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研究成果の概要（和文）：１．腺様嚢胞癌細胞株を用いてリンパ節転移細胞株の樹立に成功した。この転移細胞
株と原発巣細胞株についてマイクロアレイ解析を行い比較検討をおこなった。転移細胞株においてNNMTが二千倍
もの上昇を認めた。腺様嚢胞癌においても転移にNNMTが関与する可能性が示唆された。2．患者群、健常群の全
血より血清を分離、総 RNA を抽出しDNA Micro Array にて網羅的解析を行った。口腔癌患者の血清において 
miR-183 の発現が有意に亢進していた。また頸部リンパ節転移群の血清においてもmiR-183 が亢進していたこと
から、miR-183は口腔扁平上皮癌転移の指標となる可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：1.　We established a lymph node metastatic subline from a highly metastatic 
AdCC cell line. DNA microarray hybridization and scanning were performed to compare RNA expression 
in lymph node metastatic cells with highly metastaticcells. The expression level of NNMT 
(Nicotinamide N-methyltransferase ) was up-regulated by 2000 times in lymph node metastatic cells. 
NNMT is known as a tumorigenesis agent. It was suggests that NNMT is involved in the metastasis in 
the AdCCs.
2.We performed miRNA microarray to identify differential miRNAs in serum pools of 6 OSCC patients 
and 6 health control. Then, we analyzed expression levels of miRNA in each serum sample of OSCC 
patients and control by real time PCR. MiR-183 showed significant over expression in patient group 
and was concerned with metastasis.

研究分野：口腔外科学
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１．研究開始当初の背景 
我々がこれまで研究を続けてきた腺様嚢胞
癌は口腔内においては最も頻度の高い唾液
腺悪性腫瘍とされている。その特徴としては、
神経・血管系へ浸潤性増殖、それに引き続く
肺・骨への遠隔転移が挙げられる。本腫瘍の
遠隔転移の発生率は 60%と非常に高く、これ
により治療は極めて困難であり、当科の一次
転移症例５年生存率は 30％を下回る。放射線
化学療法への感受性も低く、本腫瘍の集学的
治療法の開発は大きな課題である。しかし本
腫瘍の浸潤・転移の分子機構については十分
に明らかにされておらず、成績は極めて不良
である。つまり、本腫瘍の浸潤・転移メカニ
ズムを正確に把握したうえで、分子標的治療
がなされるべきであると考えられた。 
 
２．研究の目的 
癌幹細胞は癌の悪性形質である浸潤転移を
もたらし、さらに薬剤耐性・放射線耐性から
治療困難や再発の原因となることから、新た
な治療標的として注目されている。一方でマ
イクロ RNA ( miRNA ) は遺伝子の翻訳調節
に直接かかわる因子として治療や診断への
応用が期待されている。そこで本研究では 
(1) 腺様嚢胞癌細胞株におけるリンパ節転移
細胞株および肺転移細胞株の樹立 
(2) 血中・唾液中 miRNA 測定による新規口
腔癌マーカー（転移マーカー）の発見 
(3) 口腔癌幹細胞の維持と誘導に必須な遺伝
子検索とmiRNAによる癌幹細胞制御法の確
立 
(4)エクソソームmiRNAを応用した口腔癌幹
細胞制御による新規治療法の開発を目的と
した。これにより口腔癌転移抑制および根治、
転移の早期診断による治療成績の向上が期
待できると考えられた。 
 
３．研究の方法 
(1) 転移モデルマウスにおけるリンパ節転
移および肺転移巣転移細胞株の樹立 

我々の研究室で開発した腺様嚢胞癌細胞株
を用いたin vivo selection法は癌細胞にGFP
を導入することにより励起光下で腫瘍形成、
転移について目視することができるため、癌
細胞をマウス舌に接種し、数週間後にリンパ
節に転移を励起光下で確認・採取し、組織片
培養法によりリンパ節転移細胞株を樹立す
る。 
(2)   培養癌細胞を用いた口腔癌特異的
miRNA の検索 

さまざまな部位からの培養癌細胞を用い、
miRNA の発現を、miRNA マイクロアレイを用
いて口腔癌細胞株と比較検討する。口腔癌細
胞株に共通する特異的 miRNA を抽出する。さ
らに、口腔癌細胞株において実験的高転移株
と低転移株との比較により悪性形質に関与
する口腔癌特異的 miRNA を検索する。 
(3)  血中・唾液中マイクロ RNA 測定による
新規口腔癌マーカー（転移マーカー）

