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研究成果の概要（和文）：口腔癌の早期診断のためのバイオマーカーとして唾液による口腔癌診

断の可能性を網羅的に解析した。その結果、口腔癌患者唾液中に特異的高発現を検出した

cystatin SNとsalivary acidic proline-rich phosphoprotein 3/4は唾液新規腫瘍マーカーとな

り得る可能性を示した。 

 
研究成果の概要（英文）：Salivary proteomic analysis was performed to obtein a reliable 
screening test for early diagnosis of oral squamous cell carcinoma and that the cystatin 
SN and salivary acidic proline-rich phosphoprotein 3/4 might be a promising tumor 
biomarker for oral squamous cell carcinoma. 
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１．研究開始当初の背景 

  口腔癌の治療成績は、病変を早期に発

見して早期に適切な治療を施せば良好な

治療成績が得られ、口腔の形態、機能低

下を避けることができる。口腔内は直視

できるので、早期発見が容易なはずであ

るが、炎症性口腔粘膜疾患や前癌病変と

の鑑別、または治療後に再発の適切な診

断ができないと治療の遅れにつながり、

予後不良となることがある。早期癌の適

切な診断には、前癌病変あるいは早期の

遺伝子異常の段階で病変をとらえる必要

がある。唾液による口腔癌診断に

関しては以前より、いくらかの試

みが行われてきたが、いずれも口

腔癌に特異的な変化を唾液で検出

できるのかといった検討であった。 

  我々は、癌患者の担癌状態（治

療前）と非担癌と考えられる状態

（治療後）の唾液をプロテインチ

ップによって網羅的に解析し、新

たな癌関連因子候補を見いだして

きた。そこで、本研究では唾液よ

り検出された新規腫瘍マーカー候
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補に関して、口腔癌における発現とその

意味、さらに分子標的としての可能性に

ついて検討する。 

２．研究の目的 
  我々は癌患者の担癌状態（治療前）と非

担癌と考えられる状態（治療後）の唾液を

プロテインチップによって網羅的に解析

し、検出された新たな癌関連因子候補が唾

液新規腫瘍マーカーとなり得るかといっ

た課題、また口腔癌病態の把握に新知見を

得ることを目的としてきた。 
３．研究の方法 

 cystatin SNとsalivary acidic prolin
e-rich phosphoprotein 3/4の口腔癌

の発生、進展における発現の意義の

検討 
（１） cystatin SN と salivary acidic 

proline-rich phosphoprotein 3/4

のポリクローナル抗体を作成し、正

常口腔粘膜，白板症，口腔癌患者切

除標本を用いて免疫組織染色を行

い，以下について検討する。 

① 候補蛋白質の発現部位、細胞内局在

を検索する 

② 各腫瘍組織の病期分類や予後と候

補タンパク質の発現を比較検討する。 

口腔癌患者切除標本は UICC 分類に

よる TNM 分類を用いて病期分類を行

い、各 病期 別の cystatin SN と

salivary acidic proline-rich 

phosphoprotein 3/4の発現を比較検

討する。予後については5年生存率を

参考にして分類し、cystatin SN と

salivary acidic proline-rich 

phosphoprotein 3/4の発現を比較検

討する。 

③ 組織学的悪性度（分化度、浸潤様式）

比較検討する。 

  口腔癌患者切除標本を UICC 分類に

従い、分化度を高、中、低、未分化の

４つに分け、分化度別の cystatin SN

と salivary acidic proline-rich 

phosphoprotein 3/4 の免疫組織染色

の評価をする。 

  浸潤形式においては山本・小浜の分

類に従い、1～4 型に分類して、同様

に cystatin SN と salivary acidic 

proline-rich phosphoprotein 3/4 の

免疫組織染色の評価をする。 

（２） これらの結果より、正常口腔粘膜、

白板症と口腔癌患者切除標本にお

ける cystatin SNとsalivary acidic 

proline-rich 

phosphoprotein 3/4 の免疫

組織染色による発現を比較

検討することで臨床的に

cystatin SN と salivary 

acidic proline-rich 

phosphoprotein 3/4 の口腔

癌の発生、進展における意義

の検討をする。 

（３） 口腔扁平上皮癌細胞株にお

ける cystatin SNと salivary 

acidic proline-rich 

phosphoprotein 3/4 の発現 

① cystatin SN と salivary 

acidic proline-rich 

phosphoprotein 3/4 のポリ

クローナル抗体を使用した

ウェスタンブロット法を行

うことにより口腔扁平上皮

癌細胞株におけるタンパク

発現を検討する。 

② 口腔扁平上皮癌細胞株の培

養上清を ELISA 法により

cystatin SN と salivary 

acidic proline-rich 

phosphoprotein 3/4 を検出

することにより、cystatin 

SN と salivary acidic 

proline-rich 

phosphoprotein 3/4 が癌細

胞より分泌される物質かど

うか検討する。 
４．研究成果 

   唾液サンプルにおける蛋白発
現のピーク強度を比較し、Paired-
Ｕ 検定により有意差を示した結
果、治療前より治療後に発現が減
少する 17種類の蛋白質と発現が増
加する 9 種類の蛋白質が検出でき
た。また、マーカー候補の組み合
わせによる階層的クラスタリング
解析を実施したところ、いくつか
の条件で担癌状態と非担癌状態を
分けることが可能であった。こと
より、有効な複数のマーカーを組
み合わることで、簡便な口腔領域
の扁平上皮癌の診断アッセイシス
テムが確立できる可能性が示唆さ
れた。さらに新規腫瘍マ－カ－候
補と考えられる担癌状態で発現の
高いピ－クの蛋白を逆相 HPLCにて
精製し、PMF および MS/MS解析を行
ない、PMF及び MS/MS解析の結果を
もとに、データベース検索を行な
った結果、腫瘍マーカー候補蛋白



 

 

が、 Cystatin SN precursor (Salivary 
Cystatin SA-1)であることが極めて高い
ことがわかった。なお、精製標品の分子量 
(13930.8)は Cystatin SN (14316.07)の分
子量より小さいので、バイオマーカー候補
はN末端からさらに3残基プロセシングさ
れていると示唆された。同様に高発現ピー
ク の 解 析 か ら salivary acidic 
proline-rich phosphoprotein 3/4が候補
遺伝子として挙がってきた。In vitro で
の発現プロファイルをさらに確認するた
めに、数種の口腔扁平上皮癌細胞株
HSC2,HSC3,HSC4,SAS を用いてウェスタン
ブロット法を施行したところ、SASでその
発現が最も高いことが確認された。 
現在までに同定された口腔癌関連遺伝子
の発現プロファイルは多数の扁平上皮癌
細胞株および実際の癌患者から採取され
た唾液および生検材料において in vitro、
in vivo 両面から詳細な検索が行われた。
同定された cystatin SA-I は N-terminal
から3アミノ酸が消失したtruncated型が
高発現していること、salivary acidic 
proline-rich phosphoprotein 3/4も同様
に口腔扁平上皮癌細胞の一部にその発現
が高く見られる事から、口腔癌早期発見の
生物学的指標となる可能性を報告した。 
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