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研究成果の概要（和文）：　高齢者 (70歳以上)と若年者 (20-40歳代)の唾液マイクロRNA (以下miRNA)を解析
し、有歯 (20本以上) 高齢者にmiR-1290が高レベルである可能性を見いだした。miR-1290の機能を調べた結果、
唾液を産生する腺房細胞に似た顎下腺細胞株 (NS-SV-AC)の細胞増殖をmiR-1290が促進する可能性が示唆され
た。歯の数が20本以上維持され、口腔内の衛生管理が比較的良好な高齢者の唾液に豊富なmiR-1290は、今後引き
続き産生機構および機能を解明することで、口腔内のみならず全身性への影響を含め、加齢にともなう防御機構
の一つとしての展開が期待できる。

研究成果の概要（英文）：MicroRNAs (miRNAs) are short noncoding RNA molecules that regulate gene 
expression post-transcriptionally by binding to complementary sequences on 3’UTR of target mRNAs. 
Although miRNAs have been found in all known biological fluids, their functions are not clear. To 
identify the specific miRNAs present in saliva, microarrays and real-time PCR (qPCR) were used, and 
we found miR-1290 was one of major miRNA in human saliva. 
We analyzed the potential target genes of miR-1290 using computer-aided algorithms: TargetScan and 
miRDB.  Using a cell line from human submandibular gland, NS-SV-AC, overexpression of miR-1290 via 
transfection of miR-1290 mimic showed that the cell growth was significantly enhanced by miR-1290. 
It was suggesting that miR-1290 function in NS-SV-AC cells.

研究分野： 歯科薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 マイクロ RNA (miRNA) は、ヒトで
現在 2000 種類以上が同定され、多く
の細胞内で遺伝子発現調節に関与し
ているほか、細胞外に分泌され、血清
等あらゆる体液中にも安定して存在
することから、癌をはじめとした疾患
の早期発見バイオマーカーや細胞間
情報伝達物質としての利用が期待さ
れる。 
 我々は、唾液に miRNA が安定して
存在することを確認し、マイクロアレ
イを用いたプロファイリングを行っ
た。高齢者 (70 歳以上)では、唾液
miRNA 量が他の成人に比べ多い可能
性が認められ、さらに、miR-1290 が
唾液中に多量に存在し、唾液腺および
歯肉上皮に影響を及ぼす可能性が考
えられたため、検証を行った。 
 
２．研究の目的 
 高齢者の唾液に miRNA が多いこと
を明らかにする。唾液 miRNA の一つ
miR-1290 の機能を解析し、唾液線お
よび歯肉への影響を検討する。 
 
３．研究の方法 
3-1 ヒト唾液 miRNA プロファイリン
グおよび、機能解析に用いる細胞株に
発現する miRNA のプロファイリン
グ：マイクロアレイ解析データの検証
を行った。 
 
3-2 miR-1290 の標的予測と細胞株
を用いた miR-1290 の機能解析：
miR-1290 の標的を予測は 2 種類のデ
ータベースmiRDBおよびTargetScan
を用いた。ヒト正常唾液線細胞株
(NS-SV-AC細胞およびNS- SV-DC細
胞)、一部、マウス歯肉上皮細胞株
（GE1 細胞）を用い miR-1290 摸倣核
酸を遺伝子導入試薬で導入し、細胞増
殖能、標的 mRNA の検討により、
miR-1290 の機能解析を行った。 
 
４．研究成果 
4-1 高齢者の唾液 miRNA 量・種類 
 

  7 名の高齢者 (およそ 70 歳以上)の
唾液 miRNA について、マイクロアレ
イを行った解析結果を比較した。
miR-1290 の蛍光強度を例に、miRNA
発現量の多さの目安として年齢・性
別・残存歯数に対し、miR-1290 の発
現量(蛍光強度)、および、成熟 miRNA
の 866 種中で、個人で検出された
miRNA 種数(検出数)あたりの検出ラ
ンクを表に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
表 高齢者 miRNA の比較 
 約70歳以上の高齢者7名のmiRNAプロファイリングにより、
miR-1290 の蛍光強度を例に、発現量の多さを目安として示す。
MiR-1290が検出された者ではいずれも上位で検出されていた。 

 
 MiR-1290 が検出された 6 名におい
て、個人内での miRNA 検出ランクと
して 3 位から 12 位と、いずれも上位
にランクされ、miR-1290 は唾液の主
要 miRNA である可能性が示された。
一方で、検出された蛍光強度には差が
大きく、7 名の miRNA の全体像は、
主成分分析の図で示される 2 群に分
けられた(図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 主成分分析プロット解析 
 ほぼ同様の miRNA プロファイリングの 3例(赤丸)と、多様な
(ばらつきの多い)miRNA プロファイリングの 4 例(茶丸)が示さ
れた。1例 (青丸)はNS-SV-AC細胞株の培養上清コントロール。 

