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Abstract. T�� ������������� ������� 1,25-����������-T�� ������������� ������� 1,25-����������-
����� D [1,25(OH)2D3] ��� ��� ����p���, ��� ������� D ����p��� 
(VDR), ��� ��u���� ��gu������ �f �p������� p����f������� ��� 
��ff�����������. H�w����, ��� �ff���� �f 1,25(OH)2D3-�������� 
��g�����g �� ���� k����������� p����p�������g� ���� ��� 
b��� w��� ��u����. W� �������� ��� ���� �f 1,25(OH)2D3 
�� ��gu�����g p����f������� ��� ��ff����������� �� �u��u��� 
���� k������������ ��� �� ��� ���� �p������u� in vivo. U���g 
����������-�������� ��RNA �� ������� VDR, w� g�������� �� 
���� k����������� ���� ���� w��� ���b�� k���k��w� �f VDR 
expression. VDR knockdown significantly enhanced prolif-
������� ��� ����up��� �����u�- ��� 1,25(OH)2D3-���u��� ���� 
k����������� ��ff�����������, ��p����z��g ��� ����-p����f������� 
��� p��-��ff����������� �ff���� �f 1,25(OH)2D3 �� ���� k�����-
�������. U���g ������� D3-deficient diets, we induced chronic 
������� D ��f������� �� ���� �� ��������� b� ��������� 
���u� 25-�������������� D (25OHD) ��������������. T�� 
vitamin D-deficient mice manifested increased proliferation 
�f ��� ���gu� �p������u�, bu� ��� ��� ������p ��� ���p��-
��g���� �� �������g���� �b����������� �� ��� ���� �p������u�, 
suggesting that vitamin D deficiency alone is insufficient to 
����� ���� �p�������� ����������� ��� p����k� �������g������. 
I��u��������������� �������� �f �u��� ��� �u���� ���� 
�qu���u� ���� ���������� ���w�� ��������� VDR ��p�������. 
O������, �u� ���u��� p������ �����g �upp��� f�� � ��u���� ���� 
f�� ������� D ��g�����g �� ���� k����������� p����p�������g�.

Introduction

T�� ������������� ������� ������� D ��� w���-����b������ 
fu������� �� �����u� ����������� ��� b��� ������. I� ����-

����, �� �� ��w k��w� ���� ������� D ��� ��p������ ��� 
��������� fu������� �� ��gu�����g ���� p����f������� ��� ��ff��-
���������, ��� ���u�����u������ �� � ������� �f ���� ��p�� (1). 
V������ D �� ��qu���� ����ug� ��� ���� �� ��� UV-������z�� 
������ ���������, ��� �� �ub��qu����� ��������� �� ��� ������ 
�������� f��� ��� �w� ��qu������ ������������� ���������. T�� 
first reaction occurs in the liver, where vitamin D is converted 
�� ��� ��j�� ����u�����g f���, 25-�������������� D (25OHD). 
T��� f��� �� �ub��qu����� ������������, p������������ �� 
��� k�����, �� ��� ������ ����b�����, 1,25-���������������� D 
[1,25(OH)2D]. I�p��������, ��� ��z��� ���� ������z�� ���� ������ 
��������, CYP27B1, �� ���� ��p������ �� ������� �����-����� 
����� (2,3), ����u���g ������ k������������ (4). I� �� ���ug�� 
���� ������� p���u��� 1,25(OH)2D ��� ���� �u������� �� 
p�������� fu�������. T�� �ff���� �f ������� D ��� �������� 
��� ��� ������� D ����p��� (VDR), � �u����� ������� ����p��� 
that functions to activate or repress transcription of specific 
������� D ���g�� g����. T�� VDR f���� � ����������� w��� 
��� �������� X ����p��� (RXR), ��� b���� �� ������� D ���p���� 
elements (VDRE), specific DNA sequences located within the 
p�������� �f ���g�� g����. C�-��gu����� ���p����� ���k ��� 
VDR-RXR ����������� �� ��� ��������p������ ��������� ��� 
p������ �� ���������� ��gu������ �� ������� D-�������� g��� 
��������p���� (5). I� ������ k������������, 1,25(OH)2D3 ����b��� 
p����f������� ��� �������� ��ff����������� (6). T�������p������ 
profiling has shown that in this cell type, vitamin D induces genes 
�������� �� ��ff�����������, p����f������� ��� ���u�� ���p���� 
(7), u����������g ��� ��p������� �f ������� D ��g�����g �� 
k����������� p�������g�. S�u���� �f �����g���� ������ ������ 
���� fu����� �ub���������� ��� ��p������� �f ������� D 
��g�����g �� k����������� p����p�������g�. VDRE-�u�� ���� 
����������� ���u��� �p������� ��ff����������� (8), ��� ��� 
��������� �� �������� �������g�� ��� UV-���u��� �������-
g������ (9,10), �ugg�����g � p�������� �u���-�upp������� ���� 
f�� VDR (11). M��� w��� k���k�u� �f ��� CYP27B1 g��� ���� 
����f��� ��������� �p������� ��ff����������� (12).

