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研究成果の概要（和文）：エクソソームはエンドソームから形成される膜小胞であるが、内包物質が細胞により
異なることから、近年、癌のバイオマーカーリソースとして注目されている。そこで、本研究では当科で樹立し
た株化口腔扁平上皮癌（OSC）細胞分泌エクソソームよりRNAを抽出し、正常口腔粘膜上皮細胞をコントロールと
してmiRNAアレイ解析を行い、OSC細胞分泌エクソソームに特異的に発現低下を示すがん抑制性miRNAの一つであ
るmiR-X1を同定するとともに、口腔扁平上皮癌症例の血清ならびに血清エクソソームにおいてmiR-X1の発現は健
常人と比較して有意に低下することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Exosomes are membrane vesicles formed from endosomes and their components 
are dependent on cell types. Therefore, exosomes are being used as diagnostic and prognostic 
biomarkers for various cancers. In this study, we extracted RNA from oral squamous cell carcinoma 
cell (OSCC)-derived exosomes and performed miRNA array analysis compared with normal oral mucosal 
epithelial cells. We identified miR-X1, which is one of tumor suppression miRNAs. The expression of 
miR-X1 was significantly reduced in sera and exosomes in the peripheral blood of patients with oral 
squamous cell carcinoma.

研究分野：外科系歯学

キーワード： エクソソーム　口腔扁平上皮癌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
口腔扁平上皮癌の発症、さらに予後を左右する重要な因子である再発・転移は比較的進行してからでないと診断
が困難であり、従来の診断法より非侵襲的で、高精度の診断法の確立が待たれている。本研究では、口腔癌細胞
分泌エクソソームにおけるmiRNAの発現解析を行い、口腔扁平上皮癌細胞分泌エクソソームにおいて発現低下を
示すがん抑制性miRNAの一つであるmiR-X1を同定した。miR-X1は口腔癌患者の血清ならびに血清中エクソソーム
において、健常人の発現レベルより低値を示したことから、将来的には、口腔扁平上皮癌の診断が可能となるバ
イオマーカーとしての有用性が示唆された。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

エクソソームはエンドソームから形成される直径30から100nmのリン脂質二重膜で覆われた

膜小胞で、癌細胞、間質細胞、免疫担当細胞などの多様な細胞から細胞外に分泌され、血清、母

乳、尿等に存在が認められている。エクソソームの膜にはテトラスパニンや接着分子、MHCク

ラス抗原などが発現されているとともに、エクソソームの内部には蛋白質や脂質、mRNA、

miRNAなどの核酸といった様々な物質が内包されている。近年、分泌されたエクソソームは分

泌細胞自身や周囲の他の細胞内に取り込まれ、内包物質を介して取り込んだ細胞の様々な機能

に影響を及ぼすことが明らかにされ、エクソソームが細胞間情報伝達物質として機能している

と考えられるようになってきた1)。癌においては、癌細胞分泌エクソソームが癌細胞自身に取り

込まれ、癌の発育・進展をオートクラインないしパラクライン的に促進することや、腫瘍間質細

胞に取り込まれ、エクソソーム内包物質を介して、転移、血管新生、免疫修飾、抗癌剤耐性など

に影響することが明らかとなってきている2)。 

一方、エクソソームの内包物質は分泌する細胞、組織、疾患により異なることから、近年、エ

クソソームはバイオマーカーのリソースとして注目されており、癌においてはエクソソーム内

包物質のうち特にmiRNAの発現を解析することで、腫瘍の有無や起源、病態を推測し、診断へ応

用しようとする研究が活発になされている3)。また、最近、膵臓がん患者の血清中に存在するエ

クソソーム膜に発現されるヘパラン硫酸プロテオグリカンの一つであるGlypican-1の発現の有無

をフローサイトメトリーにて解析することにより、膵臓癌を早期検出できる可能性があること

が報告された4)。これらのことは、口腔扁平上皮癌（OSC）細胞由来エクソソームに特異的に発

現される分子を同定し解析することが新たな口腔癌の診断ツールとなりうる可能性を示唆して

いる。しかしながら、その分子は未だ明らかにされておらず、また、癌細胞分泌エクソソームに

内包される特異分子の発現調節機構や、さらには、その分子が腫瘍悪性化・進展にどのように影

響するのかは不明である。 

 

２．研究の目的 

 本研究では OSC細胞由来エクソソームに特異的に発現する分子を同定する。その後、口腔癌

患者の血清と血清中エクソソームにおける同定分子の発現解析を行い、癌の診断・病態・治療感

受性・予後予測マーカーとしての有用性を検討する。それとともに、OSC 細胞由来エクソソー

ムにおける同定分子の発現調節機序や腫瘍悪性化・進展への影響を検討し、その分子の発現抑制

や下流のシグナル伝達阻害が抗腫瘍効果をもたらすかを検討する。 

 

