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研究成果の概要（和文）：口腔扁平上皮癌を対象に腫瘍実質に発現するフッ化ピリミジン系抗癌剤をターゲット
とする代謝酵素を定性的および定量的に検討した。抗癌剤の奏効性に代謝酵素の発現の多寡が影響することが認
められた。一方、腫瘍幹細胞の治療抵抗性が指摘されており、腫瘍幹細胞と関連性が示唆されている上皮間葉移
行のマーカーを用いて抗癌剤感受性についても病理組織学的に検討した。薬剤非奏効例ではマーカーの発現が強
い傾向を示した。
発現変化する代謝酵素遺伝子を標的とするmiRNAの検討では、発現プロファイル解析を行いその違いより同定を
試みた結果、代謝酵素関連遺伝子を標的とするmiRNAは解明されなかった。

研究成果の概要（英文）：The expression of targeting metabolic enzymes of fluoropyrimidine was 
investigated in oral squamous cell carcinoma. The quantity of expression in metabolic enzymes (OPRT,
 TS, and TP) influenced the response to the antitumor agent. Meanwhile, it has been indicated that 
tumor stem like cells could have resistance to therapy and be regarded with epithelial-mesenchymal 
trnsition. Therefore, the relation with the sensitivity to antitumor agent and the markers 
(vimentin, snail, and E-cadherin) of epithelial-mesenchymal trnsition was studied 
histopathologically. There was strong positivity of their markers in the non-response cases.
In examination of the presence of miRNA targeting genes of metabolic enzymes that change in 
expression, the identification was attempted by mean of the difference of miRNA expression using the
 profile analysis. However, it was not elucidated miRNA that targets genes of metabolic enzymes  
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１．研究開始当初の背景 
 口腔癌の治療における化学療法の役割と

して、一次治療後の再発および転移の予防に

貢献する概念が重要視されている。頭頸部癌

では一次治療後一年以内での再発、転移の可

能性が７割以上あり、その後の予後に大きく

影響を与える。いかに再発、転移をこの時期

に制御するかが予後を規定する要因と考え

られる。そこで、薬剤感受性が予後に関連す

るような予知性因子すなわち効果予測因子

の存在に注目した。口腔扁平上皮癌に対する

臨床上使用可能な抗癌剤の一つにフッ化ピ

リミジン系すなわち５−FU 系があり、抗癌剤

治療立案の際に key drug となる。これに関

わる代謝酵素、OPRT、TS および TP が各代謝

経路上で基質に作用する。 

 近年、口腔以外の消化器系癌を対象にこれ

ら代謝酵素の発現を分子学的に遺伝子レベ

ルで解析された報告がある。癌実質に発現す

る遺伝子変異性の代謝酵素では薬剤感受性

が低下し化学療法に抵抗性を示す。口腔癌に

おいてタンパクレベルでそれらの発現の多

寡は検討されているが、分子レベルでの検討

は明らかにされていない。 

 一方、抗癌剤耐性を示す要因の一つとして

腫瘍幹細胞の存在が考えられている。化学療

法や放射線療法に抵抗性を示す腫瘍細胞が

代謝酵素の発現変化に加え、腫瘍幹様細胞の

性格に変化している可能性も想定される。そ

の表現型として上皮間葉移行という現象が

あり幹細胞との関連が示唆されている。 

 次世代のバイオマーカーとして注目され

ているのが、蛋白質をコードしない低分子

RNA(small non-coding RNA)の一つである

microRNA がある。癌の発育、転移、予後ある

いは治療との関連を示唆するものが発見さ

れている。しかし、フッ化ピリミジン系薬剤

の代謝酵素の遺伝子発現変化を制御する

miRNA はいまだ明らかにされていない。 

 
２．研究の目的 

(1) OPRT、TS および TP の腫瘍実質組織内の

発現を評価し、薬剤感受性との関連を検討す

る。 

 

(2) 腫瘍実質組織内の上皮間葉移行マーカ

ーの発現を評価し、治療抵抗性との関連を検

討する。 

 

(3) 薬剤感受性の異なる症例について発現

変化する代謝酵素遺伝子を制御するmiRNAを

同定し、その存在を解明する。 

 
３．研究の方法 
対象は 2009 年 1 月から 2011 年 12 月までに

東京医科大学病院歯科口腔外科を受診した

未治療の口腔扁平上皮癌を対象とした。それ

ぞれ治療前生検組織および PRあるいは NCを

認めた症例の切除組織を検討に供した。 

両者ともパラフィン標本を作製し、また新鮮

組織片を準備した。一次治療後、臨床的に PR

以上の症例を薬剤感受性群とした。 

(1) OPRT、TS および TP の各代謝酵素を対象

と し た cDNA プ ロ ー ブ あ る い は

oligonucleotide プローブを用い、in situ 

hybridization法にて組織中に発現するmRNA

を検出する。発現量の測定は画像解析を利用

し判定量的にその数値を算出した。各代謝酵

素の免疫組織化学的染色法にて得られた発

現量と mRNA 発現量を比較した。 

 

(2) 上皮間葉移行マーカーである vimentin 、

snailおよびE-cadherinを対象とした抗体を

用いて免疫組織化学的染色を施行し奏功群

と非奏功群での発現変化を比較した。 

 

(3) 薬剤感受性の異なる症例について発現

変化する miRNA を同定を試みた。DNA チップ

を使い網羅的に発現分布するプロファイル

解析を行い、奏効群と非奏効群での違いが観

察された miRNA を検索した。候補に上がった

miRNA よりその代謝酵素標的遺伝子を専用の



塩基配列データベースから入手しweb上の標

的予測プログラムを利用して標的部位を探

索した。 

 
４．研究成果 

(1) 化学療法の奏功群と非奏功群に分け、

各 OPRT、TS および TP のタンパクレベルでの

発現量を測定した結果、OPRT では有意に奏功

群が非奏功群比して高値を示した。TS では逆

に奏功群が非奏功群比して有意に低値を示

した。TP では両群で有意差は認められなかっ

た。mRNA レベルでは同様に OPRT では奏功群

で有意に高値を示し、TS では有意に低値が認

められた。TPではタンパクレベルと同様に有

意な差は無かった。各代謝酵素のタンパク発

現量とmRNA量の相関性の検討ではOPRTとTS

で有意な正の相関が認められた。TP では明確

な相関性が示されなかった。よって、分子レ

べルにおいても同様な発現パターンが認め

られた。 

 

(2) 上皮間葉移行マーカーである vimentin、

snailおよびE-cadherinの発現を検討した結

果、いずれも 50%以上の発現頻度を示した。

組織学的悪性度との関係では high score 症

例の内、84%にマーカー発現が認められた。

奏功性との関係では非奏功群でマーカーの

強い発現傾向がみられた。 

 

(3)薬剤感受性の有無により miRNA の発現の

差違を検討した結果、27 個の候補が得られた。

これらを基に Rfamおよび Entrez nucleotide

データベースから 

両者の塩基配列を入手し、標的となる変異代
謝酵素遺伝子を探索したがmiRNAとの相補性
は得られなかった。 
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