T���� ��� b��� ���������b�� �������� �� ��� ���� ��� ������-
bu���� �f ������� D �� ���� ������, ����u���g �� p�������� ����� 
�� p���������� ������� (13) ��� ���� �qu���u� ���� ��������� 
(OSCC). C����-��������� �p��������g���� ��u���� ���� f�u�� 
�� ����������� b��w��� ��w ������ �f 25-�������������� D �� 
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��������� OSCC ���k (14,15). A����ug� ��� ������� D �ff���� 
�� ������ k������������ ���� b��� w��� ��u����, ��� �ff���� �� 
���� k������������ ��� ���� w��� u���������. A����ug� ����� 
��� ������� ������������ b��w��� ��� �p������� ��� ��� ���� 
�u����� �p������u�, ����� ��� ���� ������� ��ff������� b��w��� 
����� �w� �p�������. E�b�����g������, ��� �k�� �� ������� f��� 
��� ��������. I� ��������, ��� ���� �u����� �p������u� ��� 
b� ������ ���������� �� ���������� �� ���g��, ��p�����g �� 
��� �������� ��������. U���k� ��� ��������-������� ������, 
��� ���������� ����u� �f ��� ���� �u���� ���g������ f��� ��� 
��������������, �� p�����u���, f��� ��� ��u��� ����� �����. 
T�� ������������ ��� ��ff������� b��w��� ��� �p������� ��� 
��� ���� �p������u� ��� ��p����z�� b� ��� ������p �� w��� �� 
������������� �� ��� ��p������� �f ��ff����������� ���k��� ��� 
�������� �����u��� (16). I� ���� ��u��, w� �������g���� ��� 
������bu���� �f VDR-�������� ��g�����g �� ���� k����������� 
p�������g� in vitro, ��� ����gu������ �� �u��� ��� �u���� 
OSCC, ��� �������� ��� ������� D �ff���� �� ���� �p�������� 
p����f������� in vivo.

Materials and methods

Cells and culture conditions. OKF6-TERT1 ����� (�b������ 
f��� D� J���� R����w���, B��g��� ��� W����'� H��p����, 
B�����, MA) ��� ���������z��, bu� ���-�����f����� ���� k���-
��������� (17) ���� ���b�� ��p���� �TERT, ��� ��������� �ubu��� 
�f ����������. C���� w��� g��w� �� k����������� ���u�-f��� 
����u� (I������g�� C��p�������, C����b��, CA), �upp�������� 
w��� b����� p��u����� ������� (25 µg/��), �p������� g��w�� 
f����� (0.2 �g/��), p��������� (100 IU/��) ��� ����p������� 
(100 µg/��). T�� �����u� ������������� �f ��� ����� w�� 
��ju���� �� 0.03 �M, w���� ���������� ��� k������������ �� � 
p����f������� �����. K����������� ��ff����������� w�� ���u��� b� 
���������g ��� �����u� ������������� (1.2 �M) �� �������� �f 
1,25(OH)2D3 (10-8 M) �� ��� g��w�� �����.

shRNA mediated VDR knockdown. T� k���k ��w� VDR 
fu������, w� u��� ����� ��������� ���������� ������u��� 
��p������g ����� ����p�� RNA (��RNA) ��qu����� �� ���g�� 
����� ��ff����� ��g���� �f ��� �u��� VDR ��������p�. T���� 
������u���, ������p�� b� ��� RNA� C�������u�, w��� �b������ 
f��� S�g��-A������ (S�. L�u��, MO). D������ �f ��� ������ ��� 
target sequences are provided in Table Ι. Lentiviral particles 
w��� p��p���� u���g �������� p��������, ���u�p����� �� k�����-
������ ���u�-f��� ����� ��� u��� �� ������u�� OKF6-TERT1 
�����. Af��� 48 �, ���b�� ������u��� ����� w��� �������� f�� 
pu������� ���������� (2.5 µg/��) f�� 10 ����.

Cell growth and cell cycle assays. C���� w��� ������ ���� 
12-w��� p����� �� ��������� �f �pp���������� 5,000 ����� p�� 
w���. A� 24, 48 ��� 72 �, ��� ����� w��� ��p������ ��� ��� 
plates were stored at -80˚C. Cell proliferation was assayed 
u���g ��� C�qu��� k��, ��������g �� ��� ���uf���u���'� �����u�-
����� (I������g�� C��p�������). F�u� ����p������ ���p��� 
f��� ���� ���� ���� w��� �����z��.

T� �����z� ���� ����� ������bu����, ��p���������� g��w��g 
����� w��� �������� u���g ���u����, ��� ������fug�� �� 300 � g 
f�� 5 ���. T�� ���� p����� w�� ���u�p����� �� k����������� 
g��w�� ����� ���������g 2 µg/�� �f H������ 33342 DNA 
�������g ���g��� (I������g�� C��p�������). DNA ������� w�� 

analyzed on a FACScan flow cytometer (Beckton-Dickinson, 
F���k��� L�k��, NJ). T���� ����p������ ���p��� f��� ���� 
���� ���� w��� �����z��.

Western blot analyses. C���� w��� ����� �� ��������u��p��-
��p������� ����� (RIPA) buff�� f�� 1 � �� ���. C��� ��b��� w�� 
removed by centrifugation at 10,000 x g for 10 min at 4˚C. Equal 
���u��� �f p������ w��� ������� ���� ���u���g SDS-PAGE g��� 
��� �����f����� ���� PVDF ���b�����. T�� f����w��g p������ 
����b����� w��� u��� f�� ���u��b������g: ��u�� ���������� 
����-�u��� ������ D1 (����� DCS-6), ��� ����-����k�� VDR 
(����� 9A7), ��u�� ���������� ����-�u��� �����u���� (����� 
SY-5, S�g��-A������), ��� ��u�� ���������� ����b��� �g����� 
�u��� GAPDH, �� ������g ������� (Ab��� I��., C��b���g�, 
MA). B�����g �f ��� p������ ����b��� w�� �������� u���g 
��� �pp��p����� ����������� p���������-���jug���� IgG ��� 
Lu����� ���g��� (S���� C�uz B����������g�, S���� C�uz, CA).

