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研究成果の概要（和文）：本研究ではエクソソームmiRNAを中心とする新たな口腔扁平上皮癌（OSCC）の悪性形
質制御ネットワークを解明し、新規診断・治療法の確立を目指した。
難治性OSCCに特徴的な分泌型miRNAを明らかにするために、化学放射線療法が奏功したOSCC患者と無効であった
患者の血漿中miRNAの発現を比較した。その結果、miR-223、miR-659、miR-1290の発現に有意な変化を認め、患
者血漿中におけるmiRNAの発現は転移、再発、化学放射線療法に対する反応性および患者予後と相関した。本研
究によって高悪性OSCC特異的な循環miRNA発現が明らかとなり、新規診断、治療法の標的となる可能性が示され
た。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to investigate the mechanism of tumor 
microenvironment regulating secreted micro RNA from intractable oral cancer and development a new 
diagnosis/treatment strategy.
We compared the miRNA expression profile between the good-responder and poor-response for 
chemoradiotherapy by using plasma obtained from OSCC patient's. We found that the expression of 
miR-223、miR-659 and miR-1290 showed significant change among two groups. The expression status of 
these miRNA in plasma correlated with metastasis, recurrence and response to chemoradiotherapy of 
advanced OSCC. Moreover, the expression status of miRNA also correlated with patient's survival. 
These results suggest that circulating  miRNA which is distinctive in intractable OSCC may be a 
promising target for new  diagnostic modality and treatment strategy.

研究分野：口腔癌
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１．研究開始当初の背景 
口腔癌は世界的にみても腫瘍な悪性腫瘍の 1
つであり、その 80％以上を OSCC が占めてい
る。近年、OSCC の診断・治療法の選択肢は広
がっているが、その 5年生存率に大きな改善
はみられない（Siegel et al. CA Cancer J 
Clin 2012, Gupta et al. Int J Cancer 2009）。
その原因として、腫瘍組織中に高浸潤・転移
能あるいは治療抵抗性をもつ高悪性腫瘍細
胞が存在していることが挙げられる
（Hanahan & Weinberg. Cell 2011)。近年、
そのような腫瘍細胞の一部は”癌幹細胞”と
位置付けられ、OSCC でもその存在が示唆され
ている（Prince et al. J Clin Oncol 2008）。  
一方、癌幹細胞の悪性形質獲得・維持には腫
瘍細胞自身の形質変化のみならず、腫瘍細胞
を取り巻く腫瘍間質が非常に重要であるこ
とが見出され、いわゆる“腫瘍微小環境”の
理解が難治性癌克服に不可欠であると考え
られている（Meads et al. Nat Rev Cancer 
2009, Brock et al. Nat Rev Cancer 2015）。
これらの背景から、高転移性、治療抵抗性を
有する OSCC 癌幹細胞の成立・維持に関わる
腫瘍微小環境調節の分子メカニズムの解明
は難治性 OSCC の診断法や治療法の開発に重
要であると考えられる。そのような視点から
申請者はこれまで OSCC における腫瘍間質と
悪性形質との関連について発現検討や機能
解析を行い、腫瘍間質が OSCC の転移や治療
抵抗性に関与することを報告してきた
（ Nakagawa et al. Int J Oncol 2014, 
Matsuoka et al. APMIS 2015）。 
近年、癌研究において miRNA が注目を集めて
いる。miRNA は蛋白質をコードしない 18-24
塩基程度の内在性 small RNA として発見され
（Pasquinelli et al. Nature 2000）、標的
遺伝子の転写阻害や転写後の翻訳阻害を介
して癌においても重要な役割を担っている
ことが明らかにされた（Calin et al. Nat Rev 
Cancer 2006）（図 1A）。更に、腫瘍細胞から
周囲に分泌されるエクソソームmiRNAが腫瘍
細胞同士あるいは間質細胞とのクロストー
クに重要な役割を果たしていることが見い
出され、新たな治療標的や診断ツールとして
注目を集めている（Kohlhapp et al. Oncogene 
2015）（図 1B）。しかし、OSCC において高悪
性形質を有する腫瘍細胞におけるエクソソ
ーム miRNA の発現プロファイル、腫瘍間質細
胞に与える影響、OSCC 癌幹細胞の形成・維持
に果たす役割について、未だその詳細は不明
である。 
 他癌腫においてエクソソームmiRNAを標的
とした治療法の有用性が示唆されつつある
現在（Tominaga et al. Nat Commun 2015）、
OSCCにおけるエクソソームmiRNAの機能を解
明することは OSCC や OSCC 癌幹細胞に対する
理解を深め、新たな治療法を創出する為の新
たな知見をもたらすと考えられる。 
 
