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研究成果の概要（和文）：頭頚部扁平上皮癌培養細胞株においてHGF刺激前後で発現が変化する種々の遺伝子を制御し
ているmicroRNAとして上皮間葉系移行(EMT)に関与するZEB1をターゲットとするmiR-200cと、癌細胞の浸潤や増殖因子
の活性化に関わるST-14/matriptaseをターゲットとするmiR-27bを同定した。また前立腺癌でGleason score別に癌細胞
を分取することによって、生検時のGleason分類ではHigh riskかIntermediate riskか判定困難な症例で、miRNA-182が
予後診断マーカーとして有用であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：MicroRNAs miR-200c and miR-27b, both of which were down-regulated by HGF stimulati
on in cultured human head and neck squamous carcinoma cells (HNSCC), might play an important role in EMT m
ediated by ZEB1 and ECM degradation and HGF auto-activation  mediated by ST-14/matriptase, respectively.  
Altered expression of these microRNAs directly regulated by HGF might contribute enhanced progressive and 
invasive characteristics of HNSCC by regulating the translation of HGF-induced functional molecules.  We a
lso confirmed that the expression of miR-182 depends on the cancer grade even in same Gleason pattern 4 of
 prostate cancer.  Expression of miR-182 associated with Gleason grading system in biopsy sample may contr
ibute to more accurate preoperative cancer risk evaluation.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 近年分子生物学の目覚しい進歩により、
癌細胞の増殖や、傷害組織の再生時における
上皮細胞の増殖・分化に、様々な生理活性物
質が関与しており、遺伝子変異や転写調節な
どにより、その発現が部位特異的に、また
時々刻々と変化していることが明らかにな
ってきた。このような生理活性物質のひとつ
である肝細胞増殖因子 Hepatocyte Growth 
Factor (HGF)は、劇症肝炎の患者血清から精
製された培養肝細胞の増殖因子であるが、現
在では肝細胞のみならず、種々の臓器におけ
る上皮細胞の増殖・分化にきわめて重要な役
割を持つことが示されている。HGF は間葉系
細胞より非活性型前駆体として分泌され、
HGF 活性化蛋白である HGF Activator (HGFA)
による活性化を受けて初めて生理活性をも
つ。従って HGF そのものの発現調節のみなら
ず、その活性化に関わるプロテアーゼ(HGFA)
とそのインヒビターである HGFA inhibitor 
type-1 (HAI-1) and type-2 (HAI-2)の局所
での発現バランスが、実際の HGF の生理活性
を決定しており、局所での効果的な HGF の活
性化機構こそがHGF活性調節においてきわめ
て重要であることが我々の研究から明らか
になってきた。我々はこれまでに消化管の傷
害粘膜の再生修復や消化器癌における HGFA
及びその活性調節因子 HAI-1、HAI-2 の役割
について、HGFA や HAI-1 ノックアウトマウス
の作製などを含め多数の論文を発表し、国内
外における研究をリードしてきた(Itoh H, 
Naganuma S, et al. Gastroenterology, 2004; 
Tanaka H, Itoh H, et al. Mol Cell Biol, 
2005)。さらに、これら一連の研究の過程で
HAI-2遺伝子の11kb下流にアミノ酸106個か
らなるペプチドをコードする新規遺伝子
HAI-2 Related Small Peptide (H2RSP)を発
見、in vitro の解析から核移行ペプチドであ
ることを示し (Itoh H, et al. Biochem 
Biophys Res Commun, 2001)、正常消化管粘
膜において、増殖の盛んな Crypt の上皮細胞
では主に細胞質に、増殖が止まり分化した表
層上皮細胞では核に局在し、傷害粘膜や癌の
浸潤先端など増殖が盛んな部位では核に移
行せず、細胞質に留まったまま高発現してい
ることなどを報告した (Naganuma S, Itoh H, 
et al. Virchows Arch., 2006; Uchiyama S, 
Itoh H, et al. Gut, 2007)。このように HGF
及びその関連蛋白は正常組織の再生・保護な
どに働く一方、癌組織においては増殖・浸
潤・転移等を促していることが明らかになっ
てきた。 
 