Immunofluorescence. C���� w��� ����w�� �� ������ ������g�� �� 
g���� ��������p� �� 12-w��� p�����. T�� �����u� ������������� �f 
��� ����� w�� ��ju���� �� 1.2 �M ��� ��� ����� w��� ���ub���� 
for 48 h. Cells were fixed with 4% formaldehyde for 10 min 
��� w����� �� PBS. T� ������ E-��������, ����� w��� b���k�� 
with 5% goat serum and incubated with a rabbit monoclonal 
����-�u��� E-�������� (24E10, C��� S�g�����g T�������g�, 
B�������, MA) f�� 2 � �� ���� ���p����u��. B�u�� p������ 
����b��� w�� �������� u���g �� A���� F�u�� 546-���jug���� 
g��� ����-��bb�� IgG (I������g�� C��p�������) ��� ��� �u���� 
w��� ��u����������� w��� TOPO-3 (I������g�� C��p�������). 
S������� w��� �������� b� ���f���� ��������p�.

Quantitative real-time PCR. F�� qu���������� PCR ��������, ����� 
RNA w�� ��������� u���g TRIz�� ���g��� (I������g�� 
C��p�������) ��� ������� ��������b�� u���g ������ ��������. 
The cDNA templates were amplified using gene-specific primers 
�� ��p��f� ������ D1 ��� ��� TATA-b�����g p������ (TBP, �� 
����g���u� �������). S�qu����� �f ��� p������ ��� �� f����w�: 
������ D1 (f��w���, 5'-CAGAGGCGGAGGAGAACAAA-3'; 
�������, 5'-ATGGAGGGCGGATTGGAA-3') ��� TBP 
(f��w���, 5'-CACGAACCACGGCACTGATT-3', �������, 
5'-TTTTCTTGCTGCCAGTCTGGAC-3'). R���-���� PCR 
��������� w��� ���� �� ���p������ �� �� ABI 7900HT ����-���� 
PCR u��� u���g SYBR-G���� ��������� ��� f��� ����g�� w��� 
�����z�� u���g ��� ∆∆CT ������.

Animals and diets. F�� ��� ������� ����pu������ ��u����, w� 
u��� 4-����� ��� ��u�� FVB ����. T�� ������� w��� ��������� 
���������� �� � �������� ������ ���� ��� �ub��qu����� ���f��� 
�� �� � ������� D-��f������ ���� (0.05 IU/g ����������f����, 
0.5% calcium) or a vitamin D-replete diet (1.0 IU/g cholecal-
ciferol, 0.5% calcium). The diets were custom fabricate by 
H����� L�b��������� (M������, WI). M��� w��� ���������� 
on the deficient or replete diets for four months. During the 
������ ��p��������� p����� ���� w��� ��u��� w��� ad libitum 
������ �� w���� ��� f��� �� � ����������-���p����u�� ����. 
M��� w��� ��u��� �� �������� ��g�� w����u� ��������g f��� 
UVB ��� ���������� �� � �������� 12-�-��g��/���k �����. 
Blood was collected by retro-orbital bleeding, under isoflurane 
����������, p���� �� ��� ����� ����� f����w��g ��� ����� �f ��� 
������� ����pu�������. A� ��� ��� �f ��� ��p��������� p�����, 
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b���� w�� ��������� b� �������� ������� pu���u��. T�� ���� 
������ w�� �������� f�� ��� g���� ���p����g���� ����������� 
and the tongues dissected out, fixed overnight in 10% neutral 
buffered formalin, transferred to 70% ethanol and embedded in 
paraffin. Sections (5-µm thick) were obtained from the paraffin-
��b����� b���k� ��� ������� w��� ����������� ��� �����.

T� ���u�� ���� �p�������� ���p����� ��� ���p�����, w� u��� 
��� �������� �������g�� 4-�����qu������� 1-����� (4NQO), �� 
p�����u��� ������b�� (18). A ����� �f 5 C57BL/6 ����, �pp����-
������ 6 ������ ���, w��� ������� w��� 4NQO (100 pp�, 
��������� ��� ��� ����k��g w����) f�� � p����� �f 8 w��k�. 
F����w��g ��� �������g�� ��������� p�����, ���� w��� f�� w��� 
������ w���� f�� 16 w��k�. T���ug� ��� ������ ��p��������� 
p�����, ���� w��� f�� w��� �������� ������ �����, ��p���� �� 
����������f����. A� ��� ��� �f ��� ��p��������� p�����, ���� 
w��� �u�����z�� ��� ��� ���gu�� �������� f�� ��� g���� 
���p����g���� ������������, ��� p�������� f�� �������g���� 
����������� �� ������b�� �b���.

A����� ��p������������ w�� �����w�� ��� �pp����� b� ��� 
������u������ ������ ���� ��� u�� ���������� �� ��� U��������� 
�f C���f����� (L�� A�g����, CA).

Biochemical measurements. F����w��g ����������, b���� w�� 
��p������ ���� ���u� ��� u��� �� ����u�� 25OHD3, u���g � 
���������� ELISA k�� ��������g �� ��� ���uf���u���'� �����u�-
����� (I��u�����g������ S������ I��, F�u����� H����, AZ). 
T���� ���u� �����u� w�� ����u��� u���g ��� ������p�������� 
���p������ ������ u���g � ���������� k�� ��������g �� ��� 
���uf���u���'� �����u������ (S���b�� L�b�������, B�����, TX).

Tumors and immunohistochemistry. F�� �u��� �u��� 
��������, w� u��� ��-������f���, �������� f�������-f���� 
paraffin-embedded tissues (16 human OSCC and 4 normal 
���� �u����). T�� ��u���� w��� �pp����� b� ��� I�����u������ 
R����w B���� �� ��� U��������� �f C���f�����. F�� ��� �u���� 
tissue analyses, we used paraffin-embedded tissues from mice 
f�� w��� ��� ������� D-��p����/��p���� �����, ��� f��� ���� 
������� w��� 4NQO �� ������b�� �b���.

