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研究成果の概要（和文）： 
「ゲノム不安定性」は、ほとんどのヒト悪性腫瘍において、認められている異常であるが、
その状況の評価方法や基準が明確ではなく、同一患者に発生した腫瘍内の部位による「ゲ
ノム不安定性」の相違や、個別の腫瘍間における比較が困難な状況である。そこで、本研
究では、口腔癌を対象に、ゲノム不安定性の評価方法および評価基準の設定を試みた。そ
の結果、FISH により、いくつかの染色体のコピー数を評価することにより、症例ごとの
ゲノム不安定性の程度を評価することが可能であることを示せた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Although genetic instability including chromosomal instability (CIN) has been detected in many 
kinds of human malignancies by means of various methods, there is no practical assessment of 
small clinical specimens. In this study, we evaluated CIN in fine-needle aspiration biopsied oral 
squamous cell carcinomas (SCCs) using fluorescence in situ hybridization (FISH) analysis, and 
investigate its prognostic significance. The present study has demonstrated that FISH analysis is a 
sensitive, effective, and promising method for evaluation of CIN in oral SCCs.  
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１．研究開始当初の背景 
細胞がゲノム情報を正確に維持し、継承す

るためには、DNA の複製および染色体の配
分が正確に行われるだけでなく、染色体や
DNA の異常を感知し、修復可能かどうか判
断し、可能な異常は修復し、不可能な異常を
有する細胞は排除する機構が正確に働いて

いる必要があり、すなわち、細胞周期を中心
とするチェックポイント機能が正常に働い
ていることが重要である。しかし、悪性腫瘍
においては、チェックポイント機能を制御す
る分子自身あるいは分子連係に異常が生じ
ることにより、多発性の 2 次的な遺伝子異常
や染色体の不均等分配などが生じ、ゲノムＤ
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ＮＡが非常に不安定な状態となる。その結果、
遺伝的に非常に多様性をもった細胞集団が
形成されてゆく。さらに、癌細胞が生息する
周囲の環境などにより組織を構成している
細胞集団が変化してゆき、臨床的に確認でき
る悪性腫瘍においては、すでに非常に遺伝的
多様性に富んだ、すなわち｢ゲノム不安定性｣
を有する細胞集団となっている。 
この「ゲノム不安定性」は、ほとんどのヒ

ト悪性腫瘍において、認められている異常で
あるが、その状況の評価方法や基準が明確で
はなく、同一患者に発生した腫瘍内の部位に
よる「ゲノム不安定性」の相違や、個別の腫
瘍間における比較が困難な状況である。また、
同種類の悪性腫瘍においても、「ゲノム不安
定性」の程度による予後の状況や、治療抵抗
性や化学療法や放射線療法に対する感受性
なども、基準がないため比較ができないのが
実情である。 

 
２．研究の目的 
 本研究課題の目的は、今まで、十分に解明
されてこなかった同一個体に発生した口腔
扁平上皮癌内の「ゲノム不安定性」について
解析し、口腔癌のゲノム不安定性の評価方法
および評価基準の設定を試みることである。 
 
３．研究の方法 
Ⅰ 同一口腔癌検体内の遺伝的多様性を解析
してゆくのに適した検体採取方法の検討 
口腔癌のゲノム不安定性の評価基準を設け

るために、まずは、口腔癌同一検体内におけ
る遺伝的多様性について検討することが必
要である。そこで今回の研究では、特殊な検
体採取方法を用いた。具体的には、手術によ
る腫瘍切除後、可及的にすばやく、3mm 幅に
設定した 2枚刃の切り出し用ナイフにて、腫
瘍中心部から厚さ3mm程度の全割標本を採取
し、液体窒素にて凍結する。凍結保存された
検体はレーザーマイクロダイセクション
(LMD)を行うためにクライオスタットにて 8
μmに薄切し、LMD 専用プレパラートを作製
しアルコール・酢酸固定後 HE 染色を行う。
同時に、薄切サンプルから HE 染色した”サ
ンプル分類用パイロットプレパラート”を
作製し、病理組織学的評価を行い、これをも
とに LMD を用いて採取する部位を決定する。 
Ⅱ レーザーマイクロダイセクション(LMD)
による選択的サンプル採取と DNA、RNA 抽出  
サンプル分類用パイロットプレパラートの

検討に基づき、作製された LMD 専用プレパラ
ートから、サンプルを選択的に分別回収する。
採取すべき部位としては、大きく 3 つの群：
①病理組織学的に癌と診断される部位。②癌
周囲の上皮異形成と診断される部位。③完全
な正常上皮と診断される部分。に分類する。
この際、病理組織学的に診断のあいまいなも

のは除外する。回収したサンプルより直ちに
DNA、total RNAを抽出し、total RNAは、double 
strand cDNA (ds cDNA)の形にして保存する。 
Ⅲ マイクロアレイによる発現解析と免疫染
色による解析 
DNA サンプルのコピー数変化解析には、す

