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研究成果の概要（和文）：　病理診断において、組織診は確定診断に用いられるが侵襲性が高く、病変の悪化
（増殖亢進・転移など）を引き起こす懸念が指摘されている。擦過細胞診は低侵襲性である反面、組織構造の情
報が得られないためスクリーニング用途に制限される。本研究では、組織診と細胞診の欠点を補った「マイクロ
バイオプシーアレイ」の開発を長期目標に掲げ、異型上皮に潜む微細な形質変化のプロファイリングを行った。
舌粘膜病変の広域・詳細な解析により、異型マーカー発現の多様性、増殖活性や癌抑制因子発現との相関のほ
か、早期癌における脈管・神経組織浸潤所見と病型との関連性を明らかにできた。

研究成果の概要（英文）：　Histological diagnosis is highly invasive and possibly worsens lesions, 
resulting in hyperproliferation and metastasis. On the other hand, scraping cytology is minimally 
invasive but is limited to screening purposes due to less information on tissue structure. In this 
study, we set the long-term goal toward developing a better "microbiopsy array" system, and 
investigated subtle phenotypic changes in the atypical epithelium. Extensive and detailed analyses 
of tongue mucosal lesions revealed diversity of atypical marker expression, correlation with 
proliferative activity as well as cancer suppressor gene expression, and association between 
vascular/nervous infiltration and pathological condition of early-stage cancer.

研究分野：口腔病理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　口腔癌の罹患者数が世界的な増加傾向にある中、超高齢社会の本邦ではQOL維持の意識が高く、早期発見に繋
がる高水準の診断基準が求められている。本研究で得られた癌細胞形質・挙動と発現分子との関連性を示す多く
の知見は、発癌リスクの早期認知につながる基礎情報として病理診断の精度向上に寄与するのみならず、全国が
ん登録制度による一元管理が進んだ将来、経時的な検診データとの連動性、個人情報のポートフォリオ化・予後
管理に貢献できるものと考えている。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 口腔粘膜の扁平上皮癌（口腔癌）は視診・触診により気付くことが多いが、ごく初期の場合、
悪性変化を肉眼的に見極めることは難しく、潜在性悪性病変とも呼ばれる。こうした病変を幸い
早期に外科切除できた場合でも、再発あるいは別の部位に第二・第三の病変が生じることもある。
その理由として、不断の刺激に晒されている口腔粘膜では、遺伝子変異が蓄積して広範囲で癌に
移行しうる素地―field―が形成されている、という概念が提唱されてきた。この「Field 発癌」
に関して、研究代表者らのグループでは、口腔癌疑いで全摘切除された検体の免疫組織化学的検
索によって癌の素地となる組織形質の多様性を調べてきた。しかしながら、日常の病理組織診断
（組織診）では「癌か否か」を見極めるために最も悪性度の高い部位に関心が集中する。検体全
域の所見が詳細に記録されることは少なく、多様な形質の関連性を包括的に捉えることは困難
であった。 

 歯科臨床では、粘膜表在性病変の早期発見に向けて、粘膜表面の細胞をブラシで剥離・回収す
る擦過細胞診を主軸とした検診も行われている。細胞診は、組織診と比べて侵襲性が低く操作も
簡便という利点がある反面、採取部位の位置情報が失われるという欠点もある。近年、液状化検
体細胞診（LBC）による均質な標本作製が可能となったことや、異型細胞の自動判定アルゴリズ
ムを開発する動きも加速しており、細胞診の診断精度は向上していくことが期待されるが、擦過
による細胞回収が前提である限りスクリーニングの用途を脱し得ないのが実状となっている。 

 こうした事実の根底で、粘膜診断をもっとも困難にしているのは口腔粘膜自体の特性である
と考えられる。口腔環境は外的刺激を受けて頻繁に炎症反応が生じており、反応性（一過性）に
も異型変化をきたしていることが多い。また、重層扁平上皮からなる口腔粘膜上皮は、腫瘍性異
型変化を遂げた場合でも表層では角化層をなす表層分化型が多く、擦過による剥離細胞の異型
判定は困難とされてきた。 

これらの状況を打開し、細胞診と同等の簡便さと組織診に匹敵する情報量（細胞の表現型と位
置情報）を兼ね備えた診断システムが確立されれば、潜在的な悪性病変を的確に捉え、早期診断
が可能となる。我々は、粘膜表層を一定間隔で部分的に微小切除し、その採取位置を保持したま
ま解析が可能な新規デバイス「マイクロバイオプシーアレイ（仮称）」の着想に至り、実現に向
けた第一歩として、本申請において実験系および臨床検体での異型上皮表現形質の詳細な解析
を計画した。 

 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、口腔粘膜上皮に生じる初期の悪性変化として、通常の病理組織学的な形態観察では
捉えられない分子発現レベルでの異型形質を検出・判定するための方策を検証することを目的
とした。 

