
愛媛大学・医学系研究科・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１６３０１

基盤研究(C)（一般）

2019～2017

口腔癌のCXCR4システムを介した転移機構における分泌型miRNAの役割

Role of secretory miRNA on the metastasis of oral cancer via CXCR4 system

２０３３５７９８研究者番号：

内田　大亮（Uchida, Daisuke）

研究期間：

１７Ｋ１１８８６

年 月 日現在  ２   ５ ２１

円     3,500,000

研究成果の概要（和文）：SDF-1による発現上昇があった分泌型miRNAとして、miR-4701-3p、miR-503-3p、
miR-134などが、発現低下があったmiRNAとして、miR-4785、miR-378e、miR-362-5pなどが抽出された。また、並
行研究として、経口投与可能なCXCR4特異的阻害剤であるAMD070が、口腔癌細胞のin vitroでのSDF-1依存性の足
場非依存性増殖、細胞遊走とin vivoでの肺転移を有意に抑制することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We identified the several secretory miRNAs, such as miR-4701-3p, miR-503-3p 
and miR-134, upregulated by SDF-1, and miR-4785, miR-378e and miR-362-5p, downregulated by SDF-1. We
 also demonstrated that AMD070, an orally bioactive CXCR4 specific inhibitor, inhibited the SDF-1 
dependent anchorage-independent growth and migration of the oral cancer cells in vitro, and that 
significantly suppressed the lung metastasis of the cells in vivo.

研究分野： 口腔外科学

キーワード： 口腔癌　転移　exosome

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
口腔癌の予後不良因子は転移である。われわれは、口腔癌の転移にSDF-1/CXCR4システムが関与していることを
報告してきたが、血清レベルで本システムの関与を検出できれば、将来的にはliquid biopsyによる転移診断や
治療効果判定、さらには予後判定を実施できる可能性がある。本研究では、CXCR4シグナルの下流に存在する分
泌型miRNAを同定することができたため、今後転移診断の早期診断に応用できる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

