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研究成果の概要（和文）：高齢化社会への移行に伴い口腔がん、とりわけ表在性扁平上皮癌、が増加している
が、その発生背景を究明するため、アジア諸国とわが国の口腔表在性癌症例を比較検討することを計画しして、
各地で症例を収集した。まず、科学的根拠に基づく病理診断基準を確立し、その基準にしたがった診断法を各地
の研究施設間で均霑化した。ついで、口腔表在性癌の病因は各地で大きく相違するにも関わらず、特定分子の発
現を客観的指標に診断を実践することの正当性を証明した。とくに、口腔表在性癌に特徴的に高分化傾向はケラ
チン(K)17発現で規定される皮膚型正角化という特異的共通項で括られるという事実を確認し、その細胞生物学
的意義も説明しえた。

研究成果の概要（英文）：To investigate the epidemiological and biological backgrounds for the 
occurrence of oral superficial carcinomas, which are recently increasing in number in Japan with an 
aging population, we collected those cases from several Asian countries as controls. We firstly 
established a science/evidence-based standard for histopathological diagnosis of oral superficial 
carcinomas, with which we eliminated diagnostic disparities among hospitals from those countries. As
 a result, we confirmed that our new diagnostic standard based on combined expressions of some 
particular molecules was useful for any cases whose ethnic and etiological backgrounds were 
obviously different from each other. Hence, we were successful in demonstrating the diagnostic 
standard certainly worked in any occasions. Among the expressions of the particular molecules, those
 of keratin 17 were shown by our cell machinery investigations to characterize dyskeratotic 
carcinoma cells, which mimicked epidermal orthokeratosis.

研究分野：口腔病理学
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１．研究開始当初の背景 
 ⼝腔粘膜癌の発⽣要因は飲酒、喫煙や嗜好品
等の⾷⽣活習慣であると⼀般に信じられてきた。
近年わが国では⾼齢化にともなって⼝腔がんが
増加傾向にあるが、それは主として⼝腔内に多
発性・表在性で浸潤傾向の少ない扁平上⽪癌、
即ち申請者らが《superficial carcinoma 表在性癌》
とよぶタイプの⼝腔癌（⼝腔がんはほぼ扁平上
⽪癌なので以下⼝腔癌と記載）の増加によるも
ので、表在性癌患者には飲酒・喫煙の習慣は少
ない。われわれは科学研究費補助⾦の⽀援を得
て、表在性癌の発症状況をわが国と中国を中⼼
に東アジア地域で疫学的調査を実施すると共に
病理学的にも⽐較検討して、発⽣実態とその⽣
物学的性格付けを⾏った。その研究経緯で、表
在性癌の多発・再発傾向が病理診断精度に関連
しており、客観的診断指標となる所⾒項⽬を整
理することで診断精度が向上し、適切な臨床対
応で再発も抑制できることを明らかにし、臨床
現場にも有⽤な貢献を果たしてきた(Kobayashi T, 
et al., Histopathology 2012ほか)。 

 また、われわれは過去⼗数年間にわたる中国は
じめ各地の⼤学・研究機関との共同研究によって、
まず唾液腺腫瘍のEBウィルス（EBV）の感染状況
の実態を調査し、リンパ上⽪性癌の発⽣にEBVが
特異的な役割を果たしていることを明らかにし
た（Jen KY, et al., Int J Cancer 2005ほか）。ついで
この共同研究ネットワークを⼝腔表在性癌調査
にも転⽤して、上記の通りの成果を挙げることが
できた。この間、たとえばウィルス検出を例に挙
げれば、各地の病理標本の遺伝⼦保存状態によっ
てはDNAならびにRNAの断⽚化が亢進している
場合も多いが、そのような困難な場合でもPCR増
幅やin-situ組織化学が可能となる実験技術を開発
してきた。 
 ⼝腔表在性癌の診断のポイントは、この病態
が異型上⽪から上⽪内癌、さらに微⼩浸潤癌に
⾄るまでのいわゆる悪性境界病変複合体で、⼝
腔表在性癌はフィールド発がん理論の具体例と
もいうべき病態であるということを認識し、そ
れぞれの段階の病変を細胞分化と細胞増殖帯位
置などの客観的根拠に基づいて仕分けするとこ
ろにあった(Alvarado CG, et al., Histopathology 
2011ほか)。われわれが提案してきた診断⽅法に
よれば、その仕分けは⻑い経験によらずとも論
理的に実施できるので、この診断⽅法を各地の
病理医に技術移転すれば、①⼝腔癌の多発する
南アジア諸国と、②わが国のように⼝腔癌頻度
の低い地域、③中国やインドネシア、ミャンマ
ーなどの⼝腔癌頻度が中間に位置する東・東南
アジアの地域の三群の地域における表在性癌の
正確な発⽣状況が把握できると期待された。 
 

