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研究成果の概要（和文）：2種類の5-FU耐性OSCC細胞株とその親株のtotal RNAを抽出し、miRNAマイクロアレイ
解析を行うことにより、miRNAの発現プロファイリングを調査した。解析の結果より、共通して発現が有意に増
加したものはmiR-30aの１つであり、低下したものは認めなかった。miR-30aを細胞導入し、miR-30aを安定的に
高発現した細胞株においてその耐性化を認めた。
またOSCC患者の治療前、術前化学放射線療法後、手術後および再発時の血清で、exosomal miRNAであるmiR-1290
の低発現群は口腔癌における全生存率および無病生存率ともに有意に予後不良であることが解明された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to determine the functional role of the miRNA 
which is involved in 5-FU resistance in oral squamous cell carcinoma (OSCC).  The human OSCC, and 
the 5-FU-resistant cell lines were used in this study.  Then, on the basis of the miRNA microarray 
data that miR-30a is significantly upregulated in the resistant cell lines, we investigated the 
effects of miR-30a on 5-FU sensitivity.  We produced two miR-30a overexpressing stable cell lines, 
and confirmed that both of them showed increased 5-FU resistance.
Blood samples were collected before the administration of preoperative chemoradiotherapy for a 
routine laboratory analysis of the full blood count.  Low expression of miR-1290 was significantly 
correlated with poor prognosis.  

研究分野： 歯科口腔外科学分野
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１．研究開始当初の背景 
 口腔癌は頭頸部癌の約 60％を占める疾
患であり、その 90％以上を口腔扁平上皮癌
（Oral squamous cell carcinoma: OSCC）が
占めている。近年、OSCC の診断・治療法
の選択肢は広がっているものの、その 5 年
生存率は過去 30 年間ほとんど変化してい
ない（Jemal et al. Cancer Statistics 2012）。
その原因として、放射線や抗癌剤に対する
治療抵抗性、あるいは高転移・浸潤能を獲
得した細胞の存在が想定され問題となって
いる。これらの問題を解決するためには、
上述のような悪性度の高い癌細胞の悪性形
質獲得の解明が重要で、そのことが新たな
治療法の開発や予後予測因子の発見につな
がっていくことが期待される。様々な角度
からこの治療抵抗性 OSCC の研究が進め
られているが、依然として革新的な治療効
果予測マーカーや新規治療法の開発には至
っていない。 
 そのような中、近年、機能性小分子 RNA
の一つである miRNA が有望な研究対象と
して注目され様々な癌の発症、進展に関わ
っていることが明らかになっている
（Garzon et al. Nat rev Drug discov 2010, 
Merritt et al. Cancer Res 2010)。同時に癌
における新規診断マーカーや治療標的とし
て注目され、種々の癌腫で研究が進んでい
る(Cheng G. Adv Drug Deliv Rev 2014, 
Gallo A et al. Methods Mol Biol 2013)。し
かし、OSCC における発現制御や機能につ
いては未知な部分が多い。 
 
 
２．研究の目的 
 口腔に生じる主な悪性腫瘍は口腔扁平上
皮癌（Oral squamous cell carcinoma: 
OSCC）であり、口腔癌の 90%以上を占め
る。OSCC の治療法として外科療法、化学
療法、放射線療法があり、これらの治療法
を組み合わせた集学的治療が行われている。
しかし、これらの治療法の進歩にも関わら
ず、治療成績はほとんど向上していない。
その原因の一つに、放射線や抗癌剤に対す
る治療抵抗性が挙げられる。近年、様々な
側面からその克服が目指されているが、機
能性小分子である microRNA（miRNA）
による新たな治療抵抗性獲得機構が多くの
癌腫で報告されている。申請者も、OSCC
患者において miRNA の発現調整に関わる
分子や miRNA 自身が 5-FU 系抗癌剤の耐
性に関わることを見出してきた。しかし、
OSCC における miRNA と抗癌剤耐性との
関係については未解明な部分が多い。そこ
で、本研究では miRNA を介した OSCC の
癌剤耐性制御機構解明を行うとともに、
miRNA に注目した新たな 5-FU 系抗癌剤
の効果予測マーカーや治療戦略を探索する
ことを目的とした。 
 

３．研究の方法 
【miRNAマイクロアレイによる5-FU耐性関
連 miRNA の抽出と機能解析】 
 OSCC 細胞株より樹立した 2 種類の
5-FU 耐性株を用い、その親株と耐性株に
よる miRNA マイクロアレイ解析を行い網
羅的データを収集している。本研究では 2
種類の耐性株で共通して発現の上昇あるい
は低下を認める miRNA に着目し、OSCC
の 5-FU 耐性における miRNA の機能解析
を行う予定である。また、miRNA は同時
に複数の遺伝子を制御することが知られて
おり、同時に発現制御を受ける複数の標的
遺伝子の中からより耐性への関連を強く疑
わせる分子を見出す必要がある。そこで、
miRNA マイクロアレイに供したサンプル
を元に DNA マイクロアレイも同時に行う
予定である。それにより 5-FU 耐性に関連
する miRNA の標的遺伝子を絞り込むこと
が容易になると考えられる。マイクロアレ
イ解析において耐性株で共通して miRNA
が発現上昇あるいは発現低下している
miRNA は 5-FU 耐性に何らかの影響を及
ぼしていると考えられる。そこで、遺伝子
導入法を用いて miRNA を恒常的に過剰発
現あるいは発現抑制させた OSCC 細胞株
の樹立を目指す。リアルタイム PCR、薬剤
感受性試験、ウエスタンブロッティング法
などを用いて、樹立した OSCC 培養細胞の
5-FU 感受性を検証し、かつ DNA マイクロ
アレイの結果を参考に miRNA が 5-FU 耐
性に関与するどのような分子を標的として
いるかを検索する。 
 