２．研究の目的 

口 腔扁平上皮癌  (Oral squamous cell 
carcinoma: OSCC) は口腔癌の80%を占める疾
患で、医療技術の進歩にも関わらず治療成績
の劇的な向上には至っていない。その原因と
して腫瘍が有する浸潤・転移能や抗癌剤・放
射線抵抗性の存在があり、その制御機構に腫
瘍微小環境が関わることが明らかとなって
いる。近年、その腫瘍微小環境の調節に細胞
外分泌小胞に内包された microRNA（エクソソ
ーム miRNA）が関わり、癌の転移・治療抵抗
性の獲得・維持に寄与することが明らかとな
ってきた。しかし、エクソソーム miRNA によ
る OSCC の腫瘍微小環境調節機構や悪性形質
の獲得・維持との関連は不明な点が多い。そ
こで本研究ではエクソソームmiRNAを中心と
する新たな OSCC 悪性形質制御ネットワーク
を解明し、口腔扁平上皮癌の新規診断・治療
法の確立を目指すこととした。 
 
３．研究の方法 
（a）高悪性 OSCC に特徴的なエクソソーム
miRNA プロファイルの同定 
当科で実施した化学放射線療法に対する治
療効果によって患者を分け、両群の血漿中
miRNA 発現をマイクロアレイ（3D-Gene Human 
miRNA Oligo chip - 4 plex）で解析し、普
遍的なmiRNAプロファイルを同定した（図1）。 

図 1 
 

（b）アレイ解析おいて発現変動のあったエ
クソソーム miRNA の臨床的意義の検討 
アレイ解析で発現変動を認めたエクソソー
ム miRNA は高悪性 OSCC の病態に深く関わる
可能性が示唆される。しかし、あくまで患者
血漿中における変動であることから、アレイ
解析で候補となった miRNA が OSCC 患者の臨
床データと相関を示すか否かを、臨床サンプ
ルを用いたリアルタイム PCR 法で解析し、各
種臨床情報との関連を統計学的に検討した。 
【対象】 
当科で S-1 併用術前化学放射線療法（CCRT）
施行後の根治手術を施行した進行 OSCC 患者
55 名 
【対象とした miRNA】 
miR-223、miR-659、miR-1290 → CCRT 無効
群で発現が変動していた miRNA 
【方法】 



保存されていた治療開始前の患者血漿中の
miRNA を real-time qRT-PCR で測定 
 
４．研究成果 
（a）高悪性 OSCC における血漿中 miRNA 発現
プロファイル 
化学放射線療法が奏功した OSCC 患者と無効
であった OSCC 患者（各群 5 名ずつ）から採
取した血漿中のmiRNA発現を比較したところ、 
奏功群と比して無効群で 234 個の miRNA が 2
倍以上の発現亢進を示し、143 個の miRNA が
1/2 以下の発現低下を認めた（下図 2）。 

図 2 
 

更に、発現変動がより大きく統計学的に有意
差を示す miRNA を抽出したところ、下表に示
すように 9種類の miRNA に絞り込まれた（表
1）。 

表 1 

 
更に、過去の報告や体液中において発現変動
雄を検出するという観点から、miR-223、
miR-659、miR-1290 を以降の実験に用いた。 
 
（b）OSCC における循環 miRNA の臨床的意義
の検討 
OSCC 患者 55 例を対象とし、血漿中 miRNA 発
現と各種臨床項目との関連性を検討した。結
果として、miR-223 の高値は局所再発、
miR-659 の高値は pT-stage、pN-stage、遠隔
転移の有無と有意な相関を示した（表 2、3）。 

表 2 

表 3 

更に、血中 miR-1290 の発現量は、分化度、
CCRT の病理学的治療効果、再発の有無と有意
に相関した（表 4）。 

表 4 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
また、miR-1290 についてはその発現が患者予
後とも相関した（図 3）。 

図 3 
 
本研究期間中に、治療抵抗性を有する OSCC
患者特有の血中miRNAプロファイルを明らか
にするに至った。しかしながら、患者検体を
用いた検証において、必ずしも抽出された
miRNA 発現が化学放射線療法の治療効果や患
者予後と相関しなかった。特に、miR-1290 に
ついては網羅的解析結果とは相反する結果
となった。これには、候補 miRNA 探索に用い
た臨床検体が 5 症例と少なかったことや、
miRNA 発現の個人差に依るところが大きいと
考えられた。このことから、真に有用なバイ
オマーカー検索の為にはより多検体での候
補miRNA探索や検証実験が必要であると考え
られた。 
一方、本研究期間中、血漿中 miRNA の抽出方
法や定量方法について、実験間誤差が比較的
出易いことが明らかとなった。このことから、
循環 miRNA を臨床応用するには、検体収集か
ら miRNA 抽出、定量までのプロセスを画一化
していく必要があると考えられた。 



また、本研究期間中には循環 miRNA がどのよ
うに腫瘍微小環境の構築に関わるかは明ら
かにすることは出来なかったが、現在、miRNA
の生物学的意義や腫瘍微小環境構築に与え
る影響について、解析準備を進めている。 
なお、本研究成果の一部は現在、国際学術雑
誌へ投稿準備中である。 
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