(2) 一方、マイクロＲＮＡ（以下 miRNA）は
非常に小さい non-coding RNA で、相補的な
標的 mRNA の翻訳制御を行っており、種々の
癌細胞において変異や発現変化し、癌の増
殖・浸潤・転移といった形質の発現に寄与し
ていると報告されている。我々も過年度の科
学研究費補助金等の研究助成を受けて、通常

の病理組織診断に用いられているホルマリ
ン固定パラフィンブロックからマイクロダ
イセクション法とリアルタイム RT-PCR 法を
用いて、簡便に miRNA を抽出、解析できるこ
とを明らかにし、頭頚部扁平上皮癌で特異的
に発現が変化する複数のmiRNAをマイクロア
レイ解析などから同定し報告した（Kimura S, 
Naganuma S, Itoh H, et al. Oncol Rep, 2010）。
しかしながらこのような癌におけるmiRNA発
現の変化が、どのような刺激によりどのよう
に行われているかほとんど分かっていない。
HGF の刺激によっておこる様々な細胞形態・
動態変化においても、下流の機能遺伝子の発
現には、HGF 刺激による直接的な下流機能遺
伝子 mRNA の転写調節とともに、miRNA による
翻訳調節が関与していると考えられるが、そ
のような研究は上皮細胞増殖因子 Epidermal 
Growth Factor (EGF)で一つ報告が見られる
他はまったく報告されていなかった。 
 
２．研究の目的 
(1) このような背景の下、本研究ではこれま
での研究成果を踏まえ、HGF をはじめとする
種々の増殖因子刺激によって発現が変化し、
ターゲットとなりうる下流の機能遺伝子を
制御する miRNA を明らかにし、臨床応用可能
にすることを目的として行われた。 
 
(2) 特にこれまで研究を進めてきた頭頚部
扁平上皮癌において、培養癌細胞を用いて
HGF 刺激前後に発現が変動する miRNA を中心
に下流の機能タンパク質の発現解析を行っ
た。 
 
(3) さらに、最近増加傾向にある前立腺癌に
おいても Gleason patten 別に miRNA の発現
解析を進め、診断、予後マーカーになる miRNA
を検索した他、培養前立腺癌細胞株でアンド
ロゲン刺激前後で発現が変化するmiRNAの解
析を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) 頭頸部扁平上皮癌細胞株を用い、肝細胞
増殖因子 HGFの刺激前後での miRNA 発現変化
をマイクロアレイ法を用いて検討した。発現
が変化した miRNA については、標的遺伝子を
検索し、その発現変化についても mRNA レベ
ル、タンパクレベルで発現変化を検討した。 
 
(2) 病理組織診断が終了した前立腺癌全摘
出標本ホルマリン固定パラフィンブロック
からフォイルスライドを作製、レーザーマイ
クロダイセクション（LMD)法を用いて、正常
組織および癌組織を Gleason pattern 別に採
取し、これまで前立腺癌で発現が変化してい
ると報告されているmiR-31, -34c, 96, -182, 
-183, -205, -221, -222 および internal 
control として RNU48 の発現量を real-time 
RT-PCR 法で定量し比較検討した。さらに前立
腺癌生検標本において、上記(2)で発現が変



