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研究成果の概要（和文）：頭頸部扁平上皮癌は頸部リンパ節転移や遠隔転移をきたし、進行癌として発見される
ことが多く、予後は非常に悪い。特に遠隔転移をきたしている症例に対して根治を目指すことは難しいが、その
転移メカニズムは十分に解明されていない。近年タンパクをコードしない20塩基程度マイクロRNAが世界中で研
究されてきている。千葉大学医学部付属病院で頭頸部扁平上皮癌に対して手術を行った検体を用いて、癌におい
て発現が低下しているマイクロRNAプロファイルを作成した。また、その中から癌抑制的に働くマイクロRNAを同
定しそのマイクロRNAが制御する頭頸部癌転移ネットワークを解明した。

研究成果の概要（英文）：Head and neck squamous cell carcinoma(HNSCC) results in cervical lymph node 
metastasis and distant metastasis and is often discovered as progressive cancer, and the prognosis 
is very poor. It is difficult to aim at the radical cure for a case resulting in distant metastasis 
in particular, but the metastatic mechanism is unknown. Recently, about twenty base micro RNAs which
 do not encode protein has been studied all over the world.
Using a specimen operated at a hospital attached to the Chiba University School of Medicine, we made
 the downregulated microRNAs profile in HNSCC. Moreover, we identified tumor suppressive microRNAs 
in the profile, and elucidated the functional roles of cancer metastasis network controlled by the 
tumor suppressive microRNAs.

研究分野：頭頸部扁平上皮癌
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景	
(1) 頭頸部扁平上皮癌は診断時に頸部リンパ
節転移や遠隔転移をきたし、進行癌として発
見されることも珍しくはない。そのような進
行癌に対して放射線療法・化学療法・手術療
法の集学的治療を行っているにも関わらず、
予後は非常に悪い。特に肺・骨・肝等に遠隔
転移をきたしている症例に対して根治を目
指すことは難しいが、その転移メカニズムは
十分に解明されていないのが現状である。	
	
(2) 近年の癌研究におけるトピックスの一つ
に non-coding	RNA、つまりタンパクをコード
しない RNA の発見が上げられる。これまでの
癌研究ではタンパクをコードする遺伝子に
のみ研究が盛んであったが、近年タンパクコ
ードされる遺伝子の領域はヒトゲノムにお
ける 2%にとどまり、転写されるがタンパクを
コードしない領域が 43%を占めることが解明
されてきた。これまで我々は、そのタンパク
をコードしない RNA の中から、20塩基程度の
一本鎖 RNA であるマイクロ RNA に注目し	研
究を行ってきた。		
	
２．研究の目的	
マイクロ	RNA	は、1 種類のマイクロ	RNA	が
数百から数千のタンパクコード遺伝子を制
御することから、その発現異常が癌を含む
様々な疾患に関与することが示唆されてい	
る。これまで我々は、頭頸部扁平上皮癌臨床
検体から作成したマイクロ	RNA	発現プロフ
ァ イ ル に 基 づ く 機 能 解 析 か ら 、	
miR-29s/miR-218/miR-451a	などのマイクロ	
RNA	を頭頸部扁平上皮癌細胞株に核酸導入
すると浸潤・	遊走能を著明に抑制すること、
更にこれら転移抑制型マイクロ	RNA は、頭頸
部癌において浸潤や遊走に関わる癌遺伝子
を直接制御することを見出した。本研究では
頭頸部扁平上皮癌・癌転移において、マイク
ロ	RNA	が制御する新たな分子ネットワーク
を解明する事を目的としている。	
	
	
３．研究の方法	
我々はこれまでに頭頸部扁平上皮癌の臨床
検体を用いて、発現が抑制されているマイク
ロ RNA プロファイルを作成し、その中から癌
抑制型マイクロRNAとその制御するネットワ
ークを解明してきた。千葉大学医学部付属病
院で手術された、頭頸部扁平上皮癌の検体を
用いて、癌部位において発現が低下している
マイクロ RNA プロファイルを新たに作成し、
新たな癌抑制型マイクロ RNA を見出した。ま
た、In	Silico 解析も用いる事で、癌抑制型
マイクロ RNA が直接制御する癌遺伝子、また
その下流遺伝子を同定することができた。	
	
