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研究成果の概要（和文）：口腔粘膜上皮内癌における粘膜固有層について、比較対象を正常上皮・異型上皮の粘膜固有
層および浸潤癌症例の癌間質をもちいて、リンパ管および、血管の分布様式、粘膜固有層の線維化、種々の細胞外基質
分子の発現-消失を解析し、腫瘍間質誘導状況を検証した。上皮内癌のリンパ管の特徴は管腔が閉塞し管壁が不規則で
あった。これは、浸潤癌辺縁の間質に分布するリンパ管と類似していた。また、上皮内癌では、粘膜固有層の線維化を
認め、弾性繊維の断裂や凝集、および筋線維の断裂を認めた。

研究成果の概要（英文）：To evaluate the possibility of tumor stroma in lamina propriae of carcinoma in 
situ (CIS), the distribution of lymphatics and blood vessels, oral submucous fibrosis, the expression of 
extracellular matrix were investigated in CIS, normal epithelium, epithelial dysplasia and squamous cell 
carcinoma (SCC). Lymphatics in CIS were characterized by their closed lumen, irregular shapes. The 
distribution mode of closed and irregular shaped lymphatics in the peripheral invasive front of SCC 
resembled those of CIS. In CIS, the elastic fiber were irregularly formed and aggregated, and muscle 
fiber were denatured sporadically with slightly immunopositive stain due to the submucous fibrosis.

研究分野：口腔癌
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１．研究開始当初の背景 
近年、口腔を含む消化管の癌の発生には浸潤
癌周囲の粘膜は全くの正常である‘de novo’
発生と、周囲に異型上皮または上皮内癌を伴
う‘sequence’ 発生の 2つの様式が存在し、
口腔癌では、後者の発生が優勢である。この
sequence癌の問題点は、深部浸潤は軽度にも
かかわらず広範囲でかつ高頻度に多発・再発
することであり、これらの特徴から表在性癌
と言われている。口腔癌治療成績の向上には
再発の抑制が不可欠である。再発症例の切除
断端を詳細に検討したところ、異型上皮と上
皮内癌の明確な判定基準が一定していない
こと、また従来からのヘマトキシリン・エオ
ジン染色のみでは困難であることが判明し
た。そこで、上皮内癌の手術での‘とりのこ
し’を防ぐため上皮内癌の診断精度向上を目
的に研究をおこなってきた。すなわち、粘膜
上皮の解析として、①上皮内癌細胞における
podoplanin発現の多層化、および②上皮内癌
細胞でのケラチン 13消失とケラチン 17出現
の対応を免疫組織化学的に見いだした。さら
に、粘膜固有層での解析で③上皮内に巻き込
まれる異常血管‘上皮内血管’の認識によっ
て‘上皮内血管’が近年、消化管粘膜におけ
る悪性腫瘍の診断に使用されている狭帯域
フィルター内視鏡(NBI)が映し出す brown 
lesionに対応することを証明した。以上の結
果の積み重ねによって、われわれの口腔外科
臨床における上皮内癌の診断精度は飛躍的
に向上してきた。そもそも podoplanin は近
年発見された、リンパ管マーカーとして有用
な糖タンパク質であり、その安定した免疫組
織染色性は申請者らをはじめ多数の研究で
リンパ管の認識に有用であった。口腔粘膜病
変における podoplanin 発現検討過程で、申
請者は上皮内癌下層の粘膜固有層に分布す
るリンパ管が浸潤癌の間質内リンパ管に類
似する事実を発見した。浸潤癌におけるリン
パ管の新生、さらにはリンパ管と頸部リンパ
節転移の関連や生存率に関する報告は多数
見られるが、上皮内癌および異型上皮のリン
パ管に関する報告は皆無である。さらに、こ
れまでの予備実験で、正常上皮ではヘマトキ
シリン・エオジン染色で、粘膜固有層とその
下層に位置する舌腱膜は明瞭に区別可能で
あるが、上皮内癌では、粘膜固有層の線維化
が確認され、舌腱膜との区別が困難な症例も
あることが分かっている。上皮内癌および、
異型上皮下層の粘膜固有層についての細胞
外基質についての検討はなされていない。上
皮内癌とはいまだ浸潤していない扁平上皮
癌と定義されており、上皮内癌細胞はすでに、
浸潤癌細胞と同様に、様々な増殖因子を放出
し、癌細胞自身の増殖や浸潤性の獲得、周囲
粘膜固有層の間質への転換が始まっている
ことが十分に想定される。即ち、上皮内癌の
上皮層下の結合組織では、正常の粘膜固有層
とは性格が異なる結合組織からなるという
仮説のもとに、リンパ管配置と細胞外基質分

