
様式Ｆ-１９ 
 

科学研究費助成事業（学術研究助成基金助成金）研究成果報告書 

平成２４年５月７日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

機関番号：１２５０１ 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：２００９～２０１１   

課題番号：２１５９２１８７ 

研究課題名（和文）機能性核酸ネットワーク解明に基づく頭頸部扁平上皮癌発現制御機構の解

明 

研究課題名（英文）Identification of differentially expressed microRNAs in head and neck 

squamous cell carcinoma based on microRNA expression signature 

研究代表者  

関 直彦（SEKI NAOHIKO） 

千葉大学・大学院医学研究院・准教授 

研究者番号：５０３４５０１３ 

研究成果の概要（和文）：microRNA（miRNA）は 19～21 塩基の 1本鎖 RNA であり、タンパクコー

ド遺伝子の発現を制御している。近年、miRNA が癌の発生・進展・転移に関与している事が報

告されている。頭頸部扁平上皮癌の miRNA の発現プロファイルから、miR-1,miR-133a および

miR-375 の発現が癌細胞で顕著に抑制されている事を見出した。そこで、miR-1、miR-133a、

miR-375 の各 miRNA を扁平上皮癌由来の細胞株に核酸導入し、機能解析を行った。その結果、3

種の miRNA は、癌の増殖・遊走・浸潤を有意に抑制し、アポトーシスの誘導を起こすことを発

見した。この事から、miR-1、miR-133a および miR-375 は頭頸部扁平上皮癌において癌抑制機

能を有する事が判明した。 

 
研究成果の概要（英文）：MicroRNAs (miRNAs) are endogenous short non-coding RNA molecules 

that regulate gene expression by repressing translation or cleaving RNA transcripts in 

a sequence-specific manner. A growing body of evidence suggests that miRNAs are aberrantly 

expressed in many human cancers and that they play significant roles in the initiation, 

development and metastasis of human cancers. Recently, our expression profile revealed 

that microRNA-1, microRNA-133a and microRNA-375 are frequently downregulated in head and 

neck squamous cell carcinoma (HNSCC). Ectopic expression of three miRNAs (microRNA-1, 

microRNA-133a and microRNA-375) inhibited cell growth, migration and invasion of HNSCC 

cells, suggesting these microRNAs function as tumor suppressors in HNSCC. 
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１．研究開始当初の背景 （１） 2004 年にヒトゲノム解読プロジェク



