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研究成果の概要（和文）：多彩な組織像と多様な生物学的態度を示す唾液腺腫瘍の確定診断や悪性度判定に有用なタン
パク，遺伝子の変化について融合遺伝子と免疫形質発現を検討し，臨床応用することを目的とした．粘表皮癌では非定
型的組織像を呈する症例を対象としてCRTC1/3-MAML2融合遺伝子を調べ，確定診断への有用性が明らかとなった．腺様
嚢胞癌ではMYBタンパク発現が多形腺腫との鑑別の補助として利用できる可能性があった．また，RegⅣの過剰発現とそ
れによるEGFRのリン酸化が転移と関連する傾向にあった．Runx3は，核内発現が低下し，細胞質内での発現が亢進して
おり，腺様嚢胞癌でも癌抑制遺伝子として作用していることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：Salivary gland tumors show a wide spectrum of histological features with varied 
biological behavior. To confirm the diagnosis and evaluate the clinical outcomes, the analysis of tumor 
type specific fusion genes and immunophenotypes was performed using formalin-fixed, paraffin-embedded 
tumor tissues. In mucoepidermoid carcinoma, CRTC1/3-MAML2 fusion genes were detected in not only typical 
cases, but also atypical histological cases. The fusion gene analysis using the routinely processed 
tissue materials might be useful tool for the differential diagnosis. MYB immunostaining may be 
supplemental tool for the differentiation between adenoid cystic carcinoma and pleomorphic adenoma. The 
overexpression of RegⅣwhich was associated pEGFR was related to the metastasis in adenoid cystic 
carcinoma. Runx3 expression was reduced in nucleus and found in cytoplasm, indicative of tumor suppressor 
function in adenoid cystic carcinoma.

研究分野：口腔病理学
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１．研究開始当初の背景 
 腫瘍の治療方針の決定や予後推測には正
確な病理診断が不可欠である。唾液腺腫瘍は、
発生頻度は低いものの、全身諸臓器のなかで
も病理診断の確定が困難な腫瘍とされてい
る。その理由として、唾液腺腫瘍は多彩な組
織像と多様な生物学的態度を示し、一般的な
腫瘍で用いられる細胞異型の有無によって
良性・悪性を判定するという基準が適用でき
ない腫瘍型が存在すること、また、同一腫瘍
でも悪性度が異なるものがあること、さらに
一つの腫瘍内に悪性度の異なる組織像が重
複してみられる例があることなどが挙げら
れている。我が国では、近年、病理診断医の
不足と専門の細分化が進んでいることから、
唾液腺腫瘍の病理診断にコンサルテーショ
ンを求めることがしばしばしばある。本研究
の代表者、分担者は、日本病理学会の頭頸部、
口腔領域のコンサルテーションシステムの
メンバーであり、外部医療機関から多数の唾
液腺腫瘍の診断について助言を依頼されて
いる。 
病理診断の場で、特に問題となるのは、治
療方針の決定に直接関わる良性、悪性の確定
と悪性度の判定である。形態学的所見を基本
とし、免疫染色などで腫瘍細胞の分化を調べ、
また、増殖マーカーKi-67 陽性細胞率を参考
にして確定診断を行うのが一般的であるが、
多くの腫瘍型がある唾液腺腫瘍では、その生
物学的態度を規定する因子も多彩であると
推測され、特定の腫瘍型に特異的な変化の同
定や、多角的な検討が必要である。また、シ
グナル伝達系も含めて解明することが診断
のみならず、それをターゲットとする分子標
的療法の可能性に繋がる可能性がある。 
そこで、本研究では、従来の病理組織標本
を基本とする組織学的と分子病理学的な解
析を行い、唾液腺腫瘍の確定診断、生物学的
態度や悪性度判定に役立つ因子の抽出を目
指した。 
 
２．研究の目的 
 唾液腺腫瘍の病理診断の標準化、均てん化、
さらに個々の症例の生物学的態度の推定に
繋がる客観的な診断基準の策定を目的とし、
主に臨床材料を用いて、融合遺伝子の形成、
腫瘍細胞の増殖や浸潤・転移に関係する可能
性のある遺伝子やタンパクの変化を明らか
にする。 
 
３．研究の方法 
（１）融合遺伝子の検討 
粘表皮癌では CRTC1/3-MAML2 融合遺伝子，
乳腺相似分泌癌では ETV6-NTRK3 融合遺伝子
を診断確定に用いるため、腫瘍の中性緩衝ホ
ルマリン固定、パラフィン包埋組織を用いて
検討を行った。RNA を抽出し、RT-PCR により
cDNAを作成して、特性を高めるためにNested 
PCR 法で目的とする遺伝子配列を増幅させ、
融合遺伝子の有無を検討した。 