 
２．研究の⽬的 
 以上を背景に、表在性癌という病態に特化し
て初期病態を確実に把握することで、⼝腔癌の
背景要因を明晰に解析できるようになるが、表
在性癌症例を的確に抽出した上でなければ、各
地域の発⽣状況を種々の因⼦と対⽐検討するの
は無意味となる。その問題を解決した上で⼝腔
癌発症の背景を探るべく、また、これまでの現
地踏査で認知し得えた、「⼝腔癌患者には共通し
て不良⼝腔衛⽣状態があるにもかかわらず⼝腔
癌発⽣頻度の⾼い地域と低い地域がある」とい
う興味深い事実に注⽬し、これまでの病理組
織・遺伝⼦解析主体のアプローチに加えて、現
地で実際に調査可能な全⾝栄養因⼦の解析もと
りいれて、本研究課題を計画することになった。 
 
３．研究の⽅法 
(1) 症例収集：⼝腔癌およびその前癌病変症例を、
中国・ミャンマー・台湾・インドネシア等の各
共同研究者⽅々に、それぞれ抽出を担当しても
らい、⾁眼的診断（写真撮影を含む）、⼝腔細胞
診、採⾎、⽣検等の試料採取にはそれぞれの⼤
学付属病院の⻭科医師に協⼒を得た。これらの
症例については、研究代表者程および⽇本側研
究分担者が各施設に出張し、現地共同研究者と
共同で組織標本を検鏡して、われわれの確⽴し
てきた⼝腔表在性癌の診断基準を理解してもら
い、診断の均てん化を図った。すなわち、ケラ
チン分⼦種ならびに細胞増殖マーカ、細胞外基
質の免疫組織化学によって、異型上⽪・上⽪内
癌・微⼩浸潤癌を的確に区別して正確な診断の
うえ症例収集し、抽出した症例をバーチャルス
ライド化し、その初期の診断基準に関する技術
移転は極めて重要なステップとなった。 
(2) 疫学調査：各国の海外共同研究者およびそ
の研究協⼒者らとそれぞれ現地において上記同
様、疫学調査の具体的⽅法を協議した。すなわ
ち、これまでの調査で作成・改良してきたプロ
トコールにしたがって、⼝腔粘膜表在性癌の患
者の⽒名、年齢、性、住所、⺠族、初診時期、
⻭科治療・⼝腔衛⽣状態視診、⼝腔症状、経過、
処置、予後等を調査した。その結果については、
海外の各共同研究者が新潟に出張して検討し合
い、データを確認した。⽇本国内では新潟県症
例を⽤いた。基本的に前向き調査であった。 

(3) 細胞・⾎液試料採取：(1)項で収集して病理
組織診断した症例の⼀部については、同時にブ
ラシ擦過細胞診と採⾎をおこなって、各地の病
院において細胞診の⽅法を均てん化した。細胞
擦過標本は現地で固定後直ちにパパニコロウ染
⾊を施し、細胞診断をすると同時に、細菌等の
混⼊量を顕微鏡画像解析装置によって定量・数



