
熊本大学・大学院生命科学研究部（医）・特定研究員

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７４０１

基盤研究(C)（一般）

2023～2021

口腔細菌による代謝とエピゲノムのクロストークを介した口腔癌の治療抵抗性機序の解明

Elucidation of the mechanism of treatment resistance in oral cancer via 
crosstalk between metabolism and epigenome by oral microbiome.

００６３８１８２研究者番号：

廣末　晃之（Hirosue, Akiyuki）

研究期間：

２１Ｋ１０１１８

年 月 日現在  ６   ６ １０

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：口腔癌は罹患率が増加しており、治療抵抗性の癌の存在は生存率を低下させる大きな
要因となっている。ヒト常在細菌は宿主の代謝やエピゲノムに影響し疾患の病態変化に関連している。本研究で
は口腔細菌が産生する酪酸に着目し、口腔癌細胞における代謝とエピゲノムの変化を捉え、口腔癌の治療抵抗性
機序の解明を目指すことを目的とした。酪酸はエピジェネティックな変化を介して口腔癌細胞の細胞周期に関与
する遺伝子の発現を減少させ、細胞増殖を抑制させた。またエネルギー代謝にも影響し、癌抑制的に働くことが
分かった。これらの成果より口腔細菌の代謝物である酪酸を調節することは口腔癌の新規の治療戦略となり得る
可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The morbidity of oral cancer is increasing and the presence of therapeutic 
resistant cancer cells is a major factor contributing to decreased survival. Human microbiota affect
 the metabolism and epigenome of the host and are associated with pathological changes in disease. 
In this study, to elucidate the mechanisms of therapeutic resistance in oral cancer, we focused on 
butyrate produced by oral microbiome to capture metabolic and epigenomic changes in oral cancer 
cells. Butyrate decreased the expression of genes involved in the cell cycle of oral cancer cells 
through epigenetic changes and suppresses cell proliferation. It was also found to affect energy 
metabolism and act in a cancer-suppressive manner. These results suggest that modulating butyrate of
 an oral bacterial metabolite may be a novel therapeutic strategy for oral cancer.

研究分野： 口腔癌
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　口腔癌の治療抵抗性に関して口腔細菌が産生する酪酸に着目した研究はほとんどない。そのため癌の治療抵抗
性に関して、口腔細菌が産生する代謝物による代謝とエピゲノムのクロストークを介したがんの細胞制御を明ら
かにする本研究は口腔癌の新規の治療戦略となり得る可能性もあり学術的意義が大きい。また本研究は口腔癌や
それ以外のがん研究の発展に寄与するだけでなく、幅広い生命現象へ関与しているエピゲノムの制御機構や代謝
システムを解明することで、様々な疾患の診断・治療に貢献出来る可能性もあり社会的意義も大きい。

※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、研究者個人に帰属します。
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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、近年、診断法の向上および治療法の選択肢が

広がっているにも関わらず、5 年生存率は過去 30 年間ほとんど変化していない（Forastiere et al. 
New Engl. J. Med. 2003, Gupta et al. Int J Cancer 2009）。その原因としては、再発・ 転移を生じや
すい高悪性度の症例や化学療法・ 放射線療法へ耐性を示す症例といった治療抵抗性の癌の問題
が挙げられる（Hanahan & Weinberg. Cell 2011）。それ故、予後の改善には癌の個性を把握し、治
療抵抗性に関するがん細胞制御のメカニズムの解明が不可欠である。 
がん細胞の個性を決定する分子機構としてエピジェネティクスの機構が重要である。がんに関

連するエピゲノム異常は DNA メチル化やヒストン修飾といった一次構造体のエピゲノム変化に
加え、エンハンサー、プロモーター、インスレーターの相互作用といったクロマチン構造変換を
介した高次エピゲノムの機構も注目されている。さらに最近の研究において、細胞個性の決定や
疾患に関連する遺伝子の発現制御に働くゲノム領域としてスーパーエンハンサーが提唱されて
いる。スーパーエンハンサーはヒストン H3 の 27 番目のリジンのアセチル化(H3K27ac)で修飾さ
れており、BET タンパク質ファミリーのひとつである BRD4 が同部を認識し、がん細胞の特性維
持に必要な遺伝子の発現制御に関与していることが報告されている(Loven et al. Cell 2013, 
Knoechel et al. Nat Genet 2014) 。 
近年、ヒト常在細菌叢（マイクロバイオーム）と健康に関する研究が注目されており、特に腸

