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研究成果の概要（和文）： 

本研究の目的は、口腔がんの HuR の局在、細胞質の HuR 量と悪性度との関連、前がん病変の
HuR の局在と予後との関連を調べることである。口腔がんでは HuRおよび ARE-mRNA は細胞質に
輸送されていた。さらに悪性度の高いがんや、予後の悪い前がん病変ほど細胞質の HuR 量は増
加することが明らかになった。これらの結果は、HuR の局在を調べることにより前がん病変の
予後を予測できることを示唆している。 
 
研究成果の概要（英文）： 
I this study, we examined the localization of HuR in oral cancer cells, the cytoplasmic 

expression of HuR and malignancy, the relation between cytoplasmic HuR and precancerous 
change. HuR and AU-rich containing mRNA were exported to the cytoplasm of oral cancer 
cells. Cytoplasmic HuR expression increased in the cancer which had high malignancy and 
in the precancerous change which showed poor diagnosis. These findings suggest that the 
localization of HuR is available for diagnostic tool of precancerous change. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、ポストゲノム時代を向え、mRNAの輸
送・安定化に関して重要な役割を果たすタン
パクが数多く見出されている。AU(アデニ
ン・ウラシル)-rich element (ARE)はc-fos、
c-mycなど細胞の増殖に関わる遺伝子のmRNA
に存在するAU-richな領域で、AREを持つmRNA
は通常合成後すぐに分解される。しかし、

heat shockなどの刺激が細胞に加わると、ARE
にHuR、pp32及び核外輸送タンパクCRM1が結
合し、ARE-mRNAをCRM1依存的に、一過性に、
核外に輸送し安定化する。 

最近、我々は、発がん活性を持つウイルス
タンパクによりがん化した細胞では、HuRや
ARE-mRNAがCRM1非依存的に、恒常的に、核外
に輸送・安定化していることを突き止め
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（Higashino et al., J. Cell Biol., 2005）、
HuRの核外輸送ががん化のマーカーになりう
ることを示した。なお、これまでに、大腸が
んなどでは、細胞質におけるHuR量とがん細
胞の悪性度は関連するとの報告がある（de 
Silanes et al., Oncogene, 2003）。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、口腔がんにおける HuRの局
在、細胞質における HuR量と悪性度との関連、
ならびに白板症における HuR の局在と癌化
の関連を調べ、それらの関係を明らかにする
ことである。具体的には、悪性度の異なる口
腔がん細胞を用いて HuRの局在を検索し、ま
たこれまでに治療した白板症の標本におけ
る HuR の局在を検討し、HuR の局在と口腔が
んの悪性度ならびに白板症の臨床経過との
関連を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
初年度は、口腔がん細胞（HSC-3、Ca9.22細
胞など）や正常細胞（HGF、PDL細胞など）を
用いて、免疫染色法、生化学的な手法で HuR
および ARE-mRNAの局在を検討した。次年度
は、手術材料等を用いて実際の口腔がんの
HuRおよび ARE-mRNAの局在を検討した。 
（１）細胞染色 
口腔がんのライン化された培養細胞を用い
て HuRタンパクの細胞内局在を検討する。 
① 細胞  
口腔がん細胞として、HSC3、CA922などを用
い、コントロールの正常細胞として HGF、PDL
を用いる。 
② 上記口腔がん細胞で HuRの局在を免疫染

色法で確認。 
細胞をカバーガラス上で培養後、ホルムアル
デヒドで固定し、HuRの抗体で免疫染色を行
う。 
（２）生化学的検討 
HuRタンパク及びそれと共に移動する
ARE-mRNA の細胞内局在を生化学的手法を用
いて検討する。 
① ウエスタン法  
上述した各細胞をまず核と細胞質に分離し、
それぞれの分画中の HuRタンパクの量をウエ
スタン法で解析する。各分画のβ-actinも同
時にウエスタン法で検出し、HuR 及びβ
-actinのバンドの濃さを測定後、β-actin
の量で HuRのタンパク量を補正する。 
② ①で作成した細胞分画を用いて c-fosな
どの ARE-mRNAが実際に細胞質に輸送されて
いるかどうか確認する。 
③in situ hybridization法で c-fosなどの
ARE-mRNA を染色することにより、それらの
ARE-mRNA が細胞質に輸送されているか確認
する。 
（３）組織学的検討 

