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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の頸部リンパ節転移予測に有用となるmicroRNA(miRNA)を
探索した。口腔扁平上皮癌組織を用いて miRNA マイクロアレイによる網羅的発現解析を行い、腫瘍部において5
倍以上の有意な発現変動を示す15種類のmiRNAを同定した。そのうち頸部リンパ節転移と相関し有意な発現変動
を示すmiRNAとして唯一miRNA-375(miR-375)を同定した。同定したmiR-375の発現からリンパ節転移予測マーカー
検討したところ、有用なマーカーとなる事が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have attempted to identify metastasis-related miRNAs in 
human OSCC. We performed the miRNA array analysis using total RNA from OSCC and normal tissues. As a
 result, we found that 5 miRNAs were significantly up-regulated and 10 miRNAs were down-regulated 
more than 5-fold changes in OSCC compared to normal tissues.  We identified down-regulation of 
miRNA-375 expression was significantly associated with lymph node metastasis. Subsequently, we 
investigated the expression levels of miR-375 in primary tumor tissues with the presence or absence 
of lymph node metastasis by quantitative RT-PCR. 
The usefulness as a predictor of lymph node metastasis was evaluated by digital PCR. When the 
reference value was set to 145.50 copies / μl, the sensitivity was 74.2%, the specificity was 89.5
%, and the accuracy was 80.0%. These results suggest that miR-375 has potential as predicting lymph 
node metastasis and prognostic biomarker in OSCC.

研究分野： 口腔扁平上皮癌

キーワード： 口腔扁平上皮癌　microRNA　リンパ節転移

  ４版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、口腔扁平上皮癌細胞の臨床的にリンパ節転移を認めていない症例については経過観察もしくは予防的頸部
郭清術が行われている。経過観察を行った20%の症例では頸部リンパ節に転移を認め、予防的頸部郭清を行った
80%ではオーバートリートメントとなってしまう。今回の研究で miR-375 の発現でリンパ節転移の予測マーカー
としての有用性が示唆された。そのため cN0 症例においては生検時にmiR-375 の発現を評価し、miR-375 高発
現群は経過観察とし、miR-375 低発現群は予防的頸部郭清を行うことができれば、より治療成績の向上につなが
ること期待できる可能性が示唆される

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 口腔癌は進行に伴い、頸部リンパ節に転移を認める事が多く、頸部リンパ節転移の有無は重要

な予後因子である。頸部リンパ節転移には様々な画像検査が用いられるが、微小な転移などの診

断は困難であり、画像診断の限界と考えられる。miRNA は 18～25 塩基からなる小分子 RNA で、

標的 mRNA に結合することで、その蛋白質への翻訳を阻害する。現在までに 1,996 種類のヒト

miRNA がデータベース (miRBase Ver.21) に登録されており、これら miRNA の発現あるいは

機能異常が種々の疾患に関与していることが明らかにされている。特に、癌領域では miRNA マ

イクロアレイを用いた網羅的発現解析により発現亢進および発現低下している miRNA が多数同

定されている。口腔扁平上皮癌において、頸部リンパ節転移を予測する miRNA についての報告

は乏しく、miRNA を用いて頸部リンパ節転移を予測する事ができるのであれば、口腔扁平上皮癌

の治療成績の向上に寄与できるのではないかと考えられた。 

 

２．研究の目的 

 本研究では口腔扁平上皮癌組織および隣接正常口腔粘膜から total RNA を抽出し、マイクロ

アレイを用いた網羅的発現解析を行い、口腔扁平上皮癌において有意に発現変動する miRNA を

抽出する。さらにそれらの miRNA の発現とリンパ節転移や遠隔転移との関連性、標的遺伝子お

よび口腔扁平上皮癌細胞株に及ぼす影響を明らかにし、口腔扁平上皮癌の転移予測マーカーと

しての有用性を検討することを目的としている。 

 

３．研究の方法 

 臨床的頚部リンパ節転移を認めなかった早期癌(cT1、T2)症例の原発腫瘍組織から Total RNA 

を抽出し、Affymetrix® miRNA 4.1 Array Strip (Affymetrix) を用いてマイクロアレイ解析を

行う。口腔扁平上皮癌組織で発現異常を認めた miRNA については、選択的頚部郭清術で頚部リ

ンパ節に転移を認めた症例および後発リンパ節転移や遠隔転移を認めた症例を転移陽性群と転

移を認めたかった転移陰性群との間における発現について検討を行い、転移関連 miRNA を同定

する。マイクロアレイ解析の結果を検証するために、頸部リンパ節転移の有無によって症例を分

類し、それぞれの原発腫瘍組織での転移関連 miRNA の発現を miScript SYBR® Green PCR Kit 

(QIAGEN) を用いてリアルタイム定量化 RT-PCR 法にて定量する。 

 同定した転移関連 miRNA の機能阻害 locked nucleic acid (LNA) アンチセンスオリゴヌク

レオチドおよび模倣型合成 miRNA をヒト口腔扁平上皮癌細胞に導入する。これら合成核酸導入

後、 Dojindo 社製の WST-8 にて細胞数を定量することにより細胞増殖への影響を評価し、

Corning BioCoat 癌細胞浸潤アッセイシステムを用いて浸潤遊走能を評価する。 

 