内細菌叢はがんや糖尿病などの発症に影響することが知られている(Fukuda et al. Semin 
Immunopathol 2014)。細菌が産生する代謝物質は宿主の細胞のエピゲノムを変化させ、遺伝子の
発現調節を行うことで疾患の発生や状態を変化させることが分かってきている（Furusawa et al. 
Nature 2013, Thorburn et al. Nat Commun 2015）。また、がん細胞が分化や形質転換等の細胞機能を
大きく変化させる際には、包括的なエネルギー代謝機能の転換、すなわち、代謝リプログラミン
グが生じるが、それには遺伝子の大規模な発現変化を伴うことから、エピゲノム制御がその土台
をなしている。エピジェネティクス因子のうち、ヒストンアセチル化は代謝環境においてアセチ
ル基の中間代謝物のアセチル CoA を化学基の供与体とすることから、解糖系や脂肪酸代謝によ
り影響を受ける。細菌が産生する代謝物質のうち、短鎖脂肪酸（酪酸、酢酸）は β 酸化にてア
セチル化の基質となるアセチル CoA に代謝されるだけでなく、それ自身がヒストン脱アセチル
化酵素（HDAC）の阻害活性を持つため、エピゲノムの制御に重要な役割を果たしている （Donohoe 
et al. Mol Cell 2012）。これらの学術的背景より、細菌による細胞外環境による細胞内代謝とエピ
ゲノムのクロストークを介したがん細胞制御を明らかにすることは、がんの治療抵抗性克服へ
の新規の治療戦略の創出につながる可能性を秘めている。しかしながら、口腔癌の治療抵抗性に
関与して、口腔細菌による代謝とエピゲノムのクロストークを介したがん細胞制御に関しては
不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、口腔癌の治療抵抗性に関連する口腔マイクロバイオームを解明し、さらに口腔細

菌が産生する短鎖脂肪酸に着目することで口腔癌細胞における代謝とエピゲノムの変化を捉え、
口腔癌の治療抵抗性機序の解明を目指すことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)口腔癌患者の口腔細菌叢の解析 

熊本大学病院歯科口腔外科を受診し精査を行った口腔扁平上皮癌（Oral Squamous Cell  
Carcinoma:OSCC）患者より抽出した唾液より DNA を抽出し、16S rRNA 遺伝子の V1–V2 領域を 
増幅し、次世代シークエンサーを用いて塩基配列の解読を行い、細菌構成を解析した。 
 

(2)口腔癌患者の唾液中の酪酸濃度の測定 
  口腔癌患者の唾液中の短鎖脂肪酸をガスクロマトグラフィー・質量分析(GC-MS)にて測定し、 

臨床病理学的因子との関連性の解析した。 
 

(3)酪酸による細胞特性の変化 
OSCC 細胞株（SAS 細胞、Ca9-22 細胞）を様々な濃度の酪酸で処理し、細胞増殖を Cell Counting 
Kit-8 を用いた WST 法にて測定した、遊走能を wound healing assay にて、浸潤能を Matrigel 
Invasion Chambers を用いた cell invasion assay にて解析した。 

 
(4)酪酸による遺伝子発現の変化 

酪酸処理による遺伝子発現の変化を網羅的に解析する為に、Ca9-22 細胞を用いて高濃度の酪   
酸(2.0 mM)で処理を行い、RNA を抽出し、RNA-シークエンスを行った。 
 
 



(5)酪酸によるエピゲノムの変化 
H3K9ac、H3K27ac の抗体を用いて高濃度の酪酸で処理した OSCC 細胞にてクロマチン免疫
沈降（ChIP）を行い、次世代シークエンサーにて網羅的なヒストン修飾状態の変化を解析
した(ChIP-seq 法)。 
 

(6)酪酸による細胞周期の変化 
細胞周期インジケーター（FUCCI）を誘導して、経時的に観察を行った。G1 期にのみ発現す
るCdt1タンパクに、monomeric Kusabira-Orange（mKO）を導入し、Gemininタンパクにmonomeric  
Azami-Green（mAG）を導入して他の期（S / G2 / M）を可視化した。そして酪酸処理群とコン  
トロール群との細胞周期の違いを観察した。 

 
(7)酪酸によるエネルギー代謝への影響 

酪酸のエネルギー代謝への影響を確認するために、細胞外フラックスアナライザー
XFe24(Agilent Technologies)を用いて解析を行った。 

 
４．研究成果 
(1)口腔癌患者の口腔細菌叢の解析 
  OSCC 一次症例のうち、腫瘍サイズが T2 以下の群 (Early) と、T3 以上の群 (Late) の間で口
腔細菌叢の比較を行った。比較は、全患者、舌 SCC 患者のみ、歯肉 SCC 患者のみ、の 3集団にお
いて行った。各サンプルから検出された菌種数や菌種多様性の指標である Shannon index を 2 群
間で比較した（Mann-Whitney U test）。全てにおいて有意な差は認められなかった（図 1）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1.口腔癌患者の口腔細菌叢（菌種数、菌種多様性） 
 
(2)口腔癌の状態と酪酸濃度の変化 
実際の口腔癌患者の唾液中の酪酸濃度についてガスクロマトグラフィー・質量分析(GC-MS)

を用いて解析を行った。舌癌、歯肉癌(上下顎を含む)患者に分類し、T1-2 患者を early 群、T3-
T4 患者を late 群とし、解析を行った。舌癌、歯肉癌患者ともに late 群の方が唾液中の酪酸濃
度は高い傾向にあった（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2.口腔癌患者の唾液中の酪酸濃度 

 
 
