β6発現に及ぼすαvの影響を検討する



ため，哺乳動物発現ベクターpCI-neo にαvcDNA を組み込んだ pCI-neo/αv を作

製した。A431β6-On に pCI-neo または pCI-neo/αv を導入し，それぞれ

A431mock/β6-On または A431αv/β6-On を分離した． 

 β6 蛋白の細胞内での局在を検討するため，各細胞から細胞質蛋白，膜蛋白，

核蛋白，クロマチン結合蛋白及び細胞骨格蛋白の各分画抽出し，各細胞画分中

のβ6蛋白をウエスタンブロットで解析した． 

 インテグリンαvβ6の，扁平上皮癌細胞の浸潤・増殖に与える影響を検討す

るため，Tet 存在下での A431αv/β6-On の細胞運動能を Boyden chamber の変

法にて解析するとともに，マトリックスメタロプロテアーゼ（MMP）活性をゼラ

チンザイモグラフィーにて検索した．さらに A431αv/β6-On の Tet 存在下ある

いは非存在下での in vitro 及び in vivo における増殖能についても検討した． 

 

【結果】 

１．Tet 処理により，A431β6-On は，β6の mRNA 及び蛋白発現が誘導されたが，

Tet 非存在下で培養すると，いずれも経時的に発現量が低下し，12 時間後

に mRNA 発現が消失し， 24 時間後にはβ6蛋白発現もほぼ消失した． 

２．A431β6-On で一過性に誘導されたβ6 蛋白の，Tet 非存在下での発現低下

は，リソソーム阻害剤 pepstatinA やカルパイン阻害剤 ALLN では抑制され

なかったが，プロテアソーム阻害剤 MG132 あるいは Lactacystin により，

β6蛋白の発現低下を抑制した． 

３．A431β6-On で，発現誘導されたβ6蛋白の大部分は膜画分中に存在したが，

Tet 非存在下では，膜画分中のβ6蛋白量は低下した．これに対し，MG132

処理 A431β6-On では，膜画分中のβ6 蛋白発現の低下はみられなかった． 

４．Tet 処理で誘導された A431mock/β6-On におけるβ6mRNA 発現は，Tet 非存



在下では12時間後には消失し，β6蛋白の発現も低下した．一方，A431mock/

β6-On におけるβ6mRNA 発現は，Tet 非存在下では同じく 12 時間後には消

失したが，β6蛋白発現は維持されていた． 

５．Tet 処理により，A431αv/β6-On の運動能が低下するとともに，同細胞の

matrix metalloproteinase-9（MMP-9）活性も抑制された． 

６．Tet 処理は，A431αv/β6-On の in vivo での細胞増殖能には影響を与えな

かったが，Tet 投与ヌードマウスでの造腫瘍能は低下した． 

 

［結語］ 

 インテグリンβ6蛋白は蛋白翻訳後，細胞膜に移行するが，単量体のβ6は，

細胞膜から細胞質に移動しユビキチン化され，プロテアソームにより分解され

ることが明らかとなった．これに対し，αv と二量体を形成したβ6は，ユビキ

チン・プロテアソーム系による分解を受けず，細胞膜でαvβ6として安定発現

し，扁平上皮癌細胞の運動能及び MMP-9 活性に対し抑制することで，浸潤・増

殖を低下させることが示唆された． 

 


