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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、がん細胞が分泌するエクソソーム（細胞外小胞の一種）が、がん微
小環境の構築、特に浸潤・転移能を規定する重要因子を内包している可能性を同一患者由来で転移性の異なる口
腔扁平上皮癌細胞株2種（非転移株SQUU-A、高転移株SQUU-B）を用いた実験により明らかにした。
　さらに、エクソソーム内に存在する浸潤・転移能規定因子を同定するため、miRNA-mRNAペアリング解析を行っ
た結果、SQUU-Bのエクソソーム内に存在する浸潤誘導因子として、miRNA (miR-200c-3p)、およびその標的mRNA
(WRNおよびCHD9)を同定した。
　

研究成果の概要（英文）： In this project, we demonstrated the spread of the invasive or metastatic 
potential between oral squamous carcinoma cell clones, SQUU-A (nonmetastatic) and SQUU-B 
(highly-metastatic) established from local recurrence events of a tongue cancer, derived from the 
same tumor mass was mediated by exosomes. We further challenged miRNA-mRNA pairing analysis by the 
use of exosomes originated by those cell clones, and identified the possible miRNA (miR-200c-3p) and
 its downstream mRNAs (WRN and CHD9) responsible for invasive potential.
 Our findings offer insights that each malignant cell clone in an identical tumor mass secreted each
 unique exosome that encapsulates specific miRNAs, and that miRNAs could undertake crosstalk among 
different malignant cell clones in an identical tumor microenvironment to regulate clinical 
prognosis.

研究分野：生化学、薬理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究結果から、腫瘍組織内の多様ながん細胞が分泌するエクソソームには、それぞれ固有の発現パターンを
示すmiRNAが内包されていること、さらにエクソソームによって運ばれたmiRNAは、標的細胞内で遺伝子発現を制
御することでがんの微小環境を規定していることが示唆された。
　生体内におけるmiRNAは細胞外でもRNA結合蛋白質複合体やエクソソームなどの膜小胞に包まれて安定な状態で
体液中に存在することから、安定性が高く非侵襲的バイオマーカーとして期待されている。よって、今回同定し
たmiRNAや標的遺伝子の異常をがんの予後予測因子として提示することが可能である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 miRNA は、近年の大規模トランスクリプトーム解析によって、18〜25 塩基程度の新しい機

能性 RNA の一群として発見された非コード RNA であり、メッセンジャーRNA (mRNA) を標的

として作用して、主に蛋白質の翻訳を制御する。現在までに約 2,600 種類のヒト miRNA が発見

されているが、機能が既知であるものは数少ない。しかし、miRNA の転写後翻訳調節が、特に

哺乳類では miRNA が遺伝子発現全体の最大 9 割程度を制御し、様々な細胞の生理機能や分子

病態に関与していることが示唆されており、生命現象や病態の本質を理解する際に miRNA の

存在は重要である。 

 例えば、すべてのがんは、複数の遺伝子・蛋白質の発現制御ネットワークの破綻が引き起こ

されているため、一つの遺伝子や蛋白質を治療標的にすることには限界が生じる。一方で、

miRNA は本来、生体内で複数の遺伝子を標的にその発現レベルを調節する役割を担っている。 

 申請者は最近、同一患者由来の転移能の異なるヒト口腔扁平上皮癌細胞株 2 種（非転移株

SQUU-A/高転移株 SQUU-B）を用いた実験から、転移能を規定する成分が SQUU-B 細胞培養上

清由来エクソソーム （細胞外小胞体の一種）中に存在すること、また、その転移能はエクソソ

ームを介して非転移株 SQUU-A に移行することを報告した。このことは、単一癌巣内のそれぞ

れの癌細胞が各々の個性をもつエクソソームを分泌しており、それらを介した複雑な細胞間ク

ロストークによって癌微小環境が規定され、この複雑な環境が予後を規定していることを示唆

していた。さらに、申請者のその後の解析によって、エクソソーム中の当該浸潤・転移規定因

子が miRNA である可能性が判明した。 

２．研究の目的 

 口腔扁平上皮癌患者の臨床経過は原発巣の制御はもとより、再発、頸部リンパ節転移、遠隔

臓器転移の有無に左右される。なかでも、癌の浸潤・転移に対する評価は腫瘍の進展を的確に

把握するために必須であり、治療方針決定に多大な影響を与えるため、可能な限り早期に把握

することが理想的で、精度の高い浸潤・転移評価法の開発が望まれている。 

 そこで本研究課題は、口腔扁平上皮癌に特異的な（あるいは癌種を越えた作用効果を発揮す

る可能性もあるが）miRNA の同定を行い、口腔

扁平上皮癌の浸潤・転移に関連する複数の遺伝

子発現調節を理解すること、さらに、（生体内に

おけるmiRNAは細胞外でもRNA結合蛋白質複

合体やエクソソームなどの膜小胞に包まれて安

定な状態で唾液、血液等の体液中に存在するこ

とから、安定性が高く非侵襲的バイオマーカー

として期待されている状況下で）同定した

miRNA や標的遺伝子の miRNA 結合部位配列の

異常を予後予測因子としてのバイオマーカーとして医薬応用できる可能性を提示することを目

的として遂行された。 

３．研究の方法 

 まず、網羅的 miRNA-mRNA 統合解析で得られた候補分子全てについて、SQUU-A および

SQUU-B に対して遺伝子導入実験を行い、マトリゲル浸潤アッセイを行うことでヒト口腔扁平

上皮癌浸潤・転移促進因子としての miRNA を同定した。SQUU-B 由来 miRNA によって引き起

こされた浸潤・促進作用が、必ずしも単独の miRNA によって規定される事象ではないという

可能性もふまえ、複数の組み合わせによる miRNA の導入も満遍なく試みた。 

 さらに、同定した miRNA が癌細胞以外の正常細胞にも影響を与えているか確かめるために、

miRNA 共存下でヒトリンパ管内皮細胞およびヒト血管内皮細胞を用いた新生管腔形成実験を

行うことで、癌の増殖・転移の過程で標的 miRNA がリンパ管新生や血管新生に対しても促進

的に働いているか確かめた。 

４．研究成果 

 まず、SQUU-A および SQUU-B の細胞培養上清からエクソソームを精製し、それらに内包さ

れる miRNA についてマイクロアレイを行い、比較解析を行った。さらに、SQUU-A 由来エク

ソソーム（ExoA）および SQUU-B 由来エクソソーム（ExoB）をそれぞれ SQUU-A 細胞に添加

した後に、細胞内 mRNA の発現量について、マイクロアレイを行った。それらの結果をふまえ、

miRNA-mRNA 統合解析を行った（下表）。 



 

 続いて、この統合解析で絞

られた 6 個の miRNA につい

て、miRNA mimic あるいは

miRNA inhibitor の細胞内導

入実験とマトリゲル浸潤ア

ッセイを行い、SQUU-B の浸

潤能に影響を及ぼしている

miRNAをmiR200c-3pと同定

した（右図）。 

 さらに、その後の解析から

miR200c-3p の 下 流 で

SQUU-A の浸潤能獲得に寄

与していた遺伝子として、

CHD9 (Chromodomain 

helicase DNA binding protein 

9)と WRN (Werner syndrome 

RecQ like helicase)を同定し

た。 
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