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研究成果の概要（和文）：頭頸部扁平上皮癌・マイクロRNA発現プロファイルから、癌組織で発現が抑制されて
いる、miR-99a-5pおよびmiR-99a-3pに着目した。癌細胞株へこれらマイクロRNAを核酸導入すると、癌細胞の悪
性化が抑制された。次に、miR-99a-3pが制御する癌促進型遺伝子の探索を行い、10種類の遺伝子が患者の生命予
後に関与している事を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Based on our miRNA profile by RNA-sequencing in HNSCC, both strands of the 
miR-99a-duplex (miR-99a-5p: the guide strand, and miR-99a-3p: the passenger strand) are 
downregulated in cancer tissues. Ectopic expression assays showed that both miRNAs significantly 
inhibited cancer cell aggressiveness. Next, we screened miR-99a-3p regulated oncogenes involved in 
HNSCC pathogenesis. A total of 114 genes were identified as miR-99a-3p-regulated genes, and 10 genes
 (STAMBP, TIMP4, TMEM14C, CANX, SUV420H1, HSP90B1, PDIA3, MTHFD2, BCAT1, and SLC22A15) significantly
 predicted 5-year overall survival of the patients.

研究分野： ゲノム医学

キーワード： マイクロRNA　頭頸部扁平上皮癌　miR-99a-5p　miR-99a-3p　マイクロRNA発現プロファイル

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
頭頸部扁平上皮癌は、全ての癌種において6番目に多い癌であり、毎年65万人が新たに診断され、40万人以上が
本疾患により亡くなる。最初の診断時において、既に、遠隔転移を有する症例にしばしば遭遇する。進行癌患者
に対する治療法は限定的であり、生命予後は極めて厳しい。頭頸部扁平上皮癌患者に対する新規診断法、新規治
療法の開発は急務である。

※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、研究者個人に帰属します。
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通） 
 
1. 研究開始当初の背景 
ヒトゲノム解析研究の成果として、当初の予想を覆して、ヒトゲノムには、蛋白をコード
しない蛋白非コード遺伝子（non-coding RNA）が極めて多く転写されている事が判明し
た。マイクロ RNA は、small non-coding 遺伝子に分類される、1 本鎖 RNA 分子であ
り、僅か 19～22 塩基の RNA 分子として機能する。細胞内のマイクロ RNA の機能として
は、配列依存的に標的遺伝子の 3’-UTR 領域に結合し、その標的遺伝子の翻訳を抑制する
事や、分解を促進する事で、標的遺伝子の発現を負に制御する事である。 

 

2. 研究の目的 
本研究の目的は、マイクロ RNA を起点とした解析から、頭頸部扁平上皮癌における癌分子
ネットワークの探索を行い、診断や治療の標的分子を探索する事である。そのために以下の
小目的を設定した。 
（1） RNA-シークエンスにより作成した、頭頸部扁平上皮癌・マイクロ RNA 発現プロフ

ァイルから、癌抑制型マイクロ RNA を探索する事。 
（2） 癌抑制型マイクロ RNA が制御する分子を探索する事。 
（3） 癌抑制型マイクロ RNA が制御する分子の中から、頭頸部扁平上皮癌患者の分子病理

に関与する分子を明らかにする事。 
（4） マイクロ RNA が制御する頭頸部癌新規癌促進遺伝子の機能解析 
 
3. 研究の方法 
（1） 頭頸部扁平上皮癌・マイクロ RNA 発現プロファイルに基づく、癌抑制型マイクロ
RNA を探索 
頭頸部扁平上皮癌・マイクロ RNA 発現プロファイルから、癌組織で発現が抑制されている
マイクロ RNA について、The Cancer Genome Atlas (TCGA)データベースを用いて、頭頸
部扁平上皮癌患者について、マイクロ RNA の発現と予後について調べる。 
頭頸部扁平上皮癌・癌細胞株（FaDu および SAS）に、成熟型マイクロ RNA を核酸導入し、
癌細胞の増殖能、遊走能、浸潤能を検討する。 
（2） 癌抑制型マイクロ RNA が制御する分子の探索 
マイクロ RNA が結合する可能性のある遺伝子について、TargetScan database (release 7.2)
を用いて探索する。 
マイクロ RNA を癌細胞株に核酸導入後、RNA を抽出し、網羅的遺伝子解析を行い、マイ
クロ RNA により発現が抑制される遺伝子を探索する。 
以上のデータを融合させ、マイクロ RNA が制御する可能性のある遺伝子についてリストを
作成する。 
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（3） マイクロ RNA が制御する遺伝子について、TCGA データベースを用いて、頭頸部扁
平上皮癌患者について、遺伝子の発現と予後について調べる。 
（4） マイクロ RNA が制御する頭頸部癌新規癌促進遺伝子の機能解析 
頭頸部扁平上皮癌・癌細胞株（FaDu および SAS）に、siRNA を核酸投入し、癌細胞の増殖
能、遊走能、浸潤能を検討する。 
 
