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研究成果の概要（和文）：近年、microRNA (miRNA) が体液中に安定な状態で存在し、その検出が可能であることから
種々の悪性腫瘍において有用なバイオマーカーとなることが報告されている。本研究では、口腔癌患者の唾液あるいは
血清において特異的に存在量が変動する miRNA を探索した。その結果、miR-26a、miR-191 など 10 種類の miRNA の
存在量が口腔癌患者の血清において有意に低下していた。さらに、その中の miR-26a はヒト口腔癌細胞に対して増殖
抑制効果を示した。以上の結果より、口腔癌において特定の miRNA がバイオマーカーや先制医療のツールとして有用
となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Recently, it is known that miRNAs exist and circulate in many types of body 
fluids. These reports suggest the possibility that circulating miRNA in body fluid becomes a novel 
biomarker for cancer patients. In this study, we have attempted to identify novel miRNA markers in saliva 
and serum for oral squamous cell carcinoma (OSCC) patients. We extracted and purified circulating miRNA 
in saliva and serum of OSCC patients and healthy volunteers, and then carried out miRNA microarray 
analysis and quantitative RT-PCR. Ten miRNAs, let-7b/c, miR-17, miR-23a/b, miR-24, miR-25, miR-26a, 
miR-122a, miR-191 were significantly reduced in the serum of the OSCC patients. Furthermore, miR-26a 
significantly inhibited the growth of human OSCC cells. These results suggest that several miRNAs may be 
novel biomarkers for OSCC patients, and useful as a tool for preemptive medicine in OSCC.

研究分野：口腔外科学
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１． 研究開始当初の背景 
近年、口腔癌を含む頭頸部癌のエクソーム
シーケンシングの結果が報告されたが、既存
の抗癌薬の治療標的分子に変異はほとんど
認められず、治療成績を向上させるためには
予防や早期発見が重要であることが示され
た (Agrawal N, et al. Science 333:1154- 
1157,2011)。 
また、先制医療とは発症前に高い精度で発
症予測あるいは正確な発症前診断を行い、病
気の症状や重大な組織障害が起こる前の適
切な時期に治療的介入を実施して発症を防
止するか遅らせるという新しい医療のパラ
ダイムである。今後、わが国が健康長寿社会
を実現するためには重要な方向性である。口
腔は、摂食、嚥下や構音など日常生活を営む
上で極めて重要な機能を担っているので、先
制医療の対象疾患として口腔癌はふさわし
いと考えられる。 
一方、microRNA (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。
これら miRNA の発現あるいは機能異常が癌
を含め種々の疾患に関与していることが明
らかにされている。最近では、ヒト体液 (血
液、唾液、尿など) 中に miRNA の存在が明
らかにされ、有用なバイオマーカーとなり得
ることが示されている (Kosaka N, et al. 
Cancer Sci 101:2087-2092,2010)。また、体
液中を循環する miRNA は他の細胞に取り込
まれ、そこで機能することも明らかにされて
いる。したがって、唾液や血液中の miRNA が
口腔癌の発症に関与している可能性も十分
に考えられる。 
 
２． 研究の目的 
健常者および口腔癌患者の唾液および血
液より miRNA を抽出し、マイクロアレイを
用いて唾液および血液中の全ての miRNA の
定量解析を行い、口腔粘膜の悪性化に伴い唾
液あるいは血液中の存在量が変動する 
miRNA を抽出し、その中よりヒト口腔癌細胞
の増殖に影響を及ぼす miRNA を同定する。 
 
３． 研究の方法 
(1) 口腔粘膜の悪性変化に伴い唾液あるいは
血液中の存在量が変動する miRNA の網
羅的探索 
最初に、口腔扁平上皮癌患者 (11 名) お
よび健常者 (8 名) の唾液あるいは血清 
0.2 ml より miRNeasy Serum/Plasma Kit 
(Qiagen) を用いて miRNA を抽出した。抽出
された miRNA をビオチン化したのちマイク
ロアレイ (Affymetrix) による網羅的発現
解析を行った。つづいて、Expression Console 
(Affymetrix) および GeneSpring GX 12.1 
(Agilent Technologies) ソフトウェアを用
いて癌患者と健常者で 5 倍以上の存在量の
変動を示す miRNA を同定した。 
次に、新たに口腔扁平上皮癌患者 (30 名)、

同年代同性別の健常者 (10 名) の唾液およ
び血清 0.2 ml より miRNeasy Serum/Plasma 
Kit (Qiagen) を用いて miRNA を抽出した。
抽出前の唾液および血液に外来性内部標準
として合成センチュウ miR-39 (cel-miR-39, 
Qiagen) を添加した。マイクロアレイ解析に
て同定した miRNA の存在量をリアルタイム
定量化 RT-PCR (qRT-PCR) 法にて定量した。
最終的に、qRT-PCR にても口腔粘膜の悪性変
化に伴い唾液あるいは血清中の存在量が有
意に変動する miRNA を同定した。 
 
(2) ヒト口腔扁平上皮癌細胞の増殖を制御す
る唾液 miRNA の同定 
マイクロアレイおよび qRT-PCR にて同定
した口腔粘膜の悪性変化に伴い唾液あるい
は血清中の存在量が顕著に変動する miRNA
の模倣型合成 miRNA をそれぞれ 20 nM の濃
度 で  Lipofectamine RNAiMAX (Life 
Technologies) を用いてヒト口腔扁平上皮
癌細胞にリバーストランスフェクションし
た。合成 miRNA 導入後 72 時間培養した後
に WST-8 (Dojindo) 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、ヒト
口腔扁平上皮癌細胞 (GFP-SA) の増殖を制
御する miRNA を同定した。 
 
４． 研究成果 
唾液や血液などの体液中には高濃度のヌ
クレアーゼが存在しており、naked な miRNA 
の半減期は数分であるが、唾液および血液か
ら miRNA を抽出、検出することが可能であ
った。これは、体液中の miRNA が exosome 
や high-density lipoprotein に封入されて
いたり、Ago-2 や他の蛋白質と複合体を形成
しているためと報告されている。本研究で用
いた miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen)  
は、そのような存在状態に関係なく唾液およ
び血清中に存在する全ての miRNA を抽出す
ることができた。 
マイクロアレイ解析の結果、健常者と比較
して口腔扁平上皮癌患者の唾液では、20 種
類の miRNA の存在量が低下していた。一方、
血清では 2 種類の存在量が上昇し、12 種類
の存在量が低下していた。さらに、qRT-PCR 
法 で は 血 清 中 の  let-7b/c 、 miR-17 、
miR-23a/b 、 miR-24 、 miR-25 、 miR-26a 、
miR-122a、miR-191 の存在量が口腔扁平上皮
癌患者において有意に低下していた。その中
において、miR-26a はヒト口腔扁平上皮癌細
胞に対して有意な増殖抑制効果を有してい
た (図 1、2)。 
以上の結果より、口腔扁平上皮癌患者にお
いて血清中の特定の miRNA がバイオマーカ
ーおよび先制医療のツールとして有用とな
る可能性が示唆された。 
 
 
 
 



 
 図 1. 口腔扁平上皮癌患者血清における  
miR-26 a の低下 

 
 
 

 
図 2. ヒト口腔扁平上皮癌細胞に対する 
miR-26 a の増殖抑制効果 
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