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研究成果の概要（和文）： 

本研究では口腔癌患者の血液および唾液に特異的に存在する microRNA (miRNA) の同定を試
みた。口腔癌患者血清に共通して存在量が増加する miRNA を 17 種類、存在が検出できなくな
る miRNA を 15 種類同定した。その中でも、hsa-miR-181b は口腔癌患者血清のみならず唾液
においても特異的にその存在量が著明に増加していた。これら miRNA は口腔癌の診断に応用で
きるかもしれない。 
 
研究成果の概要（英文）： 

In this study, we attempted to explore specific microRNAs (miRNAs) in serum and saliva 
derived from patients with oral cancer. Specifically 17 increased miRNAs and 15 
undetectable miRNAs in serum from oral cancer patients were commonly identified. Among 
these miRNAs, hsa-miR-181b was markedly elevated in not only serum but also saliva from 
oral cancer patients. These miRNAs may be useful for detection of oral cancer. 
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１．研究開始当初の背景 

血清中の microRNA (miRNA) の発見により、
種々の悪性腫瘍においてそのバイオマーカ
ーとしての有用性が検証されている。実際に、
舌癌患者の血漿中では miR-184 の存在量が
増加しており、腫瘍切除後にはその存在量が
減少することが報告されている (Clin 
Cancer Res 14:2588-2592,2008)。われわれ
も健常者および口腔癌患者血清中に miRNA 
が存在し、その網羅的発現解析が可能である
ことを確認した。また、miRNA は血清あるい
は血漿以外の様々な体液中にも存在するこ

とが明らかにされている。Michael らは、ヒ
ト唾液からエクソソームを抽出し、その中に 
miRNA が存在することを示した (Oral Dis 
16:34-38,2010) 。 さ ら に 、 Park ら は 
miR-125a、miR-200a が口腔癌患者において
健常人の唾液中の発現よりも低いことを明
ら か に し た  (Clin Cancer Res 
15:5473-5477,2009)。以上の所見は、口腔癌
患者の血液および唾液中に特有の分泌型 
miRNA が存在していることを示唆した。一方、
最近の研究から癌細胞と周辺の正常細胞間
のエクソソームによるコミュニケーション
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の重要性が示唆されている。Stog らは、血
清中のエクソソームから抽出された RNA を
用いて神経膠芽腫における EGFRvIII の発
現と miR-21 の発現上昇を観察した (Nat 
Cell Biol 10:1470-1476,2008)。すなわち、
血清エクソソーム中の RNA は神経膠芽腫の
悪性度を高めたのである。しかしながら、口
腔癌におけるエクソソーム中 miRNA の機能
は不明である。 
 
２．研究の目的 

本研究では口腔癌患者由来の体液中に存
在する分泌型 miRNA のプロファイルを明ら
かにした上で、それら miRNA のヒト正常口
腔粘膜上皮細胞および口腔癌細胞の増殖能
に及ぼす影響を検討する。口腔癌における分
泌型 miRNA の発現様式や機能を解明するこ
とにより、口腔癌に対する新規の診断法や治
療戦略を見出す。 
 
３．研究の方法 
(1) 口腔癌特有の分泌型 miRNA の同定 

癌の既往のない健康な男女および口腔癌
患者より同意を得た上で血清および唾液を
採取し、分泌型 miRNA を抽出する。なお、
分泌型 miRNA はキアゲン社製の miRNeasy 
Mini kit を用いて抽出する。それぞれの検
体より抽出された分泌型 miRNA を用いてマ
イクロアレイおよび次世代シーケンサーに
よる網羅的発現解析を行う。健常者からは全
く検出されず、口腔癌患者にのみ検出される
分泌型 miRNA を同定する。同時に、ヒト 
miRNA knockdown および  overexpression 
library をヒト口腔癌細胞に導入し、その細
胞増殖活性を評価することにより、口腔癌の
増殖を促進する癌遺伝子様 miRNA (OncomiR) 
と口腔癌の増殖を抑制する癌抑制型 miRNA  
(TS-miR) を同定する。ヒト口腔癌細胞の増
殖に関与する miRNA を探索する。 
(2) 正常口腔粘膜上皮細胞および口腔癌細
胞により分泌されるエクソソームの機能解
析 

