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研究成果の概要（和文）：治療抵抗性を獲得した頭頸部扁平上皮癌（HNSCC）の臨床検体から、マイクロRNA発現
プロファイルを作成した。プロファイルに基づき、癌組織で発現が抑制されているmiR-199-familyに着目した。
マイクロRNAの機能解析から、これらマイクロRNAは、癌抑制型マイクロRNAである事を明らかにした。これらマ
イクロRNAが制御する遺伝子としてPaxillin（PXN）を見出した。PXNは、HNSCC臨床検体で高発現している事を確
認した。TCGAデータベース解析から、その発現は患者の予後に影響を与えている事を明らかにした。更に、PXN
の発現異常は、癌細胞の遊走能や浸潤能を促進する事を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：MicroRNA expression profile was created using clinical specimens of Head and
 neck squamous cell carcinoma(HNSCC） treatment failure. Analysis of the profile revealed that 
member of miR-199-family were downregulated in HNSCC tissues. Ectopic expression assays showed that 
these miRNAs significantly inhibited cancer cell aggressiveness. Our in silico analysis and 
luciferase reporter assay identified paxillin (PXN) as a direct target of miR-199-family in HNSCC 
cells. Overexpression of PXN was detected in HNSCC clinical specimens by immunostaining. Analysis of
 the cancer genome atlas (TCGA) database showed that expression of PXN significantly predicted a 
worse prognosis (5-year overall survival rate; p = 0.0283). Furthermore, functional assays in HNSCC 
cells showed that knockdown of PXN expression attenuated cancer cell migration and invasion, 
suggesting that aberrant expression of PXN contributed to HNSCC cell aggressiveness.

研究分野： 耳鼻咽喉・頭頸部腫瘍学

キーワード： 頭頸部扁平上皮癌　マイクロRNA　miR-199

  ２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(HNSCC)の初回治療後の、再発症例・遠隔転移症例の予後は極めて不良であり、平均生存期間
は、数ヶ月とされている。HNSCC細胞が治療過程に獲得した再発・遠隔転移(治療抵抗性)に関わる分子経路の解
明や新規治療法の開発が急務である。今回、治療抵抗性HNSCCの臨床検体におけるマイクロRNA発現プロファイル
を起点とした解析により、癌抑制型マイクロRNAと標的癌促進型遺伝子を含む、新規分子経路を明らかにするこ
とができた。新規治療法の開発に向けて有用な情報を得られたと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

ヒトゲノムプロジェクトの成果で、蛋白をコードしないものの、転写されて機能する RNA 分子

（機能性 RNA）が判明した。マイクロ RNA は、機能性 RNA の 1種であり、19～23 塩基程度の１本

鎖 RNA 分子である。マイクロ RNA の特徴は、1種類のマイクロ RNA が、極めて多くの蛋白コード

遺伝子の発現を制御している事である。そのため、マイクロ RNA の発現異常が、細胞内の RNA ネ

ットワークの破綻を惹起する事は容易に想像できる。癌細胞においては、様々な癌種において、

マイクロ RNA の発現異常が報告されている。頭頸部癌扁平上皮癌（HNSCC）においても、癌の増

殖や転移、薬剤耐性に関与するマイクロ RNA が同定されてきており、癌細胞で発現異常を示すマ

イクロ RNA の機能解析と、マイクロ RNA が制御する分子ネットワークの探索が精力的に行われ

ている。 
 
２．研究の目的 

頭頸部扁平上皮癌(HNSCC)初回治療後の、再発および遠隔転移症例の予後は極めて不良であり、

その治療抵抗性に関わる分子経路の解明・新規治療法の開発が急務である。本研究では、治療抵

抗性 HNSCC・マイクロ RNA 発現プロファイルに基づき、癌抑制型マイクロ RNA とマイクロ RNA が

制御する癌促進型遺伝子を探索し、診断や治療の新規標的分子を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

（１）治療抵抗性頭頸部扁平上皮癌（HNSCC）・マイクロ RNA 発現プロファイルより癌抑制型マイ

クロ RNA を探索 

治療抵抗性 HNSCC・臨床検体（初回治療後の再発症例）から RNA シークエンスにより作成したマ

イクロ RNA 発現プロファイルに基づき、癌組織で発現が抑制されているマイクロ RNA の中から、

癌抑制型マイクロ RNA の候補を抽出する。 

（２）癌抑制型マイクロ RNA 候補の機能解析 

癌抑制型の候補マイクロ RNA につき、HNSCC 患者における発現について、The Cancer Genome 

Atlas(TCGA)データベースを用いて調べる。 

HNSCC・癌細胞株に、候補マイクロ RNA を核酸導入し、癌細胞の増殖能、遊走能、浸潤能を検討

し、癌抑制機能を検討する。 

（３）癌抑制型マイクロ RNA が制御する遺伝子の探索 

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

用いて探索し、マイクロ RNA が制御する候補遺伝子とする。TCGA データベースを用いて、HNSCC

患者について、遺伝子の発現と予後について調べる。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し、候補遺伝子を絞り込む。 

