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研究成果の概要（和文）： 
	
 	
 本研究は miRNA 発現プロファイルによる miRNA の選抜、miRNA のエピジェネティクスな発現

調節の解明、siRNA のラットおよび培養細胞へ導入よる制御機構の解明を目的としたものであ

る。新規に選抜された miRNA と今までに報告された miRNA を用いて解析中である。これらの結

果より発現量に大きく差がみられた遺伝子を中心に、ジェネティックおよびエピジェネティッ

クな発現制御機構の解析を実行した。	
 

 
研究成果の概要（英文）： 
 Oral	
 cancer	
 is	
 one	
 of	
 the	
 most	
 commonly	
 diagnosed	
 malignancies	
 worldwide.	
 Its	
 dismal	
 
five-year	
 survival	
 rate	
 of〜50%	
 has	
 barely	
 changed	
 for	
 decades.	
 A	
 better	
 understanding	
 

of	
 the	
 molecular	
 basis	
 of	
 tumorigenesis	
 -	
 with	
 particular	
 emphasis	
 on	
 disease	
 initiation	
 

and	
 progression	
 -	
 is	
 needed	
 to	
 improve	
 clinical	
 outcomes,	
 since	
 this	
 will	
 facilitate	
 the	
 

development	
 of	
 drugs	
 and	
 management	
 strategies	
 based	
 on	
 the	
 specific	
 genetic	
 changes	
 

underpinning	
 disease	
 behaviors.	
 MicroRNAs	
 (miRNAs),	
 a	
 class	
 of	
 short	
 non-coding	
 RNAs	
 that	
 

down-regulate	
 gene	
 expression,	
 have	
 been	
 demonstrated	
 to	
 play	
 essential	
 roles	
 in	
 human	
 

cancers.	
 miRNA	
 deregulation	
 has	
 been	
 observed	
 in	
 many	
 tumor	
 types	
 and	
 is	
 implicated	
 in	
 

oncogenic	
 cell	
 processes,	
 including	
 proliferation,	
 survival,	
 apoptosis,	
 metastasis,	
 and	
 

chemoresistance.	
 In	
 addition,	
 miRNA	
 alterations	
 have	
 been	
 associated	
 with	
 specific	
 

clinical	
 phenotypes	
 such	
 as	
 disease	
 progression	
 or	
 recurrence,	
 development	
 of	
 metastases,	
 

and	
 post-operative	
 survival.	
 Recent	
 studies	
 have	
 explored	
 the	
 utility	
 of	
 miRNAs	
 as	
 

diagnostic	
 and	
 prognostic	
 tools	
 and	
 as	
 potential	
 therapeutic	
 targets.	
 	
 Herein,	
 we	
 discuss	
 

miRNA	
 biology	
 and	
 provide	
 a	
 summary	
 of	
 the	
 key	
 findings	
 on	
 the	
 role	
 of	
 miRNAs	
 in	
 rat	
 tongue	
 

carcinogenesis.	
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１．研究開始当初の背景 

miRNA 発現異常は様々な臓器のがんでは見

出されており、発がんの発生・進展に極めて

強く関与している報告がある。miRNA 発現は

我々が確立しているマイクロアレイ法によ

り網羅的調べることは可能である。その成果

として、病理組織学的諸性状や診断・治療と

関連した miRNA を同定できる。今回は RNA と

発がんの関わりを、この発がんモデルを用い

て解析を実行することが、この頭頚部領域で

は、全く独創的な研究であり、従来の研究成

果や実績からも、大いに期待できる特色・独

創的なものである。	
 	
 

 
２．研究の目的 
（１）本研究は、舌癌の発生と進展過程に関

わる RNA の研究、すなわち miRNA 発現プロフ

ァイルによる miRNA の選抜や miRNA のエピジ

ェネティクスな発現調節の解明および siRNA

の導入よる制御機構の解明を目的としたも

のである。	
 

	
 

（２）舌がんモデル動物を用いて、前癌病変

に関連する遺伝子の選抜と機能解析を行う。

選抜された遺伝子（今回の研究は予備実験で

見出した細胞増殖に関連する RNA 結合タンパ

ク質 hnRNP	
 K）による、前癌病変の病理組織

や血清の腫瘍マーカーになる抗体の開発。	
 

 

３．研究の方法 
（１）miRNA 発現プロファイルによる miRNA

の選抜と発現解析：miRNA に対して特異性を

持つ逆転写プライマーを用いて、個々の

miRNA ごとに逆転写反応を行い、この反応に

より成熟型 miRNA を特異的に逆転写する。	
 	
 

