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研究成果の概要（和文）：　口腔細胞診は精度管理が行われていない。本研究は、細胞画像解析を客観的根拠と
する口腔細胞判定基準の明文化を目的とした。判定基準の明文化の対象細胞は、角化型表層異型扁平上皮細胞と
深層型扁平上皮細胞とし、細胞形態画像解析および統計学的解析を実施した。
　解析の結果、角化型表層異型扁平上皮細胞は扁平上皮癌では　上皮性高度異形成と比較して核形態に差異はな
いものの「細胞質の輝度の亢進（有意差あり）」が認められた。深層型扁平上皮細胞は腫瘍性疾患（扁平上皮癌
および上皮性異形成）では炎症性疾患と比較して、「核の濃染性と核形不整の亢進（有意差あり）」がみられ
た。これらは明文化し、模式図を作成して公表した。

研究成果の概要（英文）：The quality control of oral cytology is not developed. The purpose of this 
study was to clarify the oral cytological criteria based on cytomorphological image analysis as an 
objective basis.　 The cells to be analyzed were keratinized superficial squamous atypical cells and
 deep squamous epithelial cells, and cytomorphological and statistical analyzed were performed.
   In analysis result, increased “cytoplasmic brightness (with significance)” was observed in the 
keratinized superficial squamous atypical cells in squamous cell carcinoma although there was no 
difference in nuclear morphology compared to epithelial dysplasia. Concerning about deep squamous 
epithelial cells, “enhancement densely stained nucleus and nuclear irregularity (with
significance)” was observed in epithelial neoplastic lesion compared to inflammation. These 
findings were reported, and a schematic diagram was created and published.

研究分野：口腔病理学

キーワード： 口腔細胞診　細胞診ガイドライン　深層型扁平上皮細胞　角化型表層異型扁平上皮細胞　細胞形態学的
画像解析　細胞判定基準　細胞質の輝度　核形態
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研究成果の学術的意義や社会的意義
 口腔細胞診は、明文化された細胞判定基準がないまま急速に普及しているために精度管理が行われていない。
因って明確な判定基準作りは、偽陰性判定により口腔がん患者が見逃される不利益を防ぐためにも意義が大き
い．本研究は、細胞画像解析を客観的根拠とする口腔細胞判定基準の明文化を目的とした。
　研究の結果、口腔細胞診標本で主体となる角化型表層異型扁平上皮細胞の扁平上皮癌ででの「細胞質の輝度の
亢進」、深層型扁平上皮細胞の腫瘍性疾患（扁平上皮癌および上皮性異形成）での「核の濃染性と核形不整の亢
進」を発見し、公開した。本研究結果は、口腔がん検診の精度向上につながる社会的意義が非常に多いと考え
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
今日，開業歯科医院を基盤とした擦過細胞診を用いた口腔がん検診が全国的に普及し，地域の
検査センターでは口腔細胞診検体が急増している．2015 年，口腔粘膜細胞診 4 段階判断法
（negative for intraepithelial lesion or malignancy (NILM):正常および反応性/上皮内病
変や悪性腫瘍性変化がない, low-grade squamous intraepithelial lesion (LSIL):軽度上皮異
形成相当，high-grade squamous intraepithelial lesion (HSILL):高度上皮形成相当および
squamous cell carcinoma (SCC):扁平上皮癌）が設定されたが，各細胞判定の根拠となる細胞所
見の明文化が殆どなされていない．従って口腔細胞診の精度管理は，細胞検査者間誤差が潜在す
るために喫緊の課題である．本研究は，病理組織学的に裏付けのある NILM, SIL および SCC 症例
のケラチノサイト定量解析・細胞画像解析を客観的根拠とする細胞判定のための細胞異型カッ
トオフ値を解明し，口腔細胞判定基準の明文化を目的とする．本研究結果は，子宮頸部細胞判定
基準のように明解で再現性のある口腔細胞判定基準を設定し，鏡検精度・再現性および能率の向
上を招くために，国民の利益に直結すると考える． 
 
