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研究成果の概要（和文）：本研究では口腔扁平上皮癌におけるRIZ遺伝子の機能解明を行った。RIZ遺伝子解析では、フ
レームシフト変異は見つからず、２種類の遺伝子多型が認められたものの臨床データとの相関はみられなかった。また
、前癌病変および口腔扁平上皮癌においてRIZ蛋白の発現が認められた。蛋白の局在からRIZ蛋白は口腔扁平上皮癌の発
生や進展に関与し、特に癌化の後期に関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present research, we investigated the function of candidate tumor 
suppressor gene, RIZ in oral squamous cell carcinoma (OSCC). According to our gene analysis, no 
frameshift mutation but two polymorphisms were detected. There was no significant relation between any of 
the two polymorphisms and clinicopathological data or patient’s survival for OSCC. According to the 
immunohistochemistry by using anti-RIZ antibody, RIZ protein were expressed in not only OSCC but also 
precancerous lesion. It was suggested that RIZ protein played an important role in the carcinogenesis of 
OSCC, especially related at late stage.

研究分野： 口腔病理学、口腔組織学
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１．研究開始当初の背景 
	 癌は複数の癌関連遺伝子に生じた多段階
的な遺伝子異常が蓄積した結果生じる。特に
癌抑制遺伝子は細胞増殖を抑制する機能を
持つ遺伝子であり、その遺伝子の欠失または
不活性化により癌化と深く関与している。	 
	 LOH 解析は癌研究における新規癌抑制遺伝
子を同定する優れた研究手法である。申請者
のグループはこれまで本手法により、口腔癌
における多数の新規癌抑制遺伝子を同定、報
告してきた。	 
	 申請者は、「口腔扁平上皮癌における染色
体 1p36 領域の新規癌抑制遺伝子の同定」（若
手研究(B)、H20-22）の研究に従事し、LOH 解
析により口腔扁平上皮癌に関与する新規癌
抑制遺伝子候補として p73、DFFB、UBE4B、RIZ、
Rap1GAP、EphB2、Runx3 を同定した。	 
	 これら候補遺伝子の中でも RIZ 遺伝子は最
も高頻度に LOH を認めた領域に存在し、LOH
状態を詳細に検討した結果から癌発生の初
期に関与する可能性が示唆された。	 
	 RIZ 遺伝子は、癌抑制機能を有する蛋白で
ある RIZ をコードする。これまで全身の腺癌
においてメチル化による RIZ 遺伝子の抑制や
遺伝子変異による RIZ 遺伝子の機能不全、RIZ
蛋白発現の減少などが報告されている。	 
	 これまで国内外において口腔扁平上皮癌
における RIZ に関する報告はみられない。	 
 
２．研究の目的 
	 RIZ 遺伝子は口腔扁平上皮癌の発生や進展
に密接に関わる遺伝子である可能性が高く、
その機能解析が必要であると考えた。	 
	 口腔扁平上皮癌組織における RIZ 遺伝子の
解析（mRNA 発現、mutation 解析、遺伝子多
型解析）により status の検索を行う。また、
ヒト口腔扁平上皮癌における RIZ 蛋白発現の
解析を行う。	 
	 以上により口腔扁平上皮癌の発生や進展
における RIZ の役割の解明を図る。	 
	 
３．研究の方法 
(1)RIZ 遺伝子の遺伝子変異解析	 
①材料	 
	 岡山大学腫瘍バンク（清水憲二教授）に保
存されている口腔扁平上皮癌 51例を用いた。	 
②方法	 
	 Mutation 解析	 
	 SDS/ProK 処理後、フェノール/クロロホル
ムにてゲノム DNA を抽出、mutation の hot	 
spot をターゲットとした PCR を行い、Big	 Dye	 
R	 terminator	 sequencing	 kit で標識後、シ
ーケンサー（ABI	 prism	 3100	 R）にて遺伝子
変異の有無を検索した。	 
	 遺伝子多型解析	 
	 RIZ 遺伝子の遺伝子多型についても検索を
行った。RIZ 遺伝子の多型として報告されて
い る P704	 polymorphism と Asp283Glu	 
polymorphism の２種類の多型を中心に解析
を行った。	 