トが完了し、その結果としてヒトゲノム中に

は数多くのタンパク質をコードしない機能

性 RNA（non-coding RNA : ncRNA）の存在が

明らかになった。ヒトの転写産物のうち、実

に 98%がこのノンコーディング領域であり、

タンパクがコードされているのはわずか 2%

程度である事が判明した。さらに、これまで

役割をもたない、いわゆるジャンクとみなさ

れていた ncRNAには遺伝子発現制御など重要

な役割が存在する事が明らかになってきた。

ncRNA の一つである microRNA（miRNA）は 19

～21 塩基の 1本鎖 RNA であり、タンパクコー

ド遺伝子の発現を制御している事から、癌の

発生や進展、転移に関与している事が示唆さ

れている。 

 
（２） miRNA の大きな特徴として、一つの

miRNA が複数のタンパクコード遺伝子発現を

制御していることであり、これと同時に一つ

のタンパクコード遺伝子は複数の miRNAによ

って制御されていることから、細胞内ではタ

ンパクコード遺伝子と miRNA を含む ncRNA と

の極めて複雑な分子ネットワークが形成さ

れていることが示唆されている。それゆえに

正常細胞の中では、タンパクコード遺伝子と

miRNA の複雑な分子ネットワークによって、

正常な遺伝子発現を精巧に保っており、この

バランスが崩壊することが癌を含むヒトの

疾患の発生・進展に深く関与していることが

推測される。 

 
（３） 癌においては、miRNA の発現異常が

様々な癌で報告されており、癌の発生、進展、

転移において様々な miRNAが関与している事

は周知の事実である。近年では、癌細胞で発

現変化を認めた miRNA を研究の対照として、

癌部で発現抑制されている癌抑制型 miRNA、

癌部で発現が亢進している癌遺伝子型 miRNA

の探索と機能解析が精力的に行われはじめ

た。 

 
２．研究の目的 
頭頸部扁平上皮癌において、機能性 RNA であ

る miRNAを解析の対象とした研究は十分に行

なわれておらず、頭頸部扁平上皮癌と miRNA

の関連は不明な点が多い。そこで本研究では、

頭頸部扁平上皮癌の miRNAの発現プロファイ

ルを独自に作製し、癌関連 miRNA の探索を試

みた。更に、癌細胞で発現が抑制されている

miRNA を研究対象として、その機能解析と癌

抑制型 miRNA が制御する遺伝子（群）の探索

法の開発を目的とした。 

 
３．研究の方法 
（１） 頭頸部扁平上皮癌臨床検体を用いた

miRNA 発現プロファイルの作製は、Life 

Technologies 社の TaqMan® Low Density 

Array Human MicroRNA Panel を用いた。癌組

織由来 RNA と非癌組織由来の RNA を用いて各

miRNA の発現を測定し、内在性 RNA で標準化

した後、癌部と非癌部を比較した。 

 

（２） miRNA 発現プロファイルにおいて癌

組織で発現低下を認めた miRNA（miR-1、

miR-133a および miR-375）について癌抑制型

miRNA の候補として、細胞増殖能、遊走能、

浸潤能などの機能解析を試行した。実際には、

頭頸部扁平上皮癌由来細胞株（HSC3、FaDu お

よび SAS）に合成した成熟型 miRNA を核酸導

入し検討を行った。 

 

（３） 癌抑制型 miRNA が制御する遺伝子

（群）の探索は、癌抑制型 miRNA （miR-1、

miR-13 および miR-375）を癌細胞株に核酸導

入した後 RNA を回収し、マイクロアレイを用

いた遺伝子発現解析法と、miRNA データベー

スを組み合わせた方法を考案し施行した。 

 
４．研究成果 

（１） ゲノム上の構造を調べてみると、興



味深いことに、miR-1 と miR-133a はヒトゲノ

ム上にクラスターとして近接しており、更に、

同 様 の ク ラ ス タ ー が ２ つ の 染 色 体 上

（20q13.33 と 18q11.2）に存在している。

miR-1 および miR-133a は、ショウジョウバ

エ、マウス、ヒトの筋組織中で高い発現が認

められているクラスターmiRNA であり、これ

らは myomiRs とも呼ばれている。当初は、心

筋・骨格筋の分化・増殖に関与する他、心不

全や不整脈など心疾患の関連が報告されて

いた。我々は、miR-1/miR-133a クラスターが

癌組織で有意に発現抑制されている事から、

これら miRNAが癌抑制機能有している仮定を

立て以下の解析を行った。扁平上皮癌や膀胱

癌、腎癌、前立腺癌由来の複数の細胞株に核

酸導入し、細胞増殖能、遊走能、浸潤能、ア

ポトーシス誘導能などの解析を試行した結

果、miR-1 または miR-133a は各々癌の増殖・

遊走・浸潤を有意に抑制し、アポトーシスの

誘導を起こす事を見出した。 

 

（２） 次に我々は、癌抑制型 miR－1／miR

－133a クラスターは、癌遺伝子機能を有する

遺伝子（群）を共通して制御していると予想

した。そこで、我々はマイクロアレイを用い

た遺伝子発現解析から miR-1/miR-133a クラ

スターによって制御される遺伝子（群）の探

索を行った。解析の結果、transgelin 2

（TAGLN2）は miR-1 と miR-133a の両方の導

入細胞でその発現が大きく低下し、更に、タ

ンパクコード遺伝子の 3’UTR 配列と miRNA

のシード配列から結合を予測するプログラ

ム

（ TargetScanHuman:http://www.targetscan

.org/）を用いたところ、TAGLN2 の 3’UTR に

は miR-1 と miR-133a がそれぞれ結合する部

位が存在した。この事から TAGLN2 は

miR-1/miR-133a クラスターの直接的な標的

遺伝子と考えられた。miR-1 または miR-133a

の核酸導入によって、TAGLN2 の mRNA とタン

パクの発現は明らかに抑制され、ルシフェラ

ーゼ・レポーターアッセイによって miR-1 お

よび miR-133a が TAGLN2 の 3’UTR 予想結合

部位で直接結合する事が証明された。 

 

