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研究成果の概要（和文）：本研究では，CXCR4の標的マイクロRNAとして同定したmiR-518c-5pが口腔癌の転移に
与える影響を検討した．口腔癌細胞CAL27とB88にmiR-518c発現ベクターを導入し，安定発現株を樹立した．これ
らの細胞の増殖能と遊走能は有意に亢進し，miR-518c-5p阻害剤はその効果を阻害した．これらの細胞をヌード
マウス咬筋内あるいは静脈内に移植したところ，リンパ節転移と肺転移が有意に増強した．miR-518c発現細胞で
は，cDNAマイクロアレイにて増殖や転移に関わる遺伝子の発現増強がみられた．以上よりCXCR4はmiR-518c-5pの
誘導を介して転移を制御することが示唆された．

研究成果の概要（英文）：We identified the miR-518c-5p as a downstream target of the CXCR4 system.  
In this study, we examined the function of miR-518c-5p on the metastasis of oral cancer.  We 
transfected miR-518c expression vector into oral cancer cells, CAL27 and B88, and isolated stable 
transfectants.  The growth and migration of both cells were significantly enhanced in compared with 
those of mock cells.  LNA-based miR-518c-5p inhibitor significantly impaired the enhanced cell 
growth and migration of these cells.  miR-518c or mock transfectants were inoculated into the 
masseter muscle or the blood vessels of nude mice.  Lymph nodes metastasis and lung metastasis were 
significantly increased in the mice inoculated with miR-518c transfectants.  Some of the genes 
involved in the cell growth and metastasis were upregulated in the B88-518c cells in cDNA 
microarray.
These results indicate that CXCR4 system regulates the metastases of oral cancer via induction of 
miR-518c-5p. 

研究分野： oral surgery
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１．研究開始当初の背景 
	 われわれは，ケモカインレセプターCXCR4
が口腔癌の転移システムの一つであること
を明らかにしてきた．CXCR4 システムは癌細
胞の走化性亢進により転移を惹起すると考
えられてきたが，転移に重要とされる癌微小
環境に与える影響は不明である．われわれは，
CXCR4 の標的分子の同定が重要であると考え，
CXCR4 の標的マイクロ RNA	 (miRNA)を検索し
た．その結果，標的 miRNA として miR-518c-5p
を同定し，miR-518c-5p 阻害剤が CXCR4 依存
的な細胞遊走を抑制すること，miR-518c を
CXCR4 高発現株である口腔癌細胞 B88 に過剰
発現させると，in	 vitro での細胞増殖能・遊
走能が亢進し，in	 vivo での転移能が亢進す
ることを見出した（H23-26 年度科学研究費補
助金成果報告書に記載）．これらの結果は，
miR-518c-5p が CXCR4 の下流で OncomiR とし
て働くことを示唆しているが，癌微小環境へ
の作用は明らかではなかった．miR-518c-5p
が癌微小環境に与える影響は不明であるが，
miR-518c-5pが局在するmiRNAクラスターは，
exosome に包埋され発生や癌の進展に関与す
る分泌型 miRNA を含んでいる．従って，
miR-518c-5p も，CXCR4 シグナルの下流で発
現する分泌型の転移促進 miRNA として癌微小
環境へ作用している可能性がある．	 
	 
２．研究の目的 
	 本研究では，miR-518c-5p が CXCR4 システ
ムの下流に存在する真の転移促進 miRNA であ
るか，口腔癌細胞への直接的影響と exosome
を介した癌微小環境への間接的影響を中心
に検証する．	 
	 
３．研究の方法	 
(1)	 miR-518c 安定発現株の樹立	 
	 上述のごとく，CXCR4 高発現株である B88
細胞における miR-518c-5p の作用は明らかに
されたが，この結果は CXCR4 シグナルを介し
た他の分子の影響をみている可能性も否定
できない．そこで，miR-518c 発現ベクターと
コントロールベクターを，CXCR4 の発現がな
く，in	 vivo での転移能がない舌癌細胞株
CAL27 に導入した．細胞を 700	 μg/ml の
Geneticin で２週間処理することにより，安
定発現株を樹立した．	 
(2)	 CAL27 安定発現株における miR-518c-5p
の発現	 
	 得られた安定発現株より Trizol	 (Life	 
Technologies)にて total	 RNA を抽出した．
TaqMan®	 MicroRNA	 Reverse	 Transcription	 
(RT)	 Kit	 (Life	 Technologies)により逆転写
後 ， StepOnePlus	 (Life	 Technologies) と
TaqMan®	 MicroRNA	 Assays	 (Life	 
Technologies)による定量性 PCR 法を用いて
miR-518c-5p の発現を確認した．また，
miR-518c-5p の miRCURY	 LNA™	 microRNA	 
inhibitor	 を	 Lipofectamine	 RNAiMaxにより
細胞に導入し，発現した miR-518c-5p が完全