T���u�� w��� ��������� ���� g���� ������. S������� w��� 
deparaffinized in xylene, cleared through a graded ethanol 
������ ��� ���� �������� �� ��������� w����. F�� �p���p� 
���������, ������ w��� ������ f�� 15 ��� �� ������� buff��, 
pH 6.0, �� �� �������� p����u�� ���k��. E���g���u� p��������� 
was quenched with 3% H2O2 ��� ��� �������� w��� ���ub���� 
for 30 min in 5% normal serum to reduce non-specific binding. 
T�� f����w��g ����b����� w��� u���: ����-K�-67 (C���� T��3, 
D�k�C���������, C��p�������, CA); ����-VDR (C���� 9A7, 
Affinity Bioreagents, Rockford, IL). Binding of the primary 
����b����� w�� �������� u���g ��� �pp��p����� b����������� 

IgG ��� ��� ������-b����� ���p��� (V����� L�b���������, 
Bu����g���, CA) u���g 3,3-�������b��z����� �� � ������g�� 
(Z����, I������g�� C��p�������). S������� w��� ��u����-
������� �� �����������.

T�� ��b����g ����� f�� K�67 w�� ���������� b� ��u����g 
��� �u�b�� �f p��������� ���u��������� ����� u���g ��� 
C���S��� ��f�w��� (O���pu�, C����� V�����, PA) ��� ��p������ 
�� p������� ����� p�� u��� ����. App���������� 150-200 ����� 
f��� ����� �������� ����� w��� ��u���� �� ���� �������. F�� ��� 
�u��� �u��� ��������, �w� �b������� (SM ��� RP) ����p��-
������ �����z�� ��� ������� ��������. F�� ���� ���p��, ����� 
��p����� �������� w��� �������� ��� ��� ��������� �f �������g 
w�� g����� �� � 4 p���� �����: 0, �� �������g; 1, w��k �������g; 
2, �������� �������g; ��� 3, �����g �������g. T�� ������ f��� 
��� �w� �b������� w��� �����g��.

Results

Knockdown of VDR enhances oral keratinocyte proliferation. 
T� ������� ��� ���� �f VDR �� ��gu�����g ���� k����������� 
p�������g�, w� u��� ����������-b���� ��RNA �� �b���� ��� fu��-
���� �f VDR �� OKF6-TERT1 �����. W� u��� ����� ��RNA 
������u��� �� ���g�� ����� �������� ��g���� �f ��� �u��� VDR 
��������p� (T�b�� I). S��b�� ������u��� ����� (OKF6-VDRKO) 
w��� �������� b� pu������� ���������. W������ b��� �������� 
confirmed an almost complete absence of VDR protein levels 
�� ��� VDRKO ����� ���p���� w��� �������, �����b��� ��RNA 
������u��� ����� (OKF6-S��, F�g. 1A).

We assayed cell proliferation in first passage OKF6-VDRKO 
��� OKF6-S�� �����, u���g ��� C�qu��� ���� p����f������� 
assay. VDR knockdown significantly enhanced cell prolifera-
tion (Fig. 1B, p≤0.0001). Numbers of VDR knockdown cells 
��������� 2.4-f��� ��� 4.3-f��� �� ���� 2 ��� 3, ���p��������. 
I� ��������, �u�b��� �f �����b��� ��RNA-������u��� 
������� ����� ��������� ���� 1.6-f��� ��� 1.9-f��� f�� ��� ���� 
���� ���������. A������� �f ���� ����� ������bu���� ���w�� � 
significant increase in the proportion of cells in the S phase in 
OKF6-VDRKO ����� (p<0.05, F�g. 1C). T�u�, b���k��g VDR 
function significantly enhanced cell proliferation.

G���� ��� �������� p����f������� �� VDR k���k��w� �����, 
w� �����z�� ��p������� �f ������ D1, � k�� ��gu����� �f ��� 
G1-S p���� �f ��� ���� �����. B���� ������ �f ������ D1 �RNA 
and protein were significantly higher in OKF6-VDRKO cells. 
C��p���� w��� ������� �����, VDR k���k��w� ���u���� �� 
a 2.3-fold increase in cyclin D1 mRNA (Fig. 2A, p≤0.0001) 
��� � 2-f��� �������� �� ��� ������ D1 p������ ������ (F�g. 2B, 
p≤0.05). Notably, these effects were observed in cells grown 
�� ��� p����f������� �����, �� ��� �b����� �f 1,25(OH)2D3, 
�ugg�����g ���� �� � b���� ����� VDR �������� ������ D1 

T�b�� I. S����-����p�� RNA ������ u��� �� ������� VDR fu������.

  L������� �� VDR ��������p�
TRC ����� ID T��g�� ��qu���� (GI: 340202)

TRCN0000019504 CGAAGTGTTTGGCAATGAGAT 1372-1395
TRCN0000019505 GTCATCATGTTGCGCTCCAAT 923-943
TRCN0000019506 CCTCCAGTTCGTGTGAATGAT 578-598
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��p�������, ������ �������� �� ���������� �� � ��g���-����p������ 
������. T� fu����� �������g��� ���� p����b�����, w� �������� 
��� �ff��� �f ������� D ��������� �� ������ D1 �RNA ������. 
I�����, 1,25(OH)2D3-��������� �f ������ OKF6-TERT1 ����� 
��������� ������ D1 �RNA ��p������� �pp���������� 1.4-f��� 
by 6 h and 765-fold by 12 h (Fig. 2C, p≤0.05), suggesting that 
������� D-�������� ��g�����g ��gu����� ������ D1 �RNA 
��p�������. N���b��, ��������� w��� 25OHD3 ���� ������� � 
�������� �� ������ D1 �RNA.

