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略 語 一 覧 

 

AdCC : adenoid cystic carcinoma (腺様囊胞癌) 

cDNA : complementary DNA (相補的 DNA) 

DAB : diaminobenzidine (ジアミノベンジン) 

DAPI : 4’,6-diamidino-2-phenylindole (4’,6- ジアミノ -2- フェニルインドール)  

EMT : epithelial mesenchymal transition (上皮間葉転換) 

GFP : green fluorescent protein (緑色蛍光蛋白質) 

GSK3β: glycogen synthase kinase 3β (グリコーゲン合成リン酸化酵素 3β) 

mRNA : messenger ribonucleic acid (メッセンジャーリボ核酸) 

PAGE : polyacrylamide gel electrophoresis (ポリアクリルアミドゲル電気泳動) 

PBS : phosphate-buffered saline (リン酸緩衝食塩水) 

PCR : polymerase chain reaction (ポリメラーゼ連鎖反応) 

PFA : paraformaldehyde （パラホルムアルデヒド） 

PP2A : protein phosphatase 2A (タンパク質脱リン酸化酵素 2A） 

PR55β : protein phosphatase 2A regulatory subunit 55 beta (タンパク質脱リン酸化酵素 2A 調

節サブユニット 55β)  

SDS : sodium dodecyl sulfate (ドデシル硫酸ナトリウム) 

siRNA : small interfering RNA (低分子干渉性 RNA) 



 

 

TBST : Tris-buffer saline Tween- 20 (Tween-20 含有トリス緩衝液)  
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要  旨 

腺様囊胞癌 (AdCC) は、神経組織などへの高い浸潤能と肺などへの遠隔転移を特徴とする悪性

度の高い唾液腺腫瘍である。この癌細胞の悪性転換には、様々な調節分子による相互作用が関係

する。 βカテニンは、細胞増殖や腫瘍形成に関連する主要なシグナル伝達分子であり、 AdCC を含

む多くの悪性腫瘍で恒常的な活性化が認められている。そのため β カテニンの分子挙動を解明す

ることは、 AdCC における浸潤や転移の抑制につながるものと考えられる。このうち β カテニンの脱リ

ン酸化とそれにともなう核移行は、 β カテニンを介したシグナル伝達に極めて重要な役割を担うが、 

AdCC における β カテニンのリン酸化制御機構については不明である。一方、タンパク質脱リン酸化

酵素 2A (PP2A) は細胞内の主要な脱リン酸化酵素の一つであり、 β カテニンの脱リン酸化にも関与

する。 タンパク質ホスファターゼによるリン酸化制御を可能にするためには、酵素活性を規定する触

媒サブユニットに加えて、その酵素に特性を付与する調節サブユニット (B サブユニット) の役割が重

要である。しかしながら、 AdCC における PP2A の B サブユニットに関する詳細な研究は少ない。そ

こで本研究では、ヒト AdCC において、悪性度の異なる二つの培養細胞株を用いて AdCC におけ

る B サブユニットの発現動態を明らかにすることで、 AdCC の悪性化に関連する B サブユニットの

存在を検討した。発現量の増加が認められた分子に関しては、 AdCC の細胞特性に対する影響や 

β カテニンの脱リン酸化制御機構との関連性についても検討した。さらにヒト AdCC 組織においても、

その分子の発現動態について免疫組織化学的手法を用いて検討した。 

各 PP2A 調節サブユニットをコードする遺伝子のプライマーを用いた定量的リアルタイムポリメラー
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ゼ連鎖反応法により、 ACCS および ACCS-M 細胞に対する mRNA 量の発現動態を検討した。 

ACCS 細胞に対して転移能の高い ACCS-M 細胞では、 Ppp2r2b, Ppp2r3a および Ppp2r5e の遺

伝子発現量が増加した。これらの遺伝子のうち、 Ppp2r2b に関してはウエスタンブロット法による解

析においても翻訳産物である PR55β の発現量が増加していた。次に ACCS-M 細胞において低分

子干渉性 RNA (siRNA) を用いて PR55β のタンパク質発現量を抑制したところ、 ACCS-M の細胞

遊走能とコラーゲン膜への浸潤能は、いずれも対照群と比較して有意に低下した。さらに、 β カテニ

ンのリン酸化状態や細胞内局在についても siRNA を用いて検討した。対照群と比較して PR55β の

発現を抑制した群では βカテニンのリン酸化が亢進し、さらに総タンパク質量も減少した。また、対照

群で顕著に認められた β カテニンの核内移行も認められなかった。このことから、 ACCS-M 細胞の

転移能と β カテニンの脱リン酸化に PR55β が関与していることが示唆された。最後に、ヒト AdCC 組

織に対して抗  PR55β 抗体を用いた免疫染色を行ったところ、転移能が高いとされる  Solid 型の 

AdCC において染色される割合が高かった。以上のことから、 AdCC に対して、 PR55β は β カテニ

ンの脱リン酸化を促進することで腫瘍の転移能獲得に寄与する分子であることが示唆された。 
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緒  言 

