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研究成果の概要（和文）：マイクロRNA(miRNA)は、短い二本鎖RNAで、唾液や血清など、あらゆる体液中にも安定して
存在することが近年明らかにされてきた。我々はマイクロアレイ解析により、唾液に含まれるmiRNAの分子種を明らか
にした。また、検出が容易で疾患の早期発見につながるバイオマーカーとして、あるいはmiRNAは体液を介して他の細
胞内で機能する細胞間情報伝達分子としてとらえ、miRNAの臨床につながる可能性を検討した。本研究においては対象
とするmiRNA 分子種の選択を行い、唾液に多いmiR-1290と、細胞の種類や状態によって変動する可能性があるmiR-222
の機能の一部を明らかにし、今後の基盤とした。

研究成果の概要（英文）：microRNAs (miRNAs), function as important regulators of a wide range of cellular 
processes by modulating gene expression. The functions and relate pathway of miRNAs have been extensively 
studied, but additional roles in various cellular processes remain to be understood.
We investigated the biological importance of individual miRNA to target-mRNA interactions by comparing 
miRNA-mRNA expression profiles in two normal human salivary gland cell lines named NS-SV-AC (AC) and 
NS-SV-DC (DC). Our results supports a miRNA can regulate several transcripts and the target-mRNAs are 
often context specific.
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１．研究開始当初の背景 
 マイクロ RNA (以下 miRNA)は、約 22 mer
の蛋白をコードしない RNA で、標的となる

mRNA の 3'非翻訳領域 (UTR)に結合し、遺伝

子発現を抑制する。現在ヒトで 2,000 種を超

える存在が確認され、細胞内における新たな

遺伝子発現調節因子として、急速に研究が進

められている。 
  miRNA は、血液・乳汁・尿など、あらゆる

体液に存在し、癌の早期診断などのバイオマ

ーカーとして期待されている。しかし、体液

miRNA の由来組織や発現・分泌調節および機

能は不明な点が多い。我々は唾液 miRNA の

プロファイリングを行う一方で、表現型の異

なる 2 種の唾液腺細胞株で miRNA-mRNA プ

ロファイリングを比較し、より有用な miRNA
分子を探索した。 
 
２．研究の目的 
 miRNA をバイオマーカーあるいは、細胞内
情報伝達物質として考え、具体的な miRNA
分子の選択を行い、唾液および唾液腺細胞株
からアプローチ方法を見つける。 
 
３．研究の方法 
（1）ヒト唾液 miRNA マイクロアレイ解析 
  ボランティアの成人 11 名より、口腔内を

水道水でうがいした後の自然分泌唾液を採

取した。唾液は、室温 6,000 rpm、20 分間の

遠心で食物残渣等を除去し、0.4 ml について

mirVana PARRIS キット (Ambion)を用いて

totalRNA を抽出した。100 ng 相当の totalRNA
を用い、マイクロアレイ解析 (Agilent)を行っ

た。 
（2）ヒト顎下腺細胞株に発現する miRNA お

よび mRNA のマイクロアレイ解析 
  NS-SV-AC (腺房様細胞、以下 AC) 
  NS-SV-DC (導管様細胞、以下 DC)  
  これらは徳島大学口腔内科、東雅之博士に

より、同一人物の手術時に得られた顎下腺か

ら樹立され、コロニー形成能やヌードマウス

移植実験で、いずれも正常顎下腺上皮細胞株

であることが確認されている。 
 ACおよびDC よりmirVana PARRISキット

を用いて発現する miRNA および mRNA のマ

イクロアレイ解析を行った。また、各 miRNA
および mRNA レベルの検証には、qRT-PCR
法を用いた。 
（3）注目した miRNA の標的部位の決定 
  miRNA の機能として標的となる mRNA の

3’UTRへの結合について、mirGLO ベクター

システム(promega)によるDual Luciferase解析

を行った。標的遺伝子および miRNA 認識部

位の予測には、主に２種類のデータベース

「miRDB」および「TargetScan」を用いた。 
 
４．研究成果 

（1）唾液に高頻度かつ高レベルに認められ

た miR-1290： ヒト唾液 miRNA のプロファ

イリングでは、成人 11 名のうち 8 名の唾液

において、miR-1290 が上位 10 位以内かつ高

レベルに認められ、現時点で最も主たる唾液

miRNA の一つであると考え、miR-1290 を詳

細な機能解析の対象として選択した。 
 ヒト唾液腺細胞株 AC、DC、およびマウス

歯肉上皮細胞株である GE1 に miR-1290 
mimics を導入した結果、AC でのみ miR-1290
導入による細胞増殖の亢進が認められた。

miR-1290 の直接標的として遺伝子 X を確認

した。しかし、miR-1290 導入での細胞増殖の

亢進は AC のみで認められた一方、遺伝子 X
の発現抑制は AC、DC いずれにおいても認め

られた。これにより、miR-1290 が遺伝子 X
を発現抑制したことによる AC の細胞増殖の

亢進には、他の遺伝子の関与が考えられた。 
 AC・DC の差異と miR-1290 の効果の差異

を精査することで、唾液成分の新たな役割が

得られる可能性を見出した。 
 
（2）AC・DC 細胞間で最大の差異だった

miR-222： AC、DC の 2 つの細胞株の miRNA
マイクロアレイ解析から最も差異の大きい

miRNA の一つとして miR-222 に注目した。

miR-222 の標的 mRNA の検索には mRNA マ

イクロアレイの結果で差異の大きい候補に

ついて検討し、遺伝子 Y がこれまで報告され

ていない miR-222 の標的であることを明らか

にした。さらに、miR-222 は炎症性サイトカ

イン TNFで発現が誘導され、また、AC の

TNF処理で miR-222 発現の上昇に従って遺

伝子 Y の発現が抑制されることも確認した。

miR-222 は通常の唾液では低レベルで、全身

の炎症状態あるいは特定の疾患に相関して

変動する場合、バイオマーカーとして有用で

ある可能性が考えられた。しかし、これまで

に miR-222 と miR-1290 との関連は見いだせ

ていない。  
 



 本研究では、唾液に miRNA が安定して存

在することを確認したことに加え、量的・頻

度的に高レベルな miR-1290 に注目し、新た

な唾液の機能成分である可能性を見いだし

た。また、通常は唾液に低レベルの miR-222
が上昇することによって、なんらか(炎症な

ど)の全身性あるいは口腔内の変動を知らせ

るバイオマーカーとなる可能性を示した。 
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