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研究成果の概要（和文）：口腔癌の遠隔転移に関与するエクソソーム由来microRNAの特定を行った結果，高浸潤
口腔癌細胞を分離培養でき，それぞれの細胞培養上清よりエクソソームを単離することができた。また，元細胞
をコントロールとしてアレイ解析で網羅的に解析した結果，データベースを参考に3つの細胞に共通して変化す
る2つのmiR-Xを特定できた。口腔癌患者の末梢血および唾液を用いた検討を行ったところ，特定されたmiR-Xの
発現はいずれもみられなかった。本結果から，口腔癌遠隔転移に関与するであろう浸潤能について，癌細胞エク
ソソーム由来の2つのmiR-Xが重要な役割を果たしている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To identify exosome-derived microRNAs involved in the distant metastasis of 
oral cancer, we were able to isolate highly invasive oral cancer cells and isolate exosomes from the
 supernatant of each cell culture, and comprehensively analyzed them by array analysis using 
parental cells as a control. As a result, we were able to identify two miR-Xs that commonly fold 
change in the three cells, referring to the database. The expression of the identified miR-Xs was 
not observed in peripheral blood and saliva of oral cancer patients. These results suggest that two 
miR-Xs derived from cancer cell exosomes may play an important role in the invasive ability that may
 be involved in oral cancer distant metastasis.

研究分野：口腔腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
遠隔転移制御を目的とした治療戦略において，口腔癌遠隔転移に高播種性腫瘍細胞エクソソーム由来のmicroRNA
が重要な役割を担っていることを明らかにすることができた。さらに実臨床において，血液や唾液を用いて解析
することが可能となれば，効率的な治療標的分子シーズをより容易に探索でき，将来的にもリアルタイムで口腔
癌患者の病態をモリタリングすることが可能となり，生存率改善へとつながる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 口腔癌はヒトにおいて全ての癌と診断された症例の 2～3％を占める希少癌で，わが国におい
ても増加傾向にある癌の一つでもある。口腔癌治療法の第一選択は外科的切除であり，術後病理
で再発高リスク因子（切除断端近接あるいは転移リンパ節被膜外浸潤）が認められた場合に術後
補助化学放射線療法を行うことが世界的に標準治療とされている 1）。しかしながら治療成績につ
いて，この四半世紀わずかな向上を認めるものの，他領域の癌と比較して大きな変化はないとさ
れている。その理由としては，術後補助化学放射線療法の導入により，局所頸部制御率の向上は
得られたものの遠隔転移を制御するには至っていないことが挙げられている。これまでに研究
代表者も，口腔癌所属リンパ節転移症例の大規模な多施設共同観察研究を行った結果，術後補助
療法は局所頸部制御の向上に寄与したものの遠隔転移死を改善するには至らず，術後補助療法
としての放射線への化学療法の上乗せ効果も低かったことを報告している 2）。最近はいくつかの
同様の報告がなされ，特に口腔癌においては同じ頭頸部癌の中でも咽頭癌や喉頭癌などと比較
しても術後補助化学放射線療法の恩恵を受ける可能性が低いとも考えられている 3）。つまり局所
頸部制御が良好であっても遠隔転移により経過不良となる場合が多く，今後の口腔癌の生存率
向上のためには遠隔転移の制御が重要であると考えられる。このような現状の中で，研究代表者
は遠隔転移を生じるような高転移能・高浸潤能（すなわち高播種性）を有する口腔癌細胞を単離
することができたが，その表現型に影響を与える分子については明らかにできていない。最近，
癌細胞から分泌されるエクソソーム（図 1）が，遠隔転移先の癌微小環境形成などを行うことに
より癌転移において重要な役割を果たしていることが報告されている 4）。エクソソームは内部に
タンパク質，脂質，RNA，DNAおよびmicroRNAなどを含んでおり，細胞外に分泌された後，
体液を介して遠隔組織に取り込まれ，癌細胞同士の細胞間コミュニケーションを行う分子とし
ても注目を集めている。なかでもエクソソームに含まれる特定の microRNA が癌細胞転移・浸
潤に重要な役割を果たしていることが各種の癌で報告されている。これまでにも研究代表者も
口腔癌細胞を用いた研究にお
いて，機能性 RNA の一種で
あるmicroRNAのうち，miR-
21が，Wnt/β-catenin経路の
down-regulator で あ る
DKK2の発現を抑制して癌細
胞浸潤能を制御していること
を明らかにしてきたことから
5），先に述べた高播種性口腔
癌細胞の浸潤・転移にエクソ
ソ ー ム 由 来 の 何 ら か の
microRNAが関与しているの
ではないかと考えた。したが
って，口腔癌遠隔転移に高播
種性腫瘍細胞エクソソーム由
来のmicroRNAが重要な役割
を担っているのではないかと
考え，本研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究では，高播種性口腔癌細胞の浸潤・転移，とくに遠隔転移形成に関与するエクソソーム
由来の microRNA を特定し，臨床的意義を検証する前向き観察研究を行うことを目的とした。
口腔癌の実臨床においては術後の病理組織学的検査で評価を行い，術後補助療法の適応を決定
しているのが現状であり，さらにそのレジメンは 30年以上前から使用されている殺細胞性抗癌
薬であるシスプラチンと放射線外照射が標準治療とされており，治療法の進歩に乏しいと言わ
ざるを得ない。口腔癌遠隔転移の形成過程の中で，術後病理組織学的評価を行う段階ではすでに
進展した状態である可能性が高く，そのため術後補助療法が遠隔転移を制御できていない大き
な要因であると推察される。そこで本研究では，高播種性口腔癌細胞から分泌された特定のエク
ソソーム由来 microRNA を血液や唾液に存在している状態で検出するリキッドバイオプシーを
導入することにより，口腔癌遠隔転移形成能を初期の段階で検出できる点で，口腔癌治療の早期
に遠隔臓器への転移を予期することが可能となる（図 2）。また実際の口腔癌患者の血液および
唾液のサンプルを用いて，特定のエクソソーム由来 microRNA 発現と遠隔転移の臨床像との相
関性を前向き観察研究として検討することにより臨床的意義を検証できると考えた。 
 