４． 研究成果	
	
(1)我々は新たに口腔癌を用いたマイクロ

RNA 発現プロファイルを作成した(表 1)。	
	
(表 1)口腔癌において発現が低下しているマイクロ RNA	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
こちらの発現が低下しているマイクロRNAの
中では、miR-145 や miR-126 は頭頸部扁平上
皮癌において癌抑制型マイクロRNAとして作
用するという論文が複数あったため、今回
我々は miR-26a/b という 2 つのマイクロ RNA
について検討することとした。	
まずは口腔扁平上皮癌 36 症例の臨床検体と
口腔癌より作成した SAS、HSC3 という 2つの
細胞株を用いて発現を調べたところ、口腔正
常粘膜に比して臨床検体、細胞株とも
miR-26a/b の発現が低下していることが示さ
れた(図 1	A,B)。	
また、miR-26a/b を口腔扁平上皮癌細胞に核
酸導入する事で癌の遊走・浸潤を優位に抑制
することが判明した(図 1	C,D,E)	
	
(図 1)	miR-26a/b の口腔癌における発現と機能解析	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
次に、miR-26a/b	が直接制御するマイクロ
RNA を In	Silico 解析を用いて探索した。
miR-26a/b と結合する部位をmRNA の 3’-UTR
にもつ遺伝子は 3419 個存在した。また、次
に GEO(インターネット上にある公共データ
ベース)を用いて、口腔癌での発現が高い遺
伝子で絞ったところ、次の表の 15 個となっ
た（表 2）。そのうち、miR-26a/b と種の間で
も保存されている conserved	site をもつ遺
伝子 4 つ（CELSR1、JAG1、BID、TMEM184B）
を候補遺伝子とすることにした。	
(表 2)	miR-26a/b の標的候補遺伝子 15 個	
	
	
	
	
	
	
	
	



この 4 つの遺伝子の中から我々は TMEM184B
という遺伝子に注目した。その理由としては、
最も癌部位で有意に発現が上昇していた事、
臨床検体 36 症例において miR-26a/b と優位
な負の相関関係があったからである（図 2）。	
	
(図 2)	TMEM184B の口腔癌における発現(A)、miR-26a/b

との相関関係(B,C)	
	
	
	
	
	
	
TMEM184B は、miR-26a/b に直接制御されるか
どうかについて検討した。miR-26a/b を核酸
導入したところ、PCR、ならびにウエスタン
ブロットでは有意に、2 つの細胞株で
TMEM184Bの発現が低下した(図 3A,B)。次に、
SAS 細胞を使用し、luciferase	assay を施行
した。miR-26a/b の binding	site をもった
Wild	type の vectorにおいて miR-26a/b を核
酸導入したところ、有意に発光が低下し、
miR-26a/bと TMEM184Bの 3’-UTRが直接結合
することが示された(図 3	C)。	
	
(図 3)	miR-26a/b は口腔扁平上皮癌において	TMEM184B

を直接制御する	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
次に、口腔扁平上皮癌において si-RNA を用
いて TMEM184B をノックダウンし、口腔扁平
上皮癌における機能解析を行った。	
まずは si-TMEM184B を核酸導入し、PCR とウ
エスタンブロットで SAS、HSC3 の 2つの細胞
株でそれぞれ TMEM184B の発現が抑制されて
いるのを確認した(図 4	A,B)	
	
(図 4)口腔扁平上皮癌における	TMEM184B の機能解析	
	
	
	
	
	
	
	
	
その状況下で、si-TMEM184B を核酸導入し機
能解析を行ったところ、口腔扁平上皮癌細胞
株２種類において、癌の増殖・遊走・浸潤が
著名に抑制されることが確認された(図 4	

C,D,E)。	
TMEM184B はこれまで機能解析をしていたり、
他の遺伝子との関係を検討している論文は
ないため、どのような経路で癌の遊走・浸潤
に関わっているのかを In	Silico 解析を用い
て解析した。SAS、HSC3 の 2 つの細胞株にお
いて TMEM184B をノックダウンすることで発
現が低下する遺伝子のpathway解析を施行し
たところ、次のような結果になった(表 3A)。	
	
(表 3A)口腔扁平上皮癌において TMEM184B をノックダウ

ンする事で抑制される pathway	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

これらの中で、癌の遊走・浸潤に関わる pathway として

Regulation	of		actin	cytoskeleton という pathway に

注目したところ、次の11個の遺伝子が示された（表3B）。	

	