4. 研究成果 
（1） 頭頸部扁平上皮癌・マイクロ RNA 発現プロファイルに基づく、癌抑制型マイクロ
RNA を探索 
頭頸部扁平上皮癌・マイクロ RNA 発現プロファイルから、癌組織で発現が抑制されている
miR-99a-5p および miR-99a-3p に着目した。TCGA 解析から、miR-99a-5p および miR-
99a-3p の発現は、頭頸部扁平上皮癌検体において顕著に抑制されていた(A)。miR-99a-5p
および miR-99a-3p の発現には正の相関がみとめられた(B)。また、miR-99a-5p および miR-
99a-3p の発現を 2 群に分けて解析すると、これらマイクロ RNA の発現低下患者群は有意
に予後不良（5 年生存率）であった(C)。 

 
次に、miR-99a-5p および miR-99a-3p を、癌細胞株（FaDu および SAS）に、核酸導入

し、細胞の増殖能、遊走能、浸潤能について検討を行った。miR-99a-5p および miR-99a-3p
の核酸導入により、癌細胞の遊走能と浸潤能は著しく抑制された。以上の結果から、miR-
99a-5p および miR-99a-3p は、頭頸部扁平上皮癌における癌抑制型マイクロ RNA である事
を明らかにした。 
（2） 癌抑制型マイクロ RNA が制御する分子の探索 
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（1）の解析から、miR-99a-5p および miR-99a-3p の癌抑制機能が明らかとなった。パッセ
ンジャー鎖マイクロ RNA である miR-99a-3p についての報告は殆ど無いため、miR-99a-3p
について、頭頸部扁平上皮癌における標的分子の探索を行った。miR-99a-3p の結合配列を
有する遺伝子と、FaDu に、miR-99a-3p を核酸導入して発現が低下した遺伝子を融合させ
る事により、114 種類の遺伝子が miR-99a-3p 標的遺伝子候補となった。 
 
（3） 頭頸部扁平上皮癌患者の分子病理に関与する miR-99a-3p 標的遺伝子の探索 
癌抑制型 miR-99a-3p 標的遺伝子候補、114 種類について TCGA データベースを用いて、
頭頸部扁平上皮癌患者の 5 年生存率を解析した。その結果、10 種類の遺伝子（STAMBP、
TIMP4、TMEM14C、CANX、SUV420H1、HSP90B1、PDIA3、MTHFD2、BCAT1、SLC22A15）
の 高 発 現 が 、 患 者 の 予 後 に 影 響 を 与 え て い る 事 が 明 ら か と な っ た 。

 
更に、多変量解析の結果、5 種類の遺伝子（STAMBP、TIMP4、TMEM14C、CANX、
SUV420H1）の発現は、独立した予後予測因子であった。 
 
（4） 頭頸部扁平上皮癌における STAM binding protein（STAMBP）の機能解析 
miR-99a-3p 核酸導入により、癌細胞の STAMBP の発現（mRNA および蛋白）が、顕著に
抑制された(A、B)。次に、STAMBP の発現が、miR-99a-3p により直接制御されているか、
ルシフェラーゼ・レポーターアッセイにより検証した。miR-99a-3p 結合配列を有したベク
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ターと miR-99a-3p を癌細胞に導入すると、ルシフェラーゼ活性の顕著な抑制を認めた。し
かしながら、miR-99a-3p 結合配列を有しないベクターと miR-99a-3p を癌細胞に導入した
場合は、ルシフェラーゼ活性の抑制を認めなかった。この事から、STAMBP の発現は、miR-
99a-3p により直接制御されている事が明らかとなった。 

次に、STAMBP の機能を明らかにするために、siRNA を用いた解析を行った。si 
STAMBP を癌細胞株に核酸導入したところ、癌細胞の遊走能と浸潤能が著しく抑制された。 

STAMBP の発現を頭頸部扁平上皮癌臨床検体で調べるため、免疫染色を施行した。そ
の結果、STAMBP の発現は、頭頸部扁平上皮癌細胞の核に強く発現している事が明らかと
なった(A-D)。以上の結果から、STAMBP は、頭頸部扁平上皮癌において、癌促進機能を
有している事が明らかとなった。 

 
（5） 研究のまとめ 
頭頸部扁平上皮癌・マイクロ RNA 発現プロファイルから、癌抑制型マイクロ RNA として、
miR-99a-5p および miR-99a-3p を同定した。Pre-miR-99a から派生する miR-99a-5p（guide
鎖）および miR-99a-3p（passenger 鎖）の両方が癌抑制機能を有する事は新しい知見であ
る。更に、癌抑制型マイクロ RNA である miR-99a-3p が制御する遺伝子を探索し、10 種類
の遺伝子（STAMBP、TIMP4、TMEM14C、CANX、SUV420H1、HSP90B1、PDIA3、
MTHFD2、BCAT1、SLC22A15）の高発現が、患者の予後に影響を与えている事を明らか
にした。これら遺伝子は、頭頸部扁平上皮癌の新規診断マーカー候補であり、治療標的分子
である。癌細胞で異常な発現を呈するマイクロ RNA を起点とした、癌分子ネットワークの
探索は、癌研究の新しい展開である。 
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