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研究成果の概要（和文）：口腔癌細胞株よりシスプラチン耐性株とシスプラチン感受性株を樹

立した。これらの細胞株を用いてシスプラチン耐性に関与する遺伝子とそれに結合する miRNA
を検索した。miRNA の発現パターンによりシスプラチン耐性能が変化し、また血液などの液性
成分中の miRNA が口腔癌の悪性度に関与していることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：The cisplatin resistant cell and the cisplatin sensitive cell were 

established from the oral carcinoma cell line. The genes which participate in cisplatin 
tolerance using these cells, and miRNAs combined with the genes were searched. It was 
suggested that the expression patterns of miRNA change cisplatin resistant, and miRNA in 
blood is participating in malignancy of oral carcinoma. 
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１．研究開始当初の背景 
白金錯体化合物であるシスプラチンは口

腔癌の化学療法における中心的薬剤として
広く使用されている薬剤であり、シスプラチ
ンを中心とした多剤併用化学療法により良
好な治療効果を得られる。しかし、癌が薬剤
に対して抵抗性を示すことがあり、これが臨
床上大きな問題になっている。したがって、
化学療法開始前に、癌の薬剤に対する感受性
の程度がわかれば、治療方針を立てる上で非
常に有益である。現在までにシスプラチン耐
性細胞株を用いて、シスプラチン耐性マーカ
ーの特定の試みが多くなされているが、実際

に臨床応用はなされていない。これまではタ
ンパク質をターゲットとしたシスプラチン
耐性遺伝子の検索が多くなされてきたが、最
近タンパク以外に miRNAがシスプラチン耐性
に関与する可能性が示唆されている。 
miRNA は真核生物で遺伝子の発現を制御す

るノンコーディング RNAの一種であり、遺伝
子発現調節において重要な役割を演じてい
ることが近年明らかになってきた。miRNA は
ターゲットとなる mRNA に結合し、その分解
や翻訳抑制によりタンパク合成を阻害する
ことが知られており、個体の発生、細胞の増
殖、分化、アポトーシスなど多岐にわたる現
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象に関与することが明らかになってきてい
る。ハイスループットなリアルタイム PCR や
マイクロアレイにより、口腔癌、乳がん、慢
性リンパ性白血病などさまざまな癌種で
miRNA の網羅的な発現プロファイルが行われ
ている。現在までに多くの miRNAが癌の発生、
進展に関わっていることが報告されており、
いくつかの miRNAは癌化の過程において癌遺
伝子あるいは癌抑制遺伝子として働くこと
がわかってきた。 
miRNA は血清中で RNase で分解されず、安

定して存在していることが報告されている。
また、肺癌や前立腺がんなどの患者の血清中
の miRNAの発現パターンが特異的であること
が報告されており、miRNA が癌の早期発見の
ためのマーカーとなりうることが示唆され
ている(Chen et al.,2008)。 
これまでに申請者は miRNA の一つである

miR-214 がヒトアデノウイルスの初期転写遺
伝子 E1A の mRNAをターゲットとし、E1Aの発
現を制御することによりアデノウイルスの
感染を抑制することを明らかにした（柳川、
2007）。miR-214は卵巣がんにおいて癌抑制遺
伝子である PTENの mRNAに結合してタンパク
合成を抑制し、細胞の生存シグナルの伝達系
において重要な役割を担っている Akt 
pathway を活性化することにより、シスプラ
チン耐性を誘導することが報告されている
(Yang et al., 2008)。ヒトにおける miRNA
は現在、500 種類以上が同定されており、癌
化に関与する miRNAは他にも多く存在すると
考えられる。 
そこで、申請者は口腔癌細胞において

miRNA が化学療法に対する感受性を左右する
かどうか、また血清中の miRNAの発現のパタ
ーンにより、口腔癌の化学療法に対する感受
性の程度を予測できるかどうか明らかにし
たいと考えた。 
 
２．研究の目的 
Ⅰ：患者の血清中のマイクロ RNA (miRNA) を
用いて口腔癌の化学療法に対する感受性の
程度を判定すること 
Ⅱ：口腔癌が抗がん剤に対して耐性を獲得す
るメカニズムに miRNAがどのように関与して
いるかを解明すること 
 
３．研究の方法 
（１）シスプラチン耐性細胞の樹立 
 96穴培養皿を用いて、段階希釈法により口
腔癌細胞 HSC3を単細胞培養し、株化した。
それぞれの細胞株をシスプラチンで処理し、
処理後 4日目に親株よりも細胞数が多いもの
をシスプラチン耐性株、親株よりも細胞数が
少ないものをシスプラチン感受性株とした。 
 

（２）DNAマイクロアレイ 
 （１）で樹立したシスプラチン耐性株、シ
スプラチン感受性株から RNeasy Mini kit 
(QUAGEN)により RNAを精製し、Whole Human 
Genomeオリゴ DNAマイクロアレイキット
（Agilent）を用いて遺伝子発現を解析した。 
 