(表 3B)	TMEM184B の下流遺伝子候補	

Regulation	of	actin	cytoskeleton	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
表 3B からも、EGFR や ITGB4 などの頭頸部癌
において発現が上昇している膜タンパクが
TMEM184B 下流遺伝子である可能性が示唆さ
れた。	
以上の結果を British	Journal	of	cancer に
Submit し、Publish された。	
	
	
	(2)これまで我々が頭頸部扁平上皮癌にお
いて、癌の遊走・浸潤を著名に抑制する
miR-26a/b,	miR-29a/b/c,	miR-218 が共通し
て標的とする癌遺伝子やネットワークがあ
ると仮定し、In	Silico の解析を行った。解
析方法は以下の通りである。miR-26a/b,	
miR-29a/b/c,	miR-218 いずれとも結合する
binding	site をもち、頭頸部扁平上皮癌で発



現が上昇している遺伝子は26個であった(図
5)。	
(図 5)	miR-26a/b,	miR-29a/b/c,	miR-218 共通の	

標的遺伝子候補の探索方法	
 	
	
	
	
	
	
	
この 26 個の遺伝子のうち、我々は LOXL2 と
いう遺伝子に注目した。何故ならば LOXL2 は
細胞外マトリックス(ECM)の再構成に関与し、
様々な癌種において発現が上昇していると
の報告があったからである。	
まずはLOXL2が頭頸部癌において発現が上昇
しているかどうかを検討した。頭頸部扁平上
皮癌臨床検体19症例と下咽頭癌細胞株FaDu、
舌癌細胞株 SAS において、正常粘膜に比して
qRT-PCR では発現が上昇していることが示さ
れた（図 6	a）。	
また、免疫染色を行っても発現が上昇してい
ることが示唆された（図 6	b,c,d）	
(図 6)	LOXL2 の頭頸部扁平上皮癌における発現	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
次に、miR-26a/b,	miR-29a/b/c,	miR-218 を
核酸導入したところ、遺伝子レベルでもタン
パクレベルでも発現が抑制されることが判
明した（図 7-9	a,b）。	
また、 luciferase	 assay を行うことで	
miR-26a/b,	miR-29a/b/c,	miR-218 はそれぞ
れ LOXL2の 3’-UTR に直接結合して抑制して
いることが示された（図 7-9	c）。	
	(図 7)	LOXL2 は頭頸部扁平上皮癌細胞株において

miR-26a/b に直接制御される	
	
	
	
	
	
		

	

(図 8)	LOXL2 は頭頸部扁平上皮癌細胞株において

miR-29a/b/c に直接制御される	
	
	
	
	
	
	
	

	(図 9)	LOXL2 は頭頸部扁平上皮癌細胞株において

miR-218 に直接制御される	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
次に、頭頸部扁平上皮癌 2 種類(FaDu、SAS)
においてLOXL2をノックダウンすることで機
能解析を行った。	
まずは si-LOXL2 を核酸導入し、PCR とウエス
タンブロットで FaDu、SAS の 2つの細胞株で
それぞれLOXL2の発現が抑制されているのを
確認した(図 10	a,b)	
si-LOXL2 を核酸導入し機能解析を行ったと
ころ、口腔扁平上皮癌細胞株２種類において、
癌の遊走・浸潤が著名に抑制されることが確
認された(図 10	d,e)	
	
	(図 10)頭頸部扁平上皮癌における	LOXL2 の機能解析	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
実験の結果、我々がこれまで癌の遊走・浸潤
を抑制すると証明して来た癌抑制型マイク
ロ RNA である miR-26a/b,	 miR-29a/b/c,	
miR-218 は、頭頸部扁平上皮癌において細胞
外マトリックス(ECM)の再構成に関与する
LOXL2 を直接制御する事が示された。	
以上の結果を Journal	of	Human	Genetics に
Submit し、Publish された。	
	
	
	(3)これまで我々の研究では、miR-23b と
miR-27b のクラスターが様々な癌腫において
発現が低下しているとわかってきた。そのた
め、口腔扁平上皮癌において miR-23b と
miR-27b が癌抑制型マイクロ RNA として作用
するかどうか、またその制御する分子ネット
ワーク機構を解明することとした。	
	
口腔扁平上皮癌 37 症例から作成した RNA を
用いて qRT-PCR を施行し、miR-23b、miR-27b
とも正常粘膜に比して臨床検体、口腔癌細胞
株 2種類(SAS、HSC３)において発現が低下し
ていた（図 11	A,B）。また、miR-23b と miR-27b
の発現には強い相関関係が示された（図11	C）。	
	