腺様囊胞癌 (AdCC) は比較的緩徐な発育を示す一方で、周囲組織への浸潤と、肺を中心とした

遠隔臓器への転移を特徴とした、悪性度の高い唾液腺腫瘍の一つである (1)。特に、神経組織への

局所浸潤を認めるため、進行癌では知覚異常などの症状が出現することがある。また AdCC による

肺転移は、予後悪化因子の一つとなっている (2)。唾液腺腫瘍の中では比較的その発生頻度が高く、

発生率は 10 万人に 4-5 人で、わずかに女性に多い (3)。発生部位や腫瘍の性状は様々であり、耳

下腺や顎下腺などの大唾液腺に限らず、口腔粘膜に存在する小唾液腺からも発生する (4)。病理組

織学的には、特徴的な篩状構造を呈する Cribriform 型の他に、 Tubular 型、 Solid 型の 3 種類に

分類される。腫瘍の病態を評価することを目的として、これまで多くの統計学的検討が行われており、 

Cribriform 型では比較的再発や転移することが少なく、 Tubular 型から Solid 型への変化に順じて、

予後が不良になると考えられている (5)。加えて近年では、様々なタンパク質や癌関連遺伝子群の

変異などが AdCC の悪性転換に寄与することが示唆されている (6-8)。この癌細胞の悪性転換は、

様々な調節分子が複雑に相互作用を及ぼしながら、シグナル経路を構築することで、獲得されてい

くと考えられている。中でもこれまで多くの腫瘍において恒常的活性化が認められる Wnt/βカテニン

シグナルは、腫瘍の増殖や浸潤、転移と密接に関わる重要なシグナル伝達経路として知られている。

このうち βカテニンの脱リン酸化とそれにともなう核移行が、特に重要な分子挙動である (9)。 Wnt シ

グナルの活性化により、リン酸化修飾を免れ細胞質内で安定化した βカテニンは核内へ移行し、浸

潤や転移に関わる遺伝子群の発現を促す。この時、癌細胞の浸潤や離脱に極めて重要な上皮間葉
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転換 (EMT) が引き起こされると考えられている。当研究室では、ヒト AdCC 細胞をマウス舌に接種

することで、異なる二つの転移能をもつヒト AdCC 細胞株を樹立した (10)。すなわち、腫瘍塊の形成

は認めるが転移する確率が低い ACCS 細胞と、 ACCS 細胞をさらに舌へ接種することで、顎下リン

パ節へ高確率で転移する ACCS-M 細胞が樹立された。Ishii らは、これらの細胞株の分子生物学

的特性について解析を行うことにより、 βカテニンの局在変化と EMT の関連性について述べている。 

βカテニンの局在変化については、グリコーゲン合成リン酸化酵素 (GSK3β) などによる βカテニンの

リン酸化修飾が βカテニンの細胞内発現量調節に関与していると考えられており、多くのキナーゼに

よるリン酸化調節機構の存在が示唆されている (11)。一方で、こうしたキナーゼに対する脱リン酸化

酵素に関する研究は少なく、 AdCC における βカテニンのリン酸化制御機構については未だ不明な

点が多い。 

タンパク質脱リン酸化酵素 2A (PP2A) は主要なタンパク質ホスファターゼの一つであり、生体内の

あらゆる組織でユビキタスに発現するセリン・スレオニンホスファターゼである (12)。細胞内では主に

二量体もしくは三量体として存在する (13)。足場サブユニットと触媒活性の中心を担う触媒サブユニ

ットによって構成される二量体に加えて、基質特異性や細胞内局在、酵素活性の強度などの機能を

調節する役割を担う、様々な異なる調節サブユニット (B サブユニット) が存在する。 B サブユニット

は大きく四つのクラス (PR/B, PR/B’, PR/B’’, PR/B’’’) に分類され、それぞれのサブクラスに対して複

数のアイソフォームが見出されている (14)。 生体内に圧倒的多数のセリン・スレオニンキナーゼが存

在するのに対して、ヒトゲノムに存在するセリン・スレオニンホスファターゼは僅か 45 種類程度しか存
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在しない (15)。この不均衡状態にもかかわらず、迅速かつ正確に細胞内のシグナル伝達を作用させ

るためには、適切にホスファターゼを機能させるための調節サブユニットの役割が極めて重要である。

すなわち、各組織に存在する細胞の中では、その生理的環境に適応した B サブユニットによる機能

制御機構が構築され、厳密なリン酸化制御を行っていると考えられる。一方、 PP2A と悪性腫瘍につ

いては、これまで多くの研究が、その関連性を示している。例えば、オカダ酸は PP2A の代表的な阻

害剤であると同時に、発がん性物質として認識されている。これは、 PP2A によるリン酸化制御機構

の破綻による腫瘍形成の促進作用と考えられている。多くの文献的報告により、腫瘍細胞内のシグ

ナル伝達分子が PP2A により脱リン酸化され、腫瘍の悪性化に促進的に作用することが示されてい

る (16)。しかしながら、その多くは触媒サブユニットの酵素活性や分子挙動に対する解析であり、そ

の機能を調節する B サブユニットの発現動態に焦点をあてた研究はほとんど行われていない。 

そこで、本研究では前述の二つのヒト  AdCC 細胞株を用いて、  AdCC の悪性転換に関わる 

PP2A の B サブユニットのメッセンジャーリボ核酸 (mRNA) 発現動態について検討した。さらに発現

が認められた分子については、免疫組織化学的手法を用いてヒト AdCC 組織についても発現量と

悪性転換に関する検討を行った。その結果、従来では AdCC の腫瘍形成に抑制的に作用すると考

えられていた PP2A の脱リン酸化作用においても、 B サブユニットの特性を 利用した、 AdCC の効

率的なリン酸化制御機構の構築について、その一端を解明したので、ここに報告する。 
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材料と方法 

1. 抗体 

ウサギ抗ヒト  β カテニン抗体およびウサギ抗ヒトリン酸化  β カテニン抗体は  Cell Signaling 

Technology （Danvers, MA） より購入した。マウス抗ヒト β-actin 抗体は Sigma Aldrich （St Louis, MO） 

より購入した。ウサギ抗ヒト PR55β 抗体は Abcam (Cambridge, UK） より購入した。 

 

2. 細胞培養  

ヒト唾液腺腺様嚢胞癌細胞株は大阪大学歯学部第一口腔外科にて樹立されたものを使用した 

(17)。実験に用いた培養細胞株は、当分野の  Ishii らによって樹立された  ACCS 細胞および 

ACCS-M 細胞を使用した  (10)。培地は、ダルベッコ変法イーグル培地  （Gibco; Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA ）  に  L(+)-アスコルビン酸  （Wako Pure Chemical Industries, Osaka）  100 