にブロックされるか検討した．	 
(3)	 miR-518c-5p が細胞増殖に与える影響	 
	 得られた CAL27 安定発現株を 96-well プレ
ート上に播種し，24 時間，48 時間後の足場
依存性増殖能を MTT 法にて検討した．なお，
本研究で使用した miR-518c 発現ベクターは，
miR-518c-5p 以外にも相補 miRNA である
miR-518c-3p も同時に発現するため，細胞増
殖や細胞遊走に miR-518c-3p の影響が関与す
る可能性も考えられる．そこで，上記実験時
に高い特異性を有する locked	 nucleic	 acid	 
(LNA)にて構成される miR-518c-5p アンチセ
ンスオリゴ（Exiqon）を使用し，実験結果が
miR-518c-5p 特異的なものであるかを確認し
た．また，B88 と CAL27 双方の安定発現株に
おける足場非依存性増殖能に関して，
NanoCulture	 Dish（SCIVAX 社）に細胞を播種
し，検討した．	 
(4)	 miR-518c-5p が細胞遊走に与える影響	 
細胞遊走能は migration	 chamber	 asaay と
wound	 healing	 assay にて評価した．すなわ
ち，前者は Transwell（Corning）の upper	 
chamber 上に安定発現株を播種し，メンブレ
ンを通過した遊走細胞数を HE 染色後にカウ
ントした．後者は，通常のプラスチック dish
上にほぼコンフルエントに増殖した細胞上
に，200μl のピペットチップにて wound を形
成し，wound 上を遊走する細胞の面積を NIH	 
image	 1.60 を 用 い た densitometoric	 
analysis にて解析した．	 	 
(5)	 miR-518c-5p が in	 vivo の転移に与える
影響	 
	 すでに当研究室では，マウスリンパ節転移
モデルとして咬筋内同所性移植法(Int	 J	 
Cancer	 70:120,	 1997，図 5)を，遠隔転移モ
デルとして静脈内移植法を確立している
(Mol	 Cancer	 Res	 5:685,2007)．そこで，CAL27
安定発現株をヌードマウス咬筋内に移植し，
コントロール細胞と比較することで，
miR-518c が転移に与える影響を検討した．細
胞数は，従来通り咬筋内移植で 200 万個，静
脈内移植で 100 万個とし，咬筋内移植では 1
週間ごとに腫瘍体積を測定し，移植後 28 日
で屠殺し，HE 染色にて病理組織学的な転移の
有無を確認した．	 
(6)	 miR-518c安定発現株が癌微小環境として
の脈管内皮細胞に与える影響	 
	 Transwell（Corning）の upper	 chamber 上
にリンパ管内皮細胞 TR-LE	 (Cell	 Tissue	 Res	 
326:749,	 2006)あるいは血管内皮細胞 HUVEC
を播種し，lower	 chamber に CAL27 安定発現
株由来の培養上清を添加した．24,48 時間後
にメンブレンを通過した遊走細胞数を HE 染
色後にカウントした．また，TR-LE 細胞の管
腔形成に与える影響を上述の CAL27 由来培養
上清を添加することで検討した．	 	 
(7)	 miR-518c の標的 mRNA の検索	 
	 B88 安定発現株とコントロール細胞におけ
る mRNA 発現を Affymetrix	 社の	 GeneChip	 
HG-U219	 を用いて cDNA マイクロアレイによ
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り比較検討した．	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 CAL27 安定発現株における miR-518c-5p
の発現	 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	 CAL27 の安定発現株では，miR-518c-5p の
過剰発現を認めた．miR-518c-5p の LNA 阻害
剤は，その発現を完全にブロックしたが，コ
ントロール阻害剤では抑制されなかった．	 
	 
