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研究成果の概要（和文）：遠隔転移する悪性度の高い口腔扁平上皮癌（DM)と頸部局所転移性の同癌（LM)についてマイ
クロアレイ解析を行った。クラスター解析ではDMとLMが比較的明瞭に区別され、主成分分析では第２主成分でDMとLM群
の間に分散が見られた。GO解析でDMの遺伝子上昇側ではDNAメチレーション、染色体、核などに関連するTermが数多く
、発現低下側ではepidermal cell、skinおよびkeratinocyteなど上皮分化のTermが多く抽出された。

研究成果の概要（英文）：High malignancy oral squamous cell carcinomas with distance metastasis (DM) and 
carcinomas with localized cervical lymph node metastasis (LLM) were subjected to microarray analysis. DM 
and LLM were relatively clearly discriminated by cluster analysis, and the both groups demonstrated wide 
distribution on the second component in primary component analysis. Much number of genes related to DNA 
methylation, chromosomal function, and nuclear showed upregulation with DM, and many of genes related to 
the epithelial differentiation are mainly found in the down regulated gene group with DM.

研究分野： 口腔外科
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１．研究開始当初の背景 
遠隔転移のメカニズム： 多様な癌腫にお

い て 、循環 血 流に放 出 された 癌 細 胞 
(circulating tumor cells) は機械的、酸化作
用、接着喪失依存性、および免疫作用によっ
て即座に細胞死に至る。口腔扁平上皮癌
（OSCC）の遠隔転移は口腔の癌病巣から放
出された癌細胞がこの細胞死 Anoikis に陥ら
ず、着床した遠隔組織内で生存・増殖するこ
とにより成立する。そのためには癌細胞が固
有の細胞間質との結合を失った状態でなお
も生存（不死化）し、増殖を繰り返す新たな
能力の獲得が必須の条件である。 
癌細胞が不死化（Anoikis resistance）し

て遠隔転移する過程にはエネルギー代謝、自
己溶解、酸化ストレス、成長因子受容体や細
胞接着の制御、上皮間葉移行など多様な細胞
生物学的機構の関与があげられている。それ
ぞれの機構に関する実験系の研究が多数出
版され、多様な知見が提示されている。一方
で、実際の臨床癌からの細胞の不死化や遠隔
転移の分子機構に関する、統合的な解析は進
んでいないのが現状である。これが遠隔転移
に対する効果的な治療の臨床応用が進まな
い所以である。口腔扁平上皮癌において遠隔
転移は孤発性と局所再発続発性を含めると
その頻度は約 10%近くに達し、制御不能状態
の OSCC の概ね 60%に見られ、制御不能に
よる死亡の直接的原因である。したがって、
遠隔転移の生物学的原因解明と有効な制御
法や薬の新規開発は、OSCC の生存率改善に
おいて大きな意義がある。 
私たちは過去 10 年以上におよび、マイク

ロアレイとリアルタイム PCR による OSCC
の遺伝子発現解析をおこない、インテグリン
α3 とβ4 遺伝子の発現レベルが遠隔転移を
高い確度（4 人に一人）で予測することを見
出した。この結果は、臨床的な有用性だけで
なく、既知の癌細胞生物学的な知見と多くの
整合性を示している。しかし、これは 2001
年当時のマイクロアレイ解析から得られた
癌関連遺伝子 mRNA の発現情報によるもの
であった。現行の miRNA、lincRNA など
non-coding RNA を含めたトランスクリプト
ームの解析が、遠隔転移の生物学的メカニズ
ムの統合的解明にはやはり必須である。 
 
２．研究の目的 
遠隔転移をきたしたまとまった数の口腔

扁平上皮癌の臨床サンプルを用いて、
non-coding RNA を含むトランスクリプトー
ムレベルのマイクロアレイ遺伝子発現解析
を行う。それにより抽出される遠隔転移と共
に動く遺伝子発現、加えて、接着依存性細胞
死耐性(Anoikis)と上皮間葉移行(EMT)に関
わる分子機能の分析を癌組織に対し行う。 
これらを糸口とする遠隔転移の生物学的メ
カニズムの解明から、高精度の分子診断法の
構築、同時に遠隔転移阻止に有効な分子標的
など、新しい治療法のシーズ探索を意図する。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

臨床の場で最も苦慮するOSCCが示す2種類
の転移様式：リンパ行性転移と血行性転移の
リスクを鑑別する技術は存在しない。マイク
ロアレイ解析による網羅的探索に加え、
Anoikis 耐性や EMT に関与するＥ－カドヘ
リン、Snail、Twist、ビメンチン、カドヘリ
ン-11、N-カドヘリン、CD146、TGFβ、EGF、
VEGF とともに、自研究で悪性化に関わるこ
とが示されたインテグリン-α3 -β4、βカテ
ニン、γカテニンと共に、実際の臨床癌転移
の背景において、遺伝子発現様相を解析し、
Anoikis 耐性と EMT が遠隔転移にいかに関
わるかを検討する。 
化学療法や癌ワクチン療法は転移巣が臨