口腔癌手術標本の正常粘膜部と腫瘍部組
織の一部を採取し、細切したのち細胞分解酵
素で 2 時間処理する。遠心にて細胞を回収
し、牛胎児血清を含む培養液にて培養皿に播
種し、一晩静置する。細胞の接着を確認した
のちに、培養液を無血清培地に交換し培養を
開始する。これで得られた正常口腔粘膜上皮
細胞と口腔癌細胞の培養上清を回収し、
ExoQuick にてそれぞれの細胞が分泌するエ
クソソームを抽出する。正常細胞由来のエク
ソソームで口腔癌細胞を、癌細胞由来のエク
ソソームで正常細胞を 72 時間処理し、エク
ソソームのそれぞれの細胞の増殖に及ぼす
影響を WST-8 assay にて評価する。 

 

４．研究成果 
(1) 口腔癌特有の分泌型 miRNA の同定 
われわれは、口腔癌患者血清 (10 検体) 

と非担癌患者血清 (10 検体) の miRNA マ
イクロアレイ解析により、口腔癌患者血清に
共通して存在量が増加する miRNA を 17 種
類、存在が検出できなくなる miRNA を 15 
種類同定した。その中でも、hsa-miR-181b は
口腔癌患者血清のみならず唾液においても
特異的にその存在量が著明に増加していた。
hsa-miR-181b は白板症から口腔癌への進行
に関与していることが報告されている 
(Cerviqne NK, et al. Hum Mol Genet 
18:4818-4829,2009) こ と か ら 唾 液 中 の 
miRNA が白板症から口腔癌への進行を促す
可能性を示唆している。次に、ヒト 918 種
類に対する miRNA knockdown library を用
いた miRNA の網羅的機能阻害解析では、ヒ
ト口腔扁平上皮癌細胞および唾液腺癌細胞
において 14 種類の OncomiR を同定した 
( 特 願  2010-254021) 。 そ の 中 で も 、
hsa-miR-361-3p、hsa-miR-133a/b、hsa-miR- 
346 に対する機能阻害核酸すなわちアンチ
センスオリゴヌクレオチド (ASO) は、ヒト
口腔扁平上皮癌細胞および唾液腺癌細胞の
みならず、ヒト膵癌細胞、ヒト胆管癌細胞、
ヒト肺癌細胞、ヒト前立腺癌細胞に対しても
著明な増殖抑制効果を示した。さらに、1,000 
種類のヒト合成 miRNA library を用いた網
羅的過剰発現解析では、ヒト口腔扁平上皮癌
細胞および唾液腺癌細胞において 17 種類
の TS-miR を同定した (特願 2011-113348)。
特に、合成 hsa-miR-629*、hsa-mir-1289 の
過剰発現は両細胞の増殖を著明に抑制した。
以上の結果は、miRNA が口腔癌の診断や治療
に応用できる可能性を示唆している。 
(2) 正常口腔粘膜上皮細胞および口腔癌細
胞により分泌されるエクソソームの機能解
析 
 同一口腔癌患者由来の正常口腔粘膜上皮
初代培養細胞と口腔癌初代培養細胞それぞ
れの培養上清よりエクソソームを抽出し、正
常細胞由来のエクソソームで口腔癌細胞を、
癌細胞由来のエクソソームで正常細胞を 72 
時間処理したところ、それぞれのエクソソー
ムは各細胞の増殖に全く影響を及ぼさなか
った。エクソソームの精製度や濃度など処理
条件の詳細な検討が必要である。 
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