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研究成果の概要（和文）： 
HuRは細胞増殖などに関連するARE-mRNAを核外輸送及び安定化するRNA結合タンパクである。

本研究では、口腔がん細胞の HuR をノックダウンすることにより、ARE-mRNA の核外輸送及び安
定化が抑制され、細胞周期を促進するタンパクの発現が減少し、足場非依存的な細胞増殖能な
どの悪性形質も減弱することが明らかになった。これらの結果は HuR ノックダウンが口腔がん
の治療に応用可能であることを示している。 
 
研究成果の概要（英文）： 
HuR is RNA binding protein which can protect ARE-mRNA from rapid degradation. In this 

study, we show that HuR-knockdown can change the malignant features of oral cancer cell. 
The findings show the potential of HuR-knockdown as an effective therapeutic approach. 
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１．研究開始当初の背景 
HuR は シ ョ ウ ジ ョ ウバ エ が 持つ ELAV 

familyに属するタンパクのうちの一つで、AU
（アデニン、ウラシル）-rich element (ARE)
を持つmRNAに特異的に結合する。AREは細胞
の増殖に関わる遺伝子のmRNAに存在し、ARE
を持つmRNAは通常合成後すぐに分解される
が、heat shockなどの刺激が細胞に加わると、
AREにHuRタンパクがpp32や核外輸送タンパ
クCRM1を伴って特異的に結合し、ARE-mRNA
をCRM1依存的に核外輸送し安定化する 
申請者らはアデノウイルスの E4orf6 と呼

ばれる発がんタンパクが、ARE-mRNA を CRM1
非依存的に、強制的かつ恒常的に核外輸送・
安定化し、しかも E4orf6 の発がんに必須の
領域がこの輸送・安定化に必要であることを
明らかにした（Higashino et al., J. Cell 
Biol., 2005）。E4orf6 はラットの細胞などを

がん化できるがん遺伝子産物で、がん細胞の
悪性化にも関わることが知られている。従っ
て申請者らの研究は、ARE-mRNA やそれに関わ
る RNA 結合タンパクの HuR などが、細胞のが
ん化やがん細胞の悪性化と強い関連を持つ
ことを示唆している。 

実際、大腸がんなどでHuRが恒常的に細胞
質側に輸送されており、悪性度が高いほど輸
送されているHuRの量が多いという報告があ
り（de Silanes et al., Oncogene, 2003）、
これらの事実を総合して考えるとARE-mRNA
に結合しているHuRタンパクが、細胞のがん
化やがん細胞の悪性化に重要な役割を果た
しているといえる。ARE-mRNAに直接結合して
いるのは、HuRのみで、他のタンパクはHuR
を介してARE-mRNAとassociateしているにす
ぎない。従ってHuRを人工的に消失できれば、
ARE-mRNAの輸送・安定化も停止でき、がん形
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質が消失する可能性がある。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は口腔がん細胞で HuRの発現
を RNAi 法でノックダウンし、その手法を口
腔がんの治療に利用するための基礎的研究
を行うことである。ノックダウンのために、
RNAi 法用の siRNA の設計を行い、細胞に
siRNAを導入してHuRのmRNAやタンパクの減
少を確認し、さらに ARE-mRNA の核外輸送や
安定化が阻害されるかどうか検討する。次に
HuR がノックダウンされた細胞の性質、特に
がんに関わる形質を様々な角度から検討す
る。また開発した RNAi の技術を最終的には
ヒトへのがん治療への応用ができるように、
shRNA を組み込んだアデノウイルスの開発も
目的に含める。 

 
３．研究の方法 
平成20年度 

（１）RNAi法の確立 
初年度はHuRのノックダウンに必要な

siRNAを設計・作成し、実際に口腔がん細胞
に導入してみてHuRがノックダウンされる
かどうか基礎的検討を行う。 
① siRNAの設定 
NCBIのデータベース等を検索し、HuRの