でに我々のグループで解析を行っている
High density SNP マイクロアレー
(Affymetrix GeneChip Human Mapping 500K 
Arrey set )を用いて解析を進める。RNA サン
プルを利用した発現解析にはオペロンバイ
オテクノロジー社の Human Genome Oligo Set 
Ver.3.0 を搭載した Filgen Array Human35K
を用いて解析を行う。 
マイクロアレイ解析を通じて、同一検体内

の癌細胞間で共通している増幅あるいは欠
失している染色体領域を同定する。そして、
同部位の BAC clone などをプローブとした
FISH 法を用いて、多数の検体においても解析
を行ってゆく。このような方法により、口腔
癌において、同一検体内および他の検体にお
いても遺伝的変化の生じやすい染色体領域
を同定してゆく。このような、染色体領域は
ゲノム不安定性を評価する有用なマーカー
となりえると思われる。 
Ⅳ口腔癌のゲノム不安定性の評価方法およ

び評価基準に関する検討 
 前年度までの解析により、口腔癌におい

ても、非常に遺伝的多様性に富んで、ゲノム
不安定性の高度な症例から、比較的遺伝的に
は均一な細胞集団である症例など、さまざま
なレベルのゲノム不安定性を呈する症例が
存在することが明らかとなっていると思わ
れる。従来、染色体のマイクロサテライト領
域の不安定性や FISH 法を用いた染色体異数
性などにより、腫瘍のゲノム不安定性（多様
性）を評価してきた。今回の解析においては、
従来の評価方法とともに、同一検体内におけ
るアレイ解析の結果に基づき、1)部位特異的
変異の生じやすいゲノム領域、遺伝子群の同
定 2)それらを指標にした新たなゲノム不
安定性の評価方法および評価基準の設定を
試みる。さらに、ゲノム不安定性のレベルと
臨床的・病理組織学的情報との関連性につい
て検討し、臨床的に有用性の高い Genomic 
Instability (GI) レベルをスコアー化する。
具体的には、各症例ごとに、ゲノム不安定
性・遺伝的多様性の評価を行い、GIスコアー
を決定してゆく。 
 

４．研究成果 
①同一口腔癌検体内の遺伝性多様性の解析
に適した検体採取法を確立し、同方法を用い
て口腔扁平上皮癌一次症例から 20 検体を採
取した。そのうち 10 検体よりサンプル分類
用パイロットプレパラートを作製し、病理組
織学的評価を行い、これをもとに、レーザー



マイクロダイセクションにより、各検体の癌
部、上皮異型性部、および正常粘膜部からサ
ンプルを採取し、DNA, RNA を抽出した。 
②DNA サンプルのコピー数の変化解析には、
Affymetrix GeneChip Human Mapping 500K 
Arrey set を用いて解析行い、癌において数
的異常の頻度の高い染色体を 6 種類選択し、
FISH にてさらに多検体を対象に解析を進め、
第７、９、１１番の 3種類の染色体が、染色
体不安定性（CIN）の評価に適していること
をみいだした。さらに、この３種類の染色体
セントロメアをプローブとしてFISHを行い、
CINを評価する方法を開発し、CINの程度が、
口腔癌の再発・予後と関連していることをみ
いだし、論文として発表した。(BMC Cancer 
10(1) 182 2010) 
③舌癌の切除検体より、レーザーマイクロダ
イセクションにより各検体の浸潤癌部、上皮
異型性部および正常上皮部を切り出し、網羅
的発現解析を行った。RNA 発現解析により、
癌化にともない、発現が有意に上昇あるいは
減弱する 15 遺伝子を同定した。さらに、こ
れらの遺伝子の発現をリアルタイム PCRにて
確認し、癌化にともない発現が上昇する 1 種
類の遺伝子について口腔癌、白板症などの口
腔癌前癌病変、および正常口腔粘膜について
免疫染色にて発現レベルを解析した結果、同
遺伝子が口腔癌の発癌に深く関与している
だけではなく、上皮性異型性の発症にも関与
していることが判明した。現在、論文作成中
である。 
④口腔癌における頸部リンパ節転移の有無
は重要な予後因子であり、さらに、その内、
リンパ節転移巣において被膜外浸潤を呈す
る症例の経過は著しく不良であることを追
認した。さらに、口腔癌原発巣における EGFR
遺伝子コピー数の異常が、頸部リンパ節転移
巣の被膜外浸潤の有無と有意に相関してい
ることをみいだし、口腔癌原発巣における同
遺伝子のコピーを調べることにより、転移巣
の被膜外浸潤を予測し得る可能性を示した。
（Br J Cancer 104(5): 850-855, 2011） 
⑤口腔癌原発巣における脈管侵襲の有無と
予後、リンパ節転移との関連について解析し
た。脈管侵襲の有無については、通常の HE
染色では不確実であるため、EVG 染色および
特殊染色により評価した。その結果、リンパ
管侵襲とリンパ節転移は有意な相関性が認
められたが、予後との相関性は認められなか
った。一方、静脈侵襲に関しては、その逆で、
リンパ節転移との関連性は認められなかっ
たが、予後との間に有意な関連性が認められ
た。Oral oncology. (2011 in press). 
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