 
  すなわち、比較的多様な miRNA か
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らなる 4 名(表中 A 群：A1-A4)と、ほ
ぼ同様の miRNA プロファイリングを
示す 3 名(表中 B 群：B1-B3)の 2 群で
ある。これら 2 群は miRNA 発現量の
目安としたmiR-1290の蛍光強度に差
異が大きいことと一致して、A 群では
miRNA種が比較的少なく(64-202 種)、
B 群では miRNA 種が多い (340-355 
種)という違いが認められ、さらに、
この 2 群では残存歯数に大きな差が
認められ、A 群での残存歯は 8 本以下
で、いわゆる無歯顎者(残存歯 0 本)が
2 名含まれていた(表)。また、B 群は
20 本以上の残存歯であった。 
 
4-2a miR-1290 の機能解析 
 ヒトの三大唾液腺の一つである顎
下腺から樹立された、顎下腺細胞株 2
種 (NS-SV-AC 細胞・NS-SV-DC 細胞)、
およびマウス歯肉より樹立された細
胞株 (GE1)を用い、miR-1290 模倣核
酸(miR-1290mimics)を細胞内に導入
した。MiR-1290 の標的予測より、独
自に選出した標的候補の一つ、MIG6 
(Mitogen-inducible gene-6) は 、
NS-SV-AC、NS-SV-DC いずれの細胞
でも発現が低下し、miR-1290 によっ
て MIG6-3’UTR が標的とされること
が示唆された。一方で、GE1 も含め
た 3 細胞株で、細胞増殖能の変化を検
討した結果、NS-SV-AC 細胞でのみ、
miR-1290 による細胞増殖能の亢進が
認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 miR-1290 による細胞増殖亢進機能 
(NS-SV-AC) 
miR-1290mimics 導入時より、Cell-Counting Kit8 (Dojindo)試
薬を用いて測定した。 

 
4-2b ヒト唾液腺細胞株 NS-SV-AC、

NS-SV-DC の違い 
 
 NS-SV-AC 細胞、NS-SV-DC 細胞の
miRNA プロファイリングを検証した
結果、NS-SV-AC 細胞は miR-200 フ
ァミリー (miRs-200a、-200b、-200c、
-429、-141)を発現しないため EMT 
(Epithelial-to-Mesenchymal 
Transition; 上皮-間葉転換)様細胞株、 
であった。一方で、NS-SV-DC 細胞は
miR-200 フ ァ ミ リ ー の 一 部 
(miR-200a、-200b、 -429)を発現しな
い、部分的 EMT 様細胞であった。 
 
 これまで独自に行ってきたマイク
ロアレイ解析を統合することにより、
唾液 miRNA は高齢者 (70 歳以上)に
おいて、若年者 (20-40 歳代)に比して
量、種類ともに多いことが示唆され、
現在定量化を検討している。さらに、
高齢者間での大きな差異が生じる原
因の一つに、残存歯の違いが認められ
た。すなわち、高齢者のなかでも、20
本以上の歯を維持している場合は、
miRNA の量・種類ともに豊富であっ
た。MiR-1290 は唾液に豊富に存在し
ており、これらの口腔内での機能を検
討した。用いた顎下腺(唾液腺)細胞株
2 種では、腺房様の NS-SV-AC 細胞と
導管様の NS-SV-DC 細胞とで、いず
れも MIG6 の発現低下に機能してい
る可能性が示された。MIG6 は EGFR
を介した細胞内情報伝達を負に制御
することが知られ、MIG6のmiR-1290
による発現抑制は細胞株の増殖へ影
響すると考えられたが、NS-SV-AC 細
胞でのみ、細胞増殖能の亢進が認めら
れた。 
 近年、老化細胞で炎症性サイトカイ
ンなどの分泌が亢進する現象を
(SASP; 老 化 関 連 分 泌 現 象
Senescence-Associated Secretory 
Phenotype)といい、免疫細胞の遊走促
進など老化に伴った組織変化に関与
している。この場合、炎症性サイトカ
イン (IL6) やケモカイン (IL8)、細胞
外マトリクス分解酵素  (MMP2)は



SASP 因子である。唾液中で miRNA
は安定して存在し、miRNA 持続的供
給による口腔内細胞への傍分泌作用
あるいは循環を介した内分泌作用が
予想される。miR-1290 は比較的口腔
内の状況が健康に維持されている高
齢者に多い miRNA であり、一部の細
胞株にのみ影響を示した。我々は、高
齢者の唾液に多量に含まれる miRNA
も SASP 因子として機能すると考え、
高齢者の唾液に多量に含まれる
miR-1290 を SASP 因子のひとつとし
て捉え、NS-SV-AC 細胞で認められた
細胞自体の特徴と、その他関わる因子
について引き続き検討し、今後、加齢
にともなう組織の変化への応用へと
展開する。 
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