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研究成果の概要（和文）： 
 口腔癌の浸潤・転移機構に重要な働きを果たす分子の探索と、それらの悪性度診断や遺
伝子治療への応用を目的として検討した結果、癌細胞の浸潤能を促進する分子として、こ
れまでに我々が報告してきた Periostin, IFITM1 に加えて Wnt5B 及び MMP-10 を、抑制する
分子として microRNA-203 を、リンパ管新生を促進する分子として Periostion を、血管新
生を促進する分子として MMP-13 を新たに同定した。特に Periostin に関しては、口腔癌患
者より採取した血清を用いた解析により、Periostin の発現量の増加とリンパ節転移の有
無が相関することを見出し、悪性度診断への応用の可能性示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 To elucidate invasive and metastatic mechanism in oral cancer for application to 
molecular based diagnosis and gene therapy, we conducted research in accordance with 
our projects. As a result, we identified Wnt5B and MMP10 as promoter of , 
microRNA-203 as suppressor of tumor invasion, Periostin as promoter of 
lymphangiogenesis, MMP-13 as promoter of angiogenesis. Additionally, we attempted 
to apply Periostin to Elisa for serum of oral cancer patients. Interestingly, we found 
upregulation of Periostin correlated with lymphonode metastasis status. Therefore, we 
showed Periostin could be a useful for molecular diagnostic marker in oral cancer. 
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１．研究開始当初の背景 
口腔癌は世界で５番目に頻度の高い癌で、

近年、その発生率は増加傾向にある。一般

的な治療法として、外科的切除が選択され

るが、部位の特性によって、審美的、機能

的さらには心理的な障害が大きく、著しい

QOLの低下をきたす。そこで、外科的切除

に頼らない治療法として、免疫療法、超選

機関番号：15401 

研究種目：基盤研究(A) 

研究期間：2009～2012 

課題番号：21249088 

研究課題名（和文） 口腔癌の浸潤・転移機構の解明とその悪性度診断ならびに遺伝子治療へ

          の応用 

研究課題名（英文） Elucidation of invasive and metastatic mechanism in oral cancer 

                   for application to molecular based diagnosis and gene therapy 

研究代表者  

  高田 隆 (TAKATA TAKASHI) 

広島大学・大学院医歯薬保健学研究院•教授 

 研究者番号：10154783 



択的動注化学療法やなどに加えて、癌の発

生進展に関わる遺伝子を標的としたより

特異的な診断や治療法の開発が求められ

ている。そのためには、癌の発生や進展に

関する分子メカニズムの解明が必要とな

る。粘膜表層に生じた口腔癌細胞は、近接

組織に浸潤し、頚部リンパ節や他臓器へと

転移する。深部組織への浸潤や転移の有無

は、患者の予後を左右する最も重要な因子

であることから、浸潤・転移機構の解明は、

癌の制御においてとりわけ重要な課題で

ある。そこで、本研究では、口腔癌の浸潤・

転移機構を明らかにし、その悪性度診断な

らびに遺伝子治療への応用を検討するこ

ととした。 

 我々は、これまでに、口腔患者の頚部リ

ンパ節転移巣より、高浸潤能を有する細胞

株を樹立し（Oral Oncology 39:515-520, 

2003）、その細胞よりin vitro invasion 

assay法を応用して分離した高浸潤能を有

するクローンが、E-cadherinのメチル化お

よび細胞膜に存在するß-cateninが分

解されることにより高浸潤能を獲得

していることを報告した（Clinical 

Cancer Research 10: 5455-5463, 

2004）。さらに、マイクロアレイを用い

て、親株と高浸潤能細胞の遺伝子発現プロ

ファイルを比較することにより、浸潤に関

わる候補遺伝子をいくつか同定した。候補

遺伝子のうち最も差のみられたPeriostin

は、in vitroおよびin vivoで口腔癌の浸

潤・転移に深く関わるとともに、in vivo

で広範な浸潤による転移を引き起こすこ

とを証明した（ Cancer Research 66: 

6928-6935, 2006）。さらに、２番目に発

現に差のみられた因子であるInterferon 

induced transmembrane protein 1 

(IFITM1)も口腔癌の初期浸潤に関わるこ

とを明らかにした（Clinical Cancer 

Research 14: 6097-6105, 2008）。マイ

クロアレイ解析で、差のみられた遺伝  
 子には、PeriostinやIFITM1以外に、WNT5B、  
 HGF, SERPINB2, CDH13, INHBA があり、2倍  
 以上差の認められたもののなかには、未知  
 の遺伝子も含めて、細胞の接着に関わるも 
 の や 細 胞 の 上 皮 間 葉 移 行
（epithelial-mesenchymal transition/EMT） 
 に関わる因子、マトリックスメタロプロテ 
 アーゼ、血管新生に関わる因子などが含ま  
 れていた。癌組織は、癌細胞のヘテロな集  
 団の集まりであると考えられており、一部 
 の癌細胞が、浸潤・転移能を獲得すると考  
 えられている。また、口腔癌の浸潤・転移 

