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研究成果の概要（和文）：口腔扁平上皮癌の頸部リンパ節転移に関わる分子生物学的背景を明
らかにするため、2,386 個の BAC クローンを搭載した高解像度全ゲノム CGH アレイを用いて、
同一症例より同時に採取された 5対（10 検体）の原発巣／転移巣由来 DNA についてアレイ CGH
解析を行った。その結果、原発巣には認められない転移巣特有の変異が検出され、複数例の
転移巣に共通する高度の変異も認められた。既知の転移関連遺伝子のコードされていない異
常領域もいくつか見出され、これらの領域に未知の転移関連遺伝子が含まれている可能性が
示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：In order to clarify the molecular biological background of cervical 
lymph node metastasis in oral squamous cell carcinoma, a microarray-based comparative 
genomic hybridization (array-CGH) technique with high-resolution pan-genomic CGH 
microarray containing 2,386 BAC clones was applied to five pairs of DNA samples which 
were obtained simultaneously from both primary and metastatic lesions in the same five 
patients.  The array-CGH analysis revealed metastasis-specific chromosomal alterations, 
some of which were of high-grade and were detected commonly in two or more cases.  Moreover, 
there were some chromosomal regions with metastasis-specific alterations, on which none 
of the known metastasis-associated genes have been coded; such regions may include unknown 
metastasis-associated oncogenes and/or suppressor genes. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００７年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

２００８年度 900,000 270,000 1,170.000 

２００９年度 1,000,000 300,000 1,300,000 

年度  

  年度  

総 計 3,100,000 930,000 4,030,000 

 
 
研究分野： 医歯薬学 
科研費の分科・細目： 歯学・外科系歯学（臨床腫瘍学） 
キーワード： 遺伝子、癌、ゲノム、歯学、リンパ節転移 
 
１．研究開始当初の背景 
 頸部リンパ節転移の有無は口腔扁平上皮

癌の最も重要な予後因子のひとつである。
最近のマイクロアレイ法を用いた研究では、



本腫瘍の頸部リンパ節転移に関与する遺伝
子／遺伝子産物として、E-カドへリン／カ
テニン、インテグリンの一部、CD44、EGFR、
MMP の一部、PLCγ-1、FAK（Howell GM and 
Grandis JR: Head Neck 27: 710-717, 2005）、
EGFR、FGF4/FGF3、CCND1、EMS1、AlB1（Chen 
YJ et al: J Pathol 204: 326-332, 2004）
などが示唆されている。 

近年、ゲノム/ポストゲノム研究の進展に
より、数十万〜数百万塩基対に及ぶゲノム
染色体上の大規模な構造異常（増幅、欠失
等の DNA コピー数異常）や非コード領域を
含むゲノム全領域にわたる数万〜数十万塩
基対レベルの染色体異常が存在し、癌や遺
伝疾患と密接に関係していることが解明さ
れ始め、癌転移の成立にも関与しているこ
とが明らかにされつつあるが、マイクロア
レイ法では検出できないこのような大規模
な異常を全染色体上で網羅的に解析する方
法 と し て CGH （ comparative genomic 
hybridization）法がある。従来の CGH 法は、
腫瘍細胞と正常細胞とに由来する DNA を
各々異なる蛍光色素で標識し、正常分裂中
期染色体伸展標本に競合的に hybridize さ
せることにより、腫瘍細胞に特異的に発現
している DNA 数の異常増/減領域を全染色
体上において網羅的に検出する方法で、今
日では染色体 CGH（chromosome-based CGH）
法と呼ばれている。 

しかしながら、従来の染色体 CGH 法の解
像度はあくまでも染色体レベルであり、数
十万〜数百万塩基対レベルの異常でなけれ
ば検出できないという弱点がある。この弱
点を補うべく、近年、ヒト全ゲノムを数万
個に及ぶ BAC（バクテリア人工染色体）ク
ローンによって間断なくカバーした高解像
度全ゲノム CGH アレイが開発され、これを
用いたアレイ CGH（microarray-based CGH）
法が確立された（Solinas-Toldo S et al: 
Genes Chromosomes Cancer 20: 399-407, 
1997; Pinkel D et al: Nat Genet 20: 
207-211, 1998; Ishkanian AS et al: Nat 
Genet 36: 299-303, 2004）。 
頭頸部扁平上皮癌の転移に関しては、こ

れまで染色体 CGH 法を用いた研究が多く行
われており、頸部リンパ節転移を伴わない
腫瘍と伴う腫瘍における CGH 所見を比較検
討した研究（Welkobosky HJ et al: Ann Otol 
Rhinol Laryngol 109: 401-410, 2000、Lin 
SC et al: Oral Oncol 38: 266-273, 2002）
や同一患者における原発巣とそれに対応す
るリンパ節転移巣を比較検討した研究
（ Tremmel SC et al: Cancer Genet 
Cytogenet 144: 165-174, 2003、Patmore HS 
et al: Br J Cancer 90: 1976-1982, 2004）
では、非転移症例／原発巣に比して転移症
例／転移巣で 1q、11q、19q、22q 領域の増

