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研究成果の概要（和文）：本研究では miR-1289 の口腔癌組織における発現とヒト口腔癌細胞に対する抗腫瘍効果を検
討した。口腔癌組織では腫瘍部における miR-1289 の発現量は正常部と比較して有意に発現低下していた。また、合成
 miR-1289 はヒト口腔癌細胞の増殖を in vitro および in vivo において著明に抑制した。さらに、miR-1289 の抗腫
瘍効果を支持する標的遺伝子として magnesium transporter 1 (MAGT1) を同定した。以上の結果より、口腔扁平上皮
癌において miR-1289 が新規の癌抑制型 microRNA として機能している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we evaluated the expression of miR-1289 in oral cancer tissues and 
the growth inhibitory effect of miR-1289 in human oral cancer cells. First, we investigated the 
expression of miR-1289 in oral cancer tissues by real-time quantitative RT-PCR. The expression levels of 
miR-1289 were significant decreased in oral cancer tissues compared to adjacent normal oral mucosa 
tissues. Next, synthetic miR-1289 markedly inhibited the growth of human oral cancer cells in vitro and 
in vivo. Finally, target genes of miR-1289 were explored by microarray and Ingenuity Pathway Analysis 
(IPA). Microarray and IPA identified 15 genes as targets of miR-1289. In knockdown of these genes, 
magnesium transporter 1 (MAGT1) showed the most remarkable cell growth inhibition in human oral cancer 
cells. These results suggest that miR-1289 functions as a novel tumor suppressive microRNA in oral 
cancer, and may be a useful therapeutic tool for the patients with oral cancer.

研究分野：口腔外科学

キーワード： 口腔癌　microRNA
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１．研究開始当初の背景 
microRNA (miRNA) は 18～25 塩基からな
る小分子 RNA で、標的 mRNA に結合するこ
とで、その蛋白質への翻訳を阻害する。これ
ら miRNA の発現あるいは機能異常が種々の
疾患に関与していることが明らかにされて
いる。特に、癌領域では miRNA マイクロア
レイを用いた網羅的発現解析により発現亢
進および発現低下している miRNA が多数同
定されている。癌で発現亢進する miRNA と
しては、miR-21、miR-155、miR-17-5p、miR-19 
などが知られており、中でも miR-19 は細胞
癌化に必要十分であり、その標的の一つが癌
抑制遺伝子 PTEN であることが示された 
(Olive V, et al. Genes Dev 23:2839-2849, 
2009)。このように癌抑制遺伝子を標的とし
癌遺伝子的な性質を有する  miRNA は 
OncomiR と呼ばれている。一方、多くの 
miRNA は癌で発現低下しており、let-7、
miR-15a、miR-34a、miR-143、miR-145 など
が報告されている。肺癌では let-7 の発現
低下と予後が相関することが明らかにされ
ており (Takamizawa J, et al. Cancer Res 
64:3753-3756,2004)、その標的に癌遺伝子 
Ras が含まれていることが知られている 
(Johnson SM, et al. Cell 120:635-647,2005)。
癌遺伝子を標的とし癌抑制遺伝子様の機能
を発揮する miRNA は tumor suppressive 
miRNA (TS-miR) と呼ばれている。これら 
OncomiR と TS-miR の多くは、ヒト癌組織あ
るいは癌細胞株を用いた miRNA の網羅的発
現解析により同定された。さらに、最近では
ヒト体液 (血液、唾液、尿など) 中に miRNA 
の存在が明らかにされ、種々の癌を検出する
ための有用なバイオマーカーとなり得るこ
とが示されている (Kosaka N, et al. Cancer 
Sci 101:2087-2092,2010)。 
これまでに、われわれはヒト miRNA 
knockdown library (miRBase Ver.12) とヒ
ト miRNA overexpression library (miRBase 
Ver.13) を用いた miRNA の網羅的機能解析
により、ヒト口腔癌細胞における OncomiR 
と TS-miR の同定を試みた。また、miRNA マ
イクロアレイを用いて口腔癌診断における 
miRNA のバイオマーカーとしての有用性に
ついても検討した。まず、ヒト 918 種類に
対する miRNA knockdown library を用いた 
miRNA の網羅的機能阻害解析では、ヒト口腔
扁平上皮癌細胞において  14 種類の 
OncomiR を同定した (特願 2010-254021)。
その中でも、miR-361-3p、miR-133a/b に対
する機能阻害核酸すなわちアンチセンスオ
リゴヌクレオチド (ASO) は、ヒト口腔扁平
上皮癌細胞のみならず、ヒト膵癌細胞、ヒト
肺癌細胞、ヒト前立腺癌細胞に対しても著明
な増殖抑制効果を示した。次に、1,000 種類
のヒト合成 miRNA library を用いた網羅的
過剰発現解析では、ヒト口腔扁平上皮癌細胞
において 17 種類の TS-miR を同定した 
(特願 2011-113348)。特に、合成 miR-1289 の

