
兵庫医科大学・医学部・臨床教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３４５１９

基盤研究(C)（一般）

2022～2019

唾液腺癌発癌に関わる遺伝子の解析と分子標的薬の探索

Analysis of fusion gene of salivary gland carcinogenesis and explore the 
molecular target agents

５０３０９４７３研究者番号：

野口　一馬（Noguchi, Kazuma）

研究期間：

１９Ｋ１０２７７

年 月 日現在  ５   ６ １６

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：唾液腺癌症例に対する新たなバイオマーカーの探索を行った。対象は粘表皮癌3例、
腺様嚢胞癌1例、多形腺腫由来癌1例で、過去に融合遺伝子の候補となる存在が示唆されており、これらに対して
融合遺伝子を解析した。粘表皮癌では自験例の2/3でCRTC1-MAML2の融合遺伝子を確認し、1例より初代培養細胞
株の樹立に成功した。遺伝子解析から新たなバイオマーカーを検索し、LAMB3とTACSTD2が新たな候補となった。
粘表皮癌の臨床検体に対してLAMB3とTACSTD2の発現を免疫組織学的に検討した結果、腫瘍特異的に発現している
ことを確認し、新たな分子標的治療や血液中のバイオマーカーとして活用できると考えた。 

研究成果の概要（英文）：We searched for new biomarkers for salivary gland carcinoma. The fusion 
genes were analyzed in three cases of mucoepidermoid carcinoma, one case of adenoid cystic 
carcinoma, and one case of carcinoma originated  pleomorphic adenoma. In mucoepidermoid carcinoma, 
the CRTC1-MAML2 fusion gene was identified in 2/3 of the our cases, and a primary cultured cell line
 was successfully established with CRTC1-MAML2 fusion gene. The genetic analysis led to the search 
for new biomarkers, and LAMB3 and TACSTD2 became new candidates. Immunohistological examination of 
LAMB3 and TACSTD2 expression in clinical specimens of mucoepidermoid carcinoma confirmed their 
tumor-specific expression and suggested that they could be used as new molecular targeted therapy 
and blood biomarkers. 

研究分野：口腔腫瘍学

キーワード： 唾液腺癌　粘表皮癌　融合遺伝子　バイオマーカー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
外科的切除された唾液腺癌組織より継代可能細胞を作成し、唾液腺癌の細胞生物学的・分子遺伝学的性質を解明
し、分子標的薬の開発につなげていくことを目的とする。唾液腺癌培養細胞で株化できたものは極めて少なく、
継続的に利用されている細胞はほとんどない。腺様嚢胞癌培養細胞株では、Hela株のコンタミネーションなど多
くの細胞株が存在を否定されているため、米国ではAdCC Research Foundation（https://www.accrf.org）が基
礎研究支援をおこなっている。我々は多施設間で協力しながら唾液腺癌組織と細胞株を共有し合う事で新たな治
療標的を探索し、唾液腺癌の治療成績の向上へと繋がる。

※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 

 
がんの発⽣には遺伝⼦の発現や機能の異常が⼤きく関わっており、体細胞ゲノム

DNA に⽣じた遺伝⼦変異の蓄積によって、がんが進展していくことが多くの研究で明
らかになった。遺伝⼦変異の蓄積だけでなく、より広⼤な染⾊体異常が存在する事も明
らかとなり、現在では染⾊体の数の異常や、⻑腕・短腕の⽋失、さらには染⾊体の相互
転座が⽐較的頻繁に確認されている。例えば慢性⾻髄性⽩⾎病のフィラデルフィア染⾊
体 t(9:22)は BCR 遺伝⼦と ABL1 遺伝⼦の融合で、疾患特異的転座によって発がん原
因遺伝⼦が作られ、細胞はクローナルに増殖していく。 

