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研究成果の概要（和文）：本研究では口腔癌の新たな診断・治療体系の構築に寄与すべく、癌特

異的エピゲノム異常を指標とした癌抑制遺伝子型 microRNA (miRNA)の網羅的探索と詳細な

解析を強力に推進し、miR-218 と miR-585 を同定した。さらに Rictor が miR-218 の新規標的

分子であることを明らかにした。TOR-Akt シグナル経路を抑制する miR-218 が、口腔癌の新

規治療法の開発や個別化医療の実現などに大きく貢献しうることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： In this study, we performed function-, methylation- and 
expression-based screening in oral cancer cell lines, and identified two novel 
tumor-suppressive microRNAs, miR-218 and miR-585, silenced by DNA hypermethylation 
in oral cancer.  Moreover, we found that Rictor is a novel target of miR-218, suggesting 
that miR-218 targeting Rictor may provide a novel strategy for the treatment of oral 
cancer.   
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１．研究開始当初の背景 
(1) 本研究開始前に申請者は、癌転移の分子
機序に関する多角的な研究を行うとともに、
口腔扁平上皮癌および口腔前癌病変の外科
切除組織の収集・保存ならびに詳細な解析を
推進してきた。一方、研究分担者らは自作の
高 密 度 bacterial artificial chromosome 
(BAC)-based arrayを実用化し、comparative 
genomic hybridization (CGH)法と豊富なゲ
ノム情報やゲノム資源を基盤とした高感度
且つゲノムワイドなアレイ CGH 技術を独自

に確立するとともに、申請者らとの多種類の
癌細胞株を用いたゲノム・エピゲノム解析に
よって、多数の新規癌関連遺伝子群を同定し、
報告してきた。 
 
(2) microRNA (miRNA)は蛋白質へ翻訳され
ない non-coding RNA であるが、遺伝子サイ
レンシングなどにより標的分子の発現を阻
害することによって、発生・分化のみならず、
古典的な癌遺伝子や癌抑制遺伝子と同様に
様々な癌種の発症・進展過程における分子機



序へ深く関与することが明らかにされつつ
あった。また、miRNA の発現プロファイル
による癌の個別診断法や予後予測法の開発、
あるいは新たな抗癌剤として siRNA (shot 
interfering RNA)などのアンチセンス核酸医
薬への臨床応用も期待されていた。しかし、
本研究開始時には、miRNA と癌との関連性
や標的分子を含めた分子機序が解明された
miRNA は極めて少なく、口腔癌における報
告も皆無であった。 
 
(3) 国内外での miRNA 研究は、本研究開始
時には既に活発化しつつあり、年間に発表さ
れる英文論文数は現在に至るまで指数関数
的に増大してきた。また、申請者らの世界に
先駆けた研究成果(Cancer Res., 2008)の後に、
癌でエピゲノム異常を受ける癌抑制遺伝子
型 miRNA が欧米の研究グループからも相次
いで報告されてきたが、癌抑制遺伝子型
miRNA 遺伝子の単離・同定をエピゲノム異
常の網羅的あるいは機能的スクリーニング
から展開させる報告は本研究開始時には皆
無であり、現在でも極少数であるため、これ
までの研究実績と技術的な安定性を基盤に
した本研究の独自性は極めて高いと考えら
れる。 
 
