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研究成果の概要（和文）：口腔がんの発症に関与する口腔内細菌の同定を試みた。対象患者を非喫煙に絞った。
３９名の口腔癌患者のうち、12名が非喫煙者であった。エピゲノム異常の有無をMSP法を用いて５つの遺伝子の
メチル化状態を調べた。その結果、メチル化異常は、30%から58%の頻度に認めら、その異常は特徴的なプロファ
イルを示していた。ゲノム異常の有無についても、次世代シーケンサーを用いてがん関連遺伝子46個の突然変異
の有無を調べた。その結果、１２例中９例の癌に異常を認めた。p53遺伝子の突然変異は６例が最も多く、着い
てPIK3CAが４例であった。口腔内細菌叢の解析に関しては、安定した細菌叢が得られるまでには至らなかった。

研究成果の概要（英文）：We attempted to explore and identify the microbiome involved in the 
formation of the oral cancer predisposition. The target patients were limited to non-smokers; of the
 39 oral cancer patients, 12 were non-smokers. Methylation status of five genes was examined for 
epigenomic abnormalities using the MSP method. The results showed that methylation abnormalities 
were found in 30% to 58% of the cases. The presence of genomic abnormalities was also examined for 
mutations in 46 cancer-related genes using a next-generation sequencer. The most common p53 mutation
 was found in 6 cases, followed by PIK3CA in 4 cases. As for the analysis of oral bacterial flora, 
stable bacterial flora could not be obtained.

研究分野： 口腔がん

キーワード： 口腔がん

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
口腔がんと関係する特異的なオーラルマイクロバイオームと、それを反映したエピゲノム異常が同定されれば、
口腔がんのリスク診断や予防に貢献すると考えられる。口腔がんは喫煙の影響を多大に受けると考えられるた
め、本研究における解析対象は非喫煙者とその手術検体に絞っって行った。非喫煙者に生じた口腔癌１２例の
DNAメチル化異常を５つの遺伝子に関して解析した。その結果、喫煙歴がないにも関わらず、メチル化異常を高
頻度に認め、特異的なプロファイルを示した。口腔内細菌叢の解析に関しては、安定した細菌叢が得られるまで
には至らなかったが、今後の研究に繋がる有益な情報を得た。

※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 

口腔がんは、治療方法や臨床検査・診断技術の発展、基礎研究による学術的知識の蓄積にもかか

わらず、明らかな生命予後の改善が得られていない(Mersh D et al., J Pathol 2011)。また、

口腔を含めた顔面領域は、摂食や嚥下機能のみならず、対人関係の窓口として重要な役割を担っ

ている。術後の機能的・審美的障害が患者の社会生活の質に与える影響は大きいため、がんの予

防および早期発見とそれに直結するリスク診断法の確立が急務の課題である。発がんリスク因

子としては、タバコやアルコール、ヒトパピローマウィルスなどが知られている(Ivy F. L. Tsui 

et al, Am J Surg Pathol, 2009, J Mork, et al, N Engl J Med, 2001)。これらのリスク因子

に絶えず曝露されることにより、ジェネティック異常やエピジェネティック異常が蓄積し、がん

の素地（Field defect）が形成されると考えられる（Ushijima T, BMC proc, 2013, Asada K, 

Gut, 2015）。口腔内には非常に多くの細菌が常在しており、う蝕や歯周炎のみならず全身感染症

や、心疾患、リウマチ等との関わりが報告されているのみならず、大腸癌（komiya Y et al., 

Gut, 2019)、膵癌（Maisonneuve P et al., Ann Oncol, 2017, Fan X et al., Gut, 2018)、食

道癌（Yamamura K, et al., Clin Cancer Res, 2016)など、悪性腫瘍の発症に関与することも

報告されている。しかしながら、最も関連が深いと予測される口腔がんとの関係においては、明

確な結論は得られていない（Han Y et al., J Dent Res, 2013, Healy CM, et al., Oral 

Oncology, 2019）。ヘリコバクター・ピロリ感染による炎症が胃がん発生に関与することを考慮

すると（Ushijima T, Nat Rev Cancer, 2005）、ある種のオーラルマイクロバイオームが、炎症

を介して口腔がんの発生に関与していても不思議ではない。がん発生のリスクと関連する特異

的なオーラルマイクロバイオームが同定できれば、口腔がんの予防やリスク診断やに貢献する

ことが期待される。 
 
２．研究の目的 

オーラルマイクロバイオームに着目し、口腔がんの素地の形成（発がんのリスク）および病態に

関与する口腔内細菌（叢）とそれに伴うエピジェネティックな異常を探索・同定することを目的

とした。 

 

