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研究成果の概要（和文）：LNA を Gapmer でかつ 21 塩基にデザインした miR-361-3p に対する ASO を用いて動物実
験を行ったが、対照群と比べて有意な差を認めなかった。しかしながら、マウスの体重減少や食欲低下などの副作用も
認めなかった。初代培養細胞に miR-361-3p, miR-133ab に対する ASO を 10nM で導入したところ口腔癌細胞と同様に
著明な細胞増殖抑制効果を認めた。
標的遺伝子の探索については、miR-361-3p の標的遺伝子候補として OSR2 を、miR-133ab の標的遺伝子候補として CE
BPA を抽出した。

研究成果の概要（英文）：We assessed the growth inhibitory effect of LNA ASO for miR-361-3p in vivo using 
a mouse model. But there was no significant difference compared to the control group. It did not also 
observed side effects such as weight loss and loss of appetite in mice. LNA ASO was transfected into 
primary cultured cells at the concentration of 10 nM. As in the case of OSCC cell lines, knockdown of 
miR-361-3p induced the growth inhibition of OSCC primary cultured cells.
Furthermore, bioinformatic and microarray analyses indicated that miR-361-3p and miR-133ab could target 
OSR2 mRNA and CEBPA mRNA.

研究分野：口腔癌

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
でそのタンパク質への翻訳を阻害する(図 
1) 。現在までに 1,921 種類のヒト miRNA 
がデータベース (miRBase Ver.19.0) に登録
されており、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及び発現低下している 
miRNA が多数同定されている。われわれはヒ
ト  miRNA knockdown library (miRBase 
Ver.12 対応) を用いた miRNA の網羅的機
能阻害解析により、ヒト口腔癌細胞における 
OncomiR の同定を試みた。ヒト 918 種類の 
miRNA に対するアンチセンスオリゴヌクレ
オチド (ASO) 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お
よび唾液腺癌細胞において 14 種類の 
OncomiR を 同 定 し た 。 そ の 中 で も 、
hsa-miR-361-3p、hsa-miR-133a/b に対する
機能阻害核酸すなわち ASO は、ヒト口腔扁平
上皮癌細胞および唾液腺癌細胞に対して著
明な増殖抑制効果を示した。 
 
２．研究の目的 
 近年、種々の癌においてその悪性形質に関
与する microRNA (miRNA) が発見され、特に
癌遺伝子的な性質を有する Oncogenic miRNA 
(OncomiR)、逆に癌抑制遺伝子様の機能を発
揮する Tumor suppressive miRNA (TS-miR) 
が存在することが知られている。これまでに、
申請者はヒト miRNA の機能阻害ライブラリ
ーを用いた網羅的機能解析によりヒト口腔
癌細胞の増殖に関与する OncomiR を 14 種
類同定した。本研究では、これら miRNA の
機能をヒト口腔癌細胞ヌードマウス背部皮
下腫瘍を用いて評価するとともに正常組織
に及ぼす影響も合わせて検討することで、
OncomiR を標的とした口腔癌に対する新規
核酸医薬品の開発を目的とした。 
 
３． 研究の方法 
1)生体投与に向けた核酸の修飾 
miRNA を 機 能 阻 害 す る  ASO に は 
LNA/DNA ASO を用いる。この LNA を ASO 
の中に組み込み、ASO の LNA の挿入部位、
塩基数、ホスホロチオエート (S 化) 骨格
に関して、最も優れた miRNA 機能阻害、細
胞増殖抑制効果を示す条件について検討を
行った。 
2)生体における LNA/DNA ASO の抗腫瘍効果
と安全性の評価 
 培養ヒト口腔扁平上皮癌細胞 (GFP-SAS) 2 
x 106 個を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われわれが
これまでの研究で同定した OncomiR に対す
る ASO 10-50 mg/kg を尾静脈内に 3 日間隔