２．研究の目的 
口腔細胞診は安価で歯科保険点数の請求が可能であるため，開業歯科医師への普及促進が進
められたが，細胞判定を行う検査センターでは標準化された口腔細胞判定基準がないために混
乱が生じている．口腔細胞診の鏡検技術を有する細胞検査士は全国で数名であるために，大部分
の現場では手さぐりで鏡検が行われており，口腔細胞診判定には細胞検査者間誤差が潜在して
いる（文献 1）．精度管理が行われていない現状が偽陰性発生による口腔がん患者への損失を導
くために，エビデンスを根拠とした口腔細胞判定のための細胞異型カットオフ値の設定は喫緊
の課題である．2015 年，初めて口腔粘膜細胞診 4 段階判定法による報告様式が示された（細胞
診ガイドライン 5, 2015,日本臨床細胞学会）が，各細胞判定の根拠となる細胞所見の明文化が
殆どなされていない．久山らは口腔細胞診の細胞形態に関するデータの集積を行ってきたが，正
診性を検討した結果，細胞検査士間誤差が非常に大きいことを報告し，4段階判定のための細胞
異型評価の標準化の必要性を示した（文献 1）．口腔細胞診検体が急増している今日，細胞診の
歯科臨床における役割を鑑みて，4段階判定の特に NILM と SIL，すなわち良性か上皮腫瘍性病変
か否かの明確な細胞判定基準の作成が必要である．偽陰性の発生による口腔がん患者への損失
を防ぐために，急務の課題である． 
 
３．研究の方法 
口腔細胞診は歯科診療所で実施されることが多いために，標本作製の標準化が可能な液状化
検体細胞診（LBC）が急速に普及してきた．しかし LBC に関する報告が散見され始めているが，
2種類の標本作製法（標準型直接塗抹法;CVC と LBC 法）に関する細胞形態の差異に関するデータ
は殆ど認められない．細胞判定基準の作成を行うに先立ち，2種類の細胞所見比較が先行すべき
であると考えた．一方，近年の口腔細胞診の普及に伴い，2015 年細胞診ガイドライン（文献２）
ではじめて国内で使用される細胞判定区分が明示され，深層型扁平上皮異型細胞が OSCC の判定
に重要な所見と位置づけられた．しかしながら標本上で認められる深層型扁平上皮細胞が，真の
腫瘍性変化なのか或いは炎症や再生による反応性のものなのかの判定が難しいこともある．こ
れは深層型扁平上皮細胞の細胞所見の蓄積が乏しいことによると考えられる．上記方法に従っ
て研究を実施し，各種学会で報告し，論文（文献 3,4）をまとめた． 
１）研究１：2種類の標本作製法に伴う細胞形態の差異の検討（文献３） 
被検症例は舌縁から採取された 20例 (NILM 10 例， SIL 5 例(LSHIL と HSIL を含む)， SCC 5
例)とした．NILM は炎症 5例および過角化症 5例から構成された．従来型直接塗抹法は，ブラシ 
(Orcellex® brush RT; Becton, Dickinson and Company, Tokyo, Japan）で採取した細胞を速
やかにスライドガラスに塗抹・固定後，通法に従って Papanicolaou 染色を行った．塗抹後のブ
ラシは LBC 専用固定液(CytorichTM red; BD)で固定後，LBC 標本作製はマニュアル (BD 
CytorichTM as SurePathTM manual method) に従って行った．各スライドガラスは，光学顕微鏡
（OlympusBX51, Olympus，東京，日本）を用いた検鏡にて背景，細胞分布，集塊，核及び細胞形
態を観察した．顕微鏡用デジタルカメラ（Olympus DP74, Olympus，東京，日本）で撮像し，画
像解析ソフト (cellSens® software, Olympus，東京，日本) を用いて画像解析は，核面積，核
濃染性，核形不整と円形度について数値化後，統計学的に解析した．すべての統計学的解析は
SPSS for Windows version 14. OJ (IBM, Tokyo, Japan)によって行った．統計解析は Wilcoxon 
signed-rank test，the Kruskal-Wallis test と Steel-Dwass test を用いた．P<0.05 を有意差
ありと判定した． 
 ２）研究２：深層型扁平上皮細胞の主観的判定の数値化に関する検討（文献４） 
 被検症例は 2,072 件の擦過法による細胞診（直接塗抹法）のうち，舌縁部から検体が採取され
た 384 例（全体の 16.8 %，舌症例の 46.4 %）で，その内訳は NILM：314 症例，SIL (LSIL と HSIL
を含む)：50 症例，SCC：20 症例であった．深層型扁平上皮細胞は，NILM 群，SIL 群，SCC 群の 3
群間で比較解析した．画像解析に関する手法は研究１と同様とし，核形不整の程度を現す指標に
は，フラクタル解析 (box counting 法) により算出されたフラクタル次元を用いた．核の濃染
性は，撮影した画像を 8 bit グレースケール (256 階調) 画像に変換し核の明度を算出し，関心



