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研究成果の概要（和文）：本研究計画では、口腔癌細胞のシスプラチン（CDDP）耐性に関与するmiRを同定し、
同時にその役割を検討した。その結果、miR-629-3pは有意にCDDPへの耐性を示し，アポトーシスの抑制と細胞遊
走の促進に関与していることが確認された。q-PCRとWestern Blotを用いた探索の結果、多くの遺伝子発現が抑
制されることが示された。さらに、異種移植性モデルマウスにおいても、miR-629-3pはCDDPに耐性を獲得するこ
とが確認された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we aimed at identification of miRNAs on resistance of 
CDDP in OSCC cells, and the pathological roles oh those. Subsequently, it is shown that miR-629-3p 
plays an important role not only on CDDP resistance, but also on repression of apoptosis and 
promotion of cell migration. The results of q-PCR and western blotting analysis that this miRNA 
inhibits a number of gese expressions. Moreover, in a xenograft mouse experiment, miR-629-3p is 
shown to be involved in the aquired resistance of CDDP.

研究分野： 口腔外科学

キーワード： エクソソーム　miRNA　扁平上皮癌　癌幹細胞

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、miR-629-3pは口腔癌細胞においてCDDPの耐性獲得に関与し、アポトーシスの抑制と細胞遊走能
の促進に関与していることが明らかとなった。さらに、本研究結果はCDDP耐性の克服に貢献するだけではなく、
術後のQOLの改善にもつながることが期待される。したがって本研究結果は、口腔外科領域における癌治療の成
績および患者の予後の飛躍的な向上に重要な役割を果たすことが可能と示唆される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

近年、様々な癌種において、抗癌剤耐性と造腫瘍性がともに亢進している細胞集団の存在が

明らかにされ、”癌幹細胞”として定義されている。またそのような細胞集団に特異的に発現

している表面マーカーも多く同定されてきた。また、頭頸部癌においても、CD44 の発現が亢進

した癌幹細胞集団が存在することが既に報告されている。さらに現在では難治性癌の本態を理

解するうえで、癌幹細胞集団を同定するだけではなくその形質獲得機構を解明することが重要

な課題の 1つとなりつつある。これまでに、乳癌細胞株において、癌の浸潤に関与することが

知られている EMT が癌幹細胞集団（CD44+/CD24-）の形成が強く誘導することが報告され癌幹細

胞形質の獲得機構の一端が明らかにされた。また miRNA とよばれる約 22塩基の非常に小さい

non-coding RNA が癌幹細胞においてニッチ環境による休止状態の維持・多分化能・自己複製な

どの癌幹細胞形質を維持・制御する因子であることが報告されている。しかしその一方で口腔

扁平上皮癌においては、癌幹細胞の同定およびその形質獲得機構の解明は未だ十分に行われて

おらず、口腔癌治療の領域における大きな課題の１つとなっている。 

これまでに申請者らのグループは口腔扁平上皮癌細胞株である SAS 細胞株を用いて、CDDP 耐

性の細胞株を樹立している。この細胞株において EMT が誘導されているかどうかを検討するた

めに、上皮系のマーカーの 1つである E-cadherin と間葉系のマーカーの 1つである Vimentin

の発現を解析した（図 3）。イムノブロッティングの結果から 3.4 M より高い濃度の CDDP に耐

性を示す SAS-3.4 細胞株においては、間葉系マーカーである Vimentin の発現が亢進し、上皮系

マーカーの E-cadherin の発現が著しく低下していることが明らかとなった。これらの結果は、

申請者らが樹立した細胞株においてはCDDP耐性の獲得に伴ってEMTが誘導されていることを示

唆している。さらに申請者らはより高濃度の 5.1µＭの CDDP に耐性を示す SAS-5.1 細胞ではＥ

ＭＴに伴い癌幹細胞マーカーの 1つである CD44 のスプライシングパターンが variant form か

ら standard form へと移行することも見出しており、この CD44 standard form(CD44s)陽性の

細胞集団に癌幹細胞画分が含まれていると考えている。 

 