Loop 構造を持つ逆転写プライマー由来の配

列が、特異性を持つリバースプライマーとし

て機能するため、特異性を高めることが出来

る。さらに TaqMan	
 PreAmp	
 Master	
 Mix によ

りターゲットとする miRNA を特異的に検出で

きる。	
 

	
 

（２）miRNA とメチル化：舌がん発生細胞ま

たは舌癌細胞株を用いて、DNA メチル化阻害

剤である 5-Aza-Cd やヒストン脱アセチル化

酵素阻害剤で処理し、高発現する miRNA を選

択して、CpC アイランド領域に存在する miRNA

は、異常によりその発現が抑制されていたの

かを個々RT-PCR 法により解析する。	
 

	
 

（３）siRNA(RNAi 干渉)による発現解析：

siRNA(RNAi 干渉)は通常の培養細胞による検

討だけでなく、モデル動物に直接皮下や腹腔

内に導入でき、ターゲット mRNA 分解による

ノックダウンが容易に可能となるために、今

回スクリーニングに使用する。	
 



 

 

（４）RNA 結合タンパク質の一種であるリボ

ヌクレオプロテイン K（hnRNP	
 K）に着目し、

粘膜上皮由来である舌癌においても hnRNP	
 K

が診断マーカーとして有用であることを,	
 

ラットおよびヒトの組織を用いて、分子生物

学的、免疫組織学的に検討した。	
 

	
 
４．研究成果	
 

（１）miRNA 検出と定量の解析には TaqMan	
 

Assay と定量リアルタイム PCR を用います。

アプライド社製	
 Step	
 One	
 plus	
 Fast：Real	
 

time	
 PCR 機器を使用し、miRNA に対して特異

性を持つ逆転写プライマーを用いて、個々の

miRNA ごとに逆転写反応を行い、この反応に

より成熟型 miRNA を特異的に逆転写する。さ

らに TaqMan	
 PreAmp	
 Master	
 Mix によりター

ゲットとする miRNA を特異的に解析実行しま

した。	
 	
 	
 	
 

	
 また、新規に選抜された miRNA と今までに

報告された miRNA を用いて解析中であります。

なお解析する遺伝子は以下の通りである。	
 

癌遺伝子：miR-17-92,	
 miR-21,	
 miR-106a,	
 

nmiR-155/BIC,	
 mir-221/222,	
 miR-372/373	
 

癌抑制遺伝子：let-7	
 family,	
 miR-15a/16,	
 

miR-29,	
 miR-34,	
 mir=122a,	
 miR-125b,	
 

miR-127	
 

	
 結果より、癌遺伝子20個のmiRNAの発現上昇

が見られ、癌抑制遺伝子8個のmiRNA発現低下

が見られた。	
 	
 

	
 

（２）hnRNPK はクロマチンの再形成や mRNA

への転写後，mRNA と結合して核外への輸送，

修飾および翻訳に関係し、hnRNPK	
 homology	
 

(KH)	
 ドメインを３カ所有するRNA結合タン

パク質である。合成された直後の mRNA と結

合して核と細胞質との間で往復輸送を行う

ため。	
 

	
 	
 	
 hnRNPK は核と細胞質の両方に存在して

いる。Moumen らは hnRNPK の誘導は、特に

DNA 損傷時に反応して活性化されることを

示唆しているが、本研究で明らかになった

発癌剤4NQOによるDNA損傷に対するhnRNPK

タンパクの高発現は、それを裏付ける結果

であり、上皮異形成や SCC において核が陽

性を示したのは、核内において p53 と

hnRNPK が共依存的に DNA 損傷部の修復を行

い、転写を活性化させているためだと考え

られる。相対定量的リアルタイム PCR 解析

結果でも hnRNPK	
 mRNA 量は有意に増加し、

過形成および上皮異形成でhnRNPKタンパク

が発現していた免疫染色結果を裏付けるこ

とができた。(図 1	
 -	
 5)	
 	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 



 

 

	
 

	
 

	
 

（３）様々なタイプの癌において hnRNPK が

高発現することは、hnRNPK と p53 の関係性

より明らかである。発癌については多数の

遺伝子が関与すると考えられており、舌粘

膜の上皮異形成や癌も多因子疾患である。

個々の遺伝子が単独で発癌に与える影響は

大きいものとはいえないが、hnRNPK だけで

なく一つ一つの活性タンパクの遺伝子を解

析し、詳細なメカニズムを知ることが発癌

の基礎的理解および癌治療に繋がると考え

る、その為，特定の癌に対して感受性を持

つモデル動物を用い、遺伝子解析および組

織学的解析を行うことは、個々の癌関連遺

伝子を考察する上での優れた方法であると

考える。(図 6	
 -	
 10)	
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