μg/mL、ペニシリン G カリウム （Meiji Seika Pharma, Tokyo） 100 U/mL、ストレプトマイシン （Meiji 

Seika Pharma） 100 μg/mL を添加して用い、終濃度が 10% となるようにウシ胎仔血清 (FBS) を加え

た。 37 ℃、湿度 100%、 5% 二酸化炭素気相下で培養した。細胞株の継代は、 phosphate-buffered 

saline （PBS） と 0.05% Trypsin / エチレンジアミン四酢酸 （Gibco） を用いて行った。 ACCS-M 細胞

は、必要に応じて Ppp2r2b 遺伝子の塩基配列もしくはコントロールの塩基配列を用いた低分子干渉

性  RNA (siRNA) を用いた遺伝子導入を行った。  siRNA の遺伝子導入には  Lipofectamine 

RNAiMAX Reagent （Thermo Fisher Scientific） を使用した。用いた siRNA の塩基配列を以下に記
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す。 

siCont. : 5-AAUUCUCCGAACGUGUCACGU-3 

siPpp2r2b : 5- ACUUUCCACAGCUUCACAGTT-3 

 

3. 培養細胞の接種  

すべての実験動物の取扱いは九州大学実験動物倫理委員会の承認を得て、日本学術会議によ

り策定された「動物実験の適正な実施に向けたガイドライン」 （2006 年 6 月 1 日施行） に従った。

動物実験計画は九州大学動物実験規則第 10 条第 4 項の規定に基づき承認 （A29-194-0） を得た。

実験動物は 8 週齢のヌードマウス （BALB /cAJcl-nu/nu ; Kyudo, Fukuoka） の雌を使用した。飼料及

び飲料水は自由摂取とし、飼育管理は無菌状態にて行い、固形飼料、飲料水、床敷及びゲージは

全て滅菌したものを用いた。 

ACCS-M 細胞を培養液中で細胞密度が 2.5 × 107 個 / mL になるように調製し、この細胞浮遊液 

40 μL（1.0 × 106 個） を 27 G 注射針付注射器 （TOP Plastic Syringe, Tokyo） を用い、セボフルラン 

(Wako Pure Chemical Industres) 吸入麻酔下でヌードマウスの舌に接種した。接種後、舌に形成され

た腫瘍塊を確認し、セボフルラン麻酔下に安楽死させた後、顎下リンパ節へ転移した ACCS-M 細

胞の有無を、マルチアングル実体システム （VG-G25 ; KEYENCE, Osaka） を用いて 470 nm の励起

光下に確認した。 
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4. Total RNA 抽出方法 

前述の培地下で培養された ACCS および ACCS-M 細胞は、 PBS で十分に洗浄後に回収した。

回収した培養細胞に TRIzol （Thermo Fisher Scientific ） 1 mL を加え、音波破砕により溶解し、室温

で 10 分間放置した。その後、クロロホルム （Wako Pure Chemical Indutstres） 200 μL を加えて 3 分間

撹拌し、室温で 3 分間放置後、 4 ℃、 14,500 rpm で 10 分間遠心分離した。 RNA を含む水層を約 

300 μL 採取して新たなチューブに移し、これにイソプロピルアルコール  （Wako Pure Chemical 

Indutstres） 150 μL を加えて混合し、室温で 10 分間放置した。その後、 4 ℃、 14,500 rpm で 30 分

間遠心分離し、  RNA を沈殿させた。上清を除去後、  70% エタノール  （Wako Pure Chemical 

Indutstres） 1 mL を加えて沈殿物を洗浄し、振盪攪拌した。混合後、 4 ℃、 14,500 rpm で 10 分間遠

心分離し、沈殿物を室温で乾燥させ、 RNase-Free H2O 20 μL に溶解した。その後、 65 ℃ で 10 分

間保温し、撹拌後氷冷した。 RNase Inhibitor （Promega, Madison, WI） を 1 μL を加え、分光光度計 

(Ultrospec 3300 pro, GE Healthcare/Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK) を用いて全 RNA 

の濃度を測定した。回収した約  3 μg の全  RNA を鋳型として、  40 U/μL の  recombinant 

RNasin®Ribonuclease Inhibitor （Promega） を 0.5 μL、 0.5 μg/μL の逆転写プライマー pd (T)12-18
 を 1 

μL、 250 mM トリス塩酸塩 (pH 8.3)、 375 mM KCl および 15 mM MgCl2
 を含む 5 × 反応緩衝液を 

4 μL、  100 mM dithiothreitol を  2 μL、  200 U/μL の  SUSPERSCRIPTTMⅡ RNase H- Reverse 

Transcriptase （Thermo Fisher Scientific） を 0.5 μL 加えて合計 20 μL とし、 42 ℃ で 1 時間インキュ

ベートした。その後、  95 ℃ で  5 分間加温して酵素を失活させ、直ちに氷冷して  相補的  DNA 
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(cDNA) を合成した。これを RNase-Free H2O
 で 10 倍に希釈し、 mRNA の解析に用いた。 

 

5. リアルタイム PCR 法による mRNA 発現の解析 

定量的リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応  (PCR) 法  は、  Light Cycler FastStart DNA Master 

SYBER Green 1 kit （Roche Diagnostics, Mannheim, Germany）  を用いた。反応条件は、熱変性を 

95 ℃ で  1 サイクル  10 分間行い、  2 サイクル以降  10 秒間行った。アニーリング／伸長反応は 

60 ℃ で 10 秒間、 72 ℃ で 10 秒間とし、すべて 47 サイクルの増幅を行った。リアルタイム PCR は 

LightCycler Software Version 3.5 (Roche Diagnostics) を使用した。  glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase  の mRNA 発現量と比較し、相対的発現量を算出した。用いたプライマーの塩基配

列を表 1. に示す。 

 