 に関わる因子に関する研究は、他臓器の悪 
 性腫瘍に比べ、解析が遅れているのが現状 
 である。特に、細胞接着分子や細胞外マト  
 リックスなどの異常は、癌の浸潤・転移に 
 深く関わっていることが知られており、口 
 腔癌でもそれらの因子の異常が報告されて 
 いるが、詳細な浸潤・転移のメカニズムや 
 他の因子の浸潤転移への関与などは、未だ 
 明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 

 そこで、本研究では、我々が行ってきた

これまでの研究を発展させ、口腔癌細胞が

どのようにして、浸潤能や転移能を獲得し

ていくのかを明らかにするとともに，口腔

癌の浸潤転移に関わる特異的な分子や遺

伝子を対象とした癌の悪性度診断法や遺

伝子治療法を開発することを目的とした。 
 

３．研究の方法 
 本研究では、親株とその細胞から分離し

た高浸潤能を有する細胞との遺伝子発現

プロファイルにおいて、差のみられた遺伝

子を口腔癌の浸潤に関わる候補遺伝子と

して、その遺伝子をクローニングし、口腔

癌培養細胞株に過剰発現させるとともに、

siRNA を用いた解析により、in vitro でこ

れら遺伝子が口腔癌の浸潤に関与するか

どうかを検討した。さらに、それぞれの因

子を過剰発現させた細胞をコントロール

細胞とマイクロアレイを用いて比較検討

し、それらの解析結果で、共通し、変化す

る遺伝子を調べることにより、口腔癌の浸

潤に関わる因子を網羅的に検索した。さら

に、口腔癌症例を用いて、それら因子の発

現を確認した。こうして、同定された口腔

癌の浸潤に関わる因子がどのようにして

浸潤や転移に関わるかについて、マイクロ

アレイデータを IPA パスウェイ解析する

ことにより、どのようなシグナル伝達経路

が口腔癌の浸潤に関わるかを分子病理学

的に明らかにした。また、癌幹細胞やEMT、

血管新生を含めた微小環境との関連につ

いても検討した。最後に、臨床検体を用い

て、悪性度診断への応用の可能性を検討し

た。 
 
４．研究成果 
 実験計画に基づき、実験を遂行し、以下の
研究成果を報告した。 
 前述のように、我々は口腔患者の頚部リン
パ節転移巣より、高浸潤能を有する細胞株を
樹立し（Oral Oncology 39:515-520, 2003）、
その細胞より in vitro invasion assay 法を
応用して分離した高浸潤能を有するクロー



ン （ Clinical Cancer Research 10: 
5455-5463, 2004）を用いたマイクロアレイ
解析より、親株に比べ発現が亢進していた
遺伝子としてPeriostinやIFITM1を同定し、
これらの高発現は口腔癌の浸潤を促進する
こ と を 見 出 し た (Cancer Research 66: 
6928-6935, 2006、Clinical Cancer Research 
14: 6097-6105, 2008)。 
 
⑴口腔癌の浸潤・転移に関わる因子の同  
 定 
 本研究では、上記２つの遺伝子に次いで、
3 番目に発現が亢進していた遺伝子として
Wnt5B を同定した。Wnt5B の過剰発現は、実
際に口腔癌の浸潤を促進することを見出し
た。さらに、これまでの結果より、Periostin, 
IFITM1及びWnt5Bはなんらかの共通のメカ
ニズムを介して、口腔癌の浸潤に関わるこ
とが予想されたことから、それぞれの過剰
発現細胞を作製し、マイクロアレイ解析を
行い、親株に比べ、発現上昇するものを抽
出し、Periostin, IFITM1 及び Wnt5B いず
れの過剰発現においても共通に発現上昇す
る分子を探索した。その結果、MMP-10, 
MMP-13 を同定した。MMP-10 は口腔癌の浸潤
を促進し、口腔癌症例を用いた免疫組織化
学的な検討において、その発現上昇は浸潤
様式や転移の有無と相関した(詳細は PLoS 
ONE 6(10): e25438, 2011 参照)。また MMP-13
は癌の浸潤•転移に重要であると考えられて
いる血管新生を促進することを見出した(詳
細は J Biol Chem 9;287(46):38716-28, 2012
を参照)。 
 分担研究者の進藤・樋田らは口腔癌を含む
様々な癌より腫瘍血管内皮細胞を分離し､そ
れらが正常血管よりも異なる分子を発現し
ていることを見出した。それらのうち
Biglycan は腫瘍血管内皮細胞の遊走能を刺
激し､血管新生を促進していることを見出し
た(詳細は Brit J Cancer. 106: 1214-1223 
2012 参照)。この Biglycan は癌細胞の培養
上清により血管内皮においてその発現が亢
進することも見出した。この他にも CXCR7 
(Pathol Int, 62(5), 309-317, 2012), PTGIR 
(Cancer Sci, 103(6), 1038-1044, 2012)な
どの腫瘍血管新生に関わる分子としてこれ
まで血管内皮に報告のなかったものについ
て機能解析を行った。 
 
