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研究成果の概要（和文）：miR-146aは，転移促進分子であるCXCR4と増殖促進因子であるEGFRの発現およびNF-kBの活性
化を負に制御することより，増殖転移抑制に主眼をおいた口腔癌の複合的治療の標的になる可能性が示唆された．しか
しながら，培養細胞においてはその効果は細胞種特異的であり，今後，患者由来組織の移植モデルを用いた解析や培養
細胞を用いた新規miRNAカスケードの探求の必要である．

研究成果の概要（英文）：miR-146a negatively regulated the expression of CXCR4, a metastasis-related 
molecule, and the expression of EGFR and the activation of NF-kB, stimulators for cell growth. These 
results indicating that miR-146a may be a target of combination therapy for prevention of the growth and 
metastasis in oral cancer. However, this phenomenon occurred in vitro cell-type specific effect, in the 
future, it is necessary for the analysis of patient-derived xenograft model and/or for the investigation 
of the new miRNA cascade(s).

研究分野：口腔外科
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１．研究開始当初の背景 
 口腔癌の治療成績は集学的治療の進歩
により向上しているが、化学・放射線療法
の副作用や外科治療後の機能障害による
QOLの低下、後発転移および再発時の薬剤
耐性等が問題である。これらの解決のため
に分子標的治療が注目されている。 
 申請者は、原発巣における腫瘍増殖と転
移とを分けて、各々に対する分子標的治療
を併用する必要があると考え、口腔癌に対
する複合的治療の開発を目指してきた。申
請者らは、口腔癌の分子標的治療として、
原発腫瘍には NF-κB 阻害剤が、転移抑制
には CXCR4 阻害剤が著効することを明ら
かにし、これらを組合わせた複合的治療の
開発を目指している。近年、低分子 RNA
であるマイクロ RNA (miRNA) が多くの
mRNA の分解あるいは翻訳を調節してい
ることが明らかにされた。miRNA は、安
定性が高く合成が容易な上、内因性分子で
あることから、廉価で副作用の少ない核酸
医薬品として期待されている。最近、
miR-146aが NF-κBの活性化や CXCR4の
発現、さらには多くの癌の進展に関与して
いる上皮成長因子受容体（EGFR）の発現
をも制御する癌抑制型 miRNA である可能
性が報告された。EGFRは、FDAが認可し
た口腔癌における唯一の治療標的分子で
あり、NF-κBおよび CXCR4と同時にノッ
クダウンすることができれば、口腔癌の増
殖と転移を効果的に抑制できる可能性が
ある。 
２．研究の目的 
 本研究では miR-146a を用いた口腔癌に
おける複合的治療の可能性を探求すること
を目的とする． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
３．研究の方法 

(1) 口腔癌細胞株におけるmiR-146a, 
EGFR, CXCR4の発現 
 対数増殖期あるいは合成 miR-146a を導
入後の口腔癌細胞株 B88，CAL27，BHY, IH，
HSC-2，唾液腺癌細胞株ACC-MよりTrizol
により total RNA を回収し， random 
primerあるいは TaqMan™ MicroRNA RT 
Kit で 逆 転 写 後 、 TaqMan™ Gene 
Expression Assay を 使 用 し 、 ABI 
StepOnePlus Real-Time PCR Systemによ

り定量性 PCRを行った。 
(2) 細胞増殖能の検討 
 細胞を 96 ウェルプレートに播種後、1, 
10 nMの合成miR-146aであるmiCENTURY 
OX siMature (B-Bridge)，あるいは miR-146a
阻害剤である miRCURY LNA™ microRNA 
Inhibitor (Exiqon) を  Lipofectamine 
RNAiMax により細胞に導入後、MTT 法にて
検討した。 
(3) 細胞遊走能の検討 
 上述の合成 miR-146a を細胞に導入後、
Transwellのupper chamberに細胞を播種し、
細胞遊走能に与える影響を検討した。 
(4) miR-146a の過剰発現が NF-kB 活性に与
える影響 
 細胞を 96-well プレートに播種後，NF-kB
レポーターベクターである 3kB-luc と
miR-146a オリゴを(2)と同様の条件で導入
し，２４時間後の luciferase 活性を設備備
品として購入したマイクロプレートリーダ
ーInfinite F200 (TECAN)を用い測定した． 
(5) 免疫組織化学染色 
初診時の生検材料あるいは未治療の手術
材料から得られた組織をホルマリンで固定
後、パラフィン包理を行い、切片を作製し
た。一次抗体として抗 p65 抗体（Abcam）
と VECTASTAIN  Avidin-Biotinylated 
enzyme complex kit（Vector Laboratories, Inc.）
を用いて染色し、ヘマトキシリンにて対比
染色を行い封入した。試料は顕微鏡を用い
て検鏡し、切片中の陽性の癌細胞が 10%以
上を陽性(+) と判定した。 
４．研究成果 