ノックダウンのためのsiRNAの設計を行う。 
② siRNAの細胞への導入 
 設定したsiRNAが細胞中で実際にHuRの発
現をノックダウンするかどうかを調べる
ために、口腔がん細胞（HSC3、Ca9.22等）
や口腔正常細胞（HGF、PDL細胞等）にsiRNA
を導入する。その後RT-PCR法でHuRのmRNA
の有無を確認し、さらにウエスタン法で
HuRタンパクの増減も検討する。 
  
平成21年度 

（２）HuRノックダウン細胞の性質検討 
RNAiの技術で作成したHuRノックダウン

細胞の性質を以下のように検討する。 
① ARE-mRNA の輸送・安定化の確認 

    in situ hybridization法を用いてc-fos
などのARE-mRNAを染色したり、ARE-mRNAの
細胞質への蓄積を検討することにより核
外輸送を確認する。また各細胞に蓄積した
ARE-mRNAの量を決めたり、各mRNAの半減期
を検討することにより安定化を確認する。 
② 細胞増殖活性の検討 
HuRをノックダウンした細胞としていな

い細胞で、増殖速度等を決定する。 
③ Cell cycleの検討 
HuRをノックダウンした細胞が、細胞周

期を停止しているかどうか、フローサイト
メトリー（FACS）を用いて検討する。 
④ コロニー形成能の検討 
 ソフトアガー中でコロニーを形成する
かどうか検討し、足場非依存性増殖能を確
認する。 
⑤ ヌードマウスで腫瘍形成能の確認 
HuRをノックダウンした細胞をヌードマ

ウスに移植し、腫瘍形成能を検討する。 
 

平成 22 年度 
（３）ベクターの開発 

siRNAをデリバリーするアデノウイルス
を構築する。 

① アデノウイルスベクターの作成 
Stratagene 社製のアデノウイルスベク

ターpShuttle-H1 に、設定した siRNA をヘ
アピンループ構造で発現するような遺伝
子を組み込み目的のベクターを構築する。 
② アデノウイルスベクターの検証 
口腔がん細胞に作成したアデノウイル

スベクターを感染させ、HuR の発現がノッ
クダウンされるか確認する。 
③ ヌードマウスを用いてアデノウイル

スベクターの検証 
 ヌードマウスに腫瘍を形成し、作成した
アデノウイルスを投与し、その腫瘍にたい
する効果を検討する。 

 
４．研究成果 
（１）HuR ノックダウン 

HuR ノックダウン用の siRNA（5’-UUA CCA 

GUU UCA AUG GUC ATT-3’）の設計を行い、

口腔がん細胞の HSC-3、Ca9.22 や正常細胞

HGF(Human gingival fibroblast)に siRNA を

導入し、HuR タンパクのウエスタン法を行う

ことにより、HuR ノックダウンを検討した。

その結果、導入後少なくとも 96 時間はノッ

クダウンの効果が持続し（Fig. 1）、この方

法が有用であることか明らかになった。 
（２）HuR ノックダウン細胞の ARE-mRNA の核
外輸送および安定化 
HuR をノックダウンしたがん細胞を用いて、

c-fos、c-myc、COX-2 などの ARE-mRNA の細胞

質での発現を調べた。各細胞を核と細胞質に

分離し、細胞質側の ARE-mRNA の量を定量性

real-time RT-PCR 法で検討した。その結果、

HSC-3 や Ca9.22 などの口腔がん細胞では HuR

ノックダウンにより各 ARE-mRNA の量が顕著

に減少し、正常細胞の HGF ではあまり減少し

なかった（Fig. 2）。また、同様の細胞を用

いて in situ hybridization 法により各 mRNA

の局在を検討した。HuR をノックダウンした

細胞では、コントロールの siRNA を導入した



 

 

