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研究成果の概要（和文）：本研究では口腔扁平上皮癌においてtRNA修飾が与える影響を解明することを目的とし
た。口腔扁平上皮癌患者の臨床検体を用いてtRNA修飾の網羅的解析を行った。その結果、ある修飾において腫瘍
部が周囲正常組織と比較して優位に増加していることがわかった。また臨床データではT分類、stage分類と統計
学的に優位な正の相関関係を認めた。さらに口腔癌細胞株を用いて同修飾の修飾酵素を抑制したところ、増殖能
の低下を認め、抗がん剤に対する感受性が増大する傾向にあることが示された。以上の結果より、同修飾はOSCC
における新規診断、治療法の標的となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to determine the functional role of the tRNA 
modification in the oral squamous cell carcinoma (OSCC). First, we tried exhaustive analysis of tRNA
 modification by using the clinical sample of OSCC. We found that a certain modification showed 
significant increase in tumor sample in comparison to peripheral normal tissue. The expression 
status of this modification correlated with T classification and clinical stage. In addition, 
suppression of this modification enzyme showed decrease of proliferating ability and increase of 
anticancer drug sensitivity in cultured OSCC cell. These results suggest that tRNA modification may 
be a promising target for new diagnostic modality and treatment strategy.

研究分野：歯科口腔外科学分野
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研究成果の学術的意義や社会的意義
口腔癌は世界的にみても主要な悪性腫瘍の1つでありその80％以上をOSCC が占めている。近年の診断・治療法の
進歩にも関わらず、5年生存率に大きな改善はみられていない。その原因として、高転移能、治療抵抗性など腫
瘍制御の障壁となる悪性形質をもつ腫瘍細胞が存在していることが挙げられる。tRNA修飾は、迅速かつ正確なタ
ンパク質翻訳に寄与していることが示唆されており、近年様々な疾患との関連性が示唆されている。しかしなが
ら、tRNA修飾とOSCCの発生・進展との関わりについては未解明なままであり、新たな知見を得ることは現在まで
大きな改善を認めていない治療成績の向上に寄与することが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
口腔癌は世界的にみても主要な悪性腫瘍の 1 つでありその 80％以上を口腔扁平上皮癌（Oral 
squamous cell carcinoma：SCC）が占めている。近年の診断・治療法の進歩にも関わらず、5
年生存率に大きな改善はみられない（Siegel et al. CA Cancer J Clin 2012）。その原因として、
高転移能、治療抵抗性など腫瘍制御の障壁となる悪性形質をもつ腫瘍細胞が存在していること
が挙げられる（Hanahan & Weinberg. Cell 2011)。近年、そのような高悪性腫瘍細胞の生物学
的特徴の理解が多面的に行われ、新たな知見が示されている。 
tRNAは多彩な翻訳後修飾を受けることが明らかになっており、これまでに 100種類以上の修
飾が tRNAの塩基に見出されている（Machnicka et al. Nuclec Acids Res. 2013）。これらの修
飾は、迅速かつ正確なタンパク質翻訳に寄与していることが示唆されている。中でもイオウを
含む修飾は翻訳の質およびその下流の細胞機能に重要であり、同修飾の破綻が糖尿病やミトコ
ンドリア病発症に関与することが最近明らかとなった（Wei et al. J. Clin. Invest. 2011, Wei, 
Takahashi et al. Cell Metab. 2015）。また、他領域ではあるが子宮頸癌細胞において一部の
tRNA 修飾と抗癌剤感受性との関連性の報告も認めている（Okamoto et al. PLOS Gen. 2014.）。 
 
 
２．研究の目的 
tRNA修飾と OSCCの発生・進展との関わりについては未解明なままであり、新たな知見を得
ることは現在まで大きな改善を認めていない治療成績の向上に寄与することが期待される。そ
こで本研究では、OSCCにおける tRNA修飾の臨床的意義、特に予後に大きな影響を与える転
移能や治療抵抗性との関わりや新たな分子ネットワークの解明を行う。従来と全く違うアプロ
ーチで OSCC と向き合い、新規治療法開発にも大きく貢献できるものと考えられる。また、
tRNA修飾が調節する癌悪性形質の解明は OSCCの研究向上に寄与するだけでなく、他癌腫に
おける高悪性腫瘍細胞の制御機構解明にも新たな知見をもたらし、その治療法開発に貢献する
と考えられる。 
 
３．研究の方法 
① 質量分析法による tRNA修飾の網羅的解析 
申請者は現在までに tRNA 修飾の中でもチオメチル化（ms2）修飾の解析を行ってきた
（Takahashi et al. Nucleic Acids Res. 2016）。そのような中、近年、液体クロマトグラフ・タ
ンデム型質量分析計（LC/MS/MS）を用いた tRNA 修飾の網羅的解析の手法が発表され、約
30種類の修飾における Dynamic MRM（Multiple Reaction Monitoring）のパラメーターが明
らかになった（Dan et al. Nat Protoc. 2014）。そこで本研究では OSCC患者より得られた腫瘍
組織及び周囲正常組織を用いて total RNAを精製し tRNA修飾の網羅的解析を行う。腫瘍組織
において正常組織と比較して修飾量に変化が見られるかを評価する。同解析から抽出した特定
の修飾において臨床データと統計学的な解析を行い、臨床的な意義を見出す。 
② 培養細胞における tRNA修飾の機能的解析 
OSCC 細胞株を用いて網羅的解析によって抽出された特定の tRNA 修飾について、siRNA を
用いてその修飾酵素を抑制し、腫瘍性質に与える影響について解析を行う。WST assay、リア
ルタイム PCR、ウエスタンブロット法により機能解析を行う。また、同細胞に抗がん剤である
5-FUを投与し、感受性の変化について検討する。 
 
４．研究成果 
① 質量分析法による tRNA修飾の網羅的解析 
OSCC患者より得られた腫瘍組織及び周囲正常組織を用いて tRNA修飾の網羅的解析を行った
ところ、腫瘍において有意に増加している修飾が存在することを見出した（図１）。同修飾量と
患者ごとの臨床データ（年齢、性別、臨床型、T分類、N分類、stage分類、分化度、YK分類）
について統計学的に解析を行なったところ、T分類と stage分類において有意な正の相関関係
を認めた（図 2）。これらの結果は、tRNA 修飾が OSCC の発生や進展に深く関与している可
能性を示唆しており、tRNA修飾が OSCCの病態形成に及ぼす影響を解明することは、新たな
診断・治療法の創出をもたらすことにつながると考えられた。 



 
② 培養細胞における tRNA修飾の機能的解析 
OSCC細胞株を用いて網羅的解析によって抽出された tRNA修飾について、OSCC細胞株 SAS
を用いて機能解析を行なった。siRNAを用いて特定の修飾酵素の発現を抑制し、実験を行なっ
た。siRNAを遺伝子導入することにより修飾酵素の発現量は低下し、それに伴い同修飾量も有
意に減少した。さらに WST assay にて増殖能を評価したところ、修飾酵素を抑制した細胞は
コントロール群と比較して有意に増殖が抑制されていた（図 3）。また、ミトコンドリアタンパ
クである MT-COⅠのタンパク発現量も低下しており、ミトコンドリアの機能低下が疑われた
（図 4）。同細胞に 5-FUを投与したところ、修飾酵素抑制細胞において細胞死が有意に増加し
ていた。 
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