VDR knockdown abrogates the response to differentiation 
stimuli. W� ���� �������� k����������� ��ff����������� �� 
VDR k���k��w� �����. F�� ����� ��u����, ����� w��� ������� 
w��� 1,25(OH)2D3 (10-8 M), �� w��� �����u� (1.2 �M), � 
w���-����b������ ��gu����� �f k����������� ��ff����������� �� 
���� �������������. T� ������� ��ff�����������, w� �����z�� 
��p������� �f �����u����, � k����������� ��ff����������� ���k��. 
I� ��� b����, p����f������� ����� (0.03 �M C�), VDR k���k-
��w� ���k���� ��������� b������� ��p������� �f �����u����, 

F�gu�� 1. VDR k���k��w� �������� ���� k����������� p����f�������. (A) OKF6-TERT1 k������������ w��� ������u��� w��� ���������� p�������� ���������g ������ 
�����b��� ��RNA (OKF6-S��) �� ��RNA� �������� �g����� ��� �u��� VDR ��������p� (OKF6-VDRKO). W������ b��� �������� �f ���b�� ������u��� ����� ���-
onstrates almost complete absence of VDR protein in OKF6-VDRKO cells. (B) Cell proliferation was significantly enhanced in oral keratinocytes with VDR 
k���k��w� (OKF6-VDRKO), ���p���� w��� �������, �����b��� ��RNA ������u��� ����� (OKF6-S��). M��� ± SD, *p≤0.001. (C) Cell cycle distribution in OKF6-Scr 
and OKF6-VDRKO cells. Cells were stained with Hoechst 33342 and analyzed by flow cytometry. Numbers are mean ± SD, *p<0.05 ���p���� w��� OKF6-S��.

F�gu�� 2. VDR ��gu����� ������ D1 ��p������� �� ���� k������������. (A) Qu���������� RT-PCR �������� �f RNA f�� ������ D1 �RNA ��p�������. T���� RNA f��� 
control (OKF6-Scr) and VDR knockdown cells (OKF6-VDRKO) was isolated and cyclin D1 mRNA quantified by real-time PCR. Cyclin D1 expression was 
�������z�� f�� ��p������� �f ��� ��u��k��p��g g��� TBP. M��� ± SD, *p≤0.0001. (B) Representative western blot analysis for cyclin D1 protein levels. Whole 
���� ������� w��� ���u��b������ �� ������ ��p������� �f ������ D1. T�� ������ �f ������ D1 w��� �������z�� �� GAPDH. T�� b�� g��p� ���w� qu���������� �������� 
�f ������ D1 p������ ������ f��� 3 ����p������ w������ b��� ��������. M��� ± SD, *p≤0.05. (C) Effect of 1,25(OH)2D3 �� ������ ���� k������������. OKF6-T���1 
����� w��� ������� w��� 1,25(OH)2D3 (10-8 M) �� w��� 25OHD3 (10-8 M) for the indicated times. Total RNA was isolated and cyclin D1 mRNA quantified by 
����-���� PCR. M��� ± SD, *p≤0.0001.
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���p���� w��� ������� ��RNA-������u��� ����� (F�g. 3A, 
����� 1 ��� 2). Up�� �����u�- �� 1,25(OH)2D3-����u����� 
��ff�����������, ������� ����� ���w�� � �������b�� �������� 
�� ��� ��p������� �f �����u����, ���������g ������ 7.5-f��� �� 
72 � (F�g. 3A, ����� 3 ��� 5). I� ��������, b��� �����u� ��� 
1,25(OH)2D3 f����� �� ���u�� �����u���� �� VDR k���k��w� 
����� (F�g. 3A, ����� 4 ��� 6).

C����u�-����u������ �f k������������ ���u��� �� f�������� 
�f ����-���� �������� ��� ��� ������������� �f E-�������� �� ����� 
ju������� (19). T�u�, w� �������� w������ VDR k���k��w� 
w�u�� ����� ���� p������. OKF6-S�� ��� OKF6-VDRKO ����� 
w��� g��w� �� ��� p����f������� ����� (0.03 �M C�) ��� ���� 
����u����� �� ��ff��������� w��� �����u� (1.2 �M). Af��� 24 �, 
E-cadherin translocation was examined by immunofluores-
�����. I� ������� �����, ���b����u� ��p������� �f E-�������� 
w�� �������� ����g ��� ����� �f ���������u��� �������� (F�g. 3B). 
I� ��������, ��������g �f VDR ���k���� ���u��� E-�������� 
������������� �� ��� p����� ���b���� (F�g. 3B).

Dietary vitamin D-deficiency increases oral epithelial prolif-
eration, but does not cause epithelial hyperplasia or dysplasia. 
G���� ��� �ff���� �f ������� D ��g�����g �� ���� k����������� 
p����f������� in vitro, w� �������� w������ ���u������ �f 
������� ������� D ������� ���� k����������� p����f������� in vivo. 
I� ����� ��p��������, ���� w��� �ubj��� �� ������� ������� 
vitamin D deficiency. Prior to the start of dietary manipula-