過剰発現は著明な細胞増殖抑制効果を示し
た。さらに、口腔扁平上皮癌患者と健常者血
清 の miRNA マイクロアレイ解析では、口腔
癌患者に共通して存在量が増加する miRNA 
を 17 種類、存在が検出できなくなる miRNA 
を 15 種類同定した。その中でも、miR-181b 
は口腔癌患者血清のみならず唾液において
もその存在量が著明に増加していた。なお、
miR-181b は白板症から口腔癌への進行に関
与していることがすでに報告されている 
(Cerviqne NK, et al. Hum Mol Genet 18:4818- 
4829,2009)。以上の結果は、miRNA が口腔癌
の診断や治療に有用となる可能性を示唆し
ている。 
 
２． 研究の目的 
(1) 口腔扁平上皮癌における TS-miR の模
倣型合成 miRNA をヒト口腔扁平上皮癌
細胞ヌードマウス背部皮下移植腫瘍に
投与し、その抗腫瘍効果の有無を明らか
にする。 

(2) 模倣型合成 TS-miR の口腔扁平上皮癌
由来初代培養細胞の増殖に及ぼす影響
を明らかにする。 

(3) 口腔扁平上皮癌における TS-miR の発
現様式を明らかにする。 

(4) 口腔扁平上皮癌における TS-miR の標
的分子を探索し、そのヒト口腔扁平上皮
癌細胞増殖における機能を明らかにす
る。 

 
３． 研究の方法 
(1) miR-1289 模倣型合成核酸の抗腫瘍効果
の評価 
培養ヒト口腔扁平上皮癌細胞 (GFP-SAS) 1 
x 106 個をマトリゲルと混合し、ヌードマウ
ス背部皮下に移植し、7 日後に腫瘍形成を確
認したのち、miR-1289 模倣型合成 miRNA 100 
ng をアテロコラーゲンと混合し腫瘍周囲に 
7 日間隔にて 3 回投与した。腫瘍径を 3 日
間隔にて経時的に計測し、腫瘍体積を算出し
た。治療開始後 2 週間、対照群の腫瘍体積
と比較しその抗腫瘍効果を評価した。同時に、
安全性の評価についてはマウスの体重を 3 
日間隔にて経時的に計測し、食欲低下等によ
る体重減少の有無について確認した。 
(2) miR-1289 模倣型合成核酸のヒト口腔扁
平上皮癌由来初代培養細胞の増殖に及ぼ
す影響 
口腔扁平上皮癌患者 (3 名) より得られ
た腫瘍組織を尖刀で細切し、コラゲナーゼを
含む細胞分散溶液で処理した。つづいて、70 
µm フィルターで濾過後、細胞培養用ディッ
シュで無血清角化上皮細胞培養用培地を用
いて初代培養を行った。2 回継代した後に、
96-well マイクロプレートに初代培養細胞
を 5 x 103 cells/well 播種し、その際に 
miR-1289 模倣型合成核酸を 10 nM の濃度で 
Lipofectamine RNAiMAX を用いてリバースト
ランスフェクションした。72 時間培養した