子の配置様式を指標に上皮内癌を取り囲む
環境を評価して、上皮内癌における腫瘍間質
の誘導を客観的に検証することを計画した。 
 
２．研究の目的 
口腔粘膜上皮内癌における粘膜固有層はす
での癌間質としての特性を獲得していると
いう可能性を証明するために、その比較対象
を正常上皮・異型上皮の粘膜固有層および浸
潤癌症例の癌間質をもちいて、リンパ管およ
び、血管の分布様式、粘膜固有層の線維化、
種々の細胞外基質分子の発現-消失を解析し、
腫瘍間質誘導状況を検証する。 
第一にヒト舌外科材料を病理組織学的に正
常上皮・異型上皮・上皮内癌・浸潤癌を区別
し、免疫組織化学的手法をもちいて粘膜固有
層および癌間質に分布する血管およびリン
パ管の配置、具体的には、その個数および管
腔の短径を計測し、各病変レベルで比較検討
しその特徴を見いだしその微小循環動態を
把握する。 
第二に血管新生因子である血管内皮増殖因
子（VEGF）−A/B およびそのレセプターで
ある、 VEGFR1,2、リンパ管新因子の
VEGF-C/D とそのレセプター、VEGFR3 を
免疫組織学的に解析し、血管・リンパ管新生
を細胞増殖因子レベルで解析する。 
第三に、粘膜固有層および癌間質の膠原線維、
弾性線維をマッソントリクローム(MT)染色
およびアルデヒドフクシン(AF)染色を実施
し、その染色性を対比することで各病変レベ
ルの粘膜固有層の線維化を評価する。 
第四に粘膜固有層の線維化および癌化に伴
い生じる血液循環障害（低酸素状態）の程度
を評価するために、低酸素誘導因子
(hypoxia-Inducible Factor: HIF-1α)の免疫
組織化学を実施し、線維化にともなう変化を
遺伝子レベルで評価する。 
第五に、細胞外基質である、collagen type I, 
collagen type III, elastin, laminin, tenascin, 
fibnonectin, perlecanの免疫組織化学をおこ
ない、その出現／消失状況を明らかにする。 
以上より、各病変で粘膜固有層および癌間質
を構成する構造要素と調整因子の動態を理
解し、上皮内癌を栄養する上皮層下結合組織
に癌間質としての生物学的な性格付けが可
能かどうかを検討したうえで、それら生物学
的な意義に基づいて上皮内癌の客観的診断
基準の樹立をめざす。 
 
３．研究の方法 
(1) equence 発生癌の病理組織学的検討 
当院歯科病理検査ファイルより抽出したヒ
ト舌外科材料パラフィン連続切片を製作し、
ヘマトキシリン・エオジン染色切片にて病理
組織学的に検討した。すなわち、正常上皮・
異型上皮・上皮内癌・浸潤癌を区別し各病変
範囲を決定し、以降の研究の基本データを構
築した。 
 



(2) 血管およびリンパ管の量的および質的
解析 
(1)で作製した連続切片を用い、CD31 および
抗ポドプラニン抗体により免疫組織学的に
血管とリンパ管を同定した。血管およびリン
パ管の個数をカウントし、その粘膜固有層の
面積で除してそれぞれの平均個数を病変ご
とに算出した。また、血管およびリンパ管の
平均短径を解析し、各病変間で多重比較検定
をおこなった。さらには、血管およびリンパ
管を短径別に 3群に分類し（短径≦7μm、7<
短径≦20、短径>20μm）正常上皮と比較した。 
 
(3) 血管新生因子およびそのレセプターの
免疫組織学的検索 
1)および 2)の結果をもとに、2)で得られた血
管およびリンパ管配置様式の病変レベルで
の違いをを、血管新生因子(VEGF-A,B,C,D)、
およびそのレセプター(VEGFR1,2,3)に対す
る免疫組織化学を施行し、その発現を検討し
た。 
 
(4) 各病変における粘膜固有層の線維化の
評価 
マッソントリクローム染色およびアフデヒ
ドフクシン染色を実施し、粘膜固有層と癌間
質の膠原線維および弾性線維を明瞭に認識
し、その染色性を対比させ各病変レベルの粘
膜固有層の線維化を評価する。なお、正常状
態で確認できる筋層直上に広がる、舌腱膜を
を基準とする。また、上皮下から筋層までの
の距離を計測しその厚さを比較検討する。 
 