領域における明度の平均値とした．各群間に有意差を認めたものは，四分位数に基づく箱ひげ図 
(最大値と最小値を含む) と蜂群図を重ねたグラフを作成した．統計学的解析は統計ソフトウエ
ア (R version 3.3.0, the R Development Core Team) を用いて Ryan's method，Student's t-
test，あるいは Tukey's honestly significant difference test にて検定を行った．P<0.05 を
有意差ありと判定した．  
 
４．研究成果 
 １）研究１：2種類の標本作製法に伴う細胞形態の差異の検討 
 細胞学的所見は，すべての症例で CVC  と比較して LBC は有意に多くの細胞量が認められた．
LBC でわずかに細胞重積性がみられたが，細胞判定に影響はなかった．殆どの症例で LBC は炎症
性及び壊死性背景が減弱していた．SCC では染色性の多彩性がいずれにも認められた. CVC では
深層型扁平上皮異型細胞と表層型扁平上皮異型細胞が混在し, それぞれが LBC では集塊を形成
していた．核内構造は LBC の方が明瞭で明るく，中等度核縁肥厚が認められた．SCC の LBC で核
内構造が明瞭で明るく見えたことを除いて，LBC の方が検鏡には優れている結果が得られた．細
胞形態画像解析の標本作製法による比較結果を Table 1 に示す．健常及びすべての疾患で LBC は
CVC と比較して有意に高い細胞数が観察された．症例間で比較すると，過角化症の細胞数が OSCC
以外の他疾患と比較して CVC (21.27) と LBC (202.40)のいずれも有意に少なかった．LBC と CVC
比は過角化症 (9.52) から OSCC の表層型扁平上皮異型細胞 (1.87） の範囲であった．核面積
において最も顕著に核腫大が認められたのは CVC (57.99) と LBC (74.95) のいずれも炎症で
あった．そしていずれの疾患の核面積も LBC が CVC よりも大きい傾向にあり，特に健常，過角化
症，炎症で有意差が認められた．核濃染性は，炎症の CVC (173.59) と LBC (157.36) のいずれ
にも，続いて CVC での OSCC の表層型扁平上皮異型細胞で認められた．過角化症，炎症，上皮性
異形成，OSCC の表層型・深層型扁平上皮異型細胞の CVC は LBC よりも有意に高値であった．核
形不整はすべての病変で LBC は CVC よりも高く，特に LBC の炎症 (23.64) と OSCC の深層型扁
平上皮異型細胞(18.18) で有意に高値であった．円形度については，いずれの病変でも標本作製
の違いで有意差は認められなかった． 
  
Table 1 従来型直接塗抹法(CVC)と液状化検体細胞診(LBC)における細胞画像解析結果の病変間
比較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２）研究２：深層型扁平上皮細胞の主観的判定の数値化に関する検討 
 (1)深層型扁平上皮細胞の細胞形態画像解析 
画像解析対象とした深層型扁平上皮細胞は，計 168 個(30 症例)，その内訳は NILM 126 個 (22
症例)，SIL 3 個 (1 症例)，SCC 39 個 (7 症例)であった．深層型扁平上皮細胞が出現した症例
のうち，解析対象細胞が含まれた 1 症例あたりの出現個数の平均は，NILM7.6 個，SIL3.0 個，
SCC5.6 個となった．尚，SIL において深層型扁平上皮細胞が検出された症例は 1例のみで解析対