表 1. プライマー塩基配列 

Ppp2r2a （F） 5'-GCAACAGGAGATAAAGGTGGTAG-3' 

 （R） 5'-TGGTTCATGGCTCTGGAAGGTG-3' 

Ppp2r2b    （F） 5'-GCGTGATAAGAGGCCAGAAG-3'   

 （R） 5'-TGTGTGCGTTGGCAAATACT-3'     

Ppp2r2c （F） 5'-AGAGCTGATGACCTCACCGTTGTT-3' 

 （R） 5'-ATCAGATGAGGACACAGGCACACA-3'  

Ppp2r2d （F） 5'-CGTGAACAAGAGAATAAAAGCCG-3'  

 （R） 5'-CTTCAATATTGGGACCCGTAG-3'      

Ppp2r3a  （F） 5'-ACGCTTGTTGCAGAGGAATC-3'       

 （R） 5'-TCCAAATTCAGAGGGAGAGG-3'     

Ppp2r3c  （F） 5'-TCGTCGGCGCCTAGCGACGCCCAACACCTG-3'  

 （R） 5'-ATCGCTTCCTCTCCAATCATAGGTGGTGTCT 
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 GGTGTTTGTCCAGC-3' 

Ppp2r4     （F） 5'-GCTGAGGGCGAGCGGCAGCCGCCGCCA-3' 

 （R） 5'-GCCAGATGGGTAGGGACCACTGTGGCCACC-3' 

Ppp2r5a   （F） 5'-GAGTATGTTTCAACTAATCGTGGTGTAATTGTTGAATCAGCG-3'  

 （R） 5'-TCCCATAAATTCGGTGCAGAACAGTCTTCAGG-3'   

Ppp2r5b  （F） 5'-GACAACTGCCACACTGTGCT-3'    

 （R） 5'-TCCAGCTTGTAGGAGGCTGT-3'        

Ppp2r5c  （F） 5'-GTAATAAAGCGGGCAGCAGG-3' 

 （R） 5'-CAAAGT CAAAGAGGACGCAACA-3'   

Ppp2r5d   （F） 5'-AACTCCAAGAGCCACTGGAA-3' 

 （R） 5'-TGCCACATCTCTTCCCTTTC-3'       

Ppp2r5e  （F） 5'-AAGCCAGACAGAAGAGGTCGCA-3' 

 （R） 5'-AGGAACAGTTCAGGCTGCTCTG-3' 

  

 

 

6. ウエスタンブロッティング 法 

ACCS および ACCS-M 細胞を PBS で洗浄した後、プロテアーゼ阻害剤を含むドデシル硫酸ナト

リウム (SDS) 溶解緩衝溶液 （50 mM Tris-HCl、 pH 6.8、 2% SDS、 10% グリセロール、 6% メルカプ

トエタノール） を用いて音波破砕により溶解した。溶解液のタンパク濃度を Bio-Rad protein assay kit 

（Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA）  を用いて分光光度計により決定した。その後、  Laemmili 

sample buffer (Bio-Rad Laboratories)・2-メルカプトエタノール （Wako Pure Chemical Indutstres） を添

加し、 70 ℃ 、 30 分加熱し変性させ、 -30 ℃ にて保存した。同濃度のタンパクを含む 30 μL のサン

プルを用いて、 10% SDS-PAGE (ポリアクリルアミドゲル電気泳動) を行った。電気泳動後、タンパク

をニトロセルロース膜 (Bio-Rad Laboratories) に転写した。セルロース膜を TBST (25 mM Tris-HCl、 
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pH 8.2、 144 mM  NaCl、 0.1% Tween 20) で洗浄した後、常温 1 時間、 5% スキムミルク /TBST で

ブロッキングを行い、 TBST による洗浄後、特異的一次抗体で常温 1 時間処理した。 TBST による

洗浄後、ホースラディッシュペルオキシダーゼ結合二次抗体と常温 1 時間反応させて、 TBST によ

り洗浄した。検出は二次抗体として西洋ワサビ過酸化酵素標識ロバ抗ウサギ IgG 抗体、ヤギ抗マウ

ス IgG 抗体を用い、化学発光試薬として ECL キット (GE Healthcare/Amersham Biosciences) を使用

した。検出したバンドの定量はイメージアナライザー  LAS 3000 mini (GE Healthcare/Amersham 

Biosciences) を用いて行った。 

7. 免疫沈降 

ACCS および ACCS-M 細胞は細胞破砕液 [50 mM Tris-HCl (pH7.5)、150 mM NaCl、1% Triton 

X-100、1 mM NaF、1 mM Na3VO4、1 mM dithiothreitol、2.5 μg/ml pepstatin A、5 μg/ml leupeptin、3 

μg/ml aprotinin、25 μg/ml p-amidinophenylmethanesulfonyl fluoride] 中にてセルスクレイパーで培養

皿から回収後 4ºC で １ 時間転倒混和した。このようにして調製した破砕液は 15,000g で 30 分間遠

心し、上清を回収して免疫沈降に供した。抗ヒト β カテニン抗体を加えて 4ºC で 2 時間転倒混和し

た後に、破砕液で平衡化したプロテイン G セファロースを加えてさらに 4ºC で 1 時間転倒混和した。

セファロースビーズは組織破砕液で 3 回洗浄した。その後 SDS-PAGE を行い、抗ヒト PR55β 抗体

を用いてウエスタンブロッティング法を行った。検出は二次抗体として西洋ワサビ過酸化酵素標識ロ

バ抗ウサギ  IgG 抗体、ヤギ抗マウス  IgG 抗体を用い、化学発光試薬として  ECL キット  (GE 



- 12 - 

 