値化し、⾁眼的⼝腔病態所⾒写真と照合した。 
(4) ⼝腔粘膜表在性癌に関する病理組織学的評
価：(1)項で収集した症例のうち、病理組織学的
に⼝腔粘膜表在性癌が⽰唆された症例のパラフ
ィンブロックから連続切⽚を作製し、各種ケラ
チン(K)19/13/17/10 の各分⼦の発現様式、Ki-67
等の細胞周期を免疫組織化学的⽅法により表在
性癌を特異的に鑑別するとともに、異型上⽪・
上⽪内癌・微⼩浸潤癌の病変域を組織上で決定
した。 
(5) ⼝腔粘膜表在性癌におけるケラチン分⼦種
発現動態と⼝腔衛⽣・感染・全⾝栄養パラメー
タとの関連性評価：各種ケラチン分⼦の発現動
態と細胞診・細菌感染・HPV 感染、⾎清検査結
果との⼆次元、三次元の相関性について解析を
おこなった。 
(6) ⼝腔粘膜表在性癌発症背景の特異的分⼦発
現プロフィールの検討：(4)項までに判明した異
型上⽪・上⽪内癌・微⼩浸潤癌の病変域を
Laser-capture microdissection (LCM)法による選
択的に切り出し回収し、遺伝⼦ならびにタンパ
ク質抽出して実験に供した。それら病変の界⾯
に上昇ならびに減弱したタンパク質を液 体 ク
ロマトグラフィー・タンデム質量分析法で
プロテオーム解析した。  
 
４．研究成果 
(1) ⼝腔粘膜表在性癌症例組織標本のバーチャ
ルスライド化と診断の均てん化 
 ⼝腔癌およびその前癌病変症例を、中国では
上海交通⼤学⼝腔医学院と四川⼤学華⻄⼝腔医
学院、ミャンマーでは国⽴医学研究所、台湾で
は国⽴台湾⼤学⻭学部、インドネシアではジェ
ンバー⼤学⻭学部、スマトラ・ウタラ⼤学⻭学
部、バイチュラハマン⼤学⻭学部から、それぞ
れ抽出し得た。それら症例の組織標本のバーチ
ャルスライドを蓄積し、コンピュータネットワ
ークによる相互観察討議ができるような環境の
基盤整備をおこない、稼働を開始した。申請者
らの確⽴してきた⼝腔表在性癌の疾患概念と診
断基準をより具体的に理解してもらい、診断の
均てん化をはかった。とくに免疫組織化学によ
る異型上⽪・上⽪内癌・微⼩浸潤癌を的確に区
別して正確な診断をおこなう技術的協⼒インフ
ラストラクチャを確⽴した。 よって、異型上
⽪・上⽪内癌・微⼩浸潤癌を的確に区別して正
確な診断をおこなうことが可能であるという共
通認識を確⽴できた。 
 本診断基準を反映した術中迅速診断がおこな
われることによって、⼿術断端からのがん再発
が抑制されることも判明した。 

(2) ⼝腔粘膜表性癌における正⾓化の意義と細
胞診における⾓化所⾒の重要性の検討 

 ⼝腔粘膜表在性癌の病理組織学的特徴は⾼分
化すなわち⾓化傾向が顕著な点にある。この⾓
化は⼝腔粘膜では⽣理的には錯⾓化しか⽣じな
い扁平上⽪細胞が⽪膚型の正⾓化をきたすとい
う特異的なものである。そこで、正⾓化型異型
上⽪症例の標本ならびに⼝腔扁平上⽪癌由来細
胞系 HSC−4 等を⽤いて正⾓化関連分⼦の動態
を免疫組織化学的に検討した。その結果、K10
とカスパーゼ 14 の陽性は⼝腔扁平上⽪癌と正
⾓化型異型上⽪の共通の特徴であること、さら
にそれらの陽性細胞では、Hippo 経路の主要な
因⼦である yes-associated protein (YAP)が核から
細胞質に移⾏していることが判明した。さらに
試験管内で YAP の RNAi 抑制実験を⾏ったとこ
ろ、扁平上⽪癌細胞の増殖が抑制され、正⾓化
マーカーとしての K10 とカスパーゼ 14、フィラ
グリン、インボルクリンの発現が増強された。
すなわち、YAP は⼝腔扁平上⽪癌細胞の増殖と
⾓化分化の⼆つの相反する⽅向性を調節するス
イッチ因⼦であることが⽰唆された。 
(3) ⼝腔粘膜表在性癌におけるケラチン 17 発現
の意義 

