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研究成果の概要（和文）：In vitroでヒト歯肉上皮前駆細胞(HGEP)にアレコリンを長期に作用させたサンプルを
用い遺伝子の変化を網羅的に解析した．結果，SIRT1が探索され，アレコリン添加群でSIRT1遺伝子発現が低下
し，DNAメチル化レベルが上昇していた．SIRT1は癌抑制遺伝子であり，噛みたばこは口腔がんの原因として
SIRT1に影響を与えることが推察された．
また，スリランカの噛みたばこ習慣者(BQC)および噛みたばこ習慣のない者(NC)の口腔細菌叢(OF)を解析したそ
の結果ベテル噛みはOFを大きく変化させ，特に歯周病原細菌の割合が上昇することが示唆された.

研究成果の概要（英文）：In vitro genetic changes were comprehensively analyzed using samples of 
human gingival epithelial progenitor cells (HGEPs) treated with arecoline for a prolonged period of 
time. The results showed that SIRT1 gene expression was down-regulated and DNA methylation levels 
were up-regulated in the arecolyne-treated group, suggesting that betel quid chewing may affect oral
 cancer via alterating SIRT1, since SIRT1 is a tumor suppressor gene.
We also analyzed the oral flora (OF) of Sri Lanka betel nuts habitants (BQC) and non-chewing 
habitants (NC), suggesting that betel chewing significantly altered the OF and, in particular, 
increased the percentage of periodontal pathogenic bacteria.

研究分野： 口腔悪性腫瘍

キーワード： betel quid　アレコリン　口腔がん
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，アレコリンによる口腔粘膜のエピジェネティックな変化を明らかにし，Betel quidによる発がんの
予防的治療へと応用することを目的とした．研究成果から，Betel quidが発がんに関わる機序を明らかにした．
また，口腔内細菌叢への影響を明らかにしたことから，Betel quid習慣者に重点的に口腔衛生指導を行うことで
口腔内細菌叢へのdysbiosis（共生バランスの失調）を防ぐ可能性が高い。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
Betel-quid chewing 訳してベテル噛みは世界の消費量がたばこ，アルコール，カフェインに

つぐ第４位とされる嗜好品である．ベテル噛みはアレカナッツを細く切ったもの，あるいはすり
潰したものを，キンマの葉にくるみ，少量の石灰と一緒に噛むことで軽い酩酊感が得られる．古
くから滋養強壮目的に用いられてきたが，アジア太平洋地域の口腔癌の主な原因であり，口腔が
ん，白板症や粘膜下線維症の多くがベテル噛みに起因していることが明らかになっている．しか
しこれらの分子学的な発生機序については明らかになっていない．また，ベテル噛みによる口腔
フローラの変化についても詳細は不明のままである． 
 
２．研究の目的 
Betel quid の主成分であるアルコリンが，発がんと DNA のメチル化に関わることが報告され

ているが，その機序の詳細は不明である．本研究では in vitro および現地住民の検体を用いて，
発がんに関わる遺伝子を網羅的に解析し，メチル化との関連および口腔内細菌叢への synbiosis 
(共生バランスの調和)に与える影響を解析した．この解析結果をベテル噛みによる発がんの予
防的治療へと応用することを目的とする．  
 
３．研究の方法 
(1). アレコリンによるエピジェネティックス変化の網羅的解析 

① 細胞培養:  
HGEP は Epithelial Culture Medium に Arecoline hydrobromide(アレコリン)50 µg/ml 添
加および非添加を 3日間毎に繰り返し，1ヶ月間培養を行う．コントロールには超純水を
添加したものを用いた．上記培養について既に予備実験にて長期培養方法も確立してい
る． 

② DNA メチレーションアレイ:DNA 抽出は，DNeasy&Blood & Tissue kit を用い，添付書のス
テップに従い行った．網羅的 DNA メチル化プロフィール解析は，CpG アイランドと定義さ
れている領域(27,800 個)をタイリングしたアレイ(Agilent Technologies)により測定し
た．ゲノム DNA のメチル化解析は Agilent Certified Service Provider (Genomic Tree)
によるアレイ&プラットフォームを使用した．  