（３） miRNA 発現プロファイルから、

miR-375 は癌組織において顕著に発現が抑制

さている事が認められ、癌抑制型 miRNA の候

補と考え機能解析を施行した。臨床検体を用

いてその発現を確認すると、扁平上皮癌組織

では非癌組織と比較して、有意に miR-375 発

現が低下していた。更に、扁平上皮癌由来細

胞株に miR-375 を核酸導入する事により、癌

細胞の増殖抑制や遊走能の抑制が観察され

た。以上の解析結果から、miR-375 も癌抑制

型 miRNA であると判断した。しかしながら、

前立腺癌では miR-375は癌部で発現が亢進し

ている事が報告されており、癌遺伝子型の

miRNA である可能性が示唆されている。同じ

miRNA が細胞によって癌抑制型あるいは癌遺

伝子型と逆の機能を有することは大変興味

深い知見である。miRNA の発現制御機構が癌

種によって異なっている事が推定されるが、

その詳細な分子機構は未だ解かっていない。

最近の食道扁平上皮癌の解析では、miR-375

の発現抑制にはゲノム上のメチル化が関与

している事が示された。エピジェネティック

な影響で発現制御を受ける miRNA とその

miRNA によって発現制御されるタンパクコー

ド遺伝子の複雑なネットワークの解明が細

胞ごとに必要であり、その網羅的な解析方法

の開発が待ち望まれている。 

 

（４） 次に我々は、扁平上皮癌において

miR-375 が制御する遺伝子（群）の探索につ

いて miR-375 導入細胞を用いて行った。癌細

胞を用いた解析の結果から、AEG-1/MTDH 



(astrocyto-elevated gene-1/metadherin）

が miR-375の共通の標的遺伝子である事が示

唆された。AEG-1/MTDH は当初、胎児アスト

ロ サ イ ト 細 胞 に お い て HIV-1 ま た は

TNF-alpha により誘導される遺伝子をしてク

ローニングされた。その後、悪性星細胞種や

神経芽細胞種などの多くの癌において過剰

発現する事が確認されている。我々の解析か

らも、扁平上皮癌で発現が更新している事が

示された。AEG-1/MTDH 遺伝子ノックダウンに

よる解析では、癌細胞の増殖抑制を認めてお

り、扁平上皮癌において、癌抑制型 miR-375

の発現抑制と AEG-1/MTDH 遺伝子の過剰発現

の分子機構が明となった。 

 

（５） 2004 年にヒトゲノム解読プロジェク

トが完了し、その結果としてヒトゲノム中に

は数多くのタンパク質をコードしない機能

性 RNA （non-coding RNA: ncRNA）の存在が

明らかになった。ヒトの転写産物の多くが機

能未知である ncRNA であり、タンパクコード

遺伝子は僅か数%にすぎない。miRNA は癌研究

分野で注目され、ここ数年で大きく解析が進

んだ ncRNA の一種であるが、その機能や制御

する分子ネットワークはほとんど解かって

いない。本研究により、頭頸部扁平上皮癌に

おいて僅か 21 塩基の RNA 分子が癌抑制遺伝

子として機能する事が証明された。この小さ

い RNA分子が制御する分子ネットワークの新

しい解明方法の開発が急務であり、ゲノム中

に存在する ncRNA-mRNA ネットワークの全体

像を描き出す事が、ポスト・ゲノムシークエ

ンス時代の癌研究の大きなテーマであると

考える。 
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