(2)	 ヒト口腔扁平上皮癌における RIZ 蛋白発
現の解析	 
①材料	 
	 岡山大学病院病理部（口腔病理部門）に保
存されている口腔扁平上皮癌 40 例および前
癌病変（上皮異形成（軽度・中等度・高度）	 	 	 	 
各 10 例、上皮内癌 10 例）を用いた。	 
②方法	 
	 抗 RIZ 抗体を用い、免疫組織化学的染色を
行った。結果は光学顕微鏡下、染色範囲・強
度により解析した。対照として正常口腔粘膜
上皮を用いた。	 
	 また、RIZ 遺伝子が存在する領域とは別の
高頻度に LOH を認めた領域に存在する新規癌
抑制遺伝子候補である Rap1GAP 遺伝子がコー
ドする Rap1GAP 蛋白の発現についても抗
Rap1GAP 抗体を用い検討を行った。	 
 
４．研究成果	 
(1)RIZ 遺伝子の遺伝子変異解析	 
	 これまでに報告されているmutationのhot	 
spot である poly(A)8	 track,	 poly(A)9	 track
をターゲットとした RIZ 遺伝子の mutation
解析を行ったが、フレームシフト変異は見つ
からなかった。次に、これまでに報告されて
いる２種類の RIZ 遺伝子の多型である P704	 
polymorphism と Asp283Glu	 polymorphism に
ついて遺伝子多型解析を行った。その結果、
exon8 での P704	 deletion を 51 症例中４症例
（7.8%）、Asp283Glu	 polymorphism を 51 症例
中 16 症例（31.4%）に認めた。（図１）	 

図１	 遺伝子多型解析	 
	 
	 二つの SNP の有無と臨床データとの相関を
検討した結果、年齢や性別、過去の癌の既往
などの臨床的項目、分化度などの病理組織学
的特徴と SNP の関連は認められなかった。（図
２）	 
	 生存分析においては、いずれも統計学的な
有意差は認められなかったものの、
P704polymorphism を有する群は、wild	 type
群よりも無疾患生存率、期間生存率ともに長
い 傾 向 を 示 し た 。 ま た 、 Asp283Glu	 
polymorphism 群は、wild	 type 群に比較して、
無疾患生存率、期間生存率ともに短い傾向を
示した。（図３）	 



 

 

	 図２	 SNP と臨床データの相関	 

図３	 生存分析	 
	 
	 本結果からは、これまで他臓器で報告され
て い た P704	 deletion と Asp283Glu	 
polymorphism の二種類の遺伝子多型が口腔
扁平上皮癌でも生じていることが明らかと
なった。しかしながら、それらの有無と臨床
データの相関、生存分析では有意なデータが
得られず、RIZ 遺伝子は癌抑制遺伝子以外の
役割を果たしている可能性が考えられた。	 
	 
(2)	 ヒト口腔扁平上皮癌における RIZ 蛋白発
現の解析	 
	 RIZ1 に対する抗体を用いた免疫組織化学
染色の結果、口腔扁平上皮癌 40 例中 32 例に
おいて蛋白の発現を認めた。蛋白の局在は癌
細胞の核に認められ、特に胞巣周辺部の癌細
胞に強い局在を示した。（図４）	 

図４	 扁平上皮癌における RIZ 蛋白の発現	 
	 本結果からは、RIZ 蛋白が口腔扁平上皮癌

の発生や進展に関与する可能性が示唆され
た。	 
	 前癌病変における免疫組織下顎染色の結
果、40 例中 35 例（軽度異形成 9 例、中等度
異形成 8例、高度異形成 8例および上皮内癌
10 例）において蛋白の局在を認めた。蛋白の
局在は基底層〜有棘層の細胞の核に認めら
れ、特に高度異形成や上皮内癌では全層に渡
って強い局在を示す症例が数例認められた。	 
	 本結果からは、RIZ 蛋白が口腔扁平上皮癌
の癌化過程、特に癌化の後期に関与する可能
性が示唆された。	 
	 
(3)	 ヒト口腔扁平上皮癌における Rap1GAP 蛋
白発現の解析	 
	 抗 Rap1GAP 抗体を用いて免疫組織化学染色
を行った結果、口腔扁平上皮癌 40 例中 22 例
において蛋白の発現を認めた。蛋白の局在は
癌細胞の細胞質に認められ、特に胞巣周辺部
の癌細胞に強い局在を認めた。組織型（高分
化、中分化、低分化）による染色性の差異は
認められなかった。また、前癌病変では 40
例中 21 例（軽度異形成 3例、中等度異形成 6
例、高度異形成 7例および上皮内癌 5例）に
おいて蛋白の発現を認めた。蛋白の局在は基
底層〜有棘層を中心とする異型細胞の細胞
質に認められた。	 
	 本結果からは、Rap1GAP 蛋白が口腔扁平上
皮癌の発生や進展（浸潤）に関与する可能性
が示唆された。	 
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