口腔癌の予後不良因子は転移である。そのため、当研究室では口腔癌の転移機構に関する

研究を行ってきた。その中で、ケモカインレセプターCXCR4 を発現する口腔癌細胞が、転移先

臓器の産生するリガンド stromal-cell derived factor (SDF)-1 に引き寄せられながら転移

すること(Exp Cell Res 290:289, 2003, Lab Invest 84:1538, 2004, Int J Oncol 25:65, 

2004, Mol Cancer Res 5:685,2007)、この転移が CXCR4 阻害剤により抑制できることを明ら

かにした (Mol Cancer 8:62, 2009, Eur J Cancer 47:452, 2011, Clin Exp Metastasis 

30:133, 2013)。現在のところ、SDF-1/CXCR4 システムは癌細胞の走化性亢進により転移を惹

起すると考えられているが、本システムが浸潤・脈管内侵入・血管外遊出・異所性発育などの

癌微小環境への影響を伴う転移をどのように制御するかは不明である。われわれは、その解明

に本システムの下流に存在する標的分子の解析が重要であると考え、様々な癌の進展過程へ

の関与が明らかにされたマイクロ RNA (miRNA)を miRNA マイクロアレイにより網羅的に解析

した。その結果、SDF-1/CXCR4 システムによって誘導される転移関連候補 miRNA として miR-

518c-5p を同定し、miR-518c の強制発現が口腔癌細胞の遊走と肺転移を促進することを明ら

かにした (PLoS One 9:e115936, 2014)。 

近年、miRNA は癌細胞を含む種々の細胞から細胞外小胞体である exosome 内に取り込まれ

た状態で細胞外へ分泌され、血液や尿などの体液中で安定した状態で循環することが明らか

にされた(J Cell Biol, 200:373, 2013)。さらに、癌細胞より放出される exosome はそれぞ

れの癌種、あるいは腫瘍の悪性度に特異的な miRNA を内包しており、癌微小環境に作用するこ

とで、癌の進展に関与することも明らかにされた(Cancer Metastasis Rev. 32:623, 2013)。

miR-518c-5p が局在する miRNA クラスター(C19MC)は分泌型 miRNA を多く含むことから、癌微

小環境への作用を期待したが、exosome 分画より抽出された内因性 miR-518c-5p の含有量は一

般的な分泌型 miRNA より２オーダー低く、癌細胞への直接的作用が主体であることが示唆さ

れた（基盤研究 C、課題番号 26463046）。この結果は、細胞抽出物にて発現上昇があっても分

泌型 miRNA として作用するとは限らず、分泌型 miRNA の同定には培養上清からのアプローチ

が必要であることを示唆している。実際、CXCR4 シグナルが恒常的活性化した口腔癌細胞の培

養上清は血管内皮細胞の増殖と管腔形成を促進するが、その効果は CXCR4 阻害薬 AMD3100 に

よりブロックされる。CXCR4 シグナルの下流に存在する分泌型 miRNA を同定することができれ

ば、癌微小環境への影響を明らかにするのみならず、将来的には liquid biopsy による転移

診断や治療効果判定、さらには予後判定を実施できる可能性がある。  
 
２．研究の目的 

そこで、本研究では CXCR4 シグナルの下流に存在する分泌型 miRNA を同定し、CXCR4 シグナ

ルの癌微小環境への作用機序を明らかにすることを目的とした。  
 
３．研究の方法 
(1)SDF-1処理後の CXCR4高発現株と SDF-1 強制発現株の培養上清より miRNA（ex-miR）を抽出
し、miRNA マイクロアレイによりコントロールと比較検討する。 
(2)発現変動のあった miRNA より、既存の転移関連 miRNA と上位 5個の miRNA を抽出し、定量
性 PCR にて再確認する。 
(3)(2)で再現した miRNA の阻害剤を SDF-1 強制発現株に導入し、癌微小環境因子に与える影響
を検討する。 
(4)本実験と並行して CXCR4特異的経口阻害剤 AMD070 の効果を in vitro, in vivo において検
討する。 
(5)本実験と並行して口腔癌細胞株で発現上昇のみられる miR-361-3p が口腔癌組織でも過剰
発現しているか検討する。 

 
４．研究成果 
（１）平成２９年度は CXCR4高発現株であ
る B88 をリガンド SDF-1処理後、培養上清
を回収し、exosome 中の miRNA(ex-miR)の
抽出を試みた。exosome の回収を行うこと
はできたが、抽出した RNA の A260/280 比
が 1.6 程度であり，miRNA アレイ解析に十
分な RNA の品質を得ることができなかっ
た。並行研究として、経口投与可能な CXCR4
特異的阻害剤である AMD070 が、口腔癌細
胞に与える影響を検討した。その結果、
AMD070 は口腔癌細胞の in vitro での SDF-
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図４ 培養上清中ex-miRNAに対するSDF-1/CXCR4システムの影響（miRNAマイクロアレイ）

ѵՊ�|Պ ՊՍ OGAWA et Al.

�_b1_�bv�u;1o]mb�;7�=ou�b|v�bm�oѴ�;l;m|�bm�|_;���$�0��7bu;1|Ѵ��0bm7Ŋ
bm]� |o� |_;��Ŋ1-7_;ubmņ�	�Ɛ�];m;�ruolo|;uĺ22���|u-1;ѴѴ�Ѵ-u�vb]m-ѴŊ 
u;]�Ѵ-|;7�hbm-v;�bv�-�l;l0;u�o=�|_;������=-lbѴ��|_-|�bv��;ѴѴ�hmo�m�
|o�rѴ-��rb�o|-Ѵ�uoѴ;v�bm�1-u1bmo];m;vbvĺ23��b|o];mŊ-1|b�-|;7�ruo|;bm�
hbm-v;v�-u;�h;��7o�mv|u;-l�vb]m-Ѵbm]�loѴ;1�Ѵ;v�|_-|�-u;�u;]�Ѵ-|;7�
0�� |_;� -1|b�b|�� o=� |_;� ;rb7;ul-Ѵ� ]uo�|_� =-1|ou� u;1;r|ou� Ő��!ő� bm�
-�m�l0;u�o=�1-m1;uvĺƑƓķƑƔ�&r�|o�ƖƏѷ�o=���"��vķ� bm1Ѵ�7bm]��"��ķ�
-u;�hmo�m�|o�o�;u;�ru;vv�|_;���!�-m7�|_bv�Ѵ;-7v�|o�;�1;vvb�;�-1Ŋ
|b�-|bom�o=�|_;���!�vb]m-Ѵbm]�r-|_�-�ĺƑѵķƑƕ��m�1Ѵbmb1-Ѵ�ru-1|b1;ķ�|_;�
-m|bŊ��!�l�0�1;|��bl-0�bv��v;7�|o�|u;-|��"���r-|b;m|vĺ��olr-u;7�
�b|_� rѴ-|bm�lŊ=Ѵ�ouo�u-1bѴ� Ő�ő� 1_;lo|_;u-r�� -Ѵom;ķ� 1;|��bl-0�

rѴ�v� �� 1_;lo|_;u-r�� vb]mb=b1-m|Ѵ�� blruo�;7� o�;u-ѴѴ� -m7� ruo]u;vŊ
vbomŊ=u;;�v�u�b�-Ѵ� bm�r-|b;m|v��b|_�u;1�uu;m|�ou�l;|-v|-|b1���"��ķ�
;vr;1b-ѴѴ��bm��"���r-|b;m|vĺƑѶ��o�;�;uķ�7;vrb|;���Ŋ"�"�1;ѴѴv��v;7�
bm�|_bv�v|�7��v_o�bm]�1omv|b|�|b�;�-1|b�-|bom�o=��!�ƐņƑķ�bm_b0b|bom�o=�
lb!ŊƒѵƐŊƒr�_-7�mo�;==;1|�om�|_;bu�r_ovr_ou�Ѵ-|bom�ou�;�ru;vvbom�bm�
�b|uo�-m7�bm��b�o�Ő7-|-�mo|�v_o�mőĺ��=�]uo�|_�bm_b0b|bom�0��|-u];|bm]�
lb!ŊƒѵƐŊƒr�bv�bm7;r;m7;m|�o=�|_;��!�ƐņƑ�r-|_�-��bm��"��ķ�1ol0bŊ
m-|bom��b|_�1;|��bl-0�1o�Ѵ7�0;�;==;1|b�;ĺ

�m�v�ll-u�ķ�lb!ŊƒѵƐŊƒr�bv�Ѵbh;Ѵ��|o�rѴ-��-�vb]mb=b1-m|�uoѴ;�bm�|_;�
]uo�|_�o=�_�l-m��"���1;ѴѴv�-m7�|_-|�|-u];|bm]�lb!ŊƒѵƐŊƒr�l-��0;�
-��v;=�Ѵ�|_;u-r;�|b1�-rruo-1_�=ou�r-|b;m|v��b|_��"��ĺ

 ��&!� �ƓՊ��ru;vvbom�o=�lb1uo!���
Őlb!őŊƒѵƐŊƒr�bm�ou-Ѵ�vt�-lo�v�1;ѴѴ�
1-u1bmol-�Ő�"��ő�|bvv�;vĺ�);�-vv;vv;7�
|_;�;�ru;vvbom�o=�lb!ŊƒѵƐŊƒr�bm�ƐѶ�
rubl-u���"���-m7�Ƒ�moul-Ѵ�ou-Ѵ�l�1ov-Ѵ�
|bvv�;v�0��t�-m|b|-|b�;�!$Ŋ��!ĺ�lb!ŊƒѵƐŊ
ƒr��-v�o�;u;�ru;vv;7�bm�-ѴѴ��"���|bvv�;v

�-u-l;|;u
�o��lb!ŊƒѵƐŊƒr�Őm�Ʒ�Ɩőķ�
��Őѷő

�b]_�lb!ŊƒѵƐŊƒr�Őm�Ʒ�Ɩőķ�
��Őѷő P��-Ѵ�;