（４）（癌抑制型マイクロ RNA が制御する）HNSCC 新規癌促進型遺伝子の機能解析 

HNSCC・癌細胞株に、small interfering RNA (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）治療抵抗性頭頸部扁平上皮癌（HNSCC）・マイクロ RNA 発現プロファイルの作成 

治療抵抗性 HNSCC 臨床検体から、RNA シークエンスにより、マイクロ RNA 発現プロファイルを作

成した。プロファイルの解析から、112 種類のマイクロ RNA が癌組織で有意に発現抑制されてい



た（log2 fold change < 2.0 and p-value < 0.05)。興味ある事に、9種類のマイクロ RNA は、

ガイド鎖とパッセンジャー鎖の両方が共に発現抑制されていた（miR-1、miR-30a、miR-483、miR-

99a、miR-139、miR-190a、miR-199b、miR-204、miR-378a)。一般的に、マイクロ RNA のパッセン

ジャー鎖は、細胞質で分解されて機能を有しないとされていたが、これまでの我々の解析では、

miR-99a-3p や miR-139-3p などのパッセンジャー鎖は、癌抑制型マイクロ RNA として機能してい

る事を明らかにしている。 

（２）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 の探索 

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-199-family に着目し

た。TCGA データベース解析から、miR-199-family（miR-199a-5p/miR-199a-3p/miR-199b-5p/miR-

199b-3p）の発現は、HNSCC 臨床検体（正常組織 44検体、癌組織 484 検体）において、癌組織で

有意に抑制されている事を確認した。 

次に、miR-199a/b-5p および miR-199a/b-3p を、癌細胞株（Sa3 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-199a/b-5p および miR-199a/b-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-199-family

は、HNSCC における癌抑制型マイクロ RNA である事を明らかにした。 

 

 

（３）癌抑制型マイクロ RNA（miR-199-family）が制御する癌促進型遺伝子の探索 

miR-199-family が共通して制御する癌促進型遺伝子の探索を行った。 

TargetScan データベース検索から、miR-199a/b-5p が結合する配列を有する遺伝子として、634

種の遺伝子を、miR-199a/b-3p が結合する配列を有する遺伝子として、474 種の遺伝子を見出し

た。この中で、miR-199a/b-5p および miR-199a/b-3p の両方マイクロ RNA の結合配列を有する遺

伝子は 68種類であった。 

 



これらのうち、TCGA データベース解析から、12 種類の遺伝子は、HNSCC 癌組織で正常組織に比

べ、有意に発現が上昇していた。更に、遺伝子の発現と HNSCC 患者の予後を調べた結果、PXN

（Paxillin）の発現は、患者の予後（5年生存率）に影響を与えていた。また、多変量解析にお

いて、独立した予後予測因子であった。 

 

（４）HNSCC 癌細胞株における PXN の機能解析 

siRNA を HNSCC 細胞株に核酸導入し、PXN の発現をノックダウンし、癌細胞の増殖能、浸潤能、

遊走能について解析を行った。その結果、PXN をノックダウンする事で、癌細胞の遊走能と浸潤

能が顕著に抑制された。この事から、PXN の発現異常は、HNSCC の悪性化に関与している事が明

らかとなった。 

 

 
（５）研究のまとめ 

頭頸部扁平上皮癌のマイクロ RNA 発現プロファイルから、miR-199-family が、癌組織で有意に

発現抑制されている事を認めた。miR-199-family の癌抑制機能と、これらマイクロ RNA が制御

する癌遺伝子の探索を行った。 

TCGA 解析の結果、miR-199-family は、HNSCC 臨床検体で有意に発現抑制されている事を確認し

た。マイクロ RNA を核酸導入する機能解析の結果、miR-199a/b-5p および miR-199a/b-3p は、癌

細胞の遊走能・浸潤能を制御する癌抑制型マイクロ RNA である事が判明した。これらマイクロ

RNA が制御する遺伝子として、68 種類の候補遺伝子を見出した。これら遺伝子の中で、PXN は臨

床検体で高発現しており、更にその発現は、HNSCC 患者の予後に影響を与えていた（5-year OS, 

p=0.0283）。PXN をノックダウンする事により、癌細胞の遊走能・浸潤能が顕著に抑制された。

現在、PXN の発現を阻害する低分子化合物の探索（ドラッグ・リポジション）を行っている。 
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