 
 
３． 研究の方法 
 
解析対象とした舌表在性病変 35 症例（病理診断として上皮性異形成、上皮内癌、早期浸潤癌
を含む）の外科切除検体は、日本歯科大学倫理委員会承認のもとで同大学附属病院において採取
した。いずれの症例も術前に超音波検査およびヨード生体染色を施し、カルテ記録とともに臨床
診断内容と画像情報を保管した。 

検体組織は、病変全域を系統的に病理組織診断することを目的として 3 mm 幅で割断し、全割
断試料からパラフィン包埋連続薄切標本を作製、Hematoxylin-Eosin（H-E）染色を行い、連続す
る薄切切片に対しては、上皮形質マーカーCytokeratin (CK13, CK17)、増殖活性マーカー（Ki-
67）、癌抑制遺伝子 p53 の特異抗体を用いて免疫染色を行った。染色条件のポジティブおよびネ
ガティブコントロールにはヒト正常組織および各種口腔腫瘍病変を載せた組織アレイブロック
を使用した。抗体反応には ABC 法を使用し、組織の全構成細胞を標識する目的で Hematoxylin 核
質染色も実施した。染色画像をバーチャルスライド装置 NanoZoomer（浜松ホトニクス）で対物
20 倍の解像度を維持してデジタル記録後、画像解析ソフトウェア Image J（NIH）と生物系画像
解析用プラグイン Fiji を使用して色調要素を抽出、二値化処理を施して陽性シグナル情報を得
た。組織観察では、病変切除に際して設定された安全域の上皮組織を健常相当上皮とした。 

 



 
４．研究成果 
 
(1) 舌表在性病変における上皮形質発現 
病理診断の確定した口腔上皮性異形成（OED）、上皮内癌（OIN）、および表在性癌（early SCC）
の上皮領域について、H-E 染色所見として組織形態学的に判別可能な異型変化を記録した後、連
続する切片の免疫組織化学データと照合した。この作業は、本研究課題の予備検討として先行研
究から継続しており、鏡検にて病変組織の上皮層領域を 500 µm 幅の区画ごとにスコア判定（健
常相当～高度異型の 4段階）する手法を確立済みである。今回、検体数を増やすことにより判定
精度の向上を目指した。 

細胞骨格分子のなかで、CK13 発現は健常粘膜上皮の指標、CK17 発現は異型上皮の指標となる。
抗 CK13 抗体による免疫染色では、異型上皮は概ね陰性（発現の消失）となり、明瞭な陽性反応
を示す健常粘膜と容易に識別できた。一方、CK17 陽性反応は異型上皮領域との対応は認められ
るものの、断続的な弱陽性所見の混在により判定が困難な部位もみられた。Ki-67 染色による増
殖細胞核の検出では、日本口腔腫瘍学会編「口腔癌取扱い規約 2010」を参照して、上皮傍基底
層に陽性核が点在する所見を健常状態とし、基底層への陽性核分布移行・多層化の変化を異型上
皮形質として判定した。Ki-67 陽性核の増加は解析した検体の全域で広く認められる傾向にあっ
た。特に early SCC 症例と OIN 症例では、高い増殖活性を反映するスコア判定が主体となってい
た。一方、OED では領域のほとんどが軽度の形質変化にとどまった。この所見記録全体を通して、
H-E 染色像から形態的に癌と診断可能な領域はすべて高度異型と判定されただけでなく、H-E 染
色で組織形態変化をみない領域においても CK13 発現と Ki-67 陽性核局在に基づく異型判定領域
が広範に分布していることが明らかとなった。 

癌抑制遺伝子 p53 の発現パターンを検証したところ、検体全域が広く陽性を示す症例と、一部
に限局した陽性領域を認める症例に分けられた。H-E 染色所見との照合により、異型上皮分布と
の関連を示唆する所見が得られたものの、p53 分布パターンにはさらに未知の要因が関与してい
る可能性が推察され、引き続き症例解析を要すると考えている。加えて、研究分担者の関連研究
課題との協同で、癌幹細胞マーカーとして注目される接着分子 CD44 および転写因子 Bmi-1 につ
いて、健常相当上皮・異型上皮（上皮性異形成）における発現様式を精査し、異型形質の獲得に
伴う発現亢進の事実を捉えることができた。これらのマーカー分子発現の相互比較で、検体組織
全域に及ぶ様々なパターンの形質変化が認められたことは、口腔粘膜における「Field 発癌」の
傍証と考えられた。 