３．研究の方法 

１．口腔内細菌と喫煙や飲酒による影響を排除するため、対象患者を非喫煙かつ非飲酒の者に絞

る。口腔がん患者ではがん同側の非がん歯肉の歯周ポケットから、健常者では臼歯部の歯周ポケ

ットから口腔内細菌を採取する。滅菌済みのペーパーポイントを歯肉溝に挿入し、細菌を採取し、

rRNA を抽出、次世代シークエンサーを用いて口腔内細菌約４００種類の割合を測定する。その

中から、口腔がん患者の非がん部歯周ポケットに高い頻度で認められる特徴的なマイクロバイ

オームを抽出する。 

２．オーラルマイクロバイオームのリスクを反映する DNA メチル化異常を、ゲノム網羅的手法を

用いて探索する。口腔がん患者の非がん部口腔粘膜において、DNA メチル化異常を示す遺伝子を

Infinium ® Human Methylation EPIC Bead Chipを用いてゲノム網羅的に探索を行う。マイクロ

バイオームと相関するプロモーター領域 CpG アイランドの DNA メチル化について、多数の臨床

検体を用いて、定性的 Methylation-Specific PCR(MSP)法により DNA メチル化状態の大まかな解



析を行う。MSP 法ではメチル化 DNA 特異的プライマーおよび非メチル化 DNA 特異的プライマーを

各々デザインする。メチル化解析に用いる DNA サンプルは制限酵素で断片化、Bisulfite 処理に

よる塩基置換を行い解析に用いる。リスク診断の実現化を視野に入れ、定量解析用 MSP プライマ

ーをデザインし、DNAメチル化レベルを数値化する。統計解析にはIBM SPSS Statistics software 

version 21.0 および SAS 9.4 を用いる。 

 

４．研究成果 

口腔がんの素地の形成に関与するマイクロバイオームの探索・同定を試みた。口腔内細菌と口腔

がんの発症との関わりが捉えにくい理由として、喫煙や飲酒の発がんへの影響が非常に強いた

め、口腔内細菌の影響が見えにくくなっていることが一因と推測された。そのため、対象患者を

非喫煙かつ非飲酒の者に絞ることとした。対象とした３９名の口腔癌患者のうち、12 名が非喫

煙者であった。一方、飲酒習慣に関しては正確な情アルコール摂取量の情報が得られなかった。

そのため、当初の予定を変更し、対象を非喫煙口腔がん患者とその手術検体として解析を行うこ

ととした。12名のうち男性は６名、女性は６名であった。年齢は、平均年齢 68.3 歳（42~81 歳）

であり、部位としては、舌７例、歯肉３例、頬粘膜２例であった。病期に関しては、ステージ０

が３例、ステージ１が４例、ステージ３が１例、ステージ４が４例であった。組織学的には全て

扁平上皮癌であり、未分化型１例、中分化型５例、高分化型４例、不明が２例であった。次にそ

れら１２例の口腔扁平上皮癌におけるエピゲノム異常の有無を調べた。ゲノム網羅的解析によ

って得られた口腔がんにおいてプロモーター領域がメチル化異常を受ける５つの遺伝子のメチ

ル化状態を調べた。その結果、メチル化異常は、30%、50%、50%、50%、58%と高頻度に認められ

た。次にそれら１２例の口腔扁平上皮癌におけるゲノム異常の有無を解析した。次世代シーケン

サーを用いて、がん関連遺伝子 46 個の体細胞突然変異の有無を調べた。その結果、１２例中、

９例の癌に異常を認めた。p53 遺伝子の突然変異は６例に認められた。PIK3CA の突然変異は４

例、ERBB4 と RB1 の遺伝子は各々１例で認められた。ゲノム異常とエピゲノム異常の明らかな関

連性は認めなかった。口腔内細菌の採取に関しては、安定した細菌叢を得るには至らなかった。 
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