(2)	 miR-518c-5p が CAL27 細胞の足場依存性
増殖に与える影響	 
	 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	 CAL27 の安定発現株では，mock 細胞と比較
して，足場依存性細胞増殖能が有意に更新し
ていた．	 
	 
(3)	 miR-518c-5p が B88 細胞と CAL27 細胞の
足場非依存性増殖に与える影響	 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	 B88 の安定発現株では，mock 細胞と比較し

て，ブドウの房状の大きめのスフェロイドを
形成する傾向があった．CAL27 の安定発現株
では，mock 細胞と同様の球形のスフェロイド
を形成するがサイズが大きい傾向にあった．	 
	 
(4)	 miR-518c-5p が B88 細胞と CAL27 細胞の
遊走に与える影響（ migration	 chamber	 
assay）	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
  
 
 
 
 
 
	 CAL27 の安定発現株では，mock 細胞と比較
して，24 時間，48 時間ともに lower	 chamber
への細胞遊走が有意に亢進していた．	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 B88 の安定発現株では，mock 細胞と比較し
て，48 時間後の細胞遊走が亢進しており，そ
の効果は，miR-518c-5p 阻害剤により有意に
抑制された．	 
 
(5)	 miR-518c-5p が CAL27 細胞の遊走に与え
る影響（wound	 healing	 assay）	 
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	 CAL27 の安定発現株では，mock 細胞と比較
して，wound への細胞遊走が有意に亢進して
いた．	 
	 
(6)	 miR-518c-5p が CAL27 細胞のリンパ節転
移に与える影響	 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	 CAL27 の安定発現株では，mock 細胞と比較
して，リンパ節転移細胞数とリンパ節サイズ
が多い傾向にあり，リンパ節重量は有意に亢
進していた．	 
	 
(7)	 miR-518c-5p が CAL27 細胞の肺転移に与
える影響	 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	 CAL27 の安定発現株では，全例で肺転移が
認められ，肺転移能が mock 細胞と比較して，
有意に亢進していた．	 
	 
(8)	 miR-518c安定発現株が癌微小環境として
の脈管内皮細胞に与える影響	 
	 

	 
	 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	 CAL27 の安定発現株由来の培養上清は，
TR-LE 細胞の遊走を有意に亢進した（p<0.05）．	 
CAL27 安定発現株を lower	 chamber に添加し
た実験系と血管内皮細胞 HUVEC を用いた実験
系でも同様の結果を認めた（データは示して
いない）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	 CAL27 の安定発現株由来の培養上清は，
TR-LE 細胞の管腔形成を亢進させる傾向があ
った（上図）．	 
	 
(9)	 miR-518c の標的 mRNA の検索	 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	 B88 細胞の安定発現株では，細胞増殖や遊
走に関わる分子の変動が認められた．  
 
(10)	 exosome 由来内因性 miR-518c-5p が
TR-LE 細胞に与える影響	 
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	 miR-518c-5p 阻害剤を添加した B88-SDF-1
細胞由来の培養上清を用いて同様の実験を
行い， CXCR4 により誘導される内因性
miR-518c-5p の効果を検討したが，TR-LE 細
胞の遊走と管腔形成の抑制効果は乏しかっ
た．そこで，B88-SDF-1 細胞と B88-miR-518c
細胞から exosome を抽出し，miR-518c-5p の
発現を検討した．B88-miR-518c 細胞では
exosome 中に miR-518c-5p が検出されたが，	 
B88-SDF-1 細胞由来の exosome には内因性の
miR-518c-5p は一般的な分泌型 miRNA の２オ
ーダー低い微量しか検出されなかった．	 
	 
以上の結果より，miR-518c-5p は発現量に依
存して細胞増殖や転移を促進する OncomiR で
あることが示唆された．しかしながら，CXCR4
シグナルの下流では，癌細胞への直接的作用
が主であり，癌微小環境へ間接的作用は乏し
く，分泌型 miRNA としては，その他の miRNA
が作用している可能性が示唆された．本研究
結果は,miR-518c-5p のように細胞抽出物に
て発現上昇があっても,分泌型 miRNA として
作用するとは限らないことを示唆している．
次年度は，培養上清からのアプローチにより
CXCR4 シグナルの下流に存在する新規分泌型
miRNA を同定し，CXCR4 シグナルの癌微小環
境への作用機序を明らかにしたいと考えて
いる.	 
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