(3)酪酸による細胞特性の変化 
 酪酸による細胞増殖への影響を確認するために、SAS 細胞および Ca9-22 細胞に酪酸を 0、0.2、
0.5、1.0、2.0 mM の濃度で処理し、WST 法を用いて細胞増殖を測定した。その結果、0.2、0.5 mM
の低濃度の酪酸処理では細胞増殖は活性化され、高濃度の酪酸処理では細胞増殖は抑制された
（図 3）。続いて低濃度(0.2 mM)と高濃度(2.0 mM)の酪酸処理による細胞遊走能と細胞浸潤能の
変化を測定した。細胞遊走能、細胞浸潤能とも低濃度・高濃度の酪酸処理での有意な変化は見ら
れなかった。 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
            図 3.酪酸による細胞増殖の変化 
 
(4)酪酸による遺伝子発現の変化 
酪酸処理によってどのような遺伝子に発現変化が生じているかを解明するために、Ca9-22 細

胞を 2.0 mM の酪酸で処理し 48 時間後の RNA を抽出し、RNA-seq 法を用いて網羅的な遺伝子発現
解析を行った。その結果、酪酸処理により 1031 の遺伝子が有意に上昇し、697 の遺伝子が抑制
された。RNA-seq 解析により有意な変化があった遺伝子群を用いて、GO 解析および KEGG パ
スウェイ解析を行った。両解析とも発現が抑制された遺伝子群には細胞周期に関連するも
のが多く含まれていた（図 4）。 

         The set of down-regulated genes 

 
 
 
 
 
 
 
 

図 4.酪酸による遺伝子の発現変化と KEGG パスウェイ解析 
 

(5)酪酸によるエピゲノムの変化 
2.0 mM の酪酸を 48 時間処理した Ca9-22 細胞を用いて、H3K9ac と H3K27ac 抗体にてクロマチ

ン免疫沈降を行い、次世代シークエンサーにて網羅的にアセチル化集積部位の変化を解析した。
これらの ChIP-seq 解析より、ピークコールアルゴリズムを用いて抽出された領域をコントロー
ル群と酪酸処理した群で比較したところ、H3K9ac、H3K27ac ともに集積領域数が減少しているこ
とが分かった。続いて酪酸処理前後でアセチル化の集積を認めたそれぞれの領域について、
H3K9ac と H3K27ac のゲノム個々の集積量の変化を検討した。興味深いことに、H3K9ac では、有
意にアセチル化集積が増加した領域も減少する領域も多数認めた。一方で H3K27ac では有意に
アセチル化の集積が増加した領域が多い結果であった(図 5)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5.酪酸によるヒストンアセチル化の変化 
 
次いで、酪酸処理によるヒストンのアセチル化変化と遺伝子発現が連動していた領域を抽出

するため、RNA-seq を用いた遺伝子発現解析の結果と H3K9ac および H3K27ac の ChIP-seq の解析
結果を比較検討した。その結果、H3K9ac の集積が増加し、発現が上昇する遺伝子が 7個、H3K9ac
の集積が減少し、発現が低下した遺伝子が 14 個抽出された。また H3K27ac の集積が増加し、発



現が上昇した遺伝子が 2個抽出され、H3K27ac の集積が減少し、発現が低下した共通遺伝子は認
めなかった。H3K9ac の集積が増加し、発現が低下した遺伝子 14 個中には細胞周期に関連する遺
伝子が含まれていた（図 6）。 

 
                                            細胞周期に関連する遺伝子領域 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 6.ChIP-seq と RNA-seq で連動して変化した遺伝子の抽出 

 
(6)酪酸による細胞周期の変化 
酪酸が細胞周期のどの周期に影響を及ぼすかを明らかにするために、SAS 細胞に FUCCI を用い

て、タイムラプスにて細胞周期の解析を行った。その結果赤で標識される mKO の割合が酪酸処
理した細胞では増加し、細胞周期が G1期に停止していることが分かった（図 7）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

            図 7.SAS 細胞での酪酸による細胞周期の変化 
 
(7)酪酸によるエネルギー代謝への影響 
酪酸処理による代謝への影響を明らかにするために、細胞外フラックスアナライザーを

用いて細胞のエネルギー代謝で重要な解糖系および酸化的リン酸化の状態を測定した。SAS
細胞をグルコース非含有状態で 60 分間 pre-culture しながら 2.0 mM 酪酸の酪酸に処理に
てグルコース添加の影響、解糖阻害薬添加の影響について調べた。酪酸処理した細胞におい
ては細胞外酸性化速度（ECAR）の低下を認め、解糖系の代謝経路が抑制されていることが分
かった。また、好気呼吸レベルを表す酸素消費速度(OCR)も酪酸処理により減少する傾向を
認めた（図 8）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
      

図 8.酪酸による細胞外酸性化速度（ECAR）と酸素消費速度(OCR)の変化 
    
以上の結果より酪酸はエピジェネティックな変化を介して口腔癌細胞の細胞周期に関与する

遺伝子の発現を減少させ、細胞増殖を抑制させた。また、エネルギー代謝にも影響し、癌抑制的
に働くことが分かった。これらの成果より口腔細菌の代謝物である酪酸を調節することは口腔
癌の新規の治療戦略となり得る可能性が示唆された。 
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