幅や 10q、11p の欠失（減少）などの異常が
比較的共通して認められている。しかしな
がら、アレイ CGH 法を用いた研究はいまだ
少なく、特に同一患者における原発巣とそ
れに対応するリンパ節転移巣における異常
を比較検討した研究は、今日までほとんど
行われていない。染色体 CGH 法では転移関
連遺伝子の特定にまで至ることは極めて困
難であるが、アレイ CGH 法による解析は、
その解像度の高さから、転移関連遺伝子の
特定や未知の転移関連遺伝子の検出に直結
する情報を提供し得ることが期待でき、口
腔扁平上皮癌の頸部リンパ節転移を左右す
る分子生物学的背景を解明する上で必要不
可欠と考えられる。 
 
２．研究の目的 
 頸部リンパ節転移を有する同一の口腔扁
平上皮癌患者より同時に採取された原発巣
と転移巣における腫瘍細胞 DNAコピー数の異
常を、アレイ CGH 法を用いて解析・比較検討
し、転移に関わる染色体異常領域を特定する
ことにより、本腫瘍の頸部リンパ節転移に関
わる分子生物学的背景の一端を明らかにす
ることを本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１） 検索症例：術前治療のされてい 
ない、頸部リンパ節転移を有する口腔扁平
上皮癌患者５例について検索を行った。検
索症例の内訳（年齢、性別、発生部位、ス
テージ分類、分化型、転移リンパ節数/廓
清リンパ節数）は以下の如くである。症例
①：76 歳、男性、右側口底、pT2N2bM0、
中分化型、23/51；症例②：81 歳、女性、
右側頬粘膜、pT2N1M0、高分化型、1/25；
症例③：44 歳、女性、右側舌縁、pT2N1M0、
高分化型、1/36；症例④：65 歳、女性、
左側下顎歯肉、pT2N2bM0、高分化型、4/49；
症例⑤：79歳、男性、左側上顎歯肉、pT4N1M0、
高分化型、4/31。 
（２） 試料の採取と保管：試料提供者の 
同意を文書にて得た上で、手術によって同
時に体外に取り出された口腔扁平上皮癌
の原発巣と同一患者の頸部リンパ節転移
巣より、組織片（試料）をペアで採取し，
液体窒素にて凍結し，ディープフリーザー
（-180℃）に保管した。凍結試料より DNA
を抽出・精製し、使用まで冷蔵保存した。
また凍結試料より凍結切片を作成し、その
ヘマトキシリン・エオジン染色標本にて、
切片面積中に占める腫瘍細胞の面積の割
合が 70％以上であることを確認した。 
（３） アレイ CGH 解析：2,386 個の BAC 
クローンを搭載した高解像度全ゲノムCGH
ア レ イ （ Microarray Core, UCSF 
Comprehensive Cancer Center, USA ）



(Snijders AM et al: Brief Funct Genom 
Proteom 2: 37-45, 2003; Ishkanian AS et 
al: Nat Genet 36: 299-303, 2004)を用い
てアレイCGH解析を行った。腫瘍細胞由来
の高分子DNAをCy3、対照DNAをCy5 にてそ
れぞれ標識し、アレイCGHを行い、Cy3/Cy5
蛍光強度比（Log2比）が 0.25 以上をコピ
ー数増加、-0.25 以下をコピー数減少とし
た。 
 
４．研究成果 

アレイ CGH 解析結果をもとに、アレイ搭載
BAC クローンを、①原発巣・転移巣のいずれ
においても DNAコピー数の異常を示さないも
の（NN 群）、②／③原発巣・転移巣のいずれ
においても DNAコピー数の増加／減少を示す
もの（GG 群／LL 群）、④／⑤原発巣では DNA
コピー数の増加／減少を示すが転移巣で異
常を示さないもの（GN 群／LN 群）、⑥／⑦原
発巣では異常を示さないが転移巣で DNAコピ
ー数の増加／減少を示すもの（NG 群／NL 群）
の計７群に分類した。 

基本的に、NN 群は口腔扁平上皮癌の発生・
局所進展・転移のいずれにも関連しない BAC
クローン、GG 群／LL 群は、その過剰発現／
発現低下が主に口腔扁平上皮癌の発生・局所
進展に関連する癌／抑制遺伝子を含む BACク
ローン、GN／LN 群は、主に頸部リンパ節転移
を生じた後に原発巣で過剰発現／発現低下
を来たす癌／抑制遺伝子を含む BACクローン
（転移を生じた後の原発巣の局所進展に関
連する BAC クローン）、NG 群／NL 群は、その
過剰発現／発現低下が主に口腔扁平上皮癌
の転移に関連する癌／抑制遺伝子を含む BAC
クローン（転移関連 BAC クローン）と考える
ことができる。 