(5) 細胞外基質の免疫組織学的検索 
細胞外基質である、 collagen type I, 
collagen type III, elastin, actin, laminin, 
tenascin, fibnonectin, perlcan, α-SMA の
免疫組織化学を行い、その発現／消失を調査
することで、4)，5)で調査した、粘膜固有層
の線維化による、細胞外基質のタンパクレベ
ルでの影響を調査し、癌間質のそれと比較し
た。 
 
４．研究成果 
(1) 上皮内癌下層に位置する異常結合組織
層と浸潤癌間質との類似性および、異型上皮
または性状上皮のそれとの相違点を脈管配
置·細胞外基質の発現/消失を免疫組織学的
に証明し上皮内癌に誘導される間質の存在
を証明することを最終目標として研究を開
始した。 sequence 発生癌の病理組織学的検
討として、当院歯科病理検査ファイルより抽
出したヒト舌外科材料パラフィン連続切片
を製作し、 ヘマトキシリン·エオジン染色切
片にて病理組織学的に検討し、正常上皮·異
型上皮·上皮内癌·初期浸潤癌を区別し各病
変範囲を決定し研究の基本データを構築し
た。血管および、リンパ管の量的および質的
解析を目的に CD31 および抗ポドプラニン抗
体により免疫組織学的に容易に血管とリン

パ管を区別可能であった。その結果、正常上
皮ではスムースな管壁を有したリンパ管が、
粘膜固有層および下層に均一に分布してお
り、固有層乳頭部にはリンパ管はほとんど分
布していないことが分かった。異型上皮では、
正常上皮と類似したスムースな管壁を有し
たリンパ管が均一に分布していた。一方、上
皮内癌では、リンパ管は固有層乳頭部にも存
在し管腔が閉塞して管壁が不規則なリンパ
管を多数認めた。これは、浸潤癌の間質に分
布するリンパ管と類似していた。平均リンパ
管短径は正常上皮で 13.3μm、異型上皮で
16.2μm、上皮内癌で 8.8μm、浸潤癌で 7.5
μm で上皮内癌と浸潤癌では類似していた。
平均リンパ管数は、正常上皮で 22.5(個/mm2)、
異型上皮で 17.5(個/mm2)、上皮内癌で
24.2(個/mm2)、浸潤癌で 20.8(個/mm2)であっ
た。短径別リンパ管数を以下に示す。上皮内
癌では、短径 7μm 以下の毛細リンパ管が増
加していて、浸潤癌辺縁部と同様な分布を示
した（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     
   図 1：病変別リンパ管数 
 
(2) 異型上皮および上皮内癌の粘膜固有層
の線維化について検索した。粘膜固有層の検
索には、マッソントリクローム染色（MT染色）、
アルデヒドフクシン染色（AF 染色）の特殊染
色を施行した。上皮内癌において、 粘膜固
有層の線維化の亢進を認める症例が存在し、
弾性繊維の、構造的な架橋構造の乱れ、断裂、
および局所的な凝集を認めた。また、線維化
層(異常な粘膜固有層)のなかに孤立した筋
繊維を認め、これは上皮内癌に特徴的であっ
た（図２，３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２：MT 染色      図３：AF染色 



(3) 粘膜固有層の線維化による、細胞外基質
のタンパクレベルでの影響を調査し、癌間質
のそれと比較することにより、上皮内癌の粘
膜固有層の癌間質としての可能性を明らか
にする目的で細胞外基質である、collagen 
type I, collagen type III, elastin, actin, 
lami nin, tenascin, fibnonectin ,perlcan, 
α-SMA の免疫組織化学を行い、その発現/消
失を調査した。 
その結果、正常上皮異型上皮では、elastin
の均一な網目状の発言が認めたれたのに対
し、上皮内癌で線維化の亢進した粘膜固有層
では、elastin の均一で網目状の分布は消失
し、不規則な凝集塊を形成していた（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図４：elastin 免疫染色 
 
α-SMA による、粘膜固有層下の筋線維は、
線維化が進行している上皮内癌において、筋
線維の断裂が見られ、脂肪変性している所見
が得られた。これは、異型上皮においても、
粘膜固有層の線維化が亢進している症例で
認められた（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図５：actin 免疫染色 
 
また、collagen type I, collagen type III, 
actin, laminin, tenascin, fibnonectin に
関しては、粘膜固有層において、上皮内癌お
よび、正常上皮、軽度異型上皮、中等度異型
上皮との間で明確な発言の差異は認めなか
った。 
perlcan においては、正常上皮および、異型
上皮では、粘膜固有層に発言を認めたのに対
し、上皮内癌では、粘膜固有層には認めず、 
上皮層内にその発現を認めた。 
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