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研究成果の概要（和文）：Malic enzyme 1 (ME1)は energy産生に関わる多機能蛋白で、種々の癌で発現亢進が
みられる。口腔扁平上皮癌(OSCC)では48%で中等度から高度に発現し、pT、pN、臨床stage、組織学的gradeと予
後不良と相関していた。ME1をknockdownまたはlanthanideで不活化すると細胞増殖と運動を抑制し、上皮間葉転
換を低下させ、energy代謝を酸化的リン酸化に、redox statusを酸化型にシフトさせた。マウスモデルにおいて
lanthanideは腫瘍の増殖を抑え、生存期間を延長した。以上より、ME1はOSCC治療の有用な分子標的であること
が示された。

研究成果の概要（英文）：Malic enzyme 1 (ME1) is a multifunctional protein involved in energy 
production and overexpressed in various cancers. We examined expression and function of ME1 in oral 
squamous cell carcinomas (OSCC). Immunohistochemical expression of ME1 was moderated to strong in 48
% of OSCCs and correlated with pT, pN clinical stage and histological grade. Moderate to strong ME1 
expression indicated a worse prognosis than did weak ME1 expression. Malic enzyme 1 knockdown or 
inactivation by lanthanide inhibited cell proliferation and mortility and suppressed the 
epithelial-mesenchymal transition in HSC3 human OSCC cells. Knockdown of ME1 also shifted energy 
metabolism from aerobic glycolysis and lactate fermentation to mitochondrial oxidative 
phosphorylation and the redox status from reductive to oxidative. In a mouse tumor model, lanthanide
 suppressed tumor growth and increased survival time. These findings reveal that ME1 is a valid 
target for molecular therapy in OSCC.

研究分野： oncology
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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、放射線療法さら

に分子標的治療には一定の効果が認められ

るが、その効果には限界がある。これは癌細

胞の中に種々の治療に抵抗する機序が存在

するためで、これらの機序を標的とした効果

的な治療の開発が望まれる。近年、長鎖

non-coding RNA(lncRNA)の機能が次第に明ら

かにされつつあり、lncRNA が個体の発生や細

胞の恒常性維持に重要な役割を担っている

こと、さらに癌においても浸潤や転移、治療

抵抗性の獲得に関与していることが報告さ

れるようになった。そこで、lncRNA の発現と

機能を解明し、lncRNA が関与する過程を制御

することにより口腔癌に対する治療効果を

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 

 

 本研究の目的は、口腔癌において EMT や

CSCs といった治療抵抗性の獲得に関わる

lncRNA について網羅的に解析することによ

りその候補lncRNAを同定し、これらのlncRNA

が口腔癌の治療抵抗性の獲得にどのような

役割を演じているかを明らかにすることに

より、lncRNA の制御を介した新たな治療戦略

を模索することである。 

 

３．研究の方法 

 

(1) 口腔扁平上皮癌細胞株および口腔癌に

における long non-coding RNA の発現 

 

 高転移性口腔扁平上皮癌細胞株 HSC3 と低

転移株 HSC4 における long non-coding RNA 

(lncRNA) の発現について検討を行った。

lncRNA は、大腸癌において肝転移との相関が

報告されている 10 種の lncRNA のうち

NR_036537 (RAB6C antisense RNA 1), 

NR_036580 (DPP10 antisense RNA 1)および

NR_002795 (HOXA11 antisense RNA)を対象と

した。 

 

(2) 口腔癌における long non-coding RNA の

発現とその悪性度との関係 

 

 NR_036537 (RAB6C antisense RNA 1), 

NR_036580 (DPP10 antisense RNA 1)および

NR_002795 (HOXA11 antisense RNA)の標的遺

伝子として同定したNQO2 (NM_000904)の発現

について16例の口腔扁平上皮癌症例（OSCC）

において検討するとともに、その臨床像との

関連について検討を行った。さらにHSC3細胞

株におけるNR_002795およびNQO2の発現と悪

性度との関連について検討した。 

 

(3) 口腔癌における Malic enzyme 1 の役割 

 

 Malic enzyme 1 (ME1) は、癌細胞におい

て energy metabolism 、 redox cycle 、

epithelial-mesenchymal transition (EMT) 

に関与しており、口腔扁平上皮癌（OSCC）治

療の分子標的になりうる。そこで、OSCC にお

ける ME1 の役割について検討した。 

 

４．研究成果 

 

(1) 口腔扁平上皮癌細胞株および口腔癌に

における long non-coding RNA の発現 

  