床的に顕在化する以前の微小転移に対する
とき最も効果的といわれている。 近年の化
学療法にせよ、癌免疫療法にせよ、効果は限
定的であり、臨床的に顕在する転移癌を形成
してからでは根治的制御は極めて困難であ
る。本研究は顕在化以前の血行性微小転移の
正確な診断を可能にし、抗癌剤、分子標的治
療、免疫療法のいぜれにおいても、早期の潜
在的微小転移を予測した遠隔転移の早期予
防的制御を実現することを目的にした。同時
に、遠隔転移に関わる分子メカニズムの同定
は診断精度の向上にとどまらず、新規治療標
的の同定の糸口とすることも目的した。 
 
３．研究の方法 
マイクロアレイ発現解析： 
【DM 群】遠隔転移を生じた口腔扁平上皮癌
(OSCC)組織 と 【LM 群】頸部リンパ節転移を
生じたが遠隔転移を生じなかった OSCC 組織 
について 網羅的遺伝子発現解析を行った。 
① 口腔扁平上皮癌の癌組織mRNA発現のマイ
クロアレイ解析 
・ 保有する扁平上皮癌試料ライブラリーか
ら、遠隔転移群 15 症例と非遠隔転移群 18 例
を選定し、キャピラリー電気泳動で RNA のク
オリティチェックを行った。その結果 DM 群
11 症例、LM群 13 症例がマイクロアレイ分析
に進むクオリティであることが判定された。 
・ 分析受託企業に検体 totalRNA を送付、マ
イクロアレイ発現解析（SurePrint G3 Human 
GE 8x60K Microarray（一色法））を実施した。 
・マイクロアレイ解析のデータのセットアッ



プと素分析：マイクロアレイ解析の全データ
13 症例からなる基礎データを作成した。マイ
クロアレイの素データのフィルタリング：無
効な遺伝子データを除外した（低検出もしく
は低発現）。 
・マイクロアレイデータの解析：①全データ
の正規化を実施し、75 パーセンタイルシフト
でアレイ間のゆらぎを補正した。②素分析：
有効データを示したすべての遺伝子につい
て、DM 群と LM 群の間の Fold Change（FC）
が 2.5 倍までのものを選出した。 
・網羅的遺伝子発現情報の統計解析（探索的
解析）①U-test、群間比較解析（t検定）、②
ク ラ スター 解 析、③ 主 成分分 析 、 ④
Significance Analysis of Microarrays 
(SAM) 、gene ontology 解析（Biological 
Process ／ Molecular Function ／ Cellular 
Component）を実施した。 
 
４．研究成果 

素データのフィルタリング、全データの正
規化を実施し、75 パーセンタイルシフトでア
レイ間のゆらぎを補正した、比較可能なデー

タを形成した。概ね良好なデータセットが得
られた。 
 クラスター解析の結果においては DM 群と
LM 群がある程度の法則性で分別されている。

これは遠隔転移の有無が大まかであるがな
にがしかの遺伝子発現パターンを示すこと
素示している。適切が遺伝子セットの絞りこ
みができる可能性がある。 
 主成分分析の結果、第四主成分までを考慮
すると test 群と control 群に分かれる傾向
がみられた。第一主成分(X 軸)でデータが幾
分外れてしまう傾向のある＃2-54 と＃2-85
も基本的には他の test 群と同じ傾向を示し
た。 
寄与率は全般に高いものでは無かったが、第
２主成分において DM群と LM群の間で傾向が

みられており、予測因子として有効な遺伝子
の発現傾向が存在することを示している。 
 GO 解析では多くの示唆が得られた。検定実
施後、WAD の順位順にデータをソートし、SAM
および WAD とも順位が 2000 位以内のデータ
を統計的に有意なデータセットとして抽出
した。さらに、そのデータセットの発現比を
算出し、発現比が 1.5 倍以上 up または down
した遺伝子リストに対し GO 解析を行った。
GO解析の結果、遠隔転移に伴う up側では DNA
メチレーション、染色体、核などに関連する
Term が数多く多様性がみられた。また、遠隔
転移に伴う down 側では epidermal cell 、
skinおよびkeratinocyte関連のTermが多く



抽出された。 
 これらの結果をベースにして、今後は各要
素をさらに深く掘り下げていくことによっ
て遠隔転移に関係する多様な分子機構を抽
出していくことができる。 
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