２．研究の目的 

上記の様に申請者らは既に癌幹細胞形質を獲得した口腔扁平上皮細胞癌細胞を樹立しており、

さらに、その形質獲得前後での比較が可能となっている。本研究ではこれらの細胞株を用いて

癌幹細胞形質を制御する miRNA を探索し形質獲得機構の解明を目指した。 

すなわち、申請者らは以下の 3点を研究期間内に明らかにする。 

1) CDDP 耐性を示し、かつ EMT 形質を示す SAS 細胞から造腫瘍性が亢進している細胞集団を動

物実験より単離し同定する。また、この実験から SAS-5.1 の亜株も樹立する。 

2) 親株の SAS 細胞と SAS-5.1 細胞さらには、上記 1)で樹立した SAS-5.1 亜株を用いて発現解

析を行い、癌細胞画分に特異的に発現している miRNA 群を同定する。 

3) 2)で同定した miRNA が抗癌剤耐性・ＥＭＴ形質を誘導するか過剰発現とノックダウンの実験

により検討する。 

 

３．研究の方法 

癌幹細胞マーカーである CD44s を SAS 細胞に遺伝子導入した SAS/CD44s 細胞を樹立し、マイ

クロアレイを用いて miR の発現量を網羅的に解析した。得られた結果をもとに、SAS/CD44s 細

胞で発現量が有意に上昇している miR を SAS 細胞にそれぞれトランスフェクションし、細胞生

存率，アポトーシス，遊走能を分析し，さらに miR の標的となる遺伝子を探索した。 



 

４．研究成果 

まず我々は，口腔扁平上皮癌細胞の SAS 細胞に CD44s を遺伝子導入することで、SAS/CD44s

細胞を樹立した。これらの口腔癌細胞に対し、マイクロアレイを用いて miR の発現量を網羅的

に解析した結果，それぞれで発現量の異なる miR を同定した．得られた結果をもとに、SAS/CD44s

細胞で発現量が有意に上昇している14種類のmiRをSAS細胞にそれぞれトランスフェクション

し、細胞生存率，アポトーシス，遊走能を分析した。その結果，miR-629-3p は CDDP 耐性を獲

得し、アポトーシスの抑制と細胞遊走の促進に関与していることが明らかとなった。また、

miR-629-3p により発現が低下している遺伝子群と miR-629-3p の標的遺伝子予測プログラムを

用いた in silico 比較解析により、34遺伝子を miR-629-3p の標的候補として選抜した。さら

に，定量的PCRとWestern Blotを用いてmiR-629-3pの標的遺伝子をin vitroで探索した結果、

多くの遺伝子発現が抑制されることが示唆された。また、異種移植性モデルマウスにおいても、

miR-629-3p が SAS 細胞に CDDP 耐性能を獲得することが確認された。さらに，Kaplan-Meier 法

を用いた生存時間分析によると、miR-629-3p の発現量の増加は、頭頸部癌患者の生存率低下と

関連する傾向にあることが示された。SAS 細胞以外の口腔扁平上皮癌細胞株（HSC-3, HSC-4）

においても同様に分析した結果、miR-629-3p は CDDP 耐性を獲得させ、アポトーシスの抑制と

細胞遊走の促進に関与していることが明らかとなった。すなわち、本研究において，miR-629-3p

の発現増加が頭頸部癌における CDDP 抵抗性に関わる分子メカニズムの一端であることを明ら

かとなった。 

本研究の詳細な成果は、学術論文に投稿し、既に掲載されている（Chikuda J, Otsuka K, 

Shimomura I, Ito K, Miyazaki H, Takahashi RU, Nagasaki M, Mukudai Y, Ochiya T, Shimane 

T, Shirota T, Yamamoto Y. CD44s Induces miR-629-3p Expression in Association with 

Cisplatin Resistance in Head and Neck Cancer Cells. Cancers (Basel) E856. 2020）。 

今後はさらなる標的遺伝子の分析と、新規腫瘍マーカー確立のため臨床検体での検討を行う

予定である。 
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