後に WST-8 溶液を加え、吸光度を測定する
ことにより細胞数を定量した。対照群と比較
することにより、miR-1289 模倣型合成核酸
がヒト口腔扁平上皮癌初代培養細胞の増殖
に及ぼす影響を評価した。 
(3) 口腔扁平上皮癌における miR-1289 の発
現 
 口腔扁平上皮癌患者の原発腫瘍切除検体
より腫瘍部と隣接正常部組織を採取し、ホモ
ジナイズしたのちに ISOGEN (NipponGene) 
を用いて total RNA を抽出した。つづいて、
miScript PCR system (miScript II RT Kit、
miScript SYBR Green PCR Kit 、 miScript 
Primer Assays、Qiagen) を用いてリアルタ
イム定量化 RT-PCR 法により miR-1289 の
発現定量を行った。 
(4) miR-1289 の標的遺伝子の探索 
複数の培養ヒト口腔癌細胞 (GFP-SAS、
HSC-2、Ca9-22) に合成 miR-1289 を 10 nM 
の濃度で Lipofectamine RNAiMAX を用いて
トランスフェクションし、24 時間後に 
total RNA を抽出し、マイクロアレイ解析に
て複数のヒト口腔扁平上皮癌細胞株に共通
して発現低下する遺伝子群を同定した。つづ
いて、Ingenuity Pathway Analysis (IPA) の 
microRNA Target Filter を用いて発現低下
遺伝子 mRNA の中で 3’非翻訳領域 (UTR) 
に miR-1289 の結合配列を有する遺伝子を
標的遺伝子候補として抽出した。つづいて、
ルシフェラーゼ遺伝子の 3’側に標的遺伝
子候補の 3’UTR がクローニングされたベ
クター (GeneCopoeia) と合成 miR-1289 を
細胞内に共に導入し、ルシフェラーゼ活性の
低下を確認することにより、miR-1289 の標
的遺伝子を最終的に同定した。 
 
４． 研究成果 
ヒト口腔扁平上皮癌細胞ヌードマウス背
部皮下移植腫瘍への miR-1289 模倣型合成
核酸の局所投与は、腫瘍増殖を有意に抑制し
た。なお、合成核酸の投与中にマウスの体重
変化は全く認められなかった。次に、複数の
ヒト口腔扁平上皮癌細胞株および口腔扁平
上皮癌由来初代培養細胞に合成 miR-1289 
を導入したところ、全ての細胞株と初代培養
細胞に対して著明かつ有意な増殖抑制効果
を示した。さらに、口腔扁平上皮癌切除検体
では腫瘍部における miR-1289 の発現量は
正常部と比較して有意に発現低下していた。
つづいて、マイクロアレイ解析と IPA にて 
miR-1289 の標的候補を 15 種類抽出した。
それら標的候補それぞれに対する合成 
small interfering RNA (siRNA) を用いてヒ
ト口腔扁平上皮癌細胞における増殖抑制効
果を評価した結果、magnesium transporter 1 
(MAGT1) に対する合成 siRNA が細胞増殖を
最も顕著に抑制した。また、ヒト口腔扁平上
皮癌細胞への合成 miR-1289 の導入では 
MAGT1 mRNA の発現低下が認められ、MAGT1 
3’UTR を用いたルシフェラーゼレポーター

解析では、合成 miR-1289 の導入によりルシ
フェラーゼ活性の有意な低下が認められた。
以上の結果より、口腔扁平上皮癌において 
miR-1289 が MAGT1 の発現抑制を介して癌
抑制型 microRNA として機能していること
が明らかとなった。また、miR-1289 模倣型
合成核酸の抗腫瘍医薬品としての臨床応用
の可能性が示唆された。 
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