３．研究の方法 
（1）遠隔転移に関与するエクソソーム由来microRNAの特定 
 口腔癌細胞 HSC-2, OSC19および SAS細胞から，マトリゲルインベージョンチャンバーを用
いて，高浸潤能を持つ亜型としてクローニングされた高浸潤口腔癌細胞（それぞれ HSC-2-HI, 
OSC19-HI および SAS-HI）の培養上清よりそれぞれエクソソームを単離し，small RNA を回
収した。Parental cellをコントロールとして microRNAアレイ解析で網羅的に解析した。3つ
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の細胞に共通して fold changeす
る microRNA を候補とし，中で
も癌細胞転移に関与する分子を
制御している microRNA をデー
タ ベ ー ス “miRBase 
(http://www.mirbase.org/)”で特
定した。さらに特定された
microRNAを Parental cellに導
入することにより細胞形態や浸
潤能がそれぞれの高浸潤能細胞
の亜型に類似しているかどうか
確認した。 
（2）口腔癌患者の末梢血および
唾液のサンプルを用いた検討 
 実臨床で同意の得られた口腔
癌患者の末梢血および唾液をサ
ンプルとして，エクソソームを単
離した後，microRNA を抽出し
た。上記で特定された microRNA の発現を検討し，臨床病理学因子との相関性を明らかにし，
臨床的意義について検討した。 
 
４．研究成果 
（1）遠隔転移に関与するエクソソーム由来microRNA（miR-X）の特定について 
 口腔癌細胞 HSC-2, OSC19および SAS細胞から，マトリゲルインベージョンチャンバーを用
いて，高浸潤口腔癌細胞（それぞれ HSC-2-HI, OSC19-HIおよび SAS-HI）を分離培養でき，
いずれの細胞も Parental cellと比較して約 5倍の浸潤能を有していた。それぞれの細胞培養上
清よりエクソソームを単離することができた。small RNAを回収し，Parental cellをコントロ
ールとしてアレイ解析で網羅的に解析した結果，3つの細胞に共通して fold changeするmiR-X
について，データベースを参考にして，2つ特定できた。さらにそれらのmiR-Xを Parental cell
に導入したが，いずれも明らかな細胞形態の変化は認められなかったものの，浸潤能はそれぞれ
の高浸潤能細胞の亜型に類似していることは確認できた。 
（2）口腔癌患者の末梢血および唾液のサンプルを用いた検討について 
 実臨床で同意の得られた口腔癌患者の末梢血および唾液をサンプルとして，エクソソームを
単離した後，microRNAを抽出したが，上記で特定されたmiR-Xの発現はいずれも認められな
かった。その原因としてサンプル量が少なく，エクソソーム単離が行えなかったことや，末梢血
の保存状態に問題があったことが予想された。 
 本研究結果から，口腔癌の遠隔転移に関与するであろう浸潤能について，癌細胞エクソソーム
由来の 2つのmiR-Xが重要な役割を果たしている可能性が示唆された。実臨床における癌患者
血液あるいは唾液からのエクソソーム由来 miR-Xを検出することができなかったが，手術で得
られた病理組織標本を用いて，in situ hybridizationでの miR-X検出を試みる意義はあると考
えられた。 
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