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研究成果の概要（和文）： 
我々は、樹立した口腔癌細胞株と高浸潤能を有するクローンを用いて microRNA(miRNA)発現
プロファイルを網羅的に解析し、高浸潤能細胞で発現が低下したいくつかの miRNA から、
miR-203 を口腔癌の浸潤に関わる miRNA として同定した。さらに、その標的 mRNA として、
NUAK および SNAI2 を同定した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We identified miR-203 as an invasion related microRNA (miRNA) by comparing 
miRNA expression profile between oral cancer cell line and its highly invasive clone. 
Moreover, we identified NUAK and SNAI2 as a target mRNA of miR-203. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
交付決定額 2,900,000 870,000 3,770,000 

 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：歯学・形態系基礎歯科学 
キーワード：口腔病理学 
 
１．研究開始当初の背景 
microRNA (miRNA)は、タンパク質をコード
しない小さな RNA 分子で、ゲノム上にヒト
では 800 を超える miRNA が同定されている。
ヒト遺伝子産物の約 1/3 が、miRNA による
制御を受けると考えられている。miRNA は、
RNA 干渉（RNAi）と関連のある Argonaute
タンパク質と共に複合体を形成し、miRNA
と部分的に相補的な mRNA と結合し、
mRNA の分解や翻訳の抑制を介して遺伝子
調節に関わると考えられている。miRNA に
よる遺伝子調節機能は腫瘍形成、発生、ウイ
ルス感染などに関与することが示唆されて
いるが、多くの miRNA は未だそのターゲッ
トとなる遺伝子が明らかにされていない。こ
れまでに、我々は、口腔癌患者の頚部リンパ
節転移巣より高浸潤能を有する細胞株を樹
立し（Oral Oncol 39:515-520, 2003）、in vitro 

invasion assay 法を応用してその細胞から高
浸潤能を有するクローンを分離した（Clin 
Cancer Res 10: 5455-5463, 2004）。さらに、
我々はマイクロアレイを用いて親株と高浸
潤能細胞の遺伝子発現プロファイルを比較
することにより、浸潤に関わるいくつかの候
補遺伝子を同定した（ Cancer Res 66: 
6928-6935, 2006; Clin Cancer Res 14: 
6097-6105, 2008; Am J Pathol: in press）。
我々は、樹立した口腔癌細胞株と高浸潤能を
有するクローンを用いて miRNA 発現プロフ
ァイルを網羅的に解析し、高浸潤能細胞で発
現が低下したいくつかの miRNA を同定した。
そこで、本研究では、同定した miRNA の浸
潤への関与とその分子機構を明らかにする
ことを目的とする。 
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microRNA (miRNA)による遺伝子調節機能
は、腫瘍形成、発生、ウイルス感染などの様々
な生命現象に関与することが示唆されてい
る。口腔癌は、発生率が年々増加傾向にあり、
外科的切除により審美的・機能的あるいは心
理的な損失が大きく、QOL の低下が著しい。
口腔癌の浸潤・転移は、患者の予後を左右す
る最も重要な要因であることから、口腔癌の
浸潤機構の解明は効果的な診断・治療を開発
するために重要な課題である。我々は、口腔
癌のリンパ節転移巣より樹立した細胞株と
その細胞より分離した高浸潤能クローンの
miRNA 発現プロファイルを網羅的に解析し、
高浸潤能細胞で発現が低下していたいくつ
かの miRNA を同定した。そこで、本研究で
は同定した miRNA の浸潤への関与とその分
子機構を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究では、我々が樹立した口腔癌細胞株と
高浸潤能を有する細胞のアレイを用いた
miRNA の発現プロファイルの解析データから、
高浸潤能を有する細胞で発現低下していた
miRNA に着目し、それらの浸潤への関与を標
的 mRNA の検索も含めて検討する。さらに、
同定した miRNAの口腔癌細胞の浸潤への関与
を詳細に検討する。最終的には、口腔癌組織
における miRNA の発現と標的 mRNA の発現を
検討した。 
（１）口腔癌の浸潤に関わる miRNA の同定 
ヒト約 900 種の miRNA を網羅的に検索するア
レイである“3D-Gene” Human miRNA（東レ）
を用いて、親株と高浸潤能を有する細胞の
miRNA の発現を網羅的に比較検討した結果、
高浸潤能を有する細胞で、miR-200 family
（miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141）
と miR-203 が発現低下していた。miR-200 
family の発現低下が E-cadherin の発現低下
を介して、EMT に関わることはすでに報告さ
れているため、miR-203 に着目し、次の検討
を行った。 
①口腔癌細胞株における miR-203 の発現 
我々が有している口腔癌細胞株における
miR-203 の発現を real-time PCR により検討
した。 
②miR-203 の浸潤への関与の検討 
miR-203 の発現が認められない癌細胞に、内
在性の成熟 miRNA の機能を模倣した miR-203 
mimic を導入し、癌細胞の浸潤が抑制される
かどうかを検討した。また、miRNA の発現の
高い癌細胞に miR-203 inhibitor を導入し、
その発現を抑制し、癌細胞の浸潤が促進され
るかを検討した。 