⑵口腔癌の浸潤•転移に関わるmicroRNAの
同定 
 口腔癌の浸潤・転移に関わる micro RNA
を同定するため、前述の in vitro invasion 
assay 法を応用して分離した高浸潤能を有す
るクローンおよび親株を用いて、Taqman qPCR 
array により、microRNA の発現を網羅的に比
較検討した。その結果、発現低下を示した

micro RNA として、miR-200 family である
miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141 が
同定された。これらは配列が類似し、染色体
上でもクラスターを形成して存在しており、
多の癌での報告のあるものであった。一方本
研究では、これらとは異なり、単独で染色体
上に存在する miR-203を口腔癌の浸潤転移に
関与する候補として見出した。miR-203 の導
入により、口腔癌の浸潤は抑制され、逆に阻
害することで浸潤を促進した。miR-203 の発
現低下が口腔癌の浸潤•転移機構において重
要な現象であることを明らかにした。 
 一般に、micro RNA は標的遺伝子 mRNA の 3 
prime UTR に直接結合し、標的遺伝子 mRNA の
分解ないし翻訳を阻害することで、標的遺伝
子のタンパクレベルの発現を抑制し、機能す
ることが知られている。そこで、標的遺伝子
同定のため、miR-203 を過剰発現させた細胞
から抽出した total RNA を用い、抗 Ago2 抗
体にて免疫沈降後、マイクロアレイ解析を行
い、Control micro RNA を過剰発現させたも
のと比較検討した。この結果と、オンライン
の micro RNA の標的遺伝子予測ソフトウェア
により予想される miR-203の標的遺伝子候補 
群とで共通するものを調べた結果、糖代謝な
ど に 関 わ る と 考 え ら れ て い る
ARK5(AMP-Activaed Protein Kinase Family 
Member 5)を同定した。ARK5 3 mRNA prime UTR
をクローニングし、Lucuferase reporter 
assay 法を用いて解析したところ、miR-203
は有意に Luciferase 活性を抑制したことか
ら、miR-203 は ARK5 mRNA3prime UTR に直接
結合すると考えられた。さらに、miR-203 の
過剰発現により、内在性 ARK5 の発現低下が
生じ、逆に miR-203 阻害によってその発現が
上昇することを見出した。従って、これらの
結果より、miR-203 が ARK5 mRNA 3 prime UTR
に結合し、その発現を抑制すると考えられた。 
 また ARK5 の過剰発現により、口腔癌の浸
潤が促進されたことから、口腔癌の浸潤・転
移過程において miR-203 の発現低下が生じ、
それにより、ARK5 の発現上昇が起こることが
重要な現象であると考えられた。これらの
micro RNA に関する研究成果は現在、投稿準
備中である。 

 また，進藤・樋田らはがん細胞由来の 

これらMicrovesicleに含まれるmiRNAが腫瘍

血管内皮細胞及ぼす影響については現在投

稿準備中である。 
 
 (3)口腔癌の浸潤•転移に関わる因子の悪
性度診断への応用 
 Periostin の Elisa 系を作製し、ベトナ
ムのホーチミン Cancer Hospital および岐
阜大学口腔外科との共同研究で採取された
口腔癌患者の血清を用いて、解析を行った
ところ、その発現とリンパ節転移が相関し



た。また口腔癌細胞株を用いた in vitro
の実験系でも、Periostion はリンパ管新生
を促進し、VEGF-C の発現を誘導することを
新たに明らかにした。上記の血清を用いた
検討においても、Periostion の発現は
VEGF-C の発現と相関することを見出した
(詳細は PLos ONE. Aug 30;7(8):e44488, 2012
参照)。これらの結果より、Elisa を用いた悪
性度診断の有用性を示した。 
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