";�

�-Ѵ; Ɩ�ŐƐƏƏő ƕ�ŐƕƕĺѶő .177

;l-Ѵ; Ə�ŐƏő Ƒ�ŐƑƑĺƑő

�ubl-u��|�lou�vb|;

$om]�; ƒ�Őƒƒĺƒő Ƒ�ŐƑƑĺƑő ĺƒƕƔ

�-�bѴѴ-u��]bm]b�- Ɠ�ŐƓƓĺƓő Ƒ�ŐƑƑĺƑő

�-m7b0�Ѵ-u�]bm]b�- Ɛ�ŐƐƐĺƐő Ƒ�ŐƑƑĺƑő

��11-Ѵ�l�1ov- Ɛ�ŐƐƐĺƐő Ƒ�ŐƑƑĺƑő

Ѵoou�o=�lo�|_ Ə�ŐƏő Ɛ�ŐƐƐĺƐő

	b==;u;m|b-|bom

);ѴѴ Ɣ�ŐƔƔĺѵő Ɣ�ŐƔƔĺѵő 1.000

�o7;u-|; ƒ�Őƒƒĺƒő ƒ�Őƒƒĺƒő

�oou Ɛ�ŐƐƐĺƐő Ɛ�ŐƐƐĺƐő

$���v|-];

�Ŋ�� ѵ�Őѵѵĺƕő ƒ�Őƒƒĺƒő .222

���Ŋ�( ƒ�Őƒƒĺƒő ѵ�Őѵѵĺƕő

Recurrence/metastasis

�o ѵ�Őѵѵĺƕő ƕ�ŐƕƕĺѶő 1.000

+;v ƒ�Őƒƒĺƒő Ƒ�ŐƑƑĺƑő

$���� �ƐՊ�vvo1b-|bom�0;|�;;m�
lb1uo!���Őlb!őŊƒѵƐŊƒr�;�ru;vvbom�bm�
|�louv�=uol�r-|b;m|v��b|_�ou-Ѵ�vt�-lo�v�
1;ѴѴ�1-u1bmol-�-m7�|_;bu�1Ѵbmb1or-|_oѴo]b1�
r-u-l;|;uv

1依存性の足場非依存性増殖を抑制し（図１）、
細胞遊走（図２）とマウス転移モデルにおける
肺転移（図３）を有意に抑制した。 

 
（２）平成３０年度は、抽出試薬を変更し、再
度 ex-miR の抽出を試みたが、昨年同様抽出量
が少なく、品質も前回と同程度のものしか得る
ことができなかった。また、愛媛大学への異動
に伴い、他業務や実験のセットアップに時間を
要し、実験が進行しなかった。なお、昨年度の
研究成果が Oncology Reports に掲載された。 
 
（３）令和元年度は、試薬を Qiagen 社の
exoRNeasy Serum/Plasma キットに変更し、再度
抽出を試みたところ、miRNA 解析に使用可能な
ex-miR の抽出に成功した。抽出した ex-miRNA を
使用し、Agilent社製 human miRNA マイクロアレ
イキット(V2)による miRNA マイクロアレイ解析
を行った（図４）。その結果、SDF-1 による発現上
昇があった miRNA として、miR-4701-3p、miR-503-
3p、miR-134 などが、発現低下があった miRNA と
して、miR-4785、miR-378e、miR-362-5p などが抽
出され、定量性 PCR でも同様の結果を得た。現在、
これらの miRNA をノックダウンさせることで、
SDF-1/CXCR4システムの癌微小環境への確認実験
を行っている。また、並行研究として、口腔癌細
胞株で発現上昇のみられる miR-361-3p がすべて
の口腔癌組織において過剰発現していることを
見出し（図５）、本研究結果は Cancer Science に
受理された。 

 
 
 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５ 口腔癌組織における miR-361-3p の過剰発現           
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Detection of gene mutations from exosomal RNA in human oral squamous cell carcinoma cells in vitro and in vivo.

MicroRNA-361-3p is a potential therapeutic target for oral squamous cell carcinoma


