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研究成果の概要（和文）：術前生検標本によるタンパク質表現型分析および外科標本による変異状態分析が外科
的マージン距離を決定し、臨床転帰を予測できるかを調査した。結果として、HPV関連SCC患者を除き、FFPE生検
または外科標本を使用し臨床転帰を正確に予測することが可能であった。TP53変異は、p53タンパク質表現型2+
ないしlostとして分類される「p53有害機能」とTP53野生型はp53タンパク質表現型+と、±は「p53良好機能」と
して分類された。「p53の有害な機能」は患者の全生存、局所制御および遠隔転移のない生存の独立した予後因
子であった。さらに、適切な外科的マージンの後の局所再発率は高いことが明かとなった。

研究成果の概要（英文）：This study was designed to investigate whether protein phenotype analysis 
via preoperative biopsy specimens and mutation status analysis via surgical specimens could 
determine surgical margin distances and predict clinical outcomes. The findings of the study 
accurately predicted clinical outcomes using formalin-fixed, paraffin-embedded biopsies or surgical 
specimens, except in patients with HPV-associated SCC. We categorized TP53 mutation as p53 protein 
phenotype 2+, lost as p53 adverse functions, TP53 wild-type and TP53 mutation as p53 protein 
phenotype +, and ± as p53 favorable functions. As a result, p53 adverse functions remained an 
independent prognostic factor for overall survival, local control, and distant metastases-free 
survival in enrolled patients. Moreover,local recurrence rates after adequate surgical margins were 
higher.Therefore,larger surgical margin distances were required for patients. 

研究分野： 人体病理
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研究成果の学術的意義や社会的意義
TP53などの腫瘍抑制遺伝子のゲノムおよびタンパク質レベルを分析する詳細な方法としてTP53エキソン配列全体
の状態とp53タンパク質の表現型を詳細に調べる本研究開発は、頭頸部扁平上皮癌の生物学的特性を把握するの
に効果的であった。ゲノム解析に関するさらなる技術革新は、生検標本から術前のマイクロサンプルを使用して
腫瘍の生物学的特性を予測するのに役立ち、この情報は、個別の外科治療の戦略を立て、外科的マージン距離の
決定を可能にすると考えられた。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
頭頸部扁平上皮癌(HNSCC)は増加傾向にある。HNSCC は、喫煙・アルコール摂取に加えて高リス
ク群のヒトパピローマウイルス（ＨＰＶ）による感染を含む heterogeneous な過程により形成さ
れる。また HNSCC は進行した際の手術侵襲と審美性と機能の喪失が大きく、再発時のサルベージ
手術も困難なことが多い。このため効果的な早期診断法と副作用が少なく治療効果の高い癌治
療薬の開発が喫緊の課題となっている。 
 現在、HNSCC 早期診断の問題点として、 
１）先行して存在する異型病変には異形成と反応性や再生性異型上皮が含まれて診断が難しい
ことが挙げられる。現状ではスペクトラムである異型病変は臨床的要因を含め様々な解釈によ
り分類されているため、診断が一定の均てん化された解釈に拠っていない。 
２）治療効果の高い癌治療薬開発の問題点は、他臓器のがんに比して集積した情報に拠った基礎
的な解析が進んでいないことが挙げられる。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、申請者自身のこれまでの成果と The Cancer Genome Atlas(ATGC)の結果に基づき、
HNSCC に高頻度に変異を来すがん抑制遺伝子（TP53, CDK2A 等）, PIK3CA,遺伝子についてエクソ
ン全領域シークエンスによる解析を行う。特に申請者の p53 等の IHC とデータベースを基に早
期病変（異形成と反応性異型）とその後に明確に癌に進展した病変、早期再発例、治療不応例に
ついて腫瘍の特質と腫瘍発生・増殖における不均一性の解析を行い、癌抑制遺伝子の遺伝子変異
の蓄積解析から早期頭頸部扁平上皮癌診断法の確立を目的とする。さらに PIK3CA 経路やその下
流体細胞による未承認薬・適応外薬を含む治療薬の実用化を含めた新たな治療法の開発に役立
つ基盤構築を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
 
レトロペクティブな早期病変と癌発症例病理パラフィン検体試料の病理組織学的評価 

• 後向き臨床情報・試料集積(700例)の評価 
過去５年間の頭頸部扁平上皮癌、特に舌癌を中心として頭頸部扁平上皮癌の早期病変
（異形成＋反応性異型）から扁平上皮癌と診断された症例と異形成までに留まる症例に
ついて情報収集、詳細な病理組織学的な評価を行う。項目としては、発症までの期間、
再発、転移、治療法のデータベース作成を進める。また p53, p16 各分子の発現パターン
によるクラスター分類を行う。また、各分子が悪性度や予後の推定、治療法の選択のマ
ーカーとして有益であるかを解析する。 
臨床情報として、患者の年齢、性別、治療開始前の Stage、Performance Status、前治療歴、
該当する悪性疾患の診断日、初回治療開始日、初回化学療法開始日、該当する治療の開始日、
増悪確認日、最終生存確認日および打ち切りの有無、抗がん剤の治療効果などの情報を収集
する。抗がん剤の治療効果については、無増悪生存期間などを求める。 
 

レトロペクティブな早期病変と癌発症例からの、遺伝子変異解析 
2)-1:1)で評価されたサンプル 700 例から DNA を抽出し、それらの遺伝子変異パターンを次
世代シークエンサーにより解析する。また１）によりクラスタ−化したデータを重ね検証す
る。 

 
 
４．研究成果 
 
重要ながん抑制遺伝子であるTP53は、頭頸部扁平上皮癌の約70％で変異が認められ、ナンセン
ス変異、フレームシフト変異、プライシング異常、一部のミスセン 
ス変異が予後不良因子と報告されている。一方、病理診断におけるp53蛋白(DO-7 clone)の免疫
組織化学染色(IHC)では、強陽性(2+)・染色性の陰性(-lost)と 
いった異常染色パターンが認められる。過去３年に当院で外科加療を行った頭頸部扁平上皮癌
患者367例の切除標本のFFPE検体からDNAを抽出、Illumina社の次世 
代シークエンサー(MiSeq)にてTP53の全エクソン変異解析と免疫染色によるp53蛋白発現解析の
融合解析を行った。結果として、TP53変異は全体の60％の症例にみ 
とめられ、ナンセンス変異、フレームシフト変異は独立した予後不良因子であるが、ミスセン
ス変異は単独で予後因子とはならなかった。なお、Lostと2+の症例 
間で大きな差は認めなかったが、野生型とLost, 2+を併せたグループとの比較では、２年生存



率、再発に優位な差が認められた。したがって、TP53エキソン配列 
全体の状態とp53タンパク質の表現型を詳細に調べることが、HNSCCの生物学的特性のほとんど
を把握するのに効果的であった. これらの結果を元として術前の生 
検検体を用いた免疫染色から同一検体を用いたシームレスな TP53 全エクソンシークエンス解析
により、症例の確度の高い診断と予後の推定が可能となった。 
 
 

 
図１ 臨床情報と解析結果の相関図 
 
 

 
図２ p53 によるグループ化と臨床的予後 
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