細胞で観察できるような ARE-mRNA の細胞質

への局在は見られず、主に核およびその周辺

に各 mRNA は存在していた（Fig. 3）。これら

の結果は、HuR をノックダウンすることによ

り口腔がん細胞の ARE-mRNA の核外輸送が阻

害されることを示唆している。 

次に、同様の HuR ノックダウン細胞を用い

て、ARE-mRNA の安定化を検討した。細胞をア

クチノマイシンＤで処理して、全ての遺伝子

の転写を停止した後、時間を追って各

ARE-mRNA の定量を行い、それぞれの半減期を

求めた。その結果、HuR ノックダウンした

HSC-3 と Ca9.22 細胞の c-myc、COX-2 の半減

期（それぞれ 27.8、20.01、22,8、28,0 min）

は、コントロール siRNA を導入した細胞のそ

れ（それぞれ 46,3、88,9、38,9、38.5 min）

より短くなることが明らかになった（Fig. 4）。

この結果は、HuR をノックダウンすることに

より口腔がん細胞の ARE-mRNA の安定化が阻

害されることを示している。 
（３）HuR ノックダウン細胞の性質検討 
①足場非依存性増殖能に対する影響 

HuR をノックダウンした口腔がん細胞の性

質を調べるため、ソフトアガーを用いて各細

胞のコロニー形成能を検討した。コントロー

ルの siRNA を導入した HSC-3 細胞は多くのコ

ロニーを形成したが、それと比べて HuR をノ

ックダウンした HSC-3を使った実験ではコロ

ニー数が激減し、しかもそれぞれより小さな

コロニーしか形成できなかった（Fig. 5）。

この結果は、HuR をノックダウンすることに

より口腔がん細胞の足場非依存性増殖能が

低下することを意味している。 

次に、この増殖能低下の原因を探る目的で、

HuR ノックダウン細胞で発現している細胞周

期調節タンパク、サイクリン（Cyclin A、

Cyclin B1、Cyclin D1）と Cyclin dependent 

kinase（Cdk1）を量を検討した。各タンパク

量は、コントロール細胞に比べて HuR ノック

ダウン細胞では減少していた（Fig. 6）。こ

れらのタンパクの中で Cyclin A、Cyclin B1、

Cyclin D1 は、その mRNA に ARE を所持してい

るため、HuR ノックダウンにより Fig. 3 に示

したようにそれら mRNA の安定化が阻害され

タンパク量も減少することが予想されるが、

Cdk1 に関しては mRNA に ARE がないため、タ

ンパク量が低下した理由が不明である。そこ

で、Cdk1 mRNA に HuR が結合しているかどう

かを RNP-IP 法（RIP 法）によって解析した。

Fig. 7A に示すように、HuR 抗体で免疫沈降

したサンプル（P のレーン）の中には Cdk1 
mRNA のバンドが確認され、ARE-mRNA である

c-myc 同様 Cdk1 mRNA にも HuR が結合してい

ることが明らかになった。さらに、HuR ノッ



 

 