にて 7 回投与する。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。 
3)初代培養細胞に対する ASO の細胞増殖
抑制効果の評価 
 口腔癌手術材料の一部を用いて腫瘍細胞
を分離した。方法論としては in vitro 抗癌
薬 感 受 性 試 験  Collagen Gel Droplet 
Embedded Culture Drug Sensitivity Test 
(CD-DST)(小林ら、癌と化学療法 22 (13): 
1933-1939, 1995) に準じた。分離培養した
初代培養細胞に ASO を 10nM の濃度でトラ
ンスフェクションし 3 日後の細胞増殖抑制
効果を WST-8 assay にて評価した。 
4)OncomiR の標的遺伝子の探索と分子機構
の解明 
ヒト口腔癌細胞に ASO をそれぞれ 10 nM で
導入し、24 時間後に total RNA を抽出し、
マイクロアレイ解析、 (Ingenuity Pathway 
Analysis) IPA を用いて発現変動遺伝子 
mRNA の 3’-非翻訳領域 (UTR) に OncomiR 
の結合配列を有する遺伝子を抽出し、標的遺
伝子候補とした。次に、ルシフェラーゼおよ
び Cytotoxic Sensor 遺伝子の 3’側に各標
的 mRNA の 3’-UTR をクローニングした
ベクターと OncomiR を同時に導入し、ルシ
フェラーゼ活性の低下が確認できれば、それ
ぞれの miRNA の標的遺伝子として同定した。 
 
４．研究成果 
1)生体投与に向けた核酸の修飾 
 生体投与に向けた核酸の修飾については 
LNA の配列を Gapmer と Mixmer にし、両者
で比較すると Gapmer 配列の能が低濃度で
の細胞増殖抑制効果に優れていることがわ
かった。また、miR-361-3p のシード配列に
対する相補鎖を完全に含めた 15-21 塩基の 
ASO の機能阻害効果が顕著であることがわ
かった。miR-361-3p に対する完全相補鎖で
ある ASO の阻害効果はほぼ消失していた。
さらに ASO に S 化修飾を加え 10nM 以上
で導入すると非特異的細胞増殖抑制を認め、
ASO の機能阻害効果を減弱させることがわ
かった。以上の結果から生体投与に向けた核
酸の修飾は、LNA の配列を Gapmer にし、塩
基数を 21 塩基にデザインした ASO が望ま
しいと考えられた。 
 2)生体における LNA/DNA ASO の抗腫瘍効果
と安全性の評価 
 マウス背部皮下腫瘍モデルを用いて動物
実験を行った。LNA を Gapmer でかつ 21 塩
基にデザインした ASO を用いた。マトリゲ
ルと混合させた口腔癌細胞株である 
GFP-SAS 2 x 106 個をヌードマウス背部皮下
に移植し、腫瘍形成後に miR-361-3p に対す
る ASO を 10mg/kg で尾静脈から 7 日に 1 
度の頻度で全身投与した。投与後 28 日まで
経過観察したが対照群と比べて有意な差を
認めなかった。さらに投与量を 50mg/kg へ
増量し同様の実験を行った。しかしながら、
10mg/kg の際と同じように、有意な抗腫瘍効



果を得ることができなかったが、マウスの体
重減少や食欲低下などの副作用も認めなか
った。 

 
3)初代培養細胞に対する ASO の細胞増殖
抑制効果の評価 
 初代培養細胞に対する ASO の細胞増殖抑
制効果の評価については、手術検体より得ら
れた組織から樹立し安定した増殖を示す初
代培養細胞を用いた。初代培養細胞に 
miR-361-3p, miR-133ab に対する ASO を 
10nM で導入したところ口腔癌細胞と同様に
著明な細胞増殖抑制効果を認めた。 
4)OncomiR の標的遺伝子の探索と分子機構
の解明 
 OncomiR の標的遺伝子の探索については
マイクロアレイ解析、 IPA (Ingenuity 
Pathway Analysis) を用いて発現変動遺伝子 
mRNA の 3’ 非翻訳領域に oncomiR の結合
配列を有する遺伝子を抽出し標的遺伝子候
補を探索した。miR-361-3p の標的遺伝子候
補として OSR2 を、miR-133ab の標的遺伝子
候補として CEBPA を抽出した。口腔癌細胞
である GFP-SAS に miR-361-3p を導入する
と OSR2 が、miR-133ab を導入すると CEBPA 
の発現量が有意に低下することが明らかと
なった。 
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