Healthcare/Amersham Biosciences) を使用した。検出したバンドの定量はイメージアナライザー LAS 

3000 mini (GE Healthcare/Amersham Biosciences) を用いて行った。 

8. 細胞遊走能試験 

6 穴平型プレート （Thermo Fisher Scientific） に 1 穴あたり 3 × 105 個の ACCS-M 細胞を播種し、 

24 時間培養した。その後、 Ppp2r2b の siRNA と対照群として control siRNA を遺伝子導入し、さら

に 24 時間培養した。細胞がコンフルエントになっていることを確認して、 200 μL ピペットチップの先

端にてウェル内に直線状に傷を付け、その傷によって形成されたスペースの面積を、蛍光顕微鏡 

（BZ-9000; KEYENCE） を用いて計測した。観察はウェル内に傷つけた直後から開始し、 6 時間毎

に 24 時間後まで行った。測定は各細胞株で 3 穴ずつ、 1 穴ごとに 3 視野の面積を 4 倍の顕微鏡

で観察し、同一の実験を 3 回行った。細胞スペースの面積は以下の計算式を用いて評価した。                  

面積 （%） ＝ （観察時の面積／観察開始直後の創部面積） × 100  

統計学的処理は等分散であることを確認して、 Student-t 検定を用いた。 
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9. 細胞浸潤能試験 

細胞浸潤能試験はコーニングマトリゲルインベージョンチャンバー （Corning Inc.,Corning, NY） を

用いて行った。 24 穴プレート （Collaborative Research, Waltham, MA） に 10 – 12 μL のマトリゲルで

コーティングされた 8 μm のポアサイズを有するフィルターインサートと、何も処理をされていないコン

トロールインサートを用いた。 PR55β の siRNA と control siRNA を遺伝子導入した ACCS-M の培

養液を各ウェルのフィルター上側にそれぞれ 15×104 個、 200 μL の血清培地とともに加え、フィルタ

ーの下側には無血清培地を  300 μL 加えた。  48 時間の培養後に、  4 % PFA で固定し、 

Hematoxylin and Eosin （H-E） 染色を行った。フィルター上方に残留した細胞は、綿棒を用いて除去

した。フィルター下面の染色された全細胞数を顕微鏡で観察し、数を計測した。浸潤能は以下の計

算式を用いて評価した。 

浸潤能 （%） ＝ （フィルターインサートの平均細胞数／コントロールインサートの 

平均細胞数） × 100 

統計学的処理は等分散であることを確認して、 Student-t 検定を用いた。 

10. 細胞免疫染色法 

細胞膜もしくは細胞内に局在する PR55β の検出には間接蛍光抗体法を用いた。イメージングチ

ャンバー 8 穴に PR55β の siRNA と control siRNA を遺伝子導入した ACCS-M 細胞の培養液を 
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24 時間培養した。 PBS で 3 回洗浄し、 2 % PFA （paraformaldehyde）/PBS （3.7 % ホルムアルデヒド, 

0.2 % グルタルアルデヒド）  で室温、 10 分間固定した。 PBS で 3 回洗浄し、抗 β カテニン抗体 

（1:100）  を  12 時間、  4 ℃ で反応させ、  PBS で  3 回洗浄したのち、  Alexa Fluor 標識二次抗体 

（1:10000; Thermo Fisher Scientific ） を遮光下にて 37 ℃、 90 分間反応させた。 PBS で 3 回洗浄

後、退色防止剤入り 6-diamidino-2-phenylindole （DAPI） 封入剤 （Thermo Fisher Scientific） を用い

て封入した。蛍光観察には蛍光顕微鏡 （BZ-9000） を用いて撮影した。 

 

11. 免疫組織化学染色法 

実験に用いた組織検体は、九州大学病院口腔顎顔面外科学分野の手術において切除され、病

理組織学的に AdCC と診断されたものを使用した。ヒト組織検体の使用については、九州大学医系

地区部局臨床研究倫理審査委員会に承認を得た。組織切片は、ホルマリン固定、パラフィン処理後

に 4 μL の厚さで薄切され作製された。キシレンによる脱パラフィン処理とクエン酸による抗原賦活化

処理後に、 10% ヤギ正常血清により、常温 30 分間のブロッキングを行った。 TBST による洗浄後、

特異的一次抗体で 4 ℃ 一晩反応させた。 TBST による洗浄後、ビオチン標識二次抗体と常温 1 

時間反応させて、 TBST により洗浄した。最後に酵素試薬としてペルオキシダーゼ標識ストレプトア

ビジンを常温 10 分間反応させた。ブロッキングから酵素試薬までの行程は、ヒストファイン SAB-PO 

キット (Nichirei Biosciences Inc., Tokyo) を使用した。発色は 3’-diaminobenzidine （DAB） 基質キット 

（Merck, Darmstadt, Germany） で行った。発色した標本は、 Hematoxylin により対比染色を行った。
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蛍光顕微鏡 （BZ-9000） を用いて観察を行い、染色した組織数全体 (n=12) に対する陽性検体数と

陰性検体数の割合を、それぞれ算出した。撮影された組織の画像に対して、画像解析ソフト BZ-X 

Analyzer （KEYENCE） を用いて、単位面積当たりの染色細胞数の割合を算出した。 
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結  果 

1. 各 PP2A 調節サブユニットの mRNA 発現量の比較 

AdCC の悪性転換に関連する PP2A 調節サブユニットを調べるために、 ACCS および ACCS-M 

細胞を用いて分子細胞生物学的検討を行った。まず ACCS-M 細胞をマウス舌に接種し、励起光下

でマウス顎下リンパ節を確認したところ、 GFP による蛍光発色が確認された。このことから、恒常的

に GFP を発現している ACCS-M 細胞が、顎下リンパ節へ転移していたことが確認された (図 1A)。

次に、 ACCS および ACCS-M 細胞に対して、定量的リアルタイム PCR 法を用いて、各 PP2A 調節

サブユニットの  mRNA 発現量を解析した。  ACCS 細胞に対して  ACCS-M 細胞では、  Ppp2r2b, 

Ppp2r3a および Ppp2r5e の遺伝子発現量が増強した (図 1B)。これらのうち、 Ppp2r2b はウエスタン

ブロッティング (WB) 法による解析により、 ACCS-M 細胞において、 Ppp2r2b 遺伝子の翻訳産物で

ある PR55β が発現していることが確認され、さらにその発現量は ACCS-M 細胞において増強した 

(図 1C)。  

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

ACCS-M 

SMG 

GFP Bright 



- 17 - 

 