の検索 
担癌患者の血清・唾液と健常ボランティア血
清・唾液との比較を各５検体程度により行い、
数種類の候補 miRNA を抽出する。この候補
miRNA について症例数を増やして血清中
miRNA 量を real time PCR により検討する。 
(4)    miRNA の口腔癌腫瘍マーカー・転移マ
ーカー・予後マーカーとしての有用性
の検討 

miRNA が腫瘍の存在だけでなく転移マーカー
もしくは予後マーカーになり得るかを経過
観察中症例にまで拡大して統計学的に検討
する。 
 
４．研究成果 
(1) 腺様嚢胞癌細胞株におけるリンパ節転
移細胞株および肺転移細胞株の樹立 
 PBS で調整した 1x106個の ACCS-M-GFP 細胞
を６匹のマウス舌に接種した。数週間後マウ
ス舌を観察すると、100％の確率でマウス舌
に腫瘍塊を形成し、さらに 100％の確率でリ
ンパ節転移巣を形成した。転移を認めたリン
パ節を摘出し、励起光観察下にリンパ節組織
から転移組織片を摘出し培養皿へ接着させ
た。その後培養液を加え組織片培養法により
細胞株樹立を行った。数日後、貼り付けた組
織片から増殖してきた細胞を分離・培養し、
これによりリンパ節転移細胞株を樹立する
ことに成功した。このリンパ節転移細胞株を
ACCS-LN-GFP とした。 
以後、原発巣由来の親株 ACCS-GFP と 高転
移原発巣細胞株 ACCS-M-GFP と 転移巣細胞
株 ACCS-LN-GFP において生物学的特性の違
いを検討した。（以降、GFP の記載は省略） 
 
①細胞増殖能の検討 
腫瘍増殖能を検討する目的で連日細胞数の
検定を行った。 6 穴ディッシュに 4x104個の
細胞を播種し細胞数をカウントしたところ、
全ての細胞で約120時間後にプラトーに達し
たことから、同等の細胞増殖能を有すること
がわかった。ACCS-M や ACCS-LN は ACCS に
比べて細胞のサイズがやや膨大している可
能性がある。 
 

 
②細胞遊走能の検討 
細胞遊走能を検討する目的で Wound hearing 
assay を用い、cell migration assay を行
った。 ACCS や ACCS-M と比較して ACCS-LN 



の遊走能が高いことが明らかとなった。 
 以上のことから、 ACCS-LN は原発巣細胞
株に比べ、細胞増速および遊走能の高い性質
をもつ細胞集団であることが示唆された。 
 

 
③DNA マイクロアレイによる網羅的解析 
ACCS-M と ACCS-LN を用いて DNA マイクロア
レイ解析することで、転移に関連する分子の
網羅的な解析を行った。その結果、発現に有
意差のある 1130 個の遺伝子がピックアップ
された。これらの遺伝子のうち最も発現に差
を認めたものが NNMT ( ニコチンアミド-N-
メチルトランスフェラーゼ）が二千倍もの上
昇を認めた。この NNMT は癌の悪性化度（腫
瘍増大、転移の有無、ステージング）が進行
するに従い、発現が亢進することがわかって
いる。腺様嚢胞癌細胞株においても転移に
NNMT が関与する可能性が示唆された。 

 
(2) 血中・唾液中 miRNA 測定による新規口腔
癌マーカー（転移マーカー）の発見 
 
① 患者群血清（ 6 名）、健常群血清（ 6 名）
の全血より血清を分離、Total RNA を抽出し、
Micro Array にて網羅的発現解析を行った。 
その中でも、患者群において 4 倍以上の発現
亢進 ： miR-183， 125b， 4321、1/4 以下
の発現低下 ： miR-1224 を口腔扁平上皮癌に
関連する可能性のある血清 miRNA として 
同定した。 

 
 
この４つの分子について、病理組織学的に 
口腔扁平上皮癌と診断された治療前の患者 
35 名（うち 8 名は術前・術後）、および健
常者 20 名で比較を行ったところ、患者群で 
 miR-183 の有意な発現の亢進を認めた。 

 
原発腫瘍の大きさで miR-183 の発現に有意
差は認めなかった。頸部リンパ節転移の有無
で miR-183 の発現量を比較したところ、転
移群において有意に発現の亢進を認めた。 
 



miR-183 は口腔扁平上皮癌の腫瘍マーカーお
よび転移の指標となる 
可能性が考えられた。 
 
② OSCC細胞株の細胞内におけるmir-183の
発現の検討  
口 腔 扁 平 上 皮 癌 細 胞 株

（ SAS,NA,KN,WK-2,WK-3F,HSC-2,HSC-3 ）、 
表皮角化細胞株（ HaCaT ）の細胞および培
養上清より Total RNA を抽出し、 
cDNA を合成した後、リアルタイム PCR 法に
て miR-183 の発現量を解析した。 
 

表皮角化細胞株と比較し全ての OSCC 細胞
内で 
miR-183 の発現が亢進していた。 
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