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研究成果の概要（和文）：われわれがこれまで行ってきた口腔扁平上皮癌に対してFNA-FISH法による分子遺伝学
的解析の経験を活かし、SNP(single-nucleotide polymorphism)マイクロアレイを用いた全ゲノムコピー数の網
羅的解析を行った。具体的には頸部リンパ節転移を生じた舌扁平上皮癌症例を対象に高密度のSNPマイクロアレ
イ)を用いて、ゲノムコピー数変異(CNA)に関して原発巣と転移巣間での相同性および相違性を評価した。結果、
20q11.2の増幅は統計学的に有意に転移巣特異的な変異であることが示され、そのうちの一遺伝子であるE2F1が
転移過程へ大きく関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）： In oral tongue cancer, lymph node metastasis is poor-prognostic factor. To 
understand the mechanisms underlying metastasis, we compared the genetic profiles of paired primary 
tumor (PT) and metastatic lymph node (MLN) samples in  oral tongue cancer patients. 
 We extracted genomic DNA from formalin-fixed and paraffin-embedded (FFPE) tissue sections of paired
 PT and MLN samples. We applied the past experience of molecular genetic analysis by FNA-FISH, 
large-scale genetic profiling was performed using high-density single-nucleotide polymorphism (SNP) 
microarray. Then, we compared the genetic profiles of PT and MLN samples to identify specific copy 
number alterations (CNA). As a result, we identified 20q11.2 gain was significantly more frequent in
 MLN samples. Moreover, the expression of one of 20q11.2 genes, E2F1, was significantly increased 
during process of metastasis. This study indicates that additional genetic changes may be required 
for the metastatic process.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
口腔扁平上皮癌の発生・進展のメカニズムに

ついて、これまで多くの研究者が様々な手法

を用いてその解明を試みてきた。我々は

FNA-FISH(fluorescence in situ hybridization)

法を用いて、着目したCyclin D1やEGFRなど

の特定の遺伝子の数的変化に関する解析を進

めてきた。 

癌研究は昨今のアレイCGH解析や次世代シ

ークエンサーの活用により飛躍的な進歩を遂

げている。全ゲノムシークエンス技術の発展

に伴い、従来の個々の遺伝子解析に代わり、

全ゲノムを網羅的に解析することが可能とな

った。 

そこで、FNA-FISH法の適応や限界といった評

価を行いながら、口腔癌の発生・進展への関

与が報告されている遺伝子群の数的異常解析

を試みた。さらに、得られた遺伝情報と患者

の予後・頸部リンパ節転移などの臨床的・病

理組織学的データとの関連性について分析す

る。これらの結果から個々の癌の特性を診断

し、治療計画立案への応用や予後判定のバイ

オマーカーとして可能性について検討を図っ

た。 

当科では口腔扁平上皮癌の外科的切除術が施

行された切除検体に対し、fine-needle 

aspiration（穿刺吸引法）を用いて癌細胞と正

常細胞のサンプリングを従来から行っており、

これを継続して行い、FNA-FISH法の準備を並

行して進めた。 
 
 
２．研究の目的 
FNA-FISH 法を用いた特定の染色体領域のコ

ピー数異常の解析にとどまらず、

SNP(single-nucleotide polymorphism)マイク

ロアレイを用いた口腔扁平上皮癌における

全ゲノムコピー数を網羅的に評価する。具体

的には頸部リンパ節転移をきたした舌癌症

例を用いて原発巣および転移巣からそれぞ

れゲノム DNA をサンプリングし、それらを

OncoScan FFPE Assay kit(Affymetrix社)を用

いてコピー数変異（Copy number 

alteration:CNA）の解析をおこない、その結

果舌癌の転移に直接関与する CNA の特定を

目標とする。 
 
 
３．研究の方法 
当科にて外科手術を施行した頸部リンパ節

転移を有する口腔舌扁平上皮癌患者 10 名を

対象とし、各症例における原発巣と転移巣そ

れぞれのパラフィン包埋ホルマリン固定

(FFPE)組織、計 20 サンプルを用いた。各

FFPE で腫瘍部のみをトリミングし、ゲノム

DNA を抽出した。それらを高密度の SNP ア

レイである OncoScan® FFPE Assay 

(Affymetrix)を用いて、全ゲノムコピー数解析

を行った。コピー数は 2.0 以上を”gain”、2.0

未満を”loss”とそれぞれ定義した。そして、

OncoScan に搭載されている全てのプローブ

について各々、コピー数の状態(gain, loss, 

normal)および CN-LOH の状態を原発巣・転

移巣ともに評価し、両者間での比較を Fisher

の正確確率検定により行った。 

全ゲノムコピー数解析で得られた結果の検

証目的に、別集団の口腔舌扁平上皮癌患者を

対象に正常組織・原発巣・転移巣の FFPE 計

76 サンプルを用い免疫組織染色を行った。 
 
 
４．研究成果 
全ゲノムコピー数解析の結果、以下の図に示

すように一患者における原発巣、転移リンパ

節の間で、遺伝的な相同性及び相違性を見出

すことができた。 

 



原発巣と転移巣の大部分は遺伝的に共通し

た癌細胞集団で構成されているが、一部の細

胞集団はその両者の間で異なっていること

が示唆された。他の 9 症例についても同様の

評価を行い、全 20 サンプルの階層クラスタ

リング解析の結果からも原発巣と同一患者

の転移巣は概ね遺伝的に共通した癌細胞集

団で構成されていることが裏付けられた。 

   -原発巣群及び転移巣群の CNA の分布- 

 

さらに原発巣と同一患者の転移巣の CNA の

比較解析を症例毎に行った結果、20q11.2 の

gain は 10 症例中 5 例の転移巣のみでみられ

た変異であり、統計学的有意差をもって

(p=0.0325)、転移巣特異的な変異であること

が示された。SNP アレイとは別コホートにお

ける免疫組織染色の結果、E2F1 タンパクは

転移巣で有意に（p<0.001）発現の亢進がみ

られた。 

20 番染色体長腕の gain は多くの癌種でみら

れ、この染色体上に存在する E2F1 は、細胞

周期に関わる遺伝子の転写を調節するもの

で、この遺伝子の発現異常ががんの浸潤・転

移に関わると報告されている。今後の研究に

おいては、E2F1 を筆頭に 20q11.2 に存在す

る他の候補遺伝子の詳細な解析および、それ

らを通して頸部リンパ節転移過程のメカニ

ズムの解明を図る予定である。 
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