
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２１年 6 月 1 日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 

 エピジェネティック異常は多臓器の腫瘍・前癌病変で報告があり、癌の診断や予後予測に有

用であることが示唆されている。一方、口腔含嗽液は、患者に侵襲を与えることなく簡便かつ

短時間に採取でき、診断の際の理想的な試料になりうる。そこで本研究では、含嗽液を用いて

癌関連遺伝子群のエピジェネティック異常を検討し強力な遺伝子マーカーを同定することで、

癌のハイリスク群のスクリーニングや早期診断の際の簡便かつ非侵襲的な診断方法を確立する

ことを目的とした。 

 口腔癌症例および健常者からわれわれの考案したプロトコルに従い含嗽液を採取

し、DNA異常メチル化およびヒストン修飾状態の検索が可能であるかを検討した。標

的遺伝子としては、p16INK4aを対象とした。口腔癌患者の含嗽液より得られたサンプ

ルを対象にした実験では８例中5例にp16遺伝子の発現抑制を認め、MSPで異常メチル

化を検出した。症例８例中６例においてmRNA発現とChIP Assay結果に矛盾がなかっ

た。これにより、われわれが作成したオリジナルプロトコルにおいて、含嗽液を用い

たエピジェネティック異常の検索が可能であることが初めて明らかになった。 

 口腔含嗽液を用いた診断法は非侵襲的かつ簡便であり、ヒストン修飾状況と DNA

メチル化状態と合わせてさまざまな腫瘍抑制遺伝子のエピジェネティクス異常を検

索することにより、口腔癌の強力な診断ツールとなると思われた。 
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１．研究開始当初の背景 

 口腔顎顔面領域の腫瘍性病変は、その解剖

学的位置から比較的発見しやすい部位に発症

する。しかし、早期の口腔癌や前癌病変など

はしばしば自覚症状が乏しく放置される傾向

があり、早期発見という点では必ずしも満足

できる現状にあるとは言えない。また、白板

症などの前癌病変はしばしば悪性化すること

から、発癌リスクの評価は非常に重要である。

これらの背景から、癌の早期発見やハイリス

ク群のスクリーニングのための分子マーカー

の登場が待たれている。 

 エピジェネティックな機構（DNA プロモー

ター領域のメチル化やヒストン蛋白のアセチ

ル化など）は、遺伝子の発現を転写レベルで

調節する。この調節機構の異常（＝エピジェ

ネティック異常）は多臓器の腫瘍・前癌病変

で報告があり、癌の診断や予後予測に有用で

あることが示唆されている。 

 一方われわれは、口腔含嗽液は患者に侵襲

を与えることなく簡便かつ短時間に採取で

き、診断の際の理想的な試料になりうると考

えた。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、含嗽液を用いて癌関連遺伝子

群のエピジェネティック異常を検討し強力

な遺伝子マーカーを同定することで、癌のハ

イリスク群のスクリーニングや早期診断の

際の簡便かつ非侵襲的な診断方法を確立す

ることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）まずわれわれは、口腔領域で癌におけ

るエピジェネティック異常が報告されてい

る p16INK4aを標的遺伝子とし、培養細胞株にお

いて予備実験を行った。mRNA の定量にはリア

ルタイム RT-PCR を、プロモーターDNA のメチ

ル化の状態を Methylation specific PCR 法

（MSP 法）、ヒストンの修飾状態をクロマチ

ン免疫沈降法（ChIP 法）にて検索し、それぞ

れの結果の良好な整合性を確認した。培養細

胞における実験系の確立に際しては ACC3（唾

液腺由来癌細胞、p16 発現陽性）および T-47D

（乳腺由来癌細胞、 p16 発現陰性）を用いた。

細胞株および含嗽液からの DNA 抽出・

Bisulfite 処理は Methylamp whole cell 

bisulfite modification kit (EPIGENTEK)を

用いて行った。MSP に際しては QIAGEN Fast 

Cycling PCR kit (QIAGEN)を用いた。リアル

タイム RT-PCR は ABI7000 を用いて Taqmqn プ

ローブ(CDKN2A, Hs00233365)により通法通り

行われ、GAPDH の発現量によりノーマライズ

された。 

（２）さらに、口腔癌症例および健常者

からわれわれの考案したプロトコル（次

ページ図１）に従い含嗽液を採取し、

p16INK4a 遺伝子のエピジェネティック異常を

検索した。採取された含嗽液は DNA 抽出用、

mRNA 抽出用、タンパク質精製用にそれぞれ３，

３，９ml に分注され、2000rpm で 5 分間遠心

分離されたのち以後のステップに使用され

た。  



（図１．口腔含嗽液採取のプロトコル） 

 

 

４．研究成果 

 口腔癌患者の含嗽液より得られたサ

ンプルを対象にした実験では８例中5例

にp16遺伝子の発現抑制を認め、MSPで異

常メチル化を検出した。症例８例中６例

においてmRNA発現とChIP Assay結果に

矛盾がなかった。これにより、われわれ

が作成したオリジナルプロトコルにお

いて、含嗽液を用いたChIPによるヒスト

ン化学修飾状態の検索が可能であるこ

とが初めて明らかになった（図２）。 

 

（図２．口腔癌患者から得た含嗽液にお

ける p16 遺伝子の発現状況とエピジェネ

ティックステータス） 

 口腔含嗽液を用いた ChIP 法は非侵襲

的かつ簡便であり、DNA メチル化状態と

合わせて p16 をはじめとするさまざまな

腫瘍抑制遺伝子のエピジェネティクス

異常を検索することにより、口腔癌の強

力な診断ツールとなると思われた。 
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〔その他〕 

研究計画に関わる倫理の観点からの検討事

項： 

 本研究は鹿児島大学大学院医歯学総合研

究科倫理委員会の承認の上、実施した。鹿児

島大学医学部・歯学部附属病院口腔外科にて

治療を受けた患者からの各種の検体を用い

て研究を行い、全例に対してインフォームド

コンセントを得たうえで検体を採取した。 
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