腺様嚢胞癌では MYB-NFIB 融合遺伝子の形
成によって発現が上昇することが報告され
ているMYBタンパクに対する免疫染色を行っ
た。対照として多形腺腫についても検討した。 
（２）腺様嚢胞癌での転移との関連を有する
タンパク発現の検討 
 腺様嚢胞癌の中性緩衝ホルマリン固定、パ
ラフィン包埋組織を用いて、免疫染色より
RegⅣの発現とそれに関係するリン酸化 EGFR, 
survivin 発現、また、MMP-7, Runx3 の発現
を調べた。ついで、それぞれと転移との関連
性の有無を検討した。 
（３）増殖活性の検討 
 腺様嚢胞癌、粘表皮癌、腺房細胞癌の中性
緩衝ホルマリン固定、パラフィン包埋組織を
用いて geminin について免疫染色し、陽性細
胞率と悪性度との関連を検討した。 
   
４．研究成果 
（１）融合遺伝子について 
 唾液腺腫瘍では腫瘍型に特異的な融合遺
伝子が相次いで見出され、その同定が診断確
定に役立つことが報告されている。そこで、
非特異的な組織像を示す粘表皮癌を対象と
して、RT-PCRでCRTC1/3-MAML2の発現を調べ、
また，腺様嚢胞癌では MYB-NFIB 融合遺伝子
同定の代わりとなるMYBタンパクに対する免
疫染色を行った。この検討は、当初の研究計
画には含まれていなかったが、組織所見のみ
では粘表皮癌との確定は困難な例が多くあ
り、また、生検組織で多形腺腫と腺様嚢胞癌
との鑑別がむずかしい症例もあるため、実施
した。さらに、腺房細胞癌や低悪性篩状嚢胞
腺癌との鑑別が問題となる乳腺相似分泌癌
の症例についても ETV6-NTRK3 融合遺伝子の
検討による診断を実施している。 
１）非特異的組織像を示す粘表皮癌における
融合遺伝子の診断への適用 
 24 例中 9 例（37.5% CRTC1-MAML2：8 例，
CRTC3-MAML2：1 例 ）に融合遺伝子が検出さ
れた。陽性症例には粘表皮癌の定型的組織像
を示した3症例に加えて、嚢胞形成が目立ち、
嚢胞腺腫との鑑別が必要であった症例やオ
ンコサイト、明細胞が主体を占める症例、あ
るいは明らかな角化を示し、扁平上皮癌との
鑑別を要する症例など、非定型的な組織像を
示すものも含まれ、小さな生検組織でも検出
可能であった。臨床経過の確認できた症例で
は、融合遺伝子のみられた例はすべて生存し
ており、これまでの報告と同様に融合遺伝子
と予後との関係が示唆された。顎骨に発生し
た 2症例では、組織学的には腺様歯原性嚢胞
からの発生が疑われたが、融合遺伝子の検索
により、1 例は全体が粘表皮癌であり、他の
1 例は腺性歯原性嚢胞から粘表皮癌が発生し
たことを確認できた。 
２）腺様嚢胞癌における MYB タンパク発現の
診断への適用 
 MYB-NFIB 融合遺伝子の形成によって発現
が上昇する MYB タンパクに対する免疫染色



