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研究成果の概要（和文）：口腔扁平上皮癌（OSCC）は固形癌のひとつであり、その間質組織には癌関連線維芽細
胞（CAF）の割合が多く存在する。CAFは癌の性質や薬剤感受性を修飾し、癌の進展に有利な微小環境を構築して
いる。本研究では、OSCC手術検体からCAFおよび正常線維芽細胞（NF）の単離を成功させ、RNA次世代シークエン
ス解析を用いてOSCC-CAFに特異的な発現を示し、OSCC悪性獲得化に深く関与する可能性を秘めたマイクロRNAの
存在を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is a solid tumor and the stromal tissue 
contains a high proportion of cancer-associated fibroblasts (CAFs). CAFs modify cancer properties 
and drug sensitivity, creating a microenvironment favorable for cancer progression. In this study, 
we successfully isolated CAFs and normal fibroblasts (NFs) from OSCC surgical specimens and used RNA
 next-generation sequencing analysis to identify microRNAs that are specifically expressed in 
OSCC-CAFs and may be deeply involved in OSCC malignant acquisition.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 癌関連線維芽細胞　マイクロRNA

  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（OSCC）は、手術・放射線・化学療法などの治療に対し治療抵抗性を獲得し、局所再発や遠隔転
移を引き起こす。癌組織において間質を構成する構成する主な細胞は線維芽細胞であり、これらが細胞増殖因子
などを産生し、腫瘍細胞の増殖や浸潤を促進するとの報告があり、癌治療における新たな標的として脚光を浴び
つつある。また最近では、癌細胞と周辺細胞の細胞間のコミュニケーションに、マイクロRNAを含む細胞外小胞
の関与が報告され、マイクロRNAを指標とした癌診断法の開発研究が脚光を浴びている。OSCCの悪性化に関わる
分子経路が明らかになれば、これら経路を遮断する分子の探索に繋がると考えられる。

※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（共通） 
１．研究開始当初の背景 
腫瘍組織には癌細胞のみならず様々な間質細胞が存在している。なかでも固形癌のひとつで

ある口腔扁平上皮癌（OSCC）は、線維芽細胞の割合が高く、癌関連線維芽細胞（Cancer-
associated fibroblasts；CAF）と呼ばれ、癌の進展に有利な微小環境を構築している。CAF は
様々な細胞と相互作用することにより、癌の性質や薬剤感受性を修飾し、癌の悪性化に関与して
いると報告をされている。また、癌細胞は、周辺細胞と細胞外小胞を用いて、お互いの悪性化を
助長していると考えられている。細胞外小胞にはホスト細胞由来のタンパク、脂質、メッセンジ
ャーRNA の断片およびマイクロ RNA が含まれており、これらの分子が細胞外小胞を介して他
の細胞内に伝播され、更に機能する事が近年明らかになっている。本研究では、CAF に特異的
なマイクロ RNA を癌細胞株に核酸導入し、マイクロ RNA の機能解析と、これらのマイクロ
RNA が制御する分子ネットワークの探索を行い OSCC の悪性化に関わる分子経路が明らかに
なれば、これらの経路を遮断する分子の探索（ドラッグリポジショニング）につながると考えら
れた。 

 
２．研究の目的 

OSCC 手術検体から CAF の初代培養法を確立し、複数の OSCC-CAF を樹立、さらに RNA
次世代シークエンス解析によりOSCC-CAFマイクロRNA発現プロファイルを作成し、OSCC、
OSCC-CAF、正常線維芽細胞（NF）の比較から、OSCC-CAF に特異的な発現を示すマイクロ
RNA を明らかにし、その機能解析と OSCC 細胞の悪性化獲得に関与する分子ネットワークの探
索を目的とした。 

 
３．研究の方法 
 １）OSCC 手術検体（癌組織部、正常組織部）から CAF、NF の単離を確立させ、それぞれに
対し蛍光免疫染色法などを用いて多角的に解析を行う。 
２）RNA シークエンス解析を行い、OSCC、OSCC-CAF、NF の比較から OSCC-CAF に特

異的なマイクロ RNA を明らかにし、その機能解析（増殖能、遊走能、浸潤能）を行う。 
 

４．研究成果 
 １) CAF のマーカーであるαSMA と FAP に対し、OSCC 臨床検体における発現の局在を免
疫化学染色法（IHC）にて確認した。癌細胞の細胞膜・細胞質に局在する遺伝子（GNA12）を
コントロールとし比較を行った。αSMA も FAP も癌細胞周囲の間質細胞に局在していること
が確認できた（図 1）。OSCC 手術検体から初代培養を行い（図 2）、それぞれを蛍光免疫染色法
にて、αSMA、FAP、vimentin を用いて解析を行った。単離した細胞はそれぞれ NF、CAF で
あることが示唆された。（図 3） 

（図１:OSCC 臨床検体を用いてαSMA、FAP の局在を確認した。） 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（図２:手術検体から細胞を単離した。） 



 

（図３:単離した細胞を蛍光免疫染色法にて確認した。） 
 
 
２)手術検体から単離した CAF、NF から total RNA を抽出し RNA 次世代シークエンス解析

を行った。シークエンスのクオリティーチェックで、吸光度・定量試験では実験に影響するタン
パク質やフェノールの混入は認めず、電気泳動で分解もなく、small RNA を含むサンプルであ
ること、ライブラリサイズは 155～200bp の範囲にあることを確認した。（表１、図４～７）。 

（表１;RNA 次世代シークエンス解析のクオリティーチェック） 
  

 

（図４;RNA 次世代シークエンス解析による small RNA 分類） 
 

（図５;マイクロ RNA 階層的クラスタリング） 



 
（図６;マイクロ RNA PCA 解析（主成分解析） XYZ 方向） 
 
 

（図７;マイクロ RNA PCA 解析（主成分解析）XY 方向） 
 
解析結果から、マイクロ RNA137 とマイクロ RNA181 に着目をし、OSCC 細胞株（Sa3、

SAS）に対し核酸導入をし、機能解析（増殖能（XTT）、遊走能、浸潤能）を行った。マイクロ
RNA181 は、増殖能（図８）、遊走能（図９）、浸潤能（図 10）いずれも有意な抑制を認めたが、
マイクロ RNA137 は有意な差を認めなかった。以上の結果からマイクロ RNA181 は OSCC の
悪性化獲得へ関与している可能性が示唆された。 

 
 
 
    
                        
 
 
 
 
 
 
 

（図８;増殖能試験結果（XTT）） 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（図９;遊走能試験） 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（図 10;浸潤能試験） 
 
 
 

まとめ 
 本研究では、OSCC 手術検体から CAF および NF の単離に成功し、さらにその RNA 次世

代シークエンス解析および機能解析から、マイクロ RNA181 が OSCC の悪性獲得化に深く関与
している可能性が示唆された。 
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