(2). (1)で確認されたデータが転写活性に及ぼす影響 
DNA メチレーションアレイの結果の信頼性・再現性の確認:マイクロアレイによって絞ら

れたターゲット遺伝子の信頼性を確認するために，アレコリン添加群とコントロール群か
らのそれぞれのDNAサンプルを用いて行った．既に研究実績のあるメチル化特異的PCR(MSP)
法 (J Oral Pathol Med 2008 37:475-9)によってメチル化異常遺伝子の領域を確定した． 

(3). Betel quid を噛む習慣のある患者(BQC)および健常者(NC)から採取されたパラフィンサン
プルでの探索 
組織切片におけるエピジェネティック修飾の検討:今回同定された遺伝子について，エピ

ジェネティック修飾の頻度について統計的に検討した．BQC および NC の口腔扁平上皮癌
(OSCC)とコントロール（正常粘膜）を用いて，DNA および RNA，タンパクをそれぞれ抽出し，
発現の解析を行った． 

(4). 現地住民の口腔内細菌叢の解析 
スリランカのべテル噛み習慣者(BQC)およびその習慣のない者(NC)を対象に次世代シー

ケンサー(NGS)を用いて口腔内細菌叢の解析を行った．口腔粘膜からスワブで採取し DNA を
抽出した．DNA を 16s rRNA の V3-4 領域を PCR で増幅し，そのアンプリコンをもとに NGS 
MiSeq を用いデータを取得した．得られたデータを基に QIIME を用いサンプル内菌種多様
性，サンプル間の相関関係(主座標解析 PCoA) および階層毎の菌種組成(Taxonomy プロッ
ト)を解析した．さらに菌種組成のデータからLEfSeによるバイオマーカーの探索を行った.   

  



 
４．研究成果 
(1). アレコリンによるエピジェネティックス変化の網羅的解析で確認されたデータが転写活性

に及ぼす影響 
キーノード解析ネットワークから SIRT1 のネットワークが探索されたことから，マイク

ロアレイでmRNA発現が著明に増加し，DNA低メチル化が起こっていたSIRT1遺伝子に対し，
再現性の確認を行った．その結果，アレコリン添加群で SIRT1 遺伝子発現が低下し，DNA メ
チル化レベルが上昇することが明らかになった．SIRT1 遺伝子は癌抑制遺伝子であり，betel 
quid を噛む習慣のある人々の口腔がんの原因として SIRT1 が影響を与えることが推察され
た． 

 
 
(2). Betel quid を噛む習慣のある患者から採取されたパラフィンサンプルでの探索 

SRTT1 のプロモーター領域における CpG アイランドのメチル化率は BQC の口腔扁平上皮
癌（OSCC）で 45.5%，NC の OSCC で 23.7%，正常上皮では 13.6%だった(p<0.001)．また，SITR1
の mRNA の発現は BQC で NC に比べ有意に低下しており，タンパク発現は BQC で NC に比べ低
下していた．  



 
(3). 現地住民の口腔内細菌叢の解析 

多様性の指標である Shannon index において BQC および NC に統計学的な有意差が認めら
れた．PCoA 解析では，BQC および NC に異なったクラスターを形成していた.属レベルでの
細菌種構成は，BQCで歯周病原細菌あるVeillonella，Prevotellaの割合が増加する一方で，
Streptococcus 属の割合が減少していた．BQC のバイオマーカーも同様に Veillonella，
Prevotella の LDA スコアの値が上昇していた．BQC を対象に適切な口腔保健管理を行うこ
とができれば，OFにおける Dysbiosis (共生バランスの失調)発現を阻止できる可能が高い.  
 

【Shannon index】 

 
 

 
【PCoA 解析】 
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