�����, ��� ���u� 25OHD �������������� ���g�� f��� 28 �� 
43 �g/�� (36.3±5 �g/��, ���� ± SD). O�� ����� �f��� ������-
���� �f ��� ��p��������� �����, ��� ���u� 25OHD �������������� 
in mice fed with the vitamin D-deficient diet decrease signifi-
������ �� 12.1±1.8 �g/�� (p<0.0001, F�g. 4A). T���� ��������� 
�������������� w��� ���������� ����ug� ��� ��������� �f ��� 
experimental period in mice fed the vitamin D-deficient diet 
(F�g. 4A). T���ug� ��� ��p��������� p�����, ��� ���u� ����� 
�����u� �������������� �� ���� f�� w��� ��� ������� D-��p���� 
���� ���g�� f��� 8.6 �� 9.5 �g/�� (9.1±0.3, ���� ± SD). O�� 
month after initiation of the vitamin D-deficient diet, serum 
�����u� ������������� w�� ���g���� ��������� �� ���� �� ��� 
vitamin D-deficient diet (8.7±0.1 vs. 9.2±0.1 for the deficient 
��� ��p���� �����, ���p��������, p<0.05). H�w����, ��� �b��-
�u�� ����� �����u� �������������� w��� w����� ��� ������� 
���g� �f ������. N���b��, ����ug� ��� ��������� �f ��� 
��p��������� p�����, ����� w��� �� ��ff������� �� ��� ���u� 
����� �����u� �������������� b��w��� ��� ��f������ ��� 
��p���� ������� g��up�. O������, ��� b���������� ����g�� 
confirmed that the vitamin D-deficient diet induced a state 
of chronic vitamin D deficiency.

F�gu�� 3. VDR ��������g ����up�� ���� k����������� ��ff�����������. 
(A) E�p������� �f ��ff����������� ���k��, �����u����. C���� w��� g��w� �� 
p����f������� ���������� (�����u� ������������� 0.03 �M, ����� 1 ��� 2) �� 
w��� ����u����� �� ��ff��������� w��� �����u� (1.2 �M f�� 24 �) �� 1,25(OH)2D3 
(10-8 M f�� 48 �). W���� ���� ������� w��� ���u��b������ �� ������ �����u���� �� 
GAPDH, �� ������g �������. OKF6-S��, ����� 1, 3 ��� 5; OKF6-VDRKO, ����� 
2, 4 ��� 6. N��� ��w �����u���� ������ ��� ���k �f �����u�- �� 1,25(OH)2D3-
���u��� �����u���� ��p������� �� VDR k���k��w� �����. (B) Eff��� �f VDR 
��������g �� �����u�-���u��� E-�������� ������������� �� ��� p����� ���-
b����. C���� w��� g��w� �� ��������p� ��� ���u��� �� ��ff��������� (�����u� 
concentration 1.2 mM) for 24 h. E-cadherin was detected by immunofluores-
�����. N��� ��������� E-�������� ������z����� �� ���������u��� ju������� �� 
OKF6-VDRKO �����.

F�gu�� 4. (A) S��u� 25OHD3 ��������������, ��� (B) ���u� ����� �����u� 
concentrations in mice fed with cholecalciferol replete (1 IU/g) and deficient 
(0.05 IU/g) �����. M��� ± SD, *p≤0.0001 and **p≤0.05, compared with the 
��p���� ����.
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A� ��� ��� �f ��� 4-����� ������� ����pu������, ��� 
���� �u���� �� ���� f��� b��� ������� g��up� w�� ���p��-
��g������ ������, ��� ����� w�� �� �������� �f ��� w���� 
p������ �� g��w�� �� �ugg��� p�����p������ �� ���p������ 
�������. H������g���� ����������� �f ��� ���gu�� �������� 
������ �p�������� ���������u�� �� b��� g��up�, w��� �� 
�������� �f �u����� ���p��, �p�������� ���p����� �� ���p�����. 

I��u��������������� ��������� �f p����f������� ���k�� 
���w�� � ������� p������ �f �������g �� ��� ���� �p������u� 
f��� b��� ������� g��up�, w��� ���u������������ b���g 
���������� p������������ �� ��� b���� ���� ����� (F�g. 5B). 
T�� K�67 ��b����g ����� w�� ��������� �� ��� �p������� �f 
mice from the vitamin D-deficient dietary group (Fig. 5C, 
p<0.05). A����ug� ��� ��g���u�� �f ���� �������� w�� ������ 

Figure 5. (A and B) Hematoxylin and eosin stained sections from tongue of mice fed (A) cholecalciferol replete and (B) deficient diets. Both sections 
����������� ������ �p�������� ���������u�� w��� �b����� �f �u����� ���p�� ��� �p�������� ��p��p����� ���p�����. (C-E) K�67 ���u���������g �f �������� f��� 
tongue of mice fed with (C) cholecalciferol replete and (D) deficient diets. (E) Quantitative Ki67 labeling index in tongue from mice fed the replete (1 IU/g) 
and deficient (0.05 IU/g) diets. *p≤0.05. Magnification bar, 100 µm.
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(approximately 16% increase), it was consistently noted in all 
of the vitamin D-deficient diet mice.

Increased VDR expression in human and murine oral SCC. 
G���� ��� ��������� p����f������� �� VDR k���k��w� �����, 
�� w��� �� p���� ��p���� �f ����gu����� �p������� �����-
������ �� VDR k���k�u� ����, w� �������� w������ VDR 
��p������� w�� ������� �� �u��� ���� SCC. I� ���-���p������ 
���� �p������u�, w� �������� �����g �u����� VDR ���u-
������������, p������������ �� ��� b���� ���� �����, w��� 
���� ������� ��� �p���� ��p������� �� ��� �up��b���� ������ 
(F�g. 6A). I� ��������, �� ���� SCC ������� w� �b������ � 
significantly higher VDR immunoreactivity through most of 
��� ���p������ ����u� (F�g. 6B). T��� ��������� VDR �������g 
��������� w�� �b������ �� 16 �f ��� 21 �u��� OSCC�. T�� 
median staining intensity in OSCC was significantly higher 
���� ���� �� ������ ���� �p������u� (2.3 ��. 1.3, ���p��������, 
p<0.05, F�g. 6C), �ugg�����g ����gu������ �f VDR ��p������� 
�� OSCC.

A� ��������� p������ �f ������� VDR ���u������������ 
w�� ���� �b������ �� �������g��-���u��� �u���� OSCC. 