クダウンによる Cdk1 mRNA の安定化を検討し

たところ、その蓄積量は HuR ノックダウンに

より低下し（Fig. 7B）、さらに半減期も短く

なった（Fig. 7C）。これらの結果は、HuR ノ

ックダウンにより本来なら安定化される細

胞周期調節関連遺伝子の mRNA の発現が抑制

されることにより、口腔がん細胞が持つ足場

非依存性増殖能が減弱することを示唆して

いる。 
②運動能・浸潤能に対する影響 

HuR をノックダウンした口腔がん細胞の運

動能を検討した。スクラッチアッセイにより、

Ca9.22 細胞の運動能を調べたところ、コント

ロール siRNA を導入した細胞では 36 時間後

にはほぼスクラッチ部が閉じていたが、HuR

ノックダウン細胞ではまだ 50％程度しか閉

じていなかった（Fig. 8A, B）。この結果は、

HuR をノックダウンすることにより口腔がん

細胞の運動能が低下することを示している。 

次に、HuR ノックダウン細胞の浸潤能を解

析した。マトリゲルチャンバーを用いて浸潤

能を検討したところ、ポジティブコントロー

ルの HT1080 細胞同様、口腔がん細胞も HuR

のノックダウンにより浸潤能が大幅に低下

した（Fig. 9）。この浸潤能低下の原因を解

析するために、がん細胞の浸潤活性に重要な

役割を果たす、マトリクスメタロプロテアー

ゼの一種 MMP1 の転写を検討した。MMP1 の転

写調節領域を持つルシフェラーゼリポータ

ーを各細胞に導入し、ルシフェラーゼアッセ

イにより MMP1 の転写活性を調べた。その結

果、HuR をノックダウンしたがん細胞では

MMP1 の転写活性が落ちていることがわかっ

た（Fig. 10）。さらに、MMP1 の転写活性を調

節することが知られている転写因子 AP-1

（c-fos、c-jun）、Ets family（Ets-1、E1AF）
の HuRノックダウンがん細胞での発現を調べ

るために、それらの mRNA の量を定量性

real-time RT-PCR 法で検討した。各 mRNA は

HuR ノックダウン細胞でその蓄積が減少して

いることが解明された（Fig. 11）。これらの

結果は、HuR ノックダウンにより AP-1 や Ets 

family などの転写因子の発現レベルが下が

ることにより、MMP1 の転写レベルが下がり、

さらに浸潤能が低下していることを示唆し

ている。 

 HuR の局在とがん細胞の悪性度に相関があ



 

 

るか調べるため、浸潤能の低いゆうぜい性が

ん（verrucous carcinoma；VC）と浸潤活性

の 高 い 扁 平 上 皮 が ん （ squamous cell 

carcinoma；SCC）の組織を HuR 抗体を用いて

染色した。VCではほぼ核のみに HuR が限局し

て存在しているのに対して、SCC では細胞質

にも多くの HuR が認められた（Fig. 12）。こ

の結果は、がん細胞の浸潤活性と HuR の局在

には相関があることを示している。 
（４）HuR ノックダウン用のベクター作成 
 当初の計画では、HuR ノックダウン用のア

デノウイルスベクターを作成することを目

的としていたが、アデノウイルスに HuR ノッ

クダウン用の shRNAを挿入することができず、

代わりに shRNA 発現用の pSUPER プラスミド

を用いて、HuR ノックダウン用の発現ベクタ

ーを作成した。この発現ベクターをウイルス

がん遺伝子（アデノウイルス E4orf6）でがん

化したラット細胞に導入し、恒常的に HuR ノ

ックダウン用の shRNAが発現される細胞が構

築できた（Fig. 13A）。この細胞の c-fos 
mRNA

の半減期を検討したところ、親ベクターを導

入したコントロールでは 136分であったのに

対して、HuR をノックダウンした細胞では 33

分になり、半減期が非常に短くなることがわ

かった（Fig. 13B）。さらに、ソフトアガー

を用いて同細胞のコロニー形成能を解析し

た。E4orf6 の発現により盛んに形成されてい

たコロニーが、HuR をノックダウンした細胞

ではほとんど見られず（Fig. 13C）、Fig. 5

の結果と同様、HuR のノックダウンにより足

場非依存性増殖能が低下することが明らか

になった。 

本研究より、HuR をノックダウンすること

により、口腔がん細胞の ARE-mRNA の核外輸

送および安定化が阻害され、足場非依存性増

殖能や運動・浸潤能など口腔がん細胞の悪性

形質が減弱することが明らかになった。これ

までも、HuR をノックダウンしたがん細胞は

ヌードマウスに腫瘍が形成できないことな

どが示され、HuR ノックダウンのがん細胞に

及ぼす効果がいくつか報告されているが、口

腔がん細胞の足場非依存性増殖能や運動・浸

潤能と HuRが関連していることを示したのは

本研究が最初である。以前より、我々は HuR

の局在変化を調べることにより口腔がん 

の診断が可能であることを示唆したが、本研

究で HuRノックダウンが口腔がんの新たな治

療法に応用できる可能性も示せた（Fig. 14）。

今後、HuR ノックダウン用のベクターの改良

や、ARE-mRNA に関わる他の RNA 結合タンパク

の解析も進め、RNA 結合タンパクを利用した

新たながんのトランスレーショナルリサー

チが望まれる。 
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