Histopathological diagnosis Preparation method Cell number Area (µm2) Hyperchromasia Irregularity Circularity

Normal CVC Ave1 27.53 38.04 90.33 11.09 0.75

SD2 2.77 7.82 23.80 3.09 0.19

LBC Ave1 248.60 50.05 125.33 12.56 0.76

SD2 19.04 3.83 21.34 2.81 0.01

Hyperkeratosis CVC Ave1 21.27 35.21 88.27 9.97 0.66

SD2 4.86 8.62 12.19 2.40 0.10

LBC Ave1 202.40 49.55 68.91 10.61 0.67

SD2 35.00 9.05 13.76 4.07 0.16

Inflammation CVC Ave1 29.93 57.99 173.59 18.15 0.69

SD2 8.03 15.20 15.48 5.04 0.09

LBC Ave1 281.20 74.95 157.36 23.64 0.77

SD2 59.56 26.39 27.95 27.14 0.10

Dysplasia CVC Ave1 25.53 49.56 85.18 13.69 0.65

SD2 9.24 17.73 21.96 4.57 0.14

LBC Ave1 236.47 50.03 76.11 15.36 0.70

SD2 62.00 7.87 24.79 4.81 0.17

OSCC CVC Deep cells Ave1 41.33 53.73 116.82 13.41 0.70

SD2 14.59 18.55 26.62 6.28 0.15

LBC Ave1 312.27 54.52 75.03 14.53 0.72

SD2 46.87 20.28 25.79 3.56 0.12

CVC Superficial cells Ave1 17.23 48.32 138.17 15.16 0.74

SD2 3.48 15.40 23.89 3.79 0.11

LBC Ave1 32.15 53.02 98.82 18.18 0.75

SD2 6.49 15.37 29.07 4.55 0.11

1 Average
2 Standard deviation

Nuclear findings

p<0.05 (Wilcoxon signed-rank test). Bigger values are colored in gray.



象となる細胞数が乏しい為，統計学的比較検討からは除外した．全体及び細胞診判定別の深層型
扁平上皮細胞の核面積，細胞面積，N/C 比，核形不整の程度，核の濃染性それぞれの平均値 (標
準偏差)[95 %信頼区間]を Table 2 に示す．また，NILM 及び SCC におけるシェーマを Fig．1 に
示す． 
 
Table 2 深層型扁平上皮細胞の細胞形態画像解析結果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Data form is as follows. Mean (M) (standard deviation (SD)) and 95 % confidence 
interval (95 % CI). 
*1: NILM means "negative for intraepithelial lesion or malignancy". 
*2: SIL means "squamous intraepithelial lesion or dysplasia". 
*3: SCC means "squamous cell carcinoma". 
*4: Nuclear irregularity based on fractal dimension. 
*5: Hyperchromasia based on image brightness value. 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.1 典型的な深層型扁平上皮細胞のシェーマ 
 
 核面積の平均値 (標準偏差)[95 %信頼区間]は NILM：66.0 µm2 (34.8)[59.9, 72.0]，SCC：
82.6 µm2 (43.7)[68.8, 96.3]となり，SCC が高値を示した．細胞面積は，NILM：148.6 µm2 
(79.0)[134.8, 162.4]，SCC：176.0 µm2 (73.0)[153.1, 198.9]と，SCC が高値を示した．N/C 比
は，NILM：0.47 (0.13)[0.44, 0.49]，SCC：0.48 (0.14)[0.44, 0.53]と，ほぼ同値を呈した． 
核形不整の程度は，NILM：1.25 (0.08)[1.24, 1.27]，SCC：1.29 (0.09)[1.26, 1.32]となり，
SCC が高値を示した．核の濃染性は，NILM：89.1 (26.3)[84.5, 93.7]，SCC：79.4 (21.1)[72.8, 
86.0]となり，SCC が低値を示した． 
 
