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研究成果の概要（和文）：H19遺伝子はタンパク合成を伴わない non-coding RNAであり発癌に関する報告でH19
は当初癌抑制遺伝子として報告されたが、その発癌にいたる機構や調節機構については未だに明確になっていな
い。今回我々はNEFH低発現細胞ではH19が高発現となっておりH19をノックダウンすることにより細胞増殖が抑制
される。H19とNEFH発現には負の相関がある。NEFHはH19の発現を制御している。食道癌および頭頸部癌細胞株で
H19高発現を認め、頭頸部癌細胞、食道癌細胞においてH19は癌遺伝子として機能し、NEFHは癌抑制遺伝子として
機能する。以上が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：H19 is an imprinted gene and has maternal monoallelic expression. H19 was 
first described as a tumor suppressor, but more recent studies show that H19 expression is 
reactivated in human cancer. However, the role and biological significance of H19 in esophageal 
cancer and head and neck cancer remain unexplored. We have reported that: Increase of H19 in 
NEFH-deficient cells. H19 knockdown in NEFH-deficient cells decreased the cell growth. H19 may 
function as an oncogene in NEFH-loss mediated esophageal cancer and head and neck cancer.

研究分野：耳鼻咽喉科学
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１．研究開始当初の背景 
頭頸部癌は我が国では全がんの５％を占
め、手術療法、化学療法、放射線療法など数々
の治療法が開発、改良されてきたが未だにそ
の予後は不良である。特に下咽頭癌や中咽頭
癌、口腔癌の扁平上皮癌は非常に進行が早く、
その発癌の機序は依然として多くは明らか
になっていない。 

H19 遺伝子はヒトでは 11p15.5 上に位置
する母方由来の遺伝子で、父方由来の 
Insulin-like Growth Fator 2 (IGF2) ととも
に刷り込み遺伝子として知られており、細胞
質に存在する。タンパク合成を伴わない 
non-coding RNAであり、多くは胎生期や生
後初期の組織で発現している。通常一部の再
生中の組織や分化中の組織で発現を認める
のみで、成人のほとんどの組織では発現して
いない。IGF2/H19 の刷り込み機構の欠損は
胎生癌や Beckwith-Wiedmann Syndrome 
など発生に関与する病態との関連が今まで
報告されてきている。 
発癌に関する報告で H19 は当初癌抑制遺
伝子として報告されたが最近では H19 の再
活性化がヒトの乳癌、肺癌、子宮頸癌、膀胱
癌で認められたとする研究報告があり、癌遺
伝子として認識されている。だが、その発癌
にいたる機構や調節機構については未だに
明確になっていない。 
近年マイクロ RNA と呼ばれる細胞内に存
在する長さ20から25塩基ほどのnon-coding 
RNA が注目され、他の遺伝子の発現を調節
する機能を有すると考えられており数々の
マイクロ RNA が報告されている。 micro 
RNA 675 (miR-675) の塩基配列が H19 の
ヘアピン構造内に含まれており、RNA スプ
ライシング機構によりH19がmiR-675 を放
出する可能性が報告されている（文献１）。
我々は H19が miR-675を介することによっ
て癌遺伝子としての機能を発現する可能性
が高いと考えた。 

 
 
 
 
 
 

 
H19のヘアピン構造および内在するmiR675 
の塩基構造（文献１） 

 
NEFH(neurofilament heavy polypeptide)
遺伝子は癌抑制遺伝子として報告があり、筆
者の所属していたグループにおいて食道癌
細胞株に NEFH を導入することで細胞株の
増殖を抑制することが報告された（文献 2）。 
また、食道癌細胞株 KYSE30の NEFHを
ノックダウンした stable clone (N12, N20)と
control clone (C2) を樹立しマウスへのそれ
ぞれ移植し、NEFHノックダウンにより食道
癌が増殖促進をきたすことを示唆した（図 1）。 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
図 1：NEFH導入により食道癌細胞株の増
殖が抑制される。マウスに移植された NEFH
ノックダウン細胞は増殖がコントロールに
比べ有意に早い（文献 1）。 

 
【H19は NEFH ノックダウン食道癌細胞で
高発現となっている】 
我々はこの N20 および C2 より抽出した

RNA を用いてマイクロアレイ解析を行った
ところ NEFH がノックダウンされた細胞で
は H19 が 著 明 に 高 発 現 し て い た
（Fold-Change :49.3）。このことによりH19
とNEFHに何らかの関係があると考えた（図
2）。 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 マイクロアレイ解析および validation。
NEFHノックダウン食道癌細胞ではH19が
高発現となっている。 
 