(図 11)	miR-23b と miR-27b の口腔癌における発現と機

能解析	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
次に、口腔癌細胞株に miR-23b、miR-27b を
核酸導入したところ、有意に癌の遊走・浸潤
を抑制することがわかった。つまり、この２
つのマイクロ RNA は癌抑制型マイクロ RNAで
あることが示された。	
	
次に、In	Silico 解析を用いて、これら 2 つ
のマイクロRNAが標的とする癌遺伝子を探索
することとした。探索の方法は図 12 の通り
である。	
miR-23b、miR-27b に直接結合する binding	
site を 3’-UTR にもつ遺伝子は 1716 個存在
した。その中から頭頸部扁平上皮癌において
発現が上昇している遺伝子 229 個を pathway
解析行った。解析で出て来た 4 つの
pathway(Pathway	in	cancer,	Regulation	of	
actin	 cytoskeleton,	 MAPK	 signaling	
pathway,	Melanoma)内の遺伝子を、GEO(イン
ターネット上にある公共データベース)を用
いて発現の解析を行った。	
(図 12)	miR-23b,	miR-27b 共通の標的遺伝子候補の探索

方法	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
この中から我々は、正常粘膜に比して頭頸部
癌で最も発現が上昇しているMETに注目して
解析を行うこととした。	
口腔扁平上皮癌において、臨床検体と癌細胞
共にMETの発現は上昇しており、またmiR-23b
と miR-27b の発現と負の相関関係があった
（図 13	A,B,C）。また、免疫染色を行っても
発現が上昇していることが確認された（図13	
D,E）。	
	(図 13)	MET の頭頸部扁平上皮癌における発現	
	
	
	
	
	
	
	
	

次に、口腔扁平上皮癌細胞株2種類にmiR-23b、
miR-27b を核酸導入したところ、MET の発現
が qRT-PCR、ウエスタンブロットで有意に低
下していることが示された（図14）。	
(図 14)	MET は口腔扁平上皮癌細胞株において miR-23b、

miR-27b に直接制御される	
	
	
	
	

	
	

	
	
	
	
	
(図 15)	MET の口腔扁平上皮癌細胞株における機能解析	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
次に口腔扁平上皮癌細胞株において、si-RNA
を用いてMETをノックダウンし機能解析を行
った。	
si-MET を核酸導入した場合に、有意に癌の遊
走・浸潤を抑えることが示された（図15）。	
	
以上の実験より、口腔扁平上皮癌において
miR-23b、miR-27b は癌抑制型マイクロ RNA と
して作用し、また MET を直接制御して癌の遊
走・浸潤を抑えることが判明した。	
以上の結果を International	 Journal	 of	
Oncology に submit し、Publish された。	
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〔学会発表〕（計 5件）	
① American	 Association	 of	 Cancer	
Research（国際学会）	

演題：Identification	fo	tumor	suppressive	
microRNA-451a	in	hypo	pharyngeal	squamous	
cell	 carcinoma	 based	 on	 microRNA	
expression	signature	
2015/4/20	フィラデルフィア（アメリカ合衆
国）	
② アジア頭頸部癌学会（国際学会）	
演 題 ： microRNA-26a/b	 act	 as	
tumor-suppressors	targeting	TMEM	184B	in	
oral	squamous	cell	carcinom		
2015/6/4	神戸コンベンションセンター	
③ 日本台湾耳鼻咽喉科学会（国際学会）	
演 題 ： Tumor-suppressive	 microRNA-451a	
cancer	cell	migration	and	invasion	through	
targeting	ESDN/DCBLD2	in	hypo	pharyngeal	
squamous	cell	carcinoma		
2015/12/4	一橋大学一橋講堂学術センター		
④ 日本韓国耳鼻咽喉科学会（国際学会）	
演題： Tumor-suppressive	 microRNA-26a/b	
inhibit	cancer	cell	migration	and	invasion	
via	targeting	TMEM184B	in	oral	squamous	
cell	carcinoma		
2016/3/29 ハイアットレジェンシー東京		
⑤ 日本頭頸部癌基礎研究会	
演題：MicroRNA	 expression	 signature	of	
oral	squamous	cell	carcinoma:	Functional	
role	of	microRNA-26a/b	in	the	modulation	
of	novel	cancer	pathways		
2016/6/8 ソニックシティ	
	
〔図書〕（計 0件）	
〔産業財産権〕	
○出願状況（計 0件）	
○取得状況（計 0件）	
〔その他〕なし	
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