 
(2) 早期舌癌の悪性度指標と組織型 
 粘膜上皮の異型形質は、その後発生する癌細胞に引き継がれ、癌の組織型に反映されることが
推察される。病理診断では、癌の浸潤様式や種々の組織学的因子を指標として症例の予後予測が
行われる。そこで、表現型マーカー解析と併行して、癌組織の挙動と異型上皮形質の接点を見出
す目的で、pT1/T2 相当の初期の舌扁平上皮癌症例を対象として、口腔癌の診断に使用される山
本・小浜分類（YK分類）、Pattern of infiltrating growth（INF）、簇出、Worst Pattern of 
Invasion-5（WPOI-5）の浸潤様式分類に基づく判定結果を比較し、予後指標との関連性について
検討した。 

その結果、リンパ管侵襲、静脈侵襲、神経周囲浸潤などの病理組織学的因子は、YK 分類では
4C、INF では c、簇出では 5個以上、WPOI-5 では陽性と判定された各群でその他の判定群より有
意に高率であることが判明した。特に WPOI-5 では、他の浸潤様式では抽出できない独立した生
物学的要因が含まれている可能性が高いことが想定された。さらに、同一症例でこれらの浸潤様
式分類を併用した場合に各判定がどのように対応するかを検討した結果、２種以上の浸潤様式
で陽性判定が重複していることや独立要因が示唆される特定の判定も見出すことができた。 

以上の解析で得られた結果から、浸潤様式分類はいずれか１つのみでは予後不良例を全て抽
出することは難しいとの結論に至った。これは同時に、複数の浸潤様式分類を併用することで予
後不良となる症例を幅広く抽出できる可能性を示しており、予後指標としての有用性は高まる
と考えられる。病理診断の観点での現段階の考察として、WPOI-5 陽性の判定のみとなる症例が
頻度高くみられたことを踏まえ、WPOI-5 を優先すべき指標として用い、他の浸潤様式分類のう
ちいずれかを併用する方法がリスクの高い症例をより確実に抽出するのに有効であると考えら
れた。これらの事象を分子基盤の観点で見直してみると、盛んな細胞増殖活性よりも細胞骨格や
cell motility 経路の関与を示唆しており、今後の分子検索に結び付けて考察する必要があると
考えられた。 

 
(3) 舌扁平上皮癌の遺伝子発現プロファイル（in silico 解析） 
本研究課題では、舌粘膜上皮における微弱な表現形質変化に焦点を当てているが、現状では既



知のマーカー分子を対象とした検証に制限されている。そこで、実際の舌癌組織と健常な舌粘膜
との発現遺伝子群の比較によって注目すべきシグナル経路・候補分子を抽出できるのではない
かと考え、Gene Expression Omnibus（GEO）に収載されている遺伝子発現データセットから、各
種プログラム（edgeR, Python, Metascape）にて発現変動遺伝子の抽出とエンリッチメント解析
を試行した。 

Bhattacharya ら（Sci Rep, 2020; PMID:32895418）の登録データとして、口腔癌患者の新鮮
凍結口腔癌組織と健常な反対側舌組織から採取されたRNAサンプルのRawデータ（Illumina 2500
でシークエンシングされたもの）に含まれる遺伝子 56,609 のうち健常コントロールと比較して
舌癌で有意に変動している355遺伝子を抽出した。発現上昇を示した127遺伝子のGO解析では、
Interferon シグナルを筆頭に、リンパ球活性化、サイトカイン産生調節など免疫系シグナルの
ほか、コラーゲン、プロテオグリカンなどの細胞外基質代謝、胎生期形態形成や骨格系の発育に
関わるシグナル経路が上位にリストアップされた。一方、発現減少を示した 228 遺伝子では、角
化や細胞間接着に関わる経路、核酸や脂質代謝に関わる経路が確認できた。同様に、外科的に切
除された舌癌組織と癌周囲組織の比較を行った Tang ら（Oncol Rep, 2020; PMID:32236620）の
登録データを用いて解析を行い、免疫系シグナル・細胞外基質代謝など近似したシグナル経路が
抽出されることが確かめられた。本解析で得られた知見について、実際の舌表在性病変で検証す
るには至っていないが、舌粘膜上皮の異型表現形質獲得につながる分子経路を整理することが
できた。 

 
 
(4) 総 括 
本研究課題の立案当時は、粘膜上皮の癌化を早期に検知するためには、分子発現レベルでの微
小な形質変化を捕捉・記録できる実験系が必要と考え、種々の動物モデルを検討していた。しか
し、本研究計画で使用していたレーザーマイクロダイセクション装置の経年劣化、また、COVID-
19 蔓延による資材入手困難も重なり、計画していた実験系の多くは変更を余儀なくされ、動物
モデルを使用した実験は中止することとした。そのため、当初計画には含めていなかった早期舌
癌の組織型解析や遺伝子発現の in silico 解析を遂行することとなったが、結果として、舌表在
性病変における表現型マーカー分子発現についてデータ精度を高めることにつながった。本研
究の成果を総括して、「多要素の発現パターンを統合分析・分類することで発癌素地の特徴（悪
性度）を評価できる」と結論付けることができた。 
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