0

2

4

6

8

10

12

R
el

at
iv

e 
ex

p
re

ss
io

n
 o

f 
m

R
N

A
 

(F
o

ld
 c

h
an

g
e)

 

 *:P<0.05 **:P<0.01 

ACCS 

ACCS-M 
* 

* 

** 

B 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

  

ACCS ACCS-M 

PR55β 

actin 

WB 

図 1. 各 PP2A 調節サブユニットの mRNA 発現量の比較 

使用した ACCS 細胞は、顕微鏡下に確認され、その後励起光下に遺伝子導入された GFP が

発現していることを確認した (写真 A 上段)。また、 ACCS 細胞をマウス舌に接種し、顎下リンパ

節へ転移したことを目視下と励起光下に確認した （写真 A 下段）。 ACCS および ACCS-M 細

胞から cDNA を合成して、各 B サブユニットの発現量を定量的リアルタイム PCR 法により解析し

た （B）。 PR55β および β-actin の抗体を用いて WB 解析を行った （C）。 



- 18 - 

 

2. ACCS-M 細胞の細胞生物学的特性に対する PR55β の影響 

PR55β が  ACCS-M 細胞の悪性転換に関与しているか検討するために、  Ppp2r2b 遺伝子の 

siRNA を用いて、 ACCS-M 細胞の細胞生物学的特性について検討した。まず、 Ppp2r2b 遺伝子

とスクランブル塩基配列をもつコントロール遺伝子の siRNA を ACCS-M 細胞に遺伝子導入した後、 

WB 法により  PR55β の発現量に対する影響を確認した  (図  2A)。その上で、  ACCS-M 細胞に 

Ppp2r2b 遺伝子とコントロール遺伝子の siRNA を遺伝子導入して、細胞遊走能に対する PR55β の

影響を細胞遊走能試験により検討した。対照群に対して Ppp2r2rb 遺伝子の siRNA を導入した群

では、 ACCS-M 細胞の細胞遊走能が有意に低下した (図 2B)。同様にして、細胞浸潤能試験を行

い、 PR55β の影響を検討した。対照群に対して Ppp2r2rb 遺伝子の siRNA を導入した群では、 

ACCS-M 細胞の細胞浸潤能も有意に低下した (図 2C)。このことから、 PR55β は ACCS-M 細胞の

悪性転換を促進することが示唆された。 
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図 2. ACCS-M 細胞の細胞生物学的特性に対する PR55β の影響 

ACCS-M 細胞に対して、 Ppp2r2b 遺伝子もしくはコントロール遺伝子の siRNA を遺伝子導入

した。その後、 WB により標的タンパク質の発現が抑制されたことを確認した （A）。 ACCS-M 細

胞に Ppp2r2b 遺伝子もしくはコントロール遺伝子の siRNA を遺伝子導入した後、細胞遊走能試

験を行った （B）。同様にして、細胞浸潤能試験も行った （C）。 
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3. βカテニンの脱リン酸化状態に対する PR55β の影響  

次に、 PR55β がどのような作用機序で ACCS-M 細胞の悪性転換に関与しているのかを明らかに

するために、 β カテニンのリン酸化状態に対する PR55β の及ぼす影響について検討を行った。 

Ppp2r2b 遺伝子に対する siRNA を遺伝子導入した後、抗ヒトリン酸化 β カテニン抗体を用いた WB 

法を行い、 β カテニンのリン酸化状態について解析した。対照群と比較して Ppp2r2b 遺伝子の 

siRNA を導入した群では、リン酸化 β カテニンの量が増加した。また、 β カテニンの総タンパク質量

は減少していた (図 3A)。さらに、 β カテニンの細胞内局在を検討するために ACCS-M 細胞に 

siRNA 遺伝子導入を行い、抗ヒト β カテニン抗体を用いて、細胞免疫染色を行った。対照群では、 

β カテニンの核内移行が認められたのに対して、 Ppp2r2b 遺伝子の siRNA を遺伝子導入した群で

は、核内移行は認められなかった (図 3B)。すなわち、 PR55β は β カテニンの脱リン酸化を促進す

ることで、同分子の核内移行を増加させ、同時に細胞内での総タンパク質量を増加させていることが

示された。 

 

A   

      

 

 

 

Phosho- 

β-catenin 

β-catenin 

WB 

ACCS-M 

PR55β 

actin 



- 21 - 

 

B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.  ACCS および ACCS-M 細胞における βカテニンと PR55β の結合  

続いて、ACCS および ACCS-M 細胞における βカテニンと PR55β の結合について検討するため

に、免疫沈降実験を行った。 ACCS および ACCS-M 細胞の細胞破砕液に対して、抗ヒト β カテニ

ン抗体を用いて免疫沈降を行い、沈降物中の PR55β に対する特異的抗体を用いたウエスタンブロ

ッティング法によって検討した。 ACCS および ACCS-M 細胞の両者において β カテニンと PR55β 

の結合が認められた (図 4)。その結合量は、 ACCS 細胞と比較して ACCS-M 細胞で増加していた。

このことから ACCS および ACCS-M 細胞において β カテニンと PR55β が相互作用することが示さ

れた。 

 siPpp2r2b siCont. 