 高転移性口腔扁平上皮癌細胞株 HSC3 では

低転移株 HSC4 に比較しそれぞれ 6 倍、8 倍、

4.5 倍の mRNA 発現が RT-PCR で認められた。

また、同 RNA のターゲット遺伝子とされる

NQO2 (NM_000904)の発現を検討すると、HSC3

では HSC4 の約 55%に発現が低下していた。 

 ヒト口腔扁平上皮癌の病理組織標本を削

り出して抽出した RNA を用いた検討では、

NR_002795 はリンパ節転移陽性例 5 例では陰

性例 8例の約 3倍の発現を示し、NQO2 発現は

約 63%に低下していた。 

 lncRNA はネットワークをなして遺伝子発

現に影響を与えているとされているが、今回

検討した 3 種の lncRNA は大腸癌でも肝転移

症例で高発現を示しており、癌抑制性に作用

する NQO2 発現を抑制することにより転移を

促進すると考えられている。同様の変化が口

腔扁平上皮癌でも認められ、口腔癌において

も高転移能症例のマーカーとなる可能性が

ある。 

 

(2) 口腔癌における long non-coding RNA の

発現とその悪性度との関係 

  

 16例のOSCCについてNR_002795 RNAおよび

NQO2 RNAの発現を検討すると、N-症例とN+症

例ではNR_002795は正常の159％および194%（P 

< 0.05）、NQO2は45％および30％（P < 0.05）



であった。また、NR_002795 RNAおよびNQO2 RNA

の発現は、r = -0.7427（P = 0.0010）と逆相

関を示していた。 

 次に、NR_002795を高発現するHSC3ヒト口腔

扁平上皮癌細胞に対して、NR_002795 siRNA

を処理しノックダウンするとNQO2 RNAの発現

は約2.4倍に増大した。さらに、NR_002795の

ノックダウンに伴い、HSC3細胞の増殖能、浸

潤能は低下し、アポトーシスは増加した。 

 以上のように、NR_002795は口腔扁平上皮癌

の悪性度の指標となる可能性が示されたとと

もに、分子治療標的としても有望な可能性が

示唆された。 

 

(3) 口腔癌における Malic enzyme 1 の役割 

 

 ME1の発現を119例のOSCCにおいて免疫組

織化学的に検討したところ、多様なパターン

で細胞質に陽性を示した。非癌領域では発現

はほとんどみられなかった。ME1 は p53 陽性

細胞と異なった細胞に陽性を示した。ME1 の

発現は T 因子、N 因子と臨床 stage の間に有

意に相関が見られた。ME1 の発現は高分化

OSCCにおいて組織的に high grade の OSCCよ

り高かった。また、ME1 の発現は患者の予後

と有意の相関がみられ、ME1 の低発現例では

5%の患者が死亡したが、中等度から高発現例

では 27％の患者が死亡していた。平均生存期

間はME1が中等度から高発現例では低発現例

より短く、Kaplan-Meier 法において有意に

予後が悪かった。 

 次に HSC3細胞を用いた in vitro の実験に

おいて、ME1 を knockdown すると、①100 お

よび 200mg/dL の glucose の存在下で HSC3細

胞の増殖を抑制した。②wound healing assay

において MEの inhibitor である lanthanide

で処理するとHSC3細胞で覆われる領域が85%

から 38%に低下した。③in vitro invasion 

assay において type IV collagen で coat し

たmembraneへのHSC3細胞のinvasion を52%

抑制した。④HSC3細胞の EMT associated gene 

product を 変 化 さ せ 、 E-cadherin と 

claudin-4 mRNA レベルが増加し、snail と

vimentin 蛋白のレベルが減少した。また PKM 

(glycolysis)、G6PD (PPP)、ACC (TCA) の蛋

白 レ ベ ル を 増 加 さ せ た が 、 GLUD1 

(glutaminolysis) の蛋白レベルは変化させ

なかった。⑤stem cell activity のマーカー

である ALP activity を 25% 低下させた。逆

に glutamine の load は ALP activity を 48% 

増加させた。⑥CD44 と nanog の mRNA の発現

を低下させたが、glutamine を load すると

これらは増加した。⑦HSC3 細胞の増殖と

lactate 産生が抑制された。特に glucose 

free の状態で顕著であった。glutamine 添

加下での増殖の促進と lactateの産生がみら

れなくなった。この結果は HSC3 細胞が

glucose の存在しない状態において解糖で

はなく ME1 によって産生された pyruvate を

lactate fermentation に用いていることを

示していると考えられた。⑧glucose の濃度

に関わらず GSH/GSSH 比が低下し HSC3 細胞の

酸 化 性 ス ト レ ス が 増 強 す る と と も に

mitochondria の領域が 90%増大した。 

 最後に BALB/cSlc-nu/nu マウスに HSC3 細

胞 107個を皮下に接種し、lanthanide による

腫瘍の増殖抑制効果について検討した。

lanthanide は腫瘍の増殖を 45%抑制し、マウ

スの死亡率を 100%から 60％に低下させると

ともに、50%生存期間を 28 日から 39 日に延

長した。 

 以 上 の 結 果 よ り 、 ME1 は lactate 

fermentation を増加させ、redox status を

維持し、stemness と EMT を促進することに

より OSCC の増殖を促進することが示唆され

た。したがって、ME1 は OSCC 治療の有用な分

子標的となりうることが示された。 
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