NN 群に属する BAC クローンは、全搭載 BAC
クローン 2,386 個のうち、症例①、②、③、
④、⑤において、それぞれ 2,078 個、2,024
個、1,991 個、1,961 個、2,197 個であり、ど
の症例においても概ね80～90 %程度のクロー
ンは口腔扁平上皮癌の発生・局所進展・転移
に関連していない（換言すれば、全クローン
中わずか 10～20 %の BAC クローンが口腔扁平
上皮癌の発生・局所進展・転移に関連してい
る）と考えられた。 
GG 群／LL 群に属する BAC クローンは、症

例①、②、③、④、⑤において、それぞれ 41
個／12 個、22 個／58 個、34 個／132 個、55
個／142 個、5個／3個であった。2例以上に
共通して異常を示すクローンが GG 群／LL 群
で各々17 個／40 個認められ、特に LL 群 BAC
クローンのうち RP11-86J21 (21q21) は 5 例
中 4例に、RP11-1L22 (2q21.2)、RP11-32F23 
(3q26)、RP11-11L6 (3p23-p24)、RP11-108A8 
(3p14) 、 RP11-254E10 (8p22-p23.1) 、
RP11-51C1 (8p21.3) 、 RP11-181G18 

(21q11.2-q21) の 7クローンは 5例中 3例に
共通して異常を示し、GG 群 BAC クローンのう
ち RP11-83O14 (8q12.1) 、 RP11-24C23 
(8q24.1) 、 RP11-128G18 (8q24.1) 、
RP11-184M21 (8q24.2) の 4 クローンが 5 例
中 3例に共通して異常を示した。 
GN 群／LN 群に属する BAC クローンは、症

例①、②、③、④、⑤において、それぞれ 108
個／112 個、46 個／47 個、20 個／62 個、6
個／19 個、16 個／4個であった。2例以上に
共通して異常を示すクローンが GN 群／LN 群
で各々24 個／23 個認められ、特に GN 群 BAC
クローンのうち RP11-105K5 (8q11.22)、
RP11-131D12 (8q22.2)、RP11-125O21 (8q22)、
RP11-10G10 (8q22.2)、CTD-2063K20 (9q34)、
RP1-81F12 (20qter) の 6 クローンと、LN 群
BAC クローンのうち RP11-204M16 (8p21.3) 
が 5 例中 3例に共通して異常を示した。 
NG群／NL群に属するBACクローンは、症例

①、②、③、④、⑤において、それぞれ 18
個／17 個、112 個／77 個、86 個／61 個、50
個／153 個、152 個／9個であった。2例以上
に共通して異常を示すクローンはNG群／NL
群で各々75 個／18 個認められ、特にNG群BAC
ク ロ ー ン の う ち RP1-164D18 (7pter) 、
GS1-124N22 (7p21.3b-21.3c) 、 GS1-202O8 
(7p12.2a)、RP11-10G10 (8q22.2) の 4 クロ
ーンは 5 例中 3 例に共通して異常を示した。
NL群では 5例中 3例以上に共通して異常を示
すBACクローンはみられなかったが、5例中 2
例に共通して異常を示した 18 クローンのう
ち 特 に RP11-94J9 (4q28)*# 、 RP11-40D5 
(4q28)*# 、 RP11-218I24 (4q28-q31.1)# 、
RP11-231J7 (4q32)*# 、 RP11-234M13 
(13q21.1)#、RP11-85E15 (15q23)* の 6クロ
ーンに関しては、原発巣に対して転移巣の
Cy3/Cy5 蛍光強度Log2比が 5 倍以上（*）、あ
るいは転移巣における同Log2比が 5以上（#）
の高度な変異を示す症例が認められた。 
今回のアレイ CGH解析で得られた口腔扁平

上皮癌の頸部リンパ節転移に関連すると思
われる染色体領域（NG 群／NL 群 BAC クロー
ンに相当する染色体領域）には、DNA コピー
数の増加領域に、EGFR (7p12)、TNS3 (7p12.3)、 
LRP12 (8q22)など、これまでに頭頸部扁平上
皮癌の転移関連遺伝子として報告のある癌
遺 伝 子 が 、 ま た 、 減 少 領 域 に 、 LMO7 
(13q21-q22)、HHIP など、同腫瘍の転移抑制
に関わる遺伝子として報告のある癌抑制遺
伝子が含まれているが、既知の候補遺伝子の
コードされていない変異染色体領域も検出
されており、このような領域には未知の転移
関連遺伝子が含まれている可能性がある。 
癌転移の成立には、これら既知・未知の転

移関連遺伝子、さらには非コード領域も巻き
込んだゲノム染色体上の大規模な構造異常
（増幅、欠失等の DNA コピー数異常）が多因



子的・複合的に関連していると考えられるが、
今回の研究は、口腔扁平上皮癌の転移に関わ
る複雑な分子生物学的背景の一端を解明す
る契機になり得ると考えられる。 
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