【癌患者体液中バイオマーカーとしての
miRNA の有用性の検討】 
 様々な癌領域における miRNA の極めて
詳細な解析が進み、最近では細胞内で働く
と言われてきた miRNA が細胞外へ分泌さ
れ癌の新たな指標の産物として報告されて
いる（Kosaka N et al. J Biol Chem 2013）。
この分泌にはエクソソームと呼ばれる脂質
の二重膜の細胞外顆粒が関わっており、既
にある種の癌ではこのエクソソームに内包
される miRNA が治療効果や予後との強く
相関することが示されている(Takeshita N 
et al. Br J Cancer 2013)。こうした癌体液
診断の現状を鑑みると、OSCC においても
癌患者体液中の miRNA を指標とした診断
方法の開発は重要であると考えられる。そ
こで、本研究ではエクソソーム中の
miRNA（exosomal miRNA）に着目した診
断方法を開発することで、口腔癌の予防や
早期発見はもとより、病型分類、経過・予
後予測、治療方針の決定、治療効果判定等
における exosomal miRNA の新たなバイ
オマーカーとしての利用価値を創出し、癌
細胞由来の特異的な exsomal miRNA の分
泌の抑制や除去することで個別化治療の実
現を目指す。 



４．研究成果 
（1）以前より OSCC 細胞株である 2 つの
細胞株(SAS, Ca9-22)より 5-FU 耐性株の
樹立に成功しており、今回のその親株と耐
性株の total RNA を抽出し、miRNA マイ
クロアレイ解析を行うことにより、miRNA
の発現プロファイリングを調査した。解析
の結果より、miRNA の発現が有意に増加
したものと低下したものがいくつか認めら
れたが、これらの miRNA の中から両細胞
株で共通して発現が変動していたものは
miR-30a の一つであり、低下したものは認
めなかった。そのため解析の対象を
miR-30a に絞り、両耐性株で増加している
ことから、miR-30a が 5-FU 耐性の何らか
の機序を担っている標的として考えられた。 
 アレイの結果より実際に細胞株から
total RNA を抽出し、 RT-qPCR にて
miR-30a の発現を確認したところ、両耐性
株において有意に miR-30a の発現が増加
していたことが確認できた。またそれぞれ
の耐性株に一時的に 5-FU 刺激を行うこと
で、さらに miR-30a が上昇することを認め
た。miR-30a の発現増加時の 5-FU 耐性度
を評価するために、親株である SAS および
Ca9-22 に miR-30a を細胞導入し、
miR-30a を 安 定 的 に 高 発 現 し た
SAS/st-30aおよびCa9-22/st-30aを樹立し
た。その結果、コントロールである
SAS/st-contおよびCa9-22/st-contに比べ、
miR-30a を安定的に高発現させた両細胞
株で細胞増殖の抑制が認められた（P < 
0.05）。細胞周期解析を行ったところ、両細
胞株で G1 期の上昇が認められた。さらに
5-FU 感受性試験を施行したところ、コン
トロールに比べ両細胞株において約 2 倍の
5-FU 耐性を示していた。またアポトーシ
スによる細胞死の検出を行ったところ、コ
ントロールに比べ、両細胞株においてアポ
トーシスの割合が減少していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
 

 
 

 miR-30a の発現抑制時の 5-FU 耐性度を
評 価 す る た め 、 SAS/st-30a お よ び
Ca9-22/st-30a に対する miR-30a の発現抑
制実験を行った。その場合、SAS/st-30a と
Ca9-22/st-30a の両細胞株の細胞増殖活性
は有意に増加した。加えて、miR-30a 抑制
細胞の G1 アレスト細胞の割合は減少し、
5-FU 刺激に対して感受性が増加すること
が明らかとなった。これらの結果により
miR-30a は、OSCC 細胞の細胞周期を G1
期で停止させることで細胞増殖を抑制し、
5-FU への感受性を低下させている可能性
が示唆された。 
（2）OSCC 患者より治療前、術前化学放
射線療法後、手術後、再発時の 4 点で血清
を採取しており、それぞれのサンプルから
exosomal miRNA を抽出し、その発現変動
と生物学的意義を解明した。その結果
miR-1290 の低発現群は口腔癌における全
生存率および無病生存率ともに有意に予後
不良であることが解明された。その原因と
して低発現群ほど腫瘍のサイズが大きく、
またリンパ節転移を伴いやすく、術前化学
放射線療法の治療効果が不良、等が挙げら
れた。 
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