T�������� w��� 4NQO ���u��� ������ �p�������� ���p����� �� 
��� ���� ��� ��u��� OSCC �� 3 �f ��� 5 ����. I� �������g������ 
������ ���� �u���� f��� ����, VDR ���u������������ w�� 
�b������ p������������ �� ��� b���� ���� ����� (F�g. 6D). 
S������ �� �u��� OSCC, VDR ��p������� w�� ��������� �� 
��� �u���� OSCC ������� �������� (F�g. 6F). Fu���������, 
������� VDR ��p������� w�� �b������ �� �� �u���-��j����� 
��p��p������/���p������ ���� �p������u�, w���� VDR ���u-
���������g w�� �b������ ����ug��u� ��� ������ ����k���� �f 
��� �p������u� (F�g. 6E).

Discussion

T�� ������ ����b����� �f ������� D, 1,25(OH)2D3, ��gu����� 
p����f������� ��� ��ff����������� �� � ������� �f ���� ��p��. 
A����ug� ����� �ff���� ���� b��� w��� ��u���� �� ������ k���-
���������, ��� ���� �f 1,25(OH)2D3, ��� ��� �������� VDR, �� 
��gu�����g ���� k����������� p�������g� ��� ��� b��� fu��� 
��������. W� p������ ���� ���� ����������� ��p������ ����� 
f�� ������� D ��g�����g �� ���� k������������, p���������g ��� 
k��w� �������� ����� �� ������ k������������.

F�gu�� 6. VDR ���u���������g �� �u��� ��� �u���� OSCC. (A) N����� �u��� ���� �u���� ���w��g VDR ���u������������ p������������ �� ��� b���� �����. 
(B) Hu��� OSCC ���w��g ��������� VDR ���u������������ ���p����� ����ug��u� ��� ���p������ ������. (C) S������ p��� ���w��g qu���������� ������ �f VDR 
���u���������g �� �u��� ������ ���� �p������u� ��� �u��� OSCC. T�� ������ ����� �� ��������� b� ��� ����z����� ����. (D) N����� �u���� ���� �p������u� 
showing VDR immunostaining in the basal layer. Increased VDR immunoreactivity in (E) tumor-adjacent hyperplasia and (F) OSCC in mice. Magnification bars, 
100 µ�.
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T� �������g��� ��� ���� �f ������� D ��g�����g, w� g�������� 
���� k������������ w��� ���b�� ��RNA-�������� k���k��w� 
of VDR function. VDR-silencing significantly enhanced cell 
p����f������� (F�g. 1), �ugg�����g ���� VDR-�������� ��g�����g 
functions to limit keratinocyte proliferation. These findings are 
���������� w��� ��� �ff���� �f ��������g VDR �� ������ k�������-
����� (20) ��� w��� ��� 1,25(OH)2D3 �ff���� �� ����b����� �f ���� 
p����f������� (6). N���b�� �� �u� ��p��������, ��� ���� k�������-
����� w��� g��w� �� � ���u�-f��� ����u�, w����u� 25OHD �� 
1,25(OH)2D3. T�u�, ��� �����qu����� �f VDR-k���k��w� �� 
���� p����f������� �ugg��� � b����, ��g���-����p������ ������ �f 
VDR �� �������� ���� p����f�������. N�����������, ��� �b����� �f 
1,25(OH)2D3 �� ����b�� ���� p����f������� �� ����� w��� fu�������� 
VDR �ugg���� ���� ��g���-b�����g p���������� ��� VDR b���� 
����-p����f������� �ff���. VDR-k���k��w� ��������� �RNA 
��� p������ ������ �f ������ D1, � k�� ��gu����� �f ��� G1-S p���� 
�f ��� ���� �����. Fu���������, ���������� �f VDR ��g�����g 
b� 1,25(OH)2D3 ��������� ������ D1 �RNA ������ (F�g. 2C). 
Similar findings have also been reported in dermal keratino-
�����, �ub����������g ��� ��p������� �f 1,25(OH)2D3-VDR 
��g�����g �� ��gu�����g ������ D1 (5). W������ ����� �ff���� 
��f���� � ������ VDR-�������� ��������p���� ������� �f 
������ D1 ��� ��� k��w�. A������������, �� �� p����b�� ���� VDR 
��� ��gu���� ����� ��g�����g p���w��� ���� �� �u��, ��gu���� 
������ D1 ��������p����. I�����, ������ �������� ���w� ���� ���� 
VDR ��������� w��� ��� β-������� p���w��, w���� �� k��w� �� 
�������� ������ D1 ��������p���� (21).

VDR k���k��w� ���� ��������� b���� ��p������� �f ��� 
��ff����������� ���k�� �����u����, ��� �b��g���� �����u�- ��� 
1,25(OH)2D3-����u����� ��p������� �f �����u����. Fu���������, 
�� ��� �b����� �f VDR, �����u� ����u������ f����� �� ���u�� 
������������� �f E-�������� �� ��� p����� ���b����, p����-
�����g ������� �ff���� �� ������ k������������. B���, �����u���� 
��p������� ��� E-�������� ��� ��p������ ������ �� k�������-
����� ��ff�����������, ��� �u� ���� u��������� ��� ��p������� 
�f VDR �� ��gu�����g ���� k����������� ��ff�����������. O������, 
�u� ���� �upp��� � �������� ���� f�� ������� D �� ��gu�����g ���� 
k����������� p�������g�, ������� �� ��� ����b������ fu������� 
�� ������ k������������. I� w�u�� b� ����������g �� ������� 
��� �ff���� �f VDR k���k�u� �� ��� ���� �p������u� in vivo 
��� w������ VDR �u�� ���� w�u�� ����f��� �� ��������� 
�u���p��b����� �� ���� �������g������, ������� �� ��� ��������� 
�k�� �u����g������ �b������ �� ����� ���� (9,10).