(1) 口腔癌細胞株における miR-146aの発現 
 NF-κBの恒常的活性化と CXCR4の高発
現、およびEGFRの発現を有するB88細胞、
ACC-M 細胞では miR-146a の発現は低レベ
ルであった。一方，CXCR4 の発現が低く，
EGFRの発現が高い CAL27, BHY, IH細胞で
は B88, ACC-M細胞に比較してmiR-146aの
発現は高い傾向にあった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) miR-146aの過剰発現が miR-146a低発現
株の増殖・細胞遊走に及ぼす影響 
 miR-146aの合成 miRNAを 1, 10 nMの濃
度で B88細胞に導入したところ、いずれの
の濃度でも細胞死が観察されたが，10 nM
において顕著に認めた（95%以上）。また、
細胞遊走も 10 nMで強く抑制されたが，細



胞死の関与を否定できない結果であった．
ただし、10 nM という導入濃度は一般的に
それほど高いわけではなく、miR-146aが癌
抑制型 miRNAである可能性は示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) miR-146aの過剰発現が CXCR4と EGFR
の発現に及ぼす影響 
 上述(2)の 10 nMの miR-146aを B88細胞
に導入したところ，CXCR4と EGFRの発現
は低下した．細胞死に由来した mRNAの非
特異的分解の可能性を除外する目的で，1 
nMの合成miR-146aを導入したが，10 nM
に比較して若干劣るものの、CXCR4 と
EGFRの発現低下を認めた。一方、CXCR4
の発現がなく，EGFR の中等量の発現を認
める BHY， IH，HSC-2 細胞に合成
miR-146aを導入したが、CXCR4と EGFR
の発現に影響を与えなかった（データは示
していない）。以上より、miR-146a は
CXCR4 と EGFR の発現調節に関与はする
が、その作用は細胞特異的である可能性が
示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

(4) miR-146a高発現株における miR-146a
阻害剤の影響 
 miR-146aを高発現しているCAL27細胞
にmiR-146aのLNA阻害剤を導入したとこ
ろ、CXCR4の発現は低レベルではあるが誘
導されたのに対し、EGFR の発現はもとも
とのレベルが高いためかほとんど影響を受
けなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) miR-146aが NF-kB活性に与える影響 
 miR-146aによる CXCR4と EGFRの発
現は，細胞特異的であることが予想された
ため，上述の B88 細胞を用い，miR-146a
の導入が NF-B 活性化に与える影響を検
討した．その結果，miR-146aの導入は，レ
ポーターアッセイにて NF-kB 活性を抑制
した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(6) 臨床材料におけるNF-kBサブユニット
p65の核での発現 
 次に臨床材料を用い，すでに検討済みで
あった CXCR4，EGFRを除き，NF-Bサ
ブユニットである p65 の核での発現を 78
例の口腔癌組織を用い，免疫組織化学染色
にて検討した．その結果，p65 の核での発
現は 24%で陽性を示した．しかしながら，
miR-146a の発現を in situ hybridization
にて検討したが，バックグラウンドが強く，
パラフィン切片を用いた検出は困難であり，
p65，CXCR4, EGFR の発現との関連を証
明することができなかった．p65 の核で発
現は癌細胞の分化度、頸部リンパ節転移、
生存率と相関関係を示した。 
 
 



  核p65発現と口腔癌の臨床病理学的因子と
の検討結果 
          患者数    
 T分類   核 p65陽性 陰性        
  T1      1       13 
    T2           12       33 
    T3            1        4       NS 
    T4            5        9 
 
  分化度 
  高分化     5        34 
    中分化    8        22    p<0.05 
    低分化    6         3 
 
 YK分類 
  YK1     1         5 
    YK2          2        16 
    YK3          6        27      NS 
    YK4C        2          4 
    YK4D        5          3 
 
頸部リンパ節転移 
  N(+)     13         6 
    N (-)          6        53    p<0.01 
 
 

Disease-free survival for patients (T1 and 
T2) with nuclear p65 expression 

 
p65(-) 

p
p65(+) 
 

 
 
 
 
 

p=0.009                       
t

                              time (months) 
 
 以上より，miR-146a は，転移促進分子で
あるCXCR4と増殖促進因子であるEGFRの
発現および NF-B の活性化を負に制御する
ことより，増殖転移抑制に主眼をおいた口腔
癌の複合的治療の標的になる可能性が示唆
された．しかしながら，培養細胞においては，
その効果は細胞種特異的であり，今後，患者
由来組織の移植モデルを用いた解析や培養
細胞を用いた新規miRNAカスケードの探求
の必要である． 
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