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研究成果の概要（和文）：上皮間葉転換、食品成分、酸化ストレスという口腔扁平上皮癌の発生・進展に影響を及ぼす
因子と密接な関連を有すると位置づけられるmiRNAを抽出した。抽出されたmiR-29b, miR-494、およびmiR-21のmiRNAに
ついては標的遺伝子を絞込み、その作用機序について解明を行った。研究期間内に治療実験の結果を報告するところま
でに至らなかったが、現在施行している培養系および動物モデルを用いたこれらのmiRNAの標的化ならびに化学療法・
放射線療法との併用により今後の新規治療戦略に結び付けることが期待される。

研究成果の概要（英文）：miRNAs closely related to the factors influencing the development and the 
progression of oral squamous cell carcinoma such as epithelial-mesenchymal transition, food ingredients 
and oxidative stress were extracted. In miR-29b, miR-494 and miR-21 extracted, the target genes of them 
were identified and the mechanism of their actions was analyzed. Although the mechanism was not clarified 
enough to report in the period of research, the on-going experiments using culture cells and animal 
models are expected to lead to the novel strategy in future by targeting these miRNAs and in combination 
with chemotherapy and radiotherapy.

研究分野： 外科系歯学
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１． 研究開始当初の背景 
 
 口腔癌に対する化学療法は一定の効果が
みられるが、再発や転移を生じた癌では十
分な効果は得られず制御が不可能になるこ
ともしばしばである。これは癌細胞の中に
治療抵抗性を有する細胞が存在するためで、
これらの細胞に対する効果の増強が治療の
成功のカギとなる。近年、miRNA が癌の浸
潤や転移さらに治療抵抗性にかかわる癌幹
細胞 (CSCs) や上皮間葉転換 (EMT) の制
御に関与する事が明らかとなってきた。そ
こで、miRNA の発現を制御することにより
治療抵抗性を示す癌細胞に対する化学療法
の効果を高める事ができるのではないかと
の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は miRNA の発現を制御することに
より、EMT や CSCs による治療抵抗性の獲得
を抑制し、癌細胞の抗癌剤に対する感受性
を高めることを目的とするものである。 
 
３．研究の方法 
 
(1)上皮系悪性腫瘍の EMT に強く関連する
c-met/HGFR を標的遺伝子とするとされる
miR29b について、CK19 との関連をヒト口腔
扁平上皮癌組織で検討した。また、ヒト口
腔扁平上皮癌細胞を用い miR29b 発現と
inhibitor による影響を検討した。 
 
(2)口腔扁平上皮癌においても食品成分によ
る影響が示唆されるため、生理活性物質とし
ての脂肪酸のmiRNA発現に及ぼす影響を細胞
株を用い、miRNA アレイにより検討し、候補
miRNA の作用を mimic や inhibitor を用い検
討した。 
 
(3)酸化ストレスの口腔扁平上皮癌に対する
影響はよく知られており、酸化ストレスによ
り誘導される miRNA を miRNA アレイにより検
討し、候補miRNAの作用をmimicやinhibitor
を用い検討した。 
 
 
４．研究成果 

 

(1) 癌幹細胞と関係するとの報告がある CK 
19 について 38 例の口腔扁平上皮癌患者標本
を用いて IHC を行い、種々の臨床的、病理学
的因子、miR-29b の発現と EMT との関連につ
いて検討した。その結果、CK19 は癌の悪性度
にはある程度の関係を認めたが、miR-29b と
の関係は乏しく、EMT との関係は認められな
かった。 
 口腔癌に関連する miRNA として miR-29b に
着目し、その target 遺伝子の検索を行なっ
た。まず、qRT-PCR により miR-29b のレベル

が高いと確認された 5例と低い確認された 5
例の計 10 例を用い、EpCAM および Claudin1
について IHC を行い、これらの発現強度を検
討した。その結果、Claudin1 は、miR-29b に
よる EMT 効果をもたらす target 遺伝子とし
ては否定的であった。次いで、ヒト扁平上皮
癌細胞株 HSC2、HSC3、HSC4 および KON を用
い、miR-29b の target 因子とされている BMP1
についてmiR-29bの発現との関係について検
討した。これらの細胞に miR-29b negative
、inhibitor、precursor 処理を行い、qRT-PCR
にて miRNA 発現レベルを検討したところ、
miR-29bとBMP1との間に明らかな関連は認め
られなかった。同様に、miR-29b の target 因
子とされている TGF-βについても miR-29b
の発現との関係を検討したが、miR-29b と
TGF-βとの間に明らかな関連は認められな
かった。しかし、TGF-β誘導 EMT における
EpCAM および Claudin1 の発現低下が miR-29b 
inhibitor 処理により抑制されたことから、
miR-29b は EMT 関連タンパクの発現調節を直
接行うのではなく、EMT 関連タンパク間の相
互作用を促進する因子に関与する可能性が
示唆された。 