I� ���� ��u��, w� �������� ��� �ff���� �f ������� ������� D 
deficiency on the oral epithelium in vivo. U���g ������� ����p-
u������, w� w��� �b�� �� �����b�� ���u�� � ����� �f ������� 
vitamin D deficiency in mice. Notably, the decreased 25OHD 
�������������� p��������� ��� 25OHD �������������� �� �u���� 
with vitamin D deficiency, underscoring the clinical relevance 
�f �u� ������ �����. I���������g��, ��� ������� ��g��� ��� ��� 
���u�� ��� ��p���������. P��u��b��, ��� �����u� ������� �f ��� 
diet (0.5%) provides for adequate calcium absorption, despite a 
��������� ������������� �f 25OHD. T�u�, p�������� �ff���� �f 
���� ���� ��� b� �����bu��� p�����p���� �� ��������� ����u�����g 
���u��� �f 25OHD.

Vitamin D deficiency resulted in a modest but significant 
�������� �� ���� �p�������� p����f�������, �� ���������� b� 
���u��������������� �������� �f p����f������� ���k�� K�67 
(F�g. 5C-E). H�w����, ���p��� ��� ��������� p����f�������, 
����� ���� ��� ��� ����f��� ��� ���p����g���� �� �������g���� 

����������� �f ��� ���� �p������u� (F�g. 5) �ugg�����g ���� � 
decreased 25OHD status alone is not sufficient to deregulate 
���� �p�������� �����������. P����p�, ��� ��w-����� �������� �� 
proliferation induced by vitamin D-deficiency may be inade-
qu��� �� ���u�� �� ��p��p������ �� ���p������ ����g�� �� ��� ���� 
�p������u�, �� ����� w����� ��� 4-����� �u������ �f �u� ��u��. 
Plausibly, prolonged states of vitamin D deficiency or more 
severe states of vitamin D-deficiency may deregulate prolif-
eration sufficient to cause hyperplastic or dysplastic changes in 
��� ���� �p������u�. N�����������, �u� ���� ����������� f�� ��� 
first time that dietary vitamin D deficiency modulates prolifer-
����� �f ��� ���� �p������u� in vivo. This finding has important 
��p��������� f�� ��� p����g������ �f ���� p�������� ��� ������. 
F����, �����-��������� �p��������g���� ��u���� ���� ���w� �� 
����������� b��w��� ��w ���u� 25OHD ������������� ��� �� 
��������� ���k f�� OSCC ������p���� (14,15). A����ug� �u�� 
associations do not demonstrate a causal effect, our finding of 
vitamin D-deficiency induced increased oral epithelial prolif-
������� ������ ��� p����b����� ���� ������ �f ��w���� 25OHD 
��� ������bu��, �� ����� �� p���, �� ��� ������p���� �f OSCC. 
W� ��� ����� g��up� ���� ������p�� ������ ������ �f ���� 
�������g������ (18,22). I� w�u�� b� ����������g �� u�� �u�� 
������ �� ������� w������ ������� D-��f������� ���p��-
���� w��� �������� �������g��� �� ����� g������ ����������� �� 
���u���� OSCC ���k. S�����, ��� ������p���� �f OSCC �� 
�f��� p������� b� � ����������-�������b�� p���������u� ������. 
Su�� ������� ����f��� �����u� ��g�� �f �p�������� ���p�����. 
H�w����, ���� � �ub��� �f �u�� ���p������ ������� p��g���� 
�� OSCC, ��� ��� g������ ��� ������������� f������ ���� 
influence this transition are not well understood. To that end, 
����u����� �f ��� �ff���� �f ������� ������� D �� ���� ���������� 
w��� ���� ��p������ ��p��������� �� ��� ����g����� �f OSCC.

W� f�u�� ���� VDR ��p������� w�� ��������� �� �u��� 
OSCC, �� w��� �� �� �u���� ��������-�������g�� ���u��� 
OSCC. G���� ��� �ff���� �f VDR �� �������g ���� p����f���-
����, �� w��� �� ��� pu������ �u���-�upp������ ���� �� ��� �k��, 
�� ������������ b� ������ ��u���� (9,10), ���� ��������� VDR 
��p������� �� ��� ���p����� ����� p����������. H�w����, 
��������� VDR ��p������� ��� ���� b��� �b������ �� ����� 
����g������� (23-25). VDR ��p������� �� ������ ���� �p����-
lium is confined to the basal cell layer, which represents the 
�p�������� ���p������� w��� p����f������g �����. T�u�, ��� 
��������� VDR ��p������� �� ��� p��-���p������ ��� ���p������ 
����u�� ��� b� ��f������� �f ����� ��������� p����f������� 
�����, �� p����p� � ���p�������� �������� �ub��qu��� �� ��� 
�������� ���� p����f������� ���� ������ ���p������ ������p����. 
Ou� ���� �� ��� �u�� �u� ��� p������� �f �����������g �u��-
tions in the VDR gene in these neoplasms. Although specific 
p������p����� �f ��� VDR g��� ���� b��� ���������� w��� � 
������� �f ������� (26), VDR �u������� ���� ��� b��� ��p����� 
�� �u��� ���p�����. F�� ����p��, �������� �f p���������� 
�������� ���w�� �� �u������� �� ��� �����g ��g���� �f ��� 
VDR g��� (27).

I� �u�����, �u� ���� ����������� � ��u���� ���� f�� 
������� D ��g�����g �� ��gu�����g ���� k����������� p����-
physiology. A notable and novel finding of our study is that 
��������� ���u� 25OHD �������������� ������� ���� �p����-
lial proliferation. Given the widespread vitamin D-deficiency 
in humans, our findings have important implications for the 
������p���� ��� p��g������� �f �u��� OSCC.
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