３．研究の方法 

当科で樹立したOSC細胞の培養上清より回収したエクソソームからRNAを抽出し、正常口腔

粘膜上皮細胞をコントロールとしてmiRNAアレイ解析を行い、いずれの株化細胞においてもコ

ントロールに比べ10倍以上の発現増強を示す、あるいは0.1倍以下の発現低下を示すmiRNAを同

定する。その後、口腔癌患者およびコントロール群の血清および血清中エクソソームからRNA

を抽出し、同定した口腔扁平上皮癌で発現異常を示すmiRNAの発現レベルを定量し、口腔癌症

例とコントロール群間の発現レベルの比較検討を行う。それとともに、口腔癌症例においては

臨床病理学的因子、治療感受性、リンパ節転移、予後との関連を検討する。同定分子の発現調

節機構については、OSC細胞株を低酸素ストレス（1%O2濃度下での培養）に曝露させた後、

OSC細胞の培養上清よりエクソソームを回収し、同定分子の発現変化を検討する。そして、同



 
 

定分子発現ベクターをOSC細胞に導入して強発現させる系、miRNA Mimic、miRNA阻害剤を導

入する系を用いてOSC細胞分泌エクソソームを回収し、エクソソームのOSC細胞の増殖、遊走、

浸潤能、治療感受性に対する影響を検討する。 

 

４．研究成果 

いずれの OSC細胞由来エクソソームにおいても、ヒト口腔粘膜上皮細胞由来エクソソームに

比べ 10倍以上の発現増強を示す miRNA、ならびに 0.1倍以下の発現低下を示す miRNAが幾つ

か同定された。その中で最も発現が低下していたがん抑制性 miRNAの一つである miR-X1の発

現について口腔癌のパラフィン包埋組織より癌組織と隣接した正常組織をそれぞれ採取し比較

検討を行った。その結果、16例中 14例の口腔癌症例において癌組織での発現低下が認められた。

さらに、健常人 22例と口腔扁平上皮癌 18例の血清ならびに血清中エクソソームより RNAを抽

出し miR-X1の発現解析を行った。その結果、口腔扁平上皮癌症例の血清ならびに血清エクソソ

ームにおける miR-X1の発現は健常人のものと比較して有意に低下していた。しかしながら、口

腔扁平上皮癌症例における miR-X1の発現と臨床病理学的因子、治療感受性、リンパ節転移、予

後との間に明らかな関連は認められなかった。 

次に、口腔扁平上皮癌細胞由来エクソソームにおける miR-X1の発現抑制機構について検討す

るため、1%の低酸素環境下に口腔扁平上皮癌細胞株の OSC-4を培養した。その結果、低酸素処

理により、細胞レベル、細胞由来エクソソームのいずれにおいて miR-X1の発現は経時的に低下

した。さらに、miR-X1の発現は株化口腔扁平上皮癌細胞のみならず、舌癌組織においても低酸

素領域が想定される腫瘍中心部においてその発現が低下していた。続いて、口腔扁平上皮癌細胞

の悪性形質獲得における miR-X1の作用について検討した。OSC-4細胞に miR-X1を強発現させ

ると細胞増殖が抑制され、その際、G0/G1期の細胞比率が増加するとともに、S期ならびに G2/M

期の細胞比率が減少し、G0/G1アレストが生じた。さらに、がん細胞の浸潤能における miR-X1

の関与について Invasion assayにて検討したところ、miR-X1の導入により浸潤能は有意に抑制さ

れ、逆に、miR-X1をノックダウンすると浸潤能は有意に増強した。加えて、遊走能への影響に

ついてWound healing assayにて検討したところ、浸潤能と同様の効果が認められた。エクソソー

ムの作用については、miR-X1強発現 OSC-4由来エクソソームは、OSC細胞の増殖能、浸潤能、

遊走能を抑制し、miR-X1ノックダウン OSC-4由来エクソソームは逆に、OSC細胞の増殖能、浸

潤能、遊走能を促進した。 

以上のことより、血清および血清中エクソソームにおける miR-X1の発現レベルは、口腔扁平

上皮癌を診断できるバイオマーカーとなる可能性が示唆された。さらに、口腔扁平上皮癌細胞に

おける miR-X1 の発現は低酸素環境下で低下し、miR-X1 低発現エクソソームを介して口腔扁平

上皮癌細胞の悪性化が促進されている可能性が示唆された。 
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