化した miRNA の定量を行って検証を行った。 
 
(3) 頭頸部扁平上皮癌細胞株を用い、肝細胞
増殖因子 HGFの刺激前後での miRNA 発現変化
をマイクロアレイ法を用いて検討した。発現
が変化した miRNA については、標的遺伝子の
発現変化についても mRNA レベル、タンパク
レベルでその発現変化を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 扁平上皮癌の有力な増殖因子であり、予
後因子である肝細胞増殖因子（HGF）に着目
し、培養頭頸部扁平上皮癌細胞株を用いて、
HGF 刺激前後でのマイクロ RNA の発現変化を
検討し、HGFの機能発現に関わるマイクロRNA
の同定を試みた。その結果、頭頸部扁平上皮
癌細胞株 HSC3 を HGF で刺激すると、短時間
のうちにいくつかのマイクロRNAの発現が変
化することがマイクロRNAマイクロアレイを
用いた実験から明らかになった。これらのマ
イクロ RNA のうち Epithelial mesenchymal 
transition(EMT)等がんの浸潤転移に関わる
機能遺伝子の発現を調節しているマイクロ
RNA(miR-200c および miR-27b)に注目し、ま
ずこの２つのマイクロ RNAの HGF 刺激前後の
発現を詳細に検討したところ、HGF 刺激後短
時間のうちにその発現が著明に低下し、
miR-200c の標的遺伝子である EMT に関わる
ZEB1 遺伝子の発現増加とその下流の
E-cadherin の発現低下、miR-27b の標的遺伝
子である癌の浸潤や HGF の活性化に関わる
ST14/matriptase の発現増加がみられた。さ
らにウエスタンブロット法によるタンパク
レベルでもこれら遺伝子産物の発現変化を
確認し、HGF刺激と同時にこれらマイクロRNA
をトランスフェクションすると、標的遺伝子
の発現変化が消失することも確認した。これ
らの結果をまとめると下記の図１のような
シグナル伝達経路が考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１：頭頸部扁平上皮癌における HGF 刺激に
よるマイクロRNA調節と機能発現のシェーマ 
 
(2) これらの実験結果から、頭頸部扁平上皮
癌では、HGF 刺激によって直接、間接的にさ
まざまな遺伝子発現が変化するが、その一部
はマイクロRNAの発現を調節することによっ
て機能遺伝子の翻訳調節を経て行われてい

ることが明らかになった。したがってこれら
のマイクロ RNA を投与することで、HGF 下流
遺伝子の機能が阻害され、頭頸部扁平上皮癌
の進展を阻害できる可能性が示唆された。現
在、さらに miRNA マイクロアレイ解析から、
同じように発現が変化したマイクロRNAの機
能解析を進めており、今後、予後・治療マー
カーおよび治療薬としてのマイクロRNAの可
能性も追及していく予定である。  
 
(3) 一方、前立腺癌における miRNA 発現解析
では、まず、これまで前立腺癌で発現が変化
していると報告されている miR-31, -34c, 96, 
-182, -183, -205, -221, -222 お よ び
internal control として RNU48 の発現量を
real-time RT-PCR 法で定量し比較検討した。
根治的前立腺摘除術の標本での検討では、
miR-31, -34c, -205 は正常組織に比べ、癌組
織で有意に低下していた（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２：前立腺癌手術標本における各種マイク
ロ RNA 発現（Gleason pattern 別での検討） 
 
また同じ Gleason pattern(GP)を持つもの
の、リスクの異なる(異なる GS)患者間におけ
る miRNA 発現量の変化同じ Gleason grade4
であっても、miR-31, -182, -205 では high 
risk ほど発現量が有意に多かった（図３）。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３：前立腺癌手術標本における各種マイク
ロ RNA 発現（High risk 及び Low risk 別） 
 
そこで同じ患者の手術前の前立腺生検の
標本を用いて検証を行ったところ、確かにこ
れらの miRNA の発現量は high risk 群ほど高
く、特に miR-182 は、high risk 群ほどその
発現量が有意差を持って高いことが明らか
になった（図４）。 



 
 
 
 
 
 
図４：前立腺癌生検標本におけるマイクロ
RNA 発現の検証（High risk 及び Low risk 別） 
 
(4) したがって、前立腺癌における miRNA の
発現量は全体としての悪性度、つまり
Gleason score (GS) によって変化しており、
特にmiRNA-182の発現量は前立腺癌のリスク
を的確に反映し、高リスクの癌に対して有用
なマーカーとなり得ることが明らかとなっ
た。Gleason 分類に基づく miRNA 発現量を生
検組織において評価することで、より正確な
術前診断が可能となり、同じ GP４を含む標本
であっても miRNA-182 の発現量が高い時は
GS7(GP4+3 or 3+4)と診断されても High risk 
group である可能性を考えて、術前放射線療
法や術前化学療法が検討されるべきと考え
られた。現在、さらに前立腺癌細胞株を用い
て、アンドロゲン刺激前後で発現が変化した
マイクロRNAの機能解析を進めており、今後、
予後・治療マーカーおよび治療薬としての可
能性も追及していく予定である。 
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