２．研究の目的 
 
(1) 食道癌細胞および頭頸部癌細胞におけ
るH19とNEFHの関係を明らかにする。 

(2) 食道癌および頭頚部癌において H19 が
発現しているか、癌遺伝子として機能す
るかどうかを確認する。 

 
３．研究の方法 
 
(1) RT-PCR、qRT-PCRにて食道癌細胞およ
び頭頸部癌細胞における H19と NEFH
の発現を確認しその関係を見る。 

(2) それぞれの遺伝子をノックダウンおよ
び遺伝子導入し機能解析を行う。細胞の
増殖能をMTTアッセイにて評価する。 

 



４．研究成果 
 
【食道癌および頭頸部癌細胞株でH19発現を
認める】 
食道癌各細胞株において RT-PCR 法をおこ
なったところ、11 種類の食道癌細胞株のほと
んどで H19 の発現を認めた。頭頸部癌細胞で
は8種類中3種類でH19発現を認めた（図3）。 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 上段：食道癌細胞株 下段：頭頸部癌
細胞株 における H19 の発現 

 
【H19 と NEFH 発現には負の相関がある】 
 ヒト胎児腎細胞（HEK293）では NEFH が食
道癌細胞（KYSE30）と比べ NEFH が高発現で
あったが H19 は低発現となっていた。非癌細
胞であるヒト食道由来Het1A細胞においては
H19 が高発現となっており、NEFH が低発現と
なっていた（図 4）。これらの結果より H19 と
NEFH の間には負の相関があることが示唆さ
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図4 Het-1AおよびKYSE30ではH19高発現、
NEFH 低発現、HEK293 ではその逆の結果とな
った。 
 
【NEFH は H19 の発現を制御している】 
 NEFH高発現であったHEK293細胞のNEFHを
ノックダウンすると H19 が高発現となった。
また NEFH 低発現だった Het-1A および
KYSE140 に NEFH を導入すると両細胞ともに
H19 が高発現となり（図 5）、これらの結果は
NEFHがH19の発現を制御していることを支持
している。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 
NEFH ノックダウンにより H19 高発現、NEFH
導入により H19 が低発現となった。 
 
また頭頸部癌細胞株 FaDu や 011 においても
NEFH導入でH19の低発現化を認めた（図６）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 

図６ 
 
【H19 は細胞増殖を促進させる】 
 Het-1A 細胞および H19 ノックダウン
Het-1A細胞の細胞増殖をMTTアッセイおよび
Calcein-AMアッセイにて6日間評価した。H19
ノックダウン細胞において有意に細胞増殖
が抑制されていることを観察できた（図７）。 

図７ 
 

 また、H19 高発現である N20 細胞をノック
ダウンしコロニー形成アッセイを行った。
H19 のノックダウンによりコロニー形成能の
低下を認めた（図８）。 

 
 
 
 
 
 
 

図８ 
 

【頭頸部癌細胞、食道癌細胞において H19 は
癌遺伝子として機能し、NEFH は癌抑制遺伝子
として機能する】 



食道癌細胞 KYSE150およびTE2のH19をノ
ックダウンした場合も 12 日間の観察でコロ
ニー形成能の有意な低下を認めた（図 9）。さ
らに頭頸部癌細胞 FaDu に NEFH を導入したと
ころ H19 が低発現化し（図 6）、コロニー形成
能も有意な低下を認めた（図 9）。 

図 9 
 
 以上の結果より、頭頸部癌細胞および食道
癌細胞においてH19は癌遺伝子として機能し
NEFH は癌抑制遺伝子として機能することが
示唆された。 
 H19 は最初に癌抑制遺伝子をして報告され
ていたが近年ヒトにおいて癌遺伝子として
機能すると報告されている。また H19 が食道
癌において低発現となることは報告されて
いるが頭頸部癌においての報告はなく、また、
どのように発癌にかかわっているかは報告
がほとんどなかった。 
 今回 
1. NEFH 低発現細胞では H19 が高発現とな
っておりH19をノックダウンすることに
より細胞増殖が抑制される。 

2. 食道癌および頭頸部癌細胞株でH19高発
現を認める。 

3. H19 と NEFH 発現には負の相関がある。 
4. NEFH は H19 の発現を制御している。 
5. 頭頸部癌細胞、食道癌細胞において H19
は癌遺伝子として機能し、NEFH は癌抑制
遺伝子として機能する。 

以上が明らかとなった。 
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