	 口腔扁平上皮癌と上皮内癌の免疫組織学的特

徴としてのK17の発現の意義を解明するために、
遺伝子の発現を RNAi 法で抑制する実験を実施
した。その結果、K17抑制下ではアダプター分
子 14-3-3sigma の発現が細胞質から核内へ移行
し、細胞サイズが縮小した。ただし、細胞遊走

性に変化はなかった。K17 と 14-3-3σ の共局在
は組織レベルでも確認されたので、K17による
異角化現象が細胞増殖性を規定して癌細胞とし

ての特性を制御していることが判明した 
(4) ⼝腔粘膜表在性癌における細胞診判定基準 
 ⼝腔細胞診においては核異型性が判定の基準
とは従来看過されてきた。そこで、細胞質性状、
とくに⾓化に注⽬して検討した。すなわち、①
同⼼円状⾓化細胞配置構造、②多数の⾓化細胞
の出現、③奇妙な⾓化細胞形状、④⾓化球、⑤
不規則な線維状細胞質の五項⽬の出現が⼝腔扁
平上⽪癌のとくに⾼分化型症例に特徴的であり、
それらを認知することによって核異型に依存す
るベセスダ⽅式より診断精度の⾼いことを証明
した。なお、⼝腔細胞診における混⼊異物につ
いては噛みタバコ関連の⾷物残渣の可能性が⽰
唆されたものの完全な同定には成功していない。 

(5) ⼝腔粘膜表在性癌の側⽅浸潤界⾯における
ケラチンならびに特異的分⼦発現のプロテオー
ム解析による検討 
 ⼝腔粘膜表在性癌のなかでも上⽪内癌は
多発性が特徴であり、癌と⾮癌組織が多数
の界⾯を形成しているが、界⾯での細胞動
態は未詳であった。浸潤界⾯部の癌組織と
⾮癌部の粘膜上⽪から蛋⽩質を抽出し、質



量分析法によってそれぞれに発現する蛋⽩
質 を 網 羅 的 に 解 析 し た 結 果 、 癌部で最⼤約
1800、⾮癌部で約 1300 の蛋⽩質が同定された。
癌で特異的に同定された分⼦のうち、12 種以上
のケラチン分⼦群のなかで K17 の増加と K13
の減少が顕著で、異⾓化としての K17 発現が⼝
腔扁平上⽪癌を特徴づける形質であることを再
確認しえた。そのほかには Spliceosome 関連分
⼦などの増加が認められた。癌界⾯で増加した
数分⼦のうち ladinin-1 は、HSC-2 細胞株での
siRNA 発現抑制実験から、癌細胞の増殖あるい
は⽣存に関連する可能性が⽰唆された。したが
って、癌-⾮癌界⾯で特定分⼦の動態のあること
が⽰唆された。 

(6) 研究総括 
 以上のように、⼝腔粘膜表在性癌について、
新たな疾患概念を確⽴し、その疾患概念は国際
的にも認知されるようになった。その疾患概念
は最終的には病理組織学的に規定できるものと
したが、そのための⽣物学的ならびに疫学的根
拠を明らかにする過程が重要であったので、科
学研究費補助⾦の⽀援により、多⽅向からの解
析が可能であったことが⼤きな推進⼒となった。 
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