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研究成果の概要（和文）：本研究では、Arl4cの扁平上皮癌における発現とその発現制御機構の解明、および発
癌における機能について明らかにした。
　Arl4cは免疫組織学的にヒト肺扁平上皮癌で80.6%、ヒト舌扁平上皮癌では73.7%の症例で過剰発現していた。
ヒト肺扁平上皮癌細胞株およびヒト舌癌細胞株においてCRISPR/Cas9システムを用いてArl4cをノックアウトした
ところ、増殖能や運動能が抑制された。口腔扁平上皮癌細胞株におけるArl4cの高発現はMEK/MAPKに依存してい
た。肺扁平上皮癌細胞株におけるArl4cの高発現はArl4c DNAの3’非翻訳領域における低メチル化に依存してい
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, it was shown that the expression of ADP-ribosylation factor 
(ARF)-like 4c (Arl4c) in lung and tongue squamous cell carcinoma (SCC), its expression mechanism and
 its effect on SCC tumorigenesis.
  Immunohistochemical analysis showed that Arl4c was not observed in non-tumor regions, but was 
overexpressed in tumor lesions in 70 ~ 80% of lung and tongue SCC. Knockout of Arl4c expression in 
NCI-H520 lung SCC cells and SAS tongue SCC cells reduced proliferation and migration capabilities in
 vitro. Arl4c expression was depended on MEK/MAP kinase signaling, but not on Wnt/β-catenin in SAS 
cells. Although inhibition of Wnt/β-catenin or MEK/MAP kinase signaling did not decrease Arl4c 
expression in NCI-H520 cells, Arl4c DNA was clearly hypomethylated in the 3’-untranslated region 
(UTR), leading to increase of Arl4c expression.

研究分野： 口腔病理
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研究成果の学術的意義や社会的意義
扁平上皮癌は悪性度が高いことが知られているが、他の癌腫に認められるような遺伝子変異の報告がこれまで報
告されていない。そのため新たな癌マーカーおよび治療標的となる因子の同定が待望されている。本研究の成果
は、Arl4cがヒト扁平上皮癌において増殖因子シグナルに加えてDNAのメチル化により発現制御されていること、
また、扁平上皮癌における新規診断マーカーや治療の標的になる可能性を示している。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 申請者らは Wnt シグナルと EGF シグナルの協調的作用によって発現し、三次元培養下におい
て正常上皮の形態形成を制御する因子として Arl4c を同定した。Wnt シグナルと EGF-Ras シグ
ナルの異常活性化は各種ヒトがんの発がんおよび悪性化に密接に関与することが知られている。
しかし、これまでに Arl4c のがん組織における発現や機能については全く報告されていなかっ
た。そこで、申請者は Arl4c がヒト肺および大腸癌において高発現し、これらの癌形成に関与
することを明らかにした。 
 一方、口腔がんにおける Arl4c の発現や機能についてはこれまでに全く報告されてない。口
腔がんの 8割以上は扁平上皮癌であることから舌扁平上皮癌症例における Arl4c の発現につい
て予備的に検討したところ、間質への浸潤先端部のがん細胞特異的に高発現していた。また、
扁平上皮癌における Arl4c の発現制御機構は不明である。加えて、口腔がんに対する核酸医薬
を用いた有効な分子標的治療法は未だ開発されていない。 
２．研究の目的 
 本研究では、これまでの研究実績をもとに Arl4c の口腔扁平上皮癌の発癌および悪性化への
関与を明らかにすること、扁平上皮癌細胞における Arl4c の発現制御メカニズムの解明、およ
び Arl4c を標的とした核酸医薬による口腔がんの新規分子標的治療法の開発を目的とした。 
３．研究の方法 
(1)免疫組織学的手法を用いた扁平上皮癌(肺および舌)における Arl4c の発現頻度の検討 
(2)Arl4c が扁平上皮癌の腫瘍形成に与える影響についての検討：運動・浸潤・増殖への影響の
解明 
(3) Arl4c の発現制御機構の解明 
４．研究成果 
(1)扁平上皮癌(肺および舌)における Arl4c の発現頻度の検討 
ヒト肺扁平上皮癌で 80.6%(60 症例中 52 例陽性)、ヒト舌扁平上皮癌では 73.7%(57 症例中 42
例陽性)の症例で過剰発現していた(図 1)。特に舌扁平上皮癌では間質に浸潤する癌細胞におい
て発現が高かった。一方、Arl4c は周囲の非腫瘍部の肺胞上皮組織および非腫瘍部の舌扁平上
皮組織では発現を認めないことから、腫瘍細胞特異的に高発現することが明らかとなった。 

 

 
 
 
 
 

(2)Arl4c が扁平上皮癌の腫瘍形成に与える影響についての検討：運動・浸潤・増殖への影響の
解明 
① NCI-H520細胞株(肺扁平上皮癌細胞株)およびSAS細胞株(舌扁上皮癌細胞株)はA549細胞株
(肺腺癌細胞株：Arl4c の発現が腫瘍形成に必要であることが明らかになっている)と同程度に 
Arl4c を高発現していた。 
② 上記の細胞株において Arl4c をノックダウンすると運動能が抑制されたが、Arl4c の過剰発
現によりその抑制効果は回復された。 
③ 上記の細胞株において Arl4c の機構解析をするために、Arl4c を CRISPR/Cas9 システムを用
いてノックアウトしたところ、in vitro での癌細胞の増殖能や運動能が抑制された(図 2)。 

 

図 1. ヒト悪性腫瘍における
Arl4c 発現 
肺扁平上皮癌症例ならびに舌
扁平上皮癌症例において
Arl4c は高頻度に腫瘍細胞特
異的に高発現していた。 

 

図 2.Arl4c のノックアウトによる癌細胞の
増殖能・運動能抑制 
二次元培養下またはコラーゲンコートした
Boyden chamber を用いて、増殖能と運動能
を解析した。ヒト肺扁平上皮癌細胞株
NCI-H520 において、Arl4c をノックアウト
することによって、コントロールと比べ、
増殖能や運動能が有意に抑制されることが
示された。 
 



(3) SAS 細胞株および NCI-H520 細胞株における Arl4c の発現制御機構の解明 
① SAS細胞株を含む4種類の口腔扁平上皮癌細胞株におけるArl4cの発現制御機構について検
討したところ、この発現はβ-カテニンに依存しないが、MEK/MAPK に依存していた。 
② NCI-H520 細胞株における Arl4c の高発現は、β-カテニンおよび MEK/MAPK に依存していな
かった。Arl4c DNA の 3’非翻訳領域が低メチル化状態となっていた。この細胞株において脱メ
チル化酵素TET1-3をノックアウトすると、Arl4c DNAの 3’非翻訳領域が高メチル化され、Arl4c
の発現が低下した。加えて、ヒト肺扁平上皮癌症例において腫瘍部は非腫瘍部と比較して、Arl4c 
DNA の 3’非翻訳領域が低メチル化状態であった (図 3)。がんゲノムアトラス(The Cancer 
Genome Atlas)を用いたヒト肺扁平上皮癌 379 症例の解析において、申請者の結果と同様に、腫
瘍部において Arl4c が高発現し、Arl4c DNA の 3’非翻訳領域が低メチル化状態であった。 
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瘍部は非腫瘍部と比較して、Arl4c DNA の 3’非翻訳領域が低メチル化状態であった。 
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