（２）口腔癌の浸潤に関わる miR-203 の標的
mRNA の検索 
miR-203 の標的 mRNA の同定を試みた。miRNA
は、標的 mRNA に結合し、mRNA の分解あるい
は翻訳抑制を行う際に Ago2 を含めた RISC 複
合体を形成することから、標的 mRNA の同定
には、Ago2 抗体を用いた免疫沈降法を応用し
た。 
①標的 mRNA の同定 
miR-203 を導入した細胞とコントロール細胞
から Ago2 抗体を用いて、免疫沈降法により
RISC に取り込まれた標的 mRNA を精製し、マ
イクロアレイにより標的 mRNA を同定した。
さらに、既存のデータベースである Target 
Scan を用いて、miR-203 の標的 mRNA とのオ
ーバーラップを調べ、絞り込みを行った。次
に、絞り込んだ標的 mRNA から、miR-203 を導
入した細胞で発現低下するものと miR-203 
inhibitor の導入により発現があがるものを
調べた。 
②標的 mRNA の浸潤への関与の検討 
上記解析により絞り込んだ標的 mRNA が浸潤
にかかわるかどうかを標的 mRNA を癌細胞へ
導入することにより浸潤への関与を検討し
た。浸潤能は、マトリゲルを用いた in vitro 
invasion assay により解析した。 
③ルシフェラーゼアッセイによる標的 mRNA
の miRNA による発現抑制の検討 
ルシフェラーゼアッセイにより、miRNA が直
接標的 mRNAを抑制するかどうかを検討する。 
（３）口腔癌症例における miR-203 および標
的 mRNA の発現の検討 
口腔癌症例の組織から抽出した total RNA を
用いて miR-203 とその標的 mRNA の発現を
real-time PCR を用いて定量的に解析し、臨
床病理学的データより癌の浸潤動態や転移
との相関を調べた。また、標的 mRNA の抗体
を購入あるいは作製し、口腔癌症例のパラフ
ィン包埋切片を用いてその発現を検討し、臨
床病理学的データより癌の浸潤動態や転移
との相関を調べた。 
 
４．研究成果 
microRNA (miRNA)による遺伝子調節機能は、
腫瘍形成、発生、ウイルス感染などの様々な
生命現象に関与することが示唆されている。
口腔癌は、発生率が年々増加傾向にあり、外
科的切除により審美的・機能的あるいは心理
的な損失が大きく、QOL の低下が著しい。口
腔癌の浸潤・転移は、患者の予後を左右する
最も重要な要因であることから、口腔癌の浸
潤機構の解明は効果的な診断・治療を開発す 



るために重要な課題である。我々は、ヒト約
900 種の miRNA アレイを用いて、口腔癌のリ
ンパ節転移巣より樹立した細胞株とその細
胞より分離した高浸潤能クローンの miRNA発
現プロファイルを網羅的に比較検討した結
果、高浸潤能を有する細胞で発現低下してい
た miRNA として、miR-200 family（miR-200a, 
miR-200b, miR-200c, miR-141）と miR-203
を同定した（図１）。そこで、我々が有して
いる口腔癌細胞株における miRNA の発現を
real-time PCR により検討ところ、EMT（上皮
間葉移行）をおこした癌細胞でのみ発現低下
がみられた（図 2）。miR-200 family の発現
低下が E-cadherin の発現低下を介して、EMT
に関わることはすでに報告されているため、
miR-203 に着目し、浸潤や EMT への関与につ

いて検討した。miR-203 の発現が認められな
い癌細胞に、内在性の成熟 miRNA の機能を模
倣した miRNA mimic を導入し、癌細胞の浸潤
への影響を検討したところ、浸潤が抑制され
た。また、miR-203 の発現の高い癌細胞に
miRNA inhibitor を導入し、その発現を抑制
したところ、癌細胞の浸潤が促進されたこと
から、miR-203 は、口腔癌の浸潤に深く関わ
ることが明らかとなった（図３）。また、EMT
への影響についても検討したところ、
E-cadherin の発現変化はみられなかったが、
細胞の形態や他の EMT マーカーである
vimentin の発現変化が認められた。 
次に、miR-203 の標的 mRNA を同定するため、
Ago2 抗体を用いて、標的 mRNA を含めた RISC
複合体を免疫沈降し、その産物をマイクロア
レイを用いて網羅的に解析した結果（図４左

に示す）と既存のデータベースにおける標的
候補 mRNA を照らし合わせ、63 遺伝子を標的
候補 mRNA として同定した（図４右に示す）。
さらに、これまでの文献から、癌の浸潤、EMT
誘導などに関わる 13 遺伝子に着目し、
miR-203 の導入により発現が低下し、miR-203 
inhibitor の導入により発現が増加する遺伝
子を調べたところ、NUAK および SNAI2 の 2 遺
伝子を標的 mRNA として同定した（図４右に
示す）。SNAI2 は、すでに miR-203 の標的遺伝
子として報告されており、E-cadherin のリプ
レッサーとしてよく知られている因子であ
るため、NUAK に着目した。口腔癌細胞株から、
NUAK の 3’UTR 領域をクローニングし、ルシ
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上グラフでは、成熟miR‐203の導入により、口腔癌細胞の浸
潤能が抑制されているが、miR‐203 inhibitorの導入により、

浸潤能の増強がみられたことから、miR‐203は口腔癌細胞の
浸潤に深く関わることが明らかとなった。 
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フェレース解析を行ったところ、miR-203 に
よりルシフェレース活性が抑制されたこと
から、NUAK が miR-203 の新規標的遺伝子であ
ることを明らかにした。現在、NUAK の口腔癌
細胞における浸潤への関与について詳細に
検討しているところである。また、口腔癌症
例における miR-203 の発現を調べたところ、
多くの症例で発現低下がみられ、NUAK の発現
と逆相関していた。また、口腔癌細胞におけ
る miR-203 の発現低下は、プロモーター領域
のメチル化によって引き起こされることを
明らかにした。実際に、メチル化阻害剤であ
る 5’Aza を処理すると、miR-203 の発現の増
加がみられた。 
以上のように、我々は、口腔癌の浸潤に関わ
る microRNA として、miR-203 を同定し、その
標的遺伝子として NUAK と SNAI2 を同定した。
これら結果をまとめて、論文として投稿する
予定である。 
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