２．研究の目的 
癌遺伝子や癌抑制遺伝子に関する研究の

飛躍的な進展により、「癌は遺伝子の病気」
として発癌に関するメカニズムが徐々に解
明され、予防・診断・治療に臨床応用されつ
つある。しかし、口腔前癌病変の癌化あるい
は口腔癌の術後再発に関する知見は未だ乏
しく、その克服には口腔癌の発症・進展や多
様な悪性形質の獲得に関わる分子機序につ
いての詳細な解明が必須である。本研究では
口腔癌の新たな診断・治療体系の構築に寄与
すべく、近年、ゲノム情報発現系の新たな調
節・制御分子として注目されている miRNA
に着目し、癌特異的エピゲノム異常を指標と
した口腔癌抑制 miRNA の網羅的探索と詳細
な解析を強力に推進することによって、口腔
癌の発症・進展過程における miRNA とその
(癌遺伝子様)標的分子を中心とした新たな分
子機序の解明と本研究成果に基づいたテー
ラーメード医療の実現を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 本研究では癌細胞株における DNA 過剰
メチル化を指標とした網羅的スクリーニン
グに定量的発現解析を組み合わせた絞り込
み、さらに癌部/非癌部組織が揃ったペア検体
を用いた臨床検体レベルでの検討と in vitro
解析系による詳細な機能的解析によって、新
規癌抑制遺伝子型 miRNA の同定を進めると
ともに、同定した各 miRNA の標的分子の同

定とそれらの分子機序の解明を試みた。 
(2) 327 種類の miRNA 配列を搭載した合成
二本鎖RNAライブラリー(Ambion社)を用い
て、in vitro 細胞増殖抑制活性を指標とした
機能的スクリーニング法による網羅的探索
を行い、さらに細胞株ならびに臨床検体にお
ける DNA メチル化解析と発現解析を組み合
わせた絞り込みによって新規癌抑制遺伝子
型 miRNA の同定を進めるとともに、同定し
た miRNA の標的分子の同定とそれらの分子
機序の解明を試みた。 
 
４．研究成果 

DNAメチル化スクリーニングによる癌抑(1) 
制遺伝子型miRNAの網羅的探索: 本研究で
は、口腔扁平上皮癌 (OSCC)と肝細胞癌
(HCC)でのDNA過剰メチル化を指標とした
網羅的スクリーニングによって癌抑制遺伝
子型miRNAの探索を行った。先行したHCC
における解析では、5’側近傍 500bp以内に
CpG islandが存在する 39 種類のmiRNA (43 
CpG island)についての細胞株を用いた網羅
的DNAメチル化解析に定量的発現解析を組
み合わせた絞り込みの結果、HCC細胞株なら
びに臨床検体においてDNA過剰メチル化と
発現抑制が高頻度に一致するmiR-124 と
miR-203 を選出し、癌抑制遺伝子としての抗
腫瘍活性を機能的に明らかにするとともに、
CDK6など計 7種類の直接的な標的分子を同
定した(図1: Furuta et al., Carcinogenesis, 2010)。
一方、OSCCにおいてもHCCと同様に細胞株



を用いてCpG island近傍に座位する 51 種類
のmiRNA (42 CpG island)についてのDNA
メチル化解析に定量的発現解析を組み合わ
せた絞り込みを行い、OSCC細胞株ならびに
臨床検体においてDNA過剰メチル化と発現
抑制が高頻度に一致する新規癌抑制遺伝子
型miRNAを同定し、その標的分子を含めた
子機序の解析を進めている。 分

 
(2) in vitro機能的スクリーニングによる癌抑
制遺伝子型miRNAの網羅的探索: 本研究で
は、合成二本鎖RNAライブラリー(Ambion
社)を用いて、OSCC細胞株でのin vitro細胞
増殖抑制活性を指標とした機能的スクリー
ニングを行い、DNAメチル化解析と定量的発
現解析を組み合わせた絞り込みによって、
327 種類のmiRNA配列からOSCCにおいて
腫瘍特異的DNA過剰メチル化により発現抑

される新規癌抑制遺伝子型miRNAとして
miR-218 とmiR-585 を同定した。さらに、同
定したmiR-218 は直接的な標的分子として
Rictorを同定し、miR-218 がRictorを翻訳抑
制することによってAkt活性が抑制されるこ
とを明らかにした。以上の研究成果から、

Aktシグナル経路を負に制御しうる
miR-218 は、OSCCにおける新規癌治療法の
開発などに大きく貢献する可能性
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れた(図 2: Uesugi et al., 投稿中)。 
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