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研究成果の概要（和文）： 

 本研究は、細胞間接着関連遺伝子群の機能解析を行うことで転移に関連した因子を解明し、
臨床応用可能な転移予測診断マーカーの開発と分子標的治療による癌転移抑制法を開発するこ
とを目的とした。まず、ネットワーク解析の結果から細胞接着因子関連遺伝子群として、
KCNJ2-Lin7C-CASK-βcatenin ネットワークを同定した。βcateninの上流に位置する KCNJ2遺
伝子を発現抑制すると、結果的にβcatenin の発現が増加した。さらに KCNJ2 に作用する薬剤
として、心室性頻脈の治療薬として臨床応用されている amiodaroneをデータベース上で同定し
た。この薬剤によりβcatenin の発現が増強されることから、癌細胞間の接着能を高め、癌浸
潤抑制に関連していることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The aim of this study was to develop a new method of inhibiting the invasion and 
metastasis of oral squamous cell carcinoma (OSCC) through the activating 
KCNJ2-Lin7C-CASK-βcatenin pathway. As the result of suppressed expression of 
KCNJ2 which located upstream of βcatenin, β catenin expression levels were 
increased. In addition, we identified some molecules of upstream of KCNJ2 by the 
Ingenuity Pathway Analysis, and then focused amiodarone which is the drug of 
ventricular tachycardia. After treatment with this drug, expression levels of Lin7C, 
CASK and βcatenin were significantly up-regulated. We suggested that the specific 
KCNJ2 inhibitor, amiodarone, closely related to KCNJ2-Lin7C-CASK-βcatenin 
pathway, and therefore might be a therapeutic agent for cancer invasion and 
metastasis. 
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１．研究開始当初の背景 
 現在までに共同研究により細胞接着因

子関連遺伝子群のマイクロアレイ・データー
ベースを既に構築・保有している。このデー
タベースを用いて、複数の遺伝子の相互関係、
調節制御関係を総合的に評価し、臨床応用可
能な癌の転移や浸潤の分子マーカーを検索
することが可能となった。本研究で、データ
ーベースから抽出した遺伝子群に関して、臨
床材料や培養細胞株を使った機能評価を行
い、真の分子マーカーを同定することを計画
した。 
 
２．研究の目的 
細胞接着因子を発現増強することにより、

癌細
胞間
の接
着能
を高
め、
癌細
胞の
転移

や浸潤を抑制することを目的とする。 
 

３．研究の方法 
1)すでに独自の研究により保有しているマ
イクロアレイ解析に基づくヒト遺伝子発現
プロファイリング・データベースから、細胞
接着因子関連遺伝子群を抽出する。 
2)データベース上で、抽出した遺伝子群のう
ち、癌特異的に発現異常を示している遺伝子
群を同定する。 
3)Real-time PCRにより、定量的に 1)2)で同
定した発現異常遺伝子群の発現を確認する。 
4)定量的に求めた細胞接着因子関連遺伝子
群のデータを Ingenuity Pathway Analysis
を用いてパスウェイ解析を行い、これらの遺
伝子間の相互作用を明らかにする。 
5)パスウェイ解析でキーになると考えられ
た遺伝子について、遺伝子導入、siRNAなど
の機能解析により役割を明らかにする。 
6)口腔癌由来細胞において、各薬剤を作用さ
せて、Lin7C遺伝子、CASK遺伝子、βcatenin
遺伝子(CTNNB1)の発現状態と誘導能力を
real time PCR法で評価する。 
7)同様に最終産物であるβcateninタンパク
質発現状態を Western blotting法で確認す
る。 
8)以上より、Lin7C-CASK-βcateninネットワ
ークの制御能力を薬剤ごとに評価し、最も効
率的に制御できる薬剤を同定する。 
 

４．研究成果 
本研究では、独自の研究により保有している
マイクロアレイ解析に基づくヒト遺伝子発
現プロファイリング・データベースから、細
胞接着因子関連遺伝子群を抽出した。データ
ベースから、抽出した遺伝子群のうち、癌特
異的に発現異常を示している遺伝子群を同
定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

正常口腔粘膜上皮と比較して口腔癌細胞株
で発現が亢進していたものは、
KCNJ2,KCNJ12 であり、発現が低下していた
ものは、βcatenin,CASK,Lin7C であった。 

この中で、Lin7C の発現を抑制する KCNJ2 に
注目し、Real-time PCR により、mRNA の発
現解析を行ったところ、すべての口腔癌細胞
株において発現上昇を認めた。 

 

KCNJ2 mRNA 発現状態 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

パスウェイ解析でキーになると考えられ
た遺伝子について、遺伝子導入、siRNA など
の機能解析により役割を明らかにするため 

si KCNJ2 導入により、KCNJ2 の発現を抑制さ
せたところ、Lin7C および βcateninの発現増
強が確認された。 

 

 

gene fold change 

βcatenin 0.604 

CASK 0.541 

Lin7C 0.553 

KCNJ2 1.943 

KCNJ12 1.781 
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次に、パスウェイ解析により KCNJ2作用薬と
して同定した amiodaroneおよび nicorandil
の 2薬剤について SAS-H1細胞株に作用させ
て Lin7Cとβcateninの発現変化と誘導能力
を real time PCR法および Western blotting
法で評価した。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Control    50mM 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 
 
 
 
 
amiodarone 50mMにて、Lin7C、βcatenin は
約 1.6倍、CASKは 1.4倍の発現増強を認めた。
Nicorandilでは、特に発現の変化は認められ
なかった。 

 



 

 

 

ここまでの実験にて、KCNJ2 遺伝子を制御す
る薬剤として amiodarone が候補として挙げ
られた。次に候補薬剤添加培養下に in vitro

にて Wound healing test,Invasion assay を行っ
たところ、浸潤能の抑制作用を認めた。 

 

Wound healing assay (SASH1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Invasion assay (SASH1) 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

実際の口腔癌臨床検体における KCNJ2 の
mRNA 発現状態を確認したところ、30 例中
20 例（67％）において発現上昇を認めた。 

 

KCNJ2 臨床検体における mRNA 発現状態 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

以上より、マイクロアレイ・データベースを
用いて細胞接着因子関連遺伝子群の機能解
析を行ったところ、 KCNJ2-Lin7C-CASK-β

cateninネットワークを新たに同定し、KCNJ2
作用薬として、amiodarone の作用下にて、
Lin7C、βcateninの発現増強を認めたことか
ら、癌細胞間の接着能に関与し、転移、浸潤
抑制に関連していることが示唆された。 
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