手術材料等を用いて実際の口腔がんの悪性
度と HuR の局在を検討する。 
①組織を用いて検討する前に、まず細胞をパ
ラフィンに包埋して切片を作成し固定法や
抗体の条件などを検討する。 
②上述で確立した染色法で、手術材料から得
られた切片を用いて HuR の免疫染色を行う。 
HuRの細胞質局在と患者の予後との関連を検
討する。 
③手術材料から得られた切片を用いて、
c-fosなどの ARE-mRNAの局在を II-3)同様の
in situ hybridization法で確認する。 
ARE-mRNA が実際にがんでも細胞質に輸送さ
れているかどうか確認する。 
 
４．研究成果 
（１）ARE-mRNA の核外輸送 
口腔がん細胞と正常細胞を用いて、HuR の抗
体により免疫染色を行った。その結果、Fig. 
1 に示すように、HSC3 や Ca9.22 などのがん
細胞では、核とともに細胞質に HuRが存在し、
一方、正常細胞である HGFと PDLでは、がん
細胞ほど HuR が細胞質に輸送されておらず、
主に核に局在していることがわかった。 

さらに、HSC3および Ca9.22と正常細胞の HGF
を核と細胞質に分離し、それぞれの分画中の
HuR タンパクの量をウエスタン法により検
出し、生化学的に HuRの核外輸送を検討した。
その結果、口腔がん細胞では細胞質側に HuR
が蓄積しているのに対して、正常細胞では細
胞質側にあまり HuR が存在しないことがわ
かった（Fig. 2）。その差は 9.2 倍と 11.2



 

 

倍で、10倍近くがん細胞の方が細胞質の HuR
量が多かった。これらの結果は、口腔がん細
胞では HuR が細胞質に輸送されていること
を示唆している。 
次に、口腔がん細胞を用いて、ARE-mRNA の
核外輸送を in situ hybridization法で検討
した。その結果、HSC3、Ca9.22 では c-fos、
c-myc mRNAが細胞質にも存在しているのに対
し、HGF では核に限局して存在していること
が明らかになった（Fig. 3）。 

以上の結果は口腔がん細胞では ARE-mRNA が
細胞質側に輸送されていることを示してお
り、ARE-mRNA が恒常的に細胞質に輸送されて
いることを示唆している。 
（２）口腔がんの悪性度と HuRの局在 
次に、口腔がん組織を用いて、HuR の局在を
検討した。Fig. 4に示すように、正常組織で
は HuRが主に核のみに局在しているのに対し、
口腔がん組織では、HuRが核および細胞質（矢
印）の両方に局在していることが確認できた。

これらの結果は、口腔がん細胞では HuRが細
胞質に輸送されていることを示唆している。 

HuR の局在とがん細胞の悪性度に相関がある

か調べるため、浸潤能の低いゆうぜい性がん

（verrucous carcinoma；VC）と浸潤活性の

高 い 扁 平 上 皮 が ん （ squamous cell 

carcinoma；SCC）の組織を HuR抗体を用いて

染色した。VC ではほぼ核のみに HuR が限局し

て存在しているのに対して、SCC では細胞質

にも多くの HuR が認められた（Fig. 5）。こ

の結果は、がん細胞の浸潤活性と HuRの局在

には相関があることを示している。 

最後に白板症に発現する HuR を解析した。北
海道大学病院を受診した白板症患者から得
た材料を用いて、予後が不良だった検体と予
後が良かった検体とに分けて染色した。その
結果、予後不良の白板症組織では細胞質に
HuR が認められ、予後に変化のなかった組織
では核のみに HuRが発現していた（Fig. 6）。

この結果から、はがん化に移行する可能性の
高い前がん病変では、がん細胞同様 HuRが核
外に輸送されることを示している。 
本研究より、口腔がんでは HuR および
ARE-mRNA は細胞質に輸送されていること、さ
らにがんの悪性度と HuRの局在は相関するこ
とが明らかになった。さらに HuRの局在を調
べることにより前がん病変の予後を予測で
きる可能性が示せた。 
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