β-catenin GFP 

DAPI MERGED 

β-catenin 

DAPI 

GFP 

MERGED 

図 3. βカテニンの脱リン酸化状態に対する PR55β の影響 

ACCS-M 細胞に対して、 Ppp2r2b 遺伝子もしくはコントロール遺伝子の siRNA を遺伝子導入

した。その後、各種タンパク質の抗体を用いた WB 解析を行った （A）。同様にして遺伝子導入し

た  ACCS-M 細胞に対して、各種タンパク質に対する抗体を用いて、細胞免疫染色を行った  

（B）。全ての実験は独立して 3 回行い、代表例を提示した。 
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5. AdCC 組織における病理組織型と PR55β の発現量の関連性  

最後に、手術により切除したヒト AdCC 組織における PR55β の発現量について免疫組織学的検

討を行った。採取された組織検体 (n = 12) のうち、 PR55β の発現を認めた検体の割合は 83.3 % で

あった (図 5A)。 DAB 発色された標本を顕微鏡 (×20) で観察した (図 5B)。このうち免疫染色され

た PR55β は主に、 AdCC 組織の導管上皮に局在していた。さらに単位面積あたりの染色割合を 

Tubular 型と Solid 型で病理組織型に分けて解析したところ、 Tubular 型と比較して Solid 型で多く

染色されていた (図 5C)。以上の実験結果から、ヒト AdCC 組織にも PR55β が発現していることが明

らかになった。またその発現量と病理組織型の関連性が示唆された。 

PR55β 

β カテニン 

IP:  

β カテニン 

PR55β 

ACCS 

β カテニン 

ACCS-M 

5% Input 

図 4. ACCS および ACCS-M 細胞における βカテニンと PR55β の結合 

ACCS および ACCS-M 細胞を細胞破砕液にて懸濁し、抗ヒト β カテニン抗体を用いて免疫

沈降を行った。沈殿物はサンプルバッファに溶解され、 SDS-PAGE を行い、抗 PR55β 抗体と

抗ヒト βカテニン抗体を用いたウエスタンブロッティングにより解析された。細胞破砕液の 5%量

を Input として使用した。 
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図 5. ヒト AdCC 組織における PR55β 発現量と病理組織学的検討 

AdCC 組織をホルマリン固定とパラフィン包埋処理をして、 4 μm に薄切して切片を作製し

た。抗 PR55β 抗体を用いて 12 時間、 4 ℃ で反応させ、 DAB 基質キットで発色させた。染色

した検体数 (n = 12) のうち、陽性であったものと陰性であったものの割合を算出した （A）。染色

された組織像を顕微鏡 （×12） にて観察した (B)。 Tubular 型と Solid 型のそれぞれに対して、

単位面積あたりの陽性細胞数の割合を算出した (C)。 

C 
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考  察 

癌細胞は、種々の遺伝子異常の蓄積により生じる代謝制御機構の喪失によって、無秩序な腫瘍

増殖を引き起こす。基底膜の破壊と腫瘍塊からの細胞逸脱は、血行性もしくはリンパ行性に全身へ

移動し、やがて他の組織へ生着することで遠隔転移が成立する。それぞれの原発腫瘍には臓器特

異的な性質があり、また同一組織においても遺伝子異常やタンパク質の変性によって違いが認めら

れる (18-20)。そして、一旦癌細胞のコロニー形成が組織に定着すると、形成されていく腫瘍塊では、

恒常的に活性化したシグナルが複雑に相互作用することで、厳密な免疫制御機構の監査を回避し、

癌細胞にとって良好な微小環境が構築されていくと考えられる。つまり、癌細胞の発育や性質転換

は、偶発的に生じた異常代謝機構の重積によってもたらされた結果であり、生体内の自然免疫機構

の破綻と認識することができる。 AdCC は無数に存在する唾液腺組織から生じる悪性腫瘍であり、

上皮系細胞と間葉系細胞によって構成されるため、この発癌プロセスはさらに多様化しているものと

推察され、口腔癌において制御困難な腫瘍の一つとなっている。 Shirasuna らは患者の腫瘍組織か

ら採取した  AdCC の腫瘍細胞を単離し、培養を繰り返すことで、継代可能な培養細胞株として 

ACCS 細胞を樹立した (17)。当研究室ではこの細胞株の生物学的特性と分子生物学的特性につい

て解析を進め、 AdCC の悪性転換に関連する分子の発現と EMT の関連性についての作用機序

の解明してきた。 (10)。一方で、癌の代謝に関わるシグナル伝達は、これまで明らかになっていなか

った。無数に存在するシグナル伝達分子は、キナーゼとホスファターゼにより、厳密な時空間的リン

酸化制御を受けている。すなわち、癌細胞における無秩序な代謝亢進は、両者の機能的な不均衡

から生じるリン酸化制御機構の破綻と同義である。中でも、圧倒的多数のキナーゼに対応するホスフ
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ァターゼの機能異常は特に重要な分子挙動と考えられる。このことから本研究では、  AdCC におけ