(2)深層型扁平上皮細胞の出現率 
NILM-SCC 間 (p<0.001)と SIL-SCC 間 (p<0.001)において深層型扁平上皮細胞の出現頻度に有意
差が認められた．深層型扁平上皮細胞が出現した症例のうち解析対象細胞が含まれている症例
における深層型扁平上皮細胞の 1症例あたりの出現個数は， NILM-SCC 間 (p=0.972)に有意差は
認められなかった．核面積はSCC-NILM間 (p=0.042)，核形不整の程度ではSCC-NILM間 (p=0.028)
に有意差が認められた． 
 
(3)核面積及び核形不整の程度の細胞診判定別分布 
 核面積及び核形不整の程度を細胞診判定別 (NILM，SCC)にプロットしたものを Fig. 2 に示す．
核面積のデータ分布は，NILM が低値，SCC はそれより高値に分布が偏っており，NILM では高値
を示す外れ値が目立っていた (Fig. 2-左)．核形不整の程度の分布は，NILM と SCC いずれも広
範に分布しており，NILM が低値，SCC は高値に偏っていた (Fig. 2-右)． 
 
 

Number of cases 22 1 7 30

Number of cells 126 3 39 168

M (SD) 66.0 (34.8) 65.2 (9.7) 82.6 (43.7) 69.8 (37.5)
95% CI [59.9, 72.0] [54.2, 76.2] [68.8, 96.3] [64.1, 75.5]

M (SD) 148.6 (79.0) 112.0 (35.3) 176.0 (73.0) 154.3 (78.1)
95% CI [134.8, 162.4] [72.1, 152.0] [153.1, 198.9] [142.5, 166.1]

M (SD) 0.47 (0.13) 0.62 (0.14) 0.48 (0.14) 0.47 (0.13)
95% CI [0.44, 0.49] [0.47, 0.77] [0.44, 0.53] [0.45, 0.49]

M (SD) 1.25 (0.08) 1.33 (0.03) 1.29 (0.09) 1.26 (0.08)
95% CI [1.24, 1.27] [1.30, 1.37] [1.26, 1.32] [1.25, 1.28]

M (SD) 89.1 (26.3) 90.7 (17.6) 79.4 (21.1) 86.9 (25.4)
95% CI [84.5, 93.7] [70.8, 110.6] [72.8, 86.0] [83.0, 90.7]
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Fig.2  NILM と SCC 症例に出現した深層型扁平上皮細胞の核面積分布（左）と核形不整（右） 
Nuclear area(left box)and nuclear irregularity(right box) of deep layers squamous cell 
by box plot and beeswarm plot. The distribution range of nuclear area of SCC was higher 
than that of NILM. Though the distribution of nuclear irregularity in NILM and SCC was 
widely observed SCC was higher than that of NILM. 
 
研究１と２を総括すると以下にまとめられた． 
1) LBC は CVC と比較して有意に多い細胞量が観察された 
2) 健常以外の全病変で核濃染性は CVC が LBC よりも有意に高値だった． 
3) 核形不整において，炎症と OSCC の深層型扁平上皮異型細胞の LBC は CVC よりも有意に高値
であった． 
4) LBC での唯一の細胞判定上の不利益は核濃染性の減少であった． 
5) 舌縁部から採取された深層型扁平上皮細胞は，NILM（8.6 %）と比較して SCC（40.0 %）の方
が高頻度にみられた． 
6) 深層型扁平上皮細胞の細胞像は，NILM と比較して SCC は核面積が大きく，複雑な核形態を示
すことが明らかとなった． 
7) 口腔 EC の深層型扁平上皮細胞の細胞診判定において，核面積と核形不整の程度がスクリー
ニング時の細胞診判定の一助になる細胞所見であることが示された． 
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