 

(2)リノール酸(LA)やエライジン酸(EA)のよ
うな脂肪酸は食品中に含まれ、癌幹細胞に対
し促進性の影響を与える。これら脂肪酸によ
るmiRNA発現の変化を検討し癌幹細胞への影
響を検討した。CT26 大腸癌細胞をリノール酸
(LA)またはエライジン酸(EA)で処理し miRNA
アレイにより検討し、両脂肪酸で発現亢進を
示したもののうちmiR-494について検討を行
った。両脂肪酸により増加が見られた
miR-494 について、口腔扁平上皮癌細胞株
HSC3 への影響を検討した。HSC3 を miR-494 
mimic または inhibitor を処理し、sphere 
assay により幹細胞性を検討したところ
sphere densityはLA, EAにより増加したが、 
mimic 処理により強い増加が認められた。一
方、inhibitor 処理により sphere density は
低下し、LA, EA による density の増加も抑制
された。Sphere assay による癌幹細胞マーカ
ーの発現を検討すると、CD44 は LA と mimic
で増加し、nucleostemin(NS)は EA と mimic
で増加した。一方、inhibitor 処理により、
両脂肪酸で CD44・NS の発現は消失した。さ
らに、miR-494 標的遺伝子候補で癌幹細胞分
化に関係するPPARγ coactivator 1A、PTEN、
activin A receptor 1C、FGFR2 について mRNA
発現を検討すると FGFR2 以外では、EA, LA, 
mimic では発現低下が、inhibitor では発現
亢進が認められた。このように、miR-494 は
脂肪酸により発現が促進され、分化促進因子
を抑制し癌幹細胞性の維持に関与すること
が示唆された。 
 
(3)酸化ストレス耐性に関与する miRNA を抽
出するため、HSC3 ヒト口腔扁平上皮癌細胞株
を酸化ストレス・ドナーである gloxal 処理



し、miRNA の発現変化を miRNA アレイで検討
した。発現が増加していた miRNA の中でも抗
アポトーシス効果が知られ口腔扁平上皮癌
との関連が報告されている miR-21 について
検討を行った。 
 miR-21 は gloxal 処理により約 2.4 倍に発
現が亢進しており、ビタミン Eにより ROS を
減少させると発現はコントロールレベルに
低下した。miR-21 の標的遺伝子として in 
silico で同定されるものの中から、幹細胞関
連遺伝子として Notch, CD44, Krüppel-like 
factor-1 (KLF1) , Thrombomodulin (THBD)、
ア ポ トーシ ス 抑制系 の 遺伝子 と し て
programmed cell death 4 (PDCD4)、増殖系
の遺伝子として RAS p21 GTPase activating 
protein 1 (RASA1) の各遺伝子の発現の検討
を、無処理、gloxal 処理、および、gloxal
処理＋miR-21 inhibitor処理の各群に対して
RT-PCR により行った。 
 gloxal 処理により、Notch, THBD は低下し、
CD44 , RASA1, KLF1, PDCD4 の発現はいずれ
も増加した。また、gloxal 処理による変化は、
miR-21 inhibitor処理の同時処理により消失
した。 
 CD44 は最近抗酸化ストレス作用が注目さ
れており、miR-21 の作用は口腔扁平上皮癌
細胞における酸化ストレス耐性の促進とア
ポトーシス抑制と考えられ、幹細胞への有意
な作用は明らかではなかった。酸化ストレス
耐性促進とアポトーシス抑制は抗癌剤耐性
にも関連すると考えられ、miR-21 は口腔扁平
上皮癌の分子標的として有用と考えられた。 
 
上記のように、EMT、食品成分、酸化ストレ
スという口腔扁平上皮癌の発生・進展に影響
を及ぼす因子と密接な関連を有すると位置
づけられる miRNA を抽出した。抽出された
miR-29b, miR-494、および、miR-21 の miRNA
については標的遺伝子を絞込み、その作用
機序について解明を行った。研究期間内に
治療実験の結果を報告するところまでに至
らなかったが、現在施行している、培養系
および動物モデルを用いたこれらの miRNA
の標的化ならびに化学療法・放射線療法と
の併用により、今後の新規治療戦略に結び
付けることが期待される。 
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