を行い、鑑別診断で問題となる多形腺腫での
発現と比較した。 
 正常唾液腺組織では腺房や導管上皮に MYB
の発現はなかったが、筋上皮が陽性となるも
のがあった。腺様嚢胞癌では核に明瞭な陽性
反応がみられ、胞巣外層あるいは偽嚢胞腔を
囲む腫瘍性筋上皮/基底細胞様細胞で強く発
現される傾向があった。これまでの報告例を
参考に、5%以上の細胞の核に明瞭な発現がみ
られる症例を陽性とした。検討した 25 例中
11 例（44%）が陽性で、管状、篩状、充実性
胞巣で染色性に大きな違いはなかった。同一
切片でも場所によって染色性が異なる症例
があり、切片の縁が陽性になりやすい傾向が
あったことから速やかにホルマリン固定さ
れた部分で抗原性が保たれている可能性が
考えられ、免疫染色での検討には固定条件が
重要であることが示唆された。なお、多形腺
腫 10 例では 3 例に弱い反応がみられたが、
陽性と判定できる症例はなかった。 
（２）腺様嚢胞癌における転移との関係を有
するタンパクについて 
 腺様嚢胞癌は、唾液腺腫瘍では中悪性に位
置付けられ、長期の経過で再発や転移を来た
し、最終的には予後不良の腫瘍である。そこ
で、悪性腫瘍での転移や予後と関連すること
が報告されているタンパクについて検討し
た。 
１） RegⅣ（ regenerating islet-derived 
family member 4） 
RegⅣは、EGFRとAktのリン酸化を起こし、
腫瘍での過剰発現は、細胞の増殖と生存、細
胞接着やアポトーシス抵抗性などに関わり、
癌の進展や予後と関連することが報告され
ている。RegⅣの消化器癌での過剰発現は、
良く知られているが、唾液腺腫瘍での報告は
少ない。そこで、腺様嚢胞癌を対象として、
免疫染色により発現を調べ、転移との関係を
検討した。RegⅣは、唾液腺組織では腺房細
胞に発現はなかったが、介在部ならびに線条
部導管上皮と筋上皮細胞の細胞質に陽性を
呈した。腺様嚢胞癌では 10%以上の腫瘍細胞
が発現している症例を陽性とした。39 例中
18 例（46.2%）が陽性であり、腺上皮細胞の
細胞質が強い染色性を示したが、腫瘍性筋上
皮/基底細胞様細胞にも陽性を示すものがあ
った。RegⅣ陽性例では 10 例（55.6%）に転
移があり、一方、陰性例での転移は 5 例
（23.8%）であり、RegⅣの発現と転移との間
に相関性がみられた。また、再発例では Reg
Ⅳの発現が原発と比較して亢進している傾
向があった。次に RegⅣと EGFR のリン酸化と
の関連を調べた結果、RegⅣ陽性例では EGFR
のリン酸化も陽性である症例が多く（12/18
例 66.7%）、腺様嚢胞癌でもRegⅣによるEGFR
のリン酸化が生じている可能性が示唆され
た。 
アポトーシスに関しては survivin 発現と
の関連を調べたが、RegⅣ陽性例、陰性例で
差はなかった。 

２）MMP-7（マトリアライシン） 
MMP-7 は、細胞外基質分解酵素のひとつで、
消化器癌での過剰発現と浸潤、転移や予後と
の関係が報告されている。唾液腺腫瘍におい
ても少数の報告例があるが、予後推測因子と
しての有用性は明らかではない。そこで、腺
様嚢胞癌での発現と転移との関連を検討し
た。正常唾液腺では主に導管上皮の細胞質が
陽性となった。腺様嚢胞癌では、すべての症
例で、細胞質に強い染色がみられ、浸潤性格
に関わっている可能性はあるが、転移との関
連はみられなかった。なお、粘表皮癌では全
体に染色性が弱く、悪性度との関連は明らか
ではなかった。 
３） Runx3 （ Runt related transcription 
factor 3） 
 Runx3 は、がん抑制に関わることが知られ
ている TGF-βシグナル伝達系の構成因子の
一つである。その欠失やプロモーター領域の
メチル化によるタンパクの消失・減少、また、
タンパクの細胞質への移動によって、機能が
不活性することが胃癌などの様々な悪性腫
瘍で報告され、癌抑制遺伝子としての働きを
有することが明らかにされている。そこで、
腺様嚢胞癌での発現と局在について検討し
た。その結果、正常唾液腺では核内に陽性反
応がみられるのに対して、腺様嚢胞癌では核
内での発現低下が20例（51.3%）に認められ、
一方で、細胞質内での発現が強くなっており、 
核内局在による癌抑制遺伝子としての役割
が変化している可能性が示唆された。 
（３）増殖活性について 
 腫瘍の増殖活性の評価にはKi-67が汎用さ
れているが、Ki-67 は、細胞周期の G0 以外の
すべての段階の細胞が陽性となる。それに対
して、DNA再複製阻害因子であるgemininは、
S, G2, M 期に発現されており、増殖との関連
性がより強く、増殖活性の評価には Ki-67 よ
りも適することが報告されている。そこで、 
腺様嚢胞癌、粘表皮癌、腺房細胞癌での陽性
細胞率を Ki-67 と比較し、検討した。その結
果、低悪性粘表皮癌 15 例と腺房細胞癌 3 例
では geminin 陽性細胞率は Ki-67 陽性細胞率
よりも低かった（粘表皮癌 geminin 陽性細胞
率 3.4%, Ki-67 陽性細胞率 6.3%、腺房細胞
癌 geminin 陽性細胞率 1.3%, Ki-67 陽性細
胞率 2.3%）。高悪性型の粘表皮癌 2 例でも、
Ki-67 よりも陽性細胞率が低かったが、その
差は少なかった（geminin 陽性細胞率 12.5%, 
Ki-67 陽性細胞率 15.3%）。腺様嚢胞癌 27 例
では、geminin 陽性細胞率 6.5%、Ki-67 陽性
細胞率 13.5%で、充実性胞巣の割合が多い症
例は、geminin と Ki-67 陽性細胞率との差が
少ない傾向にあった。  
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