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研究成果の概要（和文）：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。近年、non-coding RNAの一種であるmicroRNA（miRNA）が、癌の発症、悪性伸展や治療抵抗性に関与するこ
とが明らかにされつつあることから、本研究では癌細胞分泌エクソソームに内包されるmiRNAに着目し、口腔扁
平上皮癌患者血清エクソソームに含まれる幾つかのmiRNAを定量し、非癌患者の定量結果と比較検討を行った。

研究成果の概要（英文）：It is difficult to diagnose the onset of oral squamous cell carcinoma as 
well as recurrence / metastasis, which is an important factor influencing prognosis. Establishment 
of more non-invasive and highly accurate diagnosis method than the conventional method is needed. 
Recently, it has been clarified that microRNA (miRNA) which is one type of non-coding RNA is 
involved in cancer onset, malignant transformation and resistance to treatment. Therefore, in this 
study, we focused miRNAs contained in serum exosomes of patients with oral squamous cell carcinoma 
(OSCC). We identified some miRNAs expressed specifically in OSCC cells and compared the expression 
level between oral cancer patients and non-cancer patients.

研究分野：口腔外科

キーワード： エクソソーム　マイクロRNA

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

口腔癌の転移の頻度は比較的高く、頸部リ

ンパ節転移は全患者の約 40%、遠隔転移は約

6～7%に生じ、予後に影響を与える重要な因

子となっている。また、外科療法による治療

成績は、2年無病生存率 47%で再発率が高い

ことが報告されている 1)。通常、口腔癌の診

断は、視診、触診を行い、癌が強く疑われる

場合には生検を行うとともに、血液検査によ

る腫瘍マーカーの測定や、CT、MRI、超音

波検査などの画像検査を行って統合的に判

断するが、これらの診断法では、腫瘍のサイ

ズがある程度大きくならなければ癌と診断す

ることは困難であり、さらに、最終診断法と

して頻用される生検では組織を一部切除する

ため、外科的侵襲による患者への身体的、精

神的ストレスが少なくない。また、血液を用

いて測定する腫瘍マーカーは特異性が低く、

値の上昇をみない症例も多数ある。 

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の脂質二重膜で覆わ

れた膜小胞で、癌細胞、免疫担当細胞など多

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。内部に蛋白質

や脂質、mRNA、miRNAなどの様々な物質を

内包し、近年、排出されたエクソソームが他

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

ようになってきている。 

近年、タンパク質をコードしない

Non-coding RNA が全 RNA の 98%を占め、

細胞内で多岐にわたる機能を有することが

明らかになりつつあるが、そのうち miRNA

は、様々な癌においてその発現異常が癌の悪

性進展や予後と関連することが報告され、腫

瘍マーカーや治療標的としての可能性が示

唆されるようになってきている。癌細胞由来

のmiRNAは、がん化、浸潤、転移などと密

接に関与することが明らかとなり、これまで

血清中のmiRNAを直接測定することで癌の

診断に応用しようとする試みがなされてい

るが、miRNAは血清中の RNaseなどの酵素

により分解されやすく、定量しても癌の病態

を正確に反映できていない可能性がある。そ

の点、エクソソームに内包されるmiRNAは

分解酵素の影響を受けにくく、安定して存在

できる可能性が考えられる 2)。そこで、本研

究では患者への侵襲が少なく、且つ高精度の

診断法の確立を目指して、血液検査時に併せ

て患者の血清から回収できるエクソソームに

着目し、エクソソームに内包される幾つかの

miRNA の発現レベルを定量解析することに

より癌の早期診断および再発・転移の予測が

可能になるのではないかと考えた。 

 

 

２．研究の目的 

口腔扁平上皮癌細胞株および正常口腔粘

膜上皮細胞を用いたmiRNAのマイクロアレ

イ解析を行い、口腔扁平上皮癌で特異的に発

現上昇、発現低下を示す幾つかのmiRNAを

同定するとともに、患者血清中のエクソソー

ムからmiRNA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、癌の症例と非癌症例、再発・転

移症例と経過良好例との間での比較検討や、

初発から後発頸部リンパ節転移が生じるま

での値の推移を解析することで、癌の診断に

有効なmiRNAを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

①当科で樹立した 6株の株化口腔扁平上皮癌

細胞より 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、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、

或いは 0.1 倍以下の発現低下を示す miRNA



を同定する。 

 

②口腔癌患者およびコントロール群の血液

検査時に、検査後の残血清を回収し、血清に

存在するエクソソームからmiRNA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

とコントロール群との間で、その発現レベル

の比較検討を行う。 

<口腔癌対象症例> 

・口腔扁平上皮癌初発症例 

・再発症例 

・後発頸部リンパ節転移症例 

<コントロール群> 

同期間に口腔癌以外の疾患（唾石症、骨髄炎、

嚢胞性疾患など）で入院時血液検査を行う症

例 

 

４．研究成果 

①マイクロアレイ解析 

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した

miRNAを 9種類、0.1倍以下の発現低下を示

したmiRNAを 13種類同定した（図 1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１：口腔扁平上皮癌細胞株で 

発現低下を示すmiRNA 

②舌癌組織におけるmiR-X1の発現 

舌癌 16 症例のパラフィン包埋組織より正

常組織および癌組織を採取し、RNA を抽出

した後、リアルタイム PCR を行った結果、

癌部においては 2例を除き、隣接した正常組

織と比べて miR-X1 の発現が低下しており、

癌部におけるmiR-X1の発現強度の平均はコ

ントロールの約 0.65であった（図２）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2: 舌癌組織におけるmiR-X1の発現 

 

③株化口腔扁平上皮癌細胞分泌エクソソー

ムにおけるmiR-X1の発現 

miR-X1が OSC-3および OSC-4細胞由来

のエクソソームに含まれているかをリアル

タイムPCR法を用いて検討した結果、OSC-3

および OSC-4 細胞分泌エクソソーム内に

miR-X1が含まれることが確認された（図 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3: エクソソームにおけるmiR-X1の発現 

 

④患者血清エクソソームにおけるmiRNAの

発現 

健常人 27例と口腔扁平上皮癌症例 29症例

の血清エクソソームより RNA を抽出し、株

化細胞において発現増強を示したmiRNAの

うち 4種類、0.1倍以下の発現低下を示した 6

種類のmiRNAの発現解析を行った。その結

果、幾つかのmiRNAに発現差は認められた

 

 

 



ものの、有意差は認められなかった。 
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