る βカテニンの脱リン酸化に焦点をあて、主要なホスファターゼの一つである PP2A の調節サブユニ

ットを介した βカテニンのリン酸化制御機構との関連性について検討を行った。 

PP2A は主要なセリン・スレオニンホスファターゼであり、シグナル分子の脱リン酸化を介して癌の

増殖や転移に関わるキナーゼの機能に拮抗する。特に、多くの充実性癌や慢性骨髄性白血病など

で PP2A の機能低下が認められることから、腫瘍抑制因子として考えられている (21)。実際、 PP2A 

活性化試薬 (FTY720) は癌の増殖を抑制し予後を改善することから、 PP2A は新たな抗腫瘍薬とな

り得る (22)。しかしながら、 PP2A の活性中心である触媒サブユニットのノックアウトマウスは胎生致

死することが知られている (23)。このことは、生体内における PP2A の重要性と新規分子標的薬開発

の難しさを示している。一方、 PP2A が正常に機能するために B サブユニットが重要な役割を担う。 

ACCS 細胞が ACCS-M 細胞となり、強力な転移能を獲得するためには、悪性転換や転移を規定す

る B サブユニットの存在が必要不可欠だと考えられる。そのため、リアルタイム PCR 法および WB 

法による解析によって、 ACCS-M 細胞における mRNA 発現量の解析を行ったところ、 Ppp2r2b の

増加が認められ、翻訳産物である PR55β との関連性が示唆された。 PR55β は、胎生期に発現が認

められ、成長とともにその発現量が減少していくタンパク質である (24)。主に、脳や精巣などに発現

が認められ、肺や脾臓などでもわずかに認められる。そのため、胎生期の正常な細胞分化に関連す

る分子と考えられている。また、悪性腫瘍においても同様に分化や発達に関連していると推察される 

(25)。実際、 PR55β は、多くの腫瘍において活性化が知られる myc シグナルを介して、大腸癌との
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関連性が示唆されている (26)。今回の結果は、 PR55β と β カテニンのリン酸化制御機構の関連性

へと導いた。つまり、 PR55β が β カテニンの脱リン酸化に寄与し、それにともなう核内移行が促進さ

れたものと考えられる。また、 PR55β は神経細胞にも発現していることが、確認されている (24)。この

分子の脳における発現分布を解析した研究から、 Alzheimer 病との関連性も示唆されている (27)。 

AdCC が神経組織へ浸潤しやすいという臨床的病態には、この解析結果を支持するものである。す

なわち、 AdCC が神経組織に発現している PR55β と何らかの関連性を示唆するものであり、 AdCC 

の組織浸潤に対する新たな作用機序の解明につながる可能性を秘めている。一方、 PR55β と同じ

サブファミリーに属し、細胞増殖や形成などに関わる PR55α では、ヒト腫瘍細胞において、 β カテニ

ンと相互作用し脱リン酸化に関わることが報告されている (28)。 PR55β に対する siRNA を用いた実

験では、 PR55β タンパク質の発現抑制により、 ACCS-M 細胞における細胞遊走能や浸潤能が抑

制された。このことは、 AdCC の転移能との関連性を強く支持する結果と思われる。今回の実験結果

は、がん抑制因子と考えられている PP2A が B サブユニットの発現動態によって腫瘍の悪性転換に

促進的にはたらくことを示した。言い換えれば、 B サブユニットを介した PP2A のオーダーメイドシス

テムの構築という、脱リン酸化機能に対する新たな知見が示された。これは非常に興味深く、 AdCC 

自身が、効率的に、そして同時選択的に悪性転換を導いた結果と考えられる。さらに特筆すべき点

は、この結果が、 PR55β が分子標的薬として新たな標的となる可能性と、 AdCC の形質に関する新

たなマーカー分子となる可能性についての洞察へとつながることである。 

今回、β カテニンのリン酸化状態および細胞内局在を調べるために、β カテニンのリン酸化抗体を
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用いた WB と免疫染色を行った。 PR55β に対する siRNA を用いた実験では、 PR55β の発現が β

カテニンの脱リン酸化と総タンパク質量に影響をおよぼすことが明らかになった。また一部では β カ

テニンが核内に局在していることも明らかになった。さらに、 PR55β と β カテニンの特異的抗体を用

いた免疫沈降による結合実験から、両者の相互作用が影響している可能性が考えられた。すなわち 

ACC 細胞内では、 PR55β と β カテニンの結合量を増加させることにより、β カテニンのリン酸化状態

を低く保ち、β カテニンの核移行を促進していることが示唆された。しかしながら、PR55β が足場サブ

ユニットおよび触媒サブユニットと三量体を形成していることを加味すると、この PR55β と β カテニン

の結合が直接的な結合なのか他の分子を介した結合なのかは不明である。この相互作用は  ACC 

細胞の制御機構の解明に非常に重要な要素であり、今後の更なる解析が期待される。 

β カテニンは通常、 GSK3β などのリン酸化酵素により、発現量が低く保たれている。このシグナル

伝達の異常は、 βカテニンを細胞内に貯留し、核移行を促すことで βカテニンの恒常的活性化につ

ながる。また、 Wnt/β カテニン経路を介したシグナル伝達と癌の発達については、多くの研究からそ

の重要性が示されている。さらに、 AdCC と β カテニンの活性化にも強い相関が認められることが知

られている (29)。興味深いことに、膵臓癌細胞において PP2A の阻害剤が β カテニンの脱リン酸化

と分解を抑制し、その結果、腫瘍細胞の遊走能と増殖能が低下することが示された (30)。このことか

ら、 AdCC においても B サブユニットの発現を介して、同様の分子生物学的挙動が起きていること

が考えられる。 

これまで多くの文献的考察からヒト AdCC の病理組織型と癌の増殖や転移と相関があると考えら
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れている。そのため、 AdCC における PR55β の発現量についても、その関連性について考え、免

疫組織化学的解析を行った。その結果、ヒト AdCC から切除された腫瘍細胞においても PR55β が

発現していることが明らかになった。さらに、この発現量には組織型によって違いが認められ、 

Tubular 型に比べ Solid 型でその発現量が多い傾向にあった。まだ検体数が少ないため、転移や患

者の予後との関連性については不明であり、今後の更なる解析が必要である。しかしながら、これら

の結果は、膵臓癌細胞と同様に、 AdCC においても Wnt/β カテニンシグナルと PP2A による重要な

脱リン酸化制御機構の存在を示し、今後 PR55β を標的にした治療戦略につながる可能性があり、

臨床的意義が高い。 

今回の研究から、 PP2A 調節サブユニットの一つである PR55β を介した AdCC における β カテ

ニンのリン酸化制御機構の一端が明らかとなった。 AdCC には、 PP2A の B サブユニットの発現を

コントロールすることで、効率的な悪性転換を可能にする自己促進的な調節機構が存在することが

示唆された （図 6）。 
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図 6. AdCC における PR55β を介した βカテニンのリン酸化制御機構 
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