４．研究成果 



（1）口腔扁平上皮癌における microRNA 発現 

 口腔扁平上皮癌組織で発現変動する miRNA を同定するために、手術標本の腫瘍および隣接正

常部より抽出した total RNA を用いて miRNA マイクロアレイによる網羅的発現解析を行い、

腫瘍部と正常部におけるそれぞれの発現量を比較した。その結果、腫瘍部において 5 倍以上発

現亢進する miRNA を 5 種類、1/5 以下に発現低下する miRNA を 10 種類同定した(図 1)。さ

らに、これら miRNA と悪性度すなわちリンパ節転移や遠隔転移との関連性を検討したところ、

リンパ節転移と有意な相関を示す microRNA として miR-375 を同定した（図 2）。 

     

(図 1 口腔扁平上皮癌における miRNA の発現異常)    (図 2 転移関連 miRNA の探索) 

 

（2）口腔扁平上皮癌における miR-375 の発現 

 リアルタイム定量化 RT-PCR 法にて原発腫瘍組織における miR-375 の発現量と頸部リンパ節転

移との関連について検討を行ったところ、マイクロアレイ解析と同様に頸部リンパ節転移を有

する症例では有意に miR-375 の発現低下を認めた（図 3）。さらに miR-375 の発現から、miR-375 

高発現群と低発現群の 2 つのグループに分けて予後について検討を行ったところ、miR-375 低

発現群は高発現群と比較し、有意に予後不良であった（図 4）。リンパ節転移予測マーカーとし 

  

(図 3 頸部リンパ節転移と miRNA-375 の発現)    (図 4 miR-375 の発現と予後) 

 

ての miR-375 の有用性を検討するために、当科で口腔扁平上皮癌と診断した 50 症例の原発組

織から Total RNA を抽出し、cDNA を作成したのちに、QuantStudio™ 3D デジタル PCR システ



ムを用いて症例毎の miR-375 の発現を絶対定量した。miR-375 の発現から ROC 曲線を用いて

カットオフポイントを設定した。その結果、miR-375 の基準値を 145.5 copies/μlと設定する

と感度 74.2%、特異度 89.5%、正確度 80.0%、AUC は 0.883 であった（図 5）。さらに miR-375 の

標的遺伝子報告されている MMP13 (Int J Oncol. 2016; 49(6):2255-2264) の発現を口腔扁平

上皮癌組織で qRT-PCR 法で検討した。その結果、リンパ節転移を有する症例では MMP13 が有

意に発現亢進をしていた（図 6）。 

           
(図 5 ROC 曲線)           (図 6 頸部リンパ節転移と MMP13 の発現) 

 

（3）口腔扁平上皮癌細胞株における miR-375 の発現 

 口腔扁平上皮癌細胞株 SAS をマウスの舌に移植し、頸部リンパ節転移巣から樹立した SAS-

L1 細胞および当科で治療を行った下顎歯肉癌原発組織およびリンパ節転移巣から初代培養を行

い、細胞を樹立した。原発巣から樹立した細胞を KT-T 細胞、リンパ節転移巣から樹立した細胞

を KT-N 細胞とした。それぞれ細胞株から total RNA を抽出し、qRT-PCR にて miR-375 の発現

量を比較検討した。その結果、原発腫瘍と比較し、転移巣由来の細胞株では有意に miR-375 の

発現低下が認められた（図 7）。 

       
(図 7 原発腫瘍および転移巣由来の細胞株における miRNA-375 の発現量) 

 

（4）口腔扁平上皮癌細胞における miR-375 の増殖に与える影響 



  SAS-L1 細胞および KT-N 細胞に合成 miR-non target、合成 miR-375 をそれぞれ 20ｎM 

の濃度で Lipofectamine® RNAiMAX を用いてリバーストランスフェクションし、3 日間処理し、

WST-8 Assay を用いて増殖抑制効果を評価した。その結果、SAS-L1 細胞において増殖抑制効果

を認めたが、KT-N 細胞においては増殖抑制効果は認めなかった（図 8）。 

      

（図 8 口腔扁平上皮癌細胞における miR-375 の増殖抑制効果） 

 

（5）考察 

 現在、口腔扁平上皮癌細胞の臨床的にリンパ節転移を認めていない症例については経過観察

もしくは予防的頸部郭清術が行われている。2015 年には経過観察と予防的頸部郭清を行った群

においては予防的頸部郭清を行った方が、予後がよいと報告された。今回の研究で miR-375 の

発現でリンパ節転移の予測マーカーとしての有用性が示唆された。そのため cN0 症例において

は生検時から Total RNA を抽出し、miR-375 の発現を評価する。miR-375 高発現群は経過観察

とし、miR-375 低発現群は予防的頸部郭清を行うことができれば、より治療成績の向上につなが

ること期待できる可能性が示唆される（図 9）。 

 

        
（図 9 cN0 症例における miR-375 の発現に応じた頸部治療の方針） 
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