（３）リアルタイム PCR 
 培養細胞から TRI reagent (SIGMA)を用いて
全 RNAを精製した。ランダムプライマーを用
いて ReverTra Ace (TOYOBO) により RT を行
い、cDNAを合成した。その cDNAを鋳型とし、
FOXA1 のプライマーを用いて SYBR Green 
Realtime PCR Master Mix -Plus- (TOYOBO) に
より、リアルタイム PCRを行った。 
 miRNA の発現は TaqMan MicroRNA Assays 
(Applied Biosystems)を用いて解析した。培
養細胞から TRI reagent (SIGMA)により全 RNA
を精製し、miR-214 のプライマーを用いてリ
アルタイム PCR をおこなった。 
 
（４）miRNA アレイ 
 （１）で樹立したシスプラチン耐性株、シ
スプラチン感受性株から miRVana miRNA 
isolation kit (Ambion)により RNAを精製し、
miRVana miRNA Bioarrays (Ambion)を用いて
miRNA の発現を解析した。 
 
４．研究成果 
 実験に使用するシスプラチン濃度、シスプ
ラチン処理時間を決定するために、HSC3 を
12 穴培養皿に播き、11ug/ml、15ug/ml、
22ug/ml の濃度のシスプラチンで、臨床で用
いるときと同様に 1時間処理し、細胞数を計
測した。その結果、22ug/ml の濃度のシスプ
ラチンで処理した HSC3 では、処理後 4 日目
に 1日目とほぼ同数の細胞数を保った（図１）。
そのためこの濃度でシスプラチン耐性の判
定をすることとした。 

HSC3 をシングルセルクローニング法によ
り株化し、22ug/ml のシスプラチンで 1 時間
処理し、シスプラチン処理後 4日目の細胞数
を計測した。その結果、細胞数が 0 日目と比
較して増えたものを耐性株（R1、R2）、細胞
数が 0日目と比較して減少したものを感受性
株（S1、S2)とした（図２）。 



 

 

 シスプラチン耐性株 R1、R2 とシスプラチ
ン感受性株 S1、S2から RNA を精製し、DNAマ
イクロアレイを行った。その結果、シスプラ
チン耐性細胞株で発現が亢進している候補
遺伝子 FOXA1 が検索され、リアルタイム PCR
により FOXA1 mRNA の発現がシスプラチン耐
性株でシスプラチン感受性株よりも高いこ
とが示された（図３）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、シスプラチン処理をした親株の HSC3

でリアルタイム PCR により FOXA1 mRNA の発
現を検討したところ、シスプラチン濃度が高
いほど、FOXA1 の発現が高いことが示された
（図４）。 

シスプラチン耐性株 R1、R2 とシスプラチ
ン感受性株 S1、S2 から small RNA を含む全
RNA を精製し、miRNA アレイを行った。その
結果、シスプラチン感受性細胞で発現が亢進
している miRNA のうち、miRNA のターゲット
検索サイト Pictar を用いて seed sequence
との相補性や Free energy の大きさから
FOXA1 と結合することが予測される miRNA を
10 個検索した（図５）。 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらのうち、現在までに癌に関連する機

能 が 報 告 さ れ て い る も の と し て 、
hsa-miR-200a、hsa-miR-106a、hsa-miR-17-5p、
hsa-miR-20a、hsa-miR-93 があげられ、その
うち hsa-miR-106a と hsa-miR-20a は薬剤耐
性についても報告があった（図６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
15ug/ml の濃度で 1 時間シスプラチン処理

した口腔癌細胞 HSC3、HSC4 で増殖数を比較
したところ、シスプラチン処理後 2 日目、4
日目で HSC3 の増殖数が HSC4 よりも高く、シ
スプラチン耐性が高いことが示された（図
７）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
miR-214 が卵巣がんにおいてシスプラチン

耐性を誘導することが報告されていること
から、HSC3、HSC4の miR-214 の発現量をリア
ルタイム PCRにより計測した。その結果、HSC3
で HSC4 よりも miR-214 の発現量が高いこと
が示された（図８）。このことより口腔癌で
も miR-214の発現量が高いとシスプラチン耐



 

 

性能が向上することが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
液性成分により、培養細胞に変化を生じる

かどうかを調べるため、口腔癌細胞 HSC2、SAS
の培養上清で線維芽細胞 BJ を培養し、細胞
の増殖を検討した。その結果、HSC2の培養上
清で培養した BJ で細胞増殖が亢進した（図
９）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、これらの口腔癌細胞 SAS、HSC2にお

ける miR-214の発現をリアルタイム PCRによ
り検索したところ、HSC2 で SAS よりも
miR-214 が多く発現することが示され（図１
０）、培養上清中の miR-214 が線維芽細胞の
増殖を亢進することが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上より、miRNA の発現パターンによりシ

スプラチン耐性能が変化し、また血液などの
液性成分中の miRNAが癌の悪性度に関与して
いることが示唆された。 
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