唾液腺癌は腺房細胞・導管上⽪細胞・筋上⽪細胞が発⽣⺟地となり、多彩な病理組織
像を⽰す。⼝腔扁平上⽪癌の発癌過程は多段階的で、遺伝⼦変異は様々であるが癌が成
⽴するための遺伝⼦変異には⼀定の共通点があり、EGFR や CDKN2A (p16), TP53 
(p53)などが共通の変異として確認されている(Leemans CR, et al. Nature Rev Cancer 
2018)。しかし、⼝腔扁平上⽪癌と⽐較すると、唾液腺癌の発⽣には慢性炎症や画⼀的
カルチノゲンの暴露は関与は少なく、最近の研究から唾液腺癌の成⽴には⾎液悪性腫瘍
や⾁腫の発⽣要因となる融合遺伝⼦が関与していることが明らかになってきた（Kas K, 
et al. Nature Genet 1997）。代表的な唾液腺癌である粘表⽪癌は MECT1-MAML2
（Okabe M, et al. Clin Cancer Res 2006）、腺様嚢胞癌（AdCC）では MYB-NFIB（Wysocki 
PT, et al. Oncotarget 2016）、多形腺腫由来筋上⽪癌では TGFR3-PLAG1または FGFR1-
PLAG1（Dalin MG, et al. Nature Comm 2018 ）が明らかになりつつある。融合遺伝⼦
の解明は分⼦標的薬の開発に繋がるので、魅⼒的かつ癌克服には⼤きなインパクトをも
たらす。しかしこれらの解析は外科的切除後のパラフィン包埋の組織からの解析であり、
腫瘍組織および細胞で確認されてはいない。そのため新規治療法への開発につながる継
続的な研究が進んでいない現状がある。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では外科的切除された唾液腺癌組織より継代可能細胞を作成し、従来不明な点が
多かった唾液腺癌の細胞⽣物学的・分⼦遺伝学的性質を解明し、分⼦標的薬の開発につ
なげていくことを⽬的とする。 
 唾液腺癌培養細胞で株化できたものは極めて少なく、株化の報告がされても、その後
も継続的に利⽤されている細胞はほとんどない。例えば AdCC 培養細胞株では、Hela
株のコンタミネーションや⽣物種が異っており、多くの細胞が存在を否定されているた
め、⽶国では AdCC Research Foundation（https://www.accrf.org）が基礎研究⽀援をお
こなっている。我々は本邦における多施設間で協⼒しながら由来の明らかな唾液腺癌の
腫瘍組織と細胞株を共有し合い、唾液腺癌のバイオバンク作成のきっかけとなることが
⽬的である。 
 
 
３． 研究の方法 
 

⑴ 唾液腺癌の継代培養可能細胞の樹立、株化および唾液腺癌腫瘍組織の集積 



唾液腺癌の標準治療は外科的切除であり、⽣検により確定診断を得た唾液腺癌の切除
に伴い、得られた組織の⼀部を兵庫医科⼤学へ搬送する。本研究の問題点は、唾液腺癌
が発⽣頻度が少ないことと、培養法が確⽴されていないことである。そのため、兵庫医
科⼤学 ⽿⿐咽喉科・頭頸部外科、⼤阪⼤学、神⼾⼤学、⻑崎⼤学と協⼒して症例数を
確保することで対応する。 

組織はコラゲナーゼなどで⼀次分解を⾏ったのちに、outgrowth 法を⽤いて初代培養
を⾏う。われわれはコンタミネーションが無ければ（唾液腺癌は⼝腔常在菌に暴露され
ている事は少なく、コンタミネーションは低率である）初代培養から 10〜15継代まで
は確実に培養可能な⼿法を確⽴している。もちろん、組織からだけでも以下に述べる融
合遺伝⼦の解析は可能であるが、分⼦標的薬をターゲットにした治療法の確⽴を⽬標と
しているので、細胞培養は必須である。現在の分⼦遺伝学的解析の技術では 10〜15継
代の細胞数で⼗分解析可能である。 
 
⑵ 融合遺伝子の解析 
 唾液腺癌の発⽣は⾼頻度に融合遺伝⼦の形成によることが明らかになって来ている。
融合遺伝⼦解析により、得られた組織または細胞より DNA・RNA を抽出し、本学に常
置されている MiSeq（イルミナ社)を加えた 3種類の⼿法で融合遺伝⼦の存在を確認す
る。 
 
⑶ がん化学療法、分子標的薬の標的候補となる融合遺伝子によってもたらされた 
シグナル経路の解析 

⼀般的に唾液腺癌は殺細胞性の抗癌剤は無効であるとされている。無効である理由と
して cell cycle が緩徐で、細胞内または核内に薬剤が蓄積しないことが原因とされてき
た。最近、唾液腺癌に対する新規癌化学療法としてトラスツマブやセツキシマブの
EGFR阻害薬や PD-1阻害薬のニボルマブの投与を推奨する論⽂を散⾒する（Keller G 
et al. Oral Oncol 2017）(Kawahara K, et al. 2017 Mol Clin Oncol, 2017)。 
得られた唾液腺癌培養細胞の融合遺伝⼦の塩基配列を解析し、融合の結果、⽣成され

るタンパクをコンピューター上で予測し、RT-PCR、WB、細胞染⾊で発現を確認する。
さらに転写因⼦についても同時に解析し、この２つの点で阻害薬を⽤いた増殖抑制実験
を⾏う。 
 
 
４．研究成果 

兵庫医科⼤学 ⻭科⼝腔外科学講座で外科的に加療し、病理組織学的に唾液腺癌と診断
されて症例に対してバイオマーカーとなり得る融合遺伝⼦の検討を⾏った。遺伝⼦解
析に⾄った症例は粘表⽪癌 3 例、腺様嚢胞癌 1 例、多形腺腫由来癌 1 例で、いずれの
腫瘍も過去に融合遺伝⼦の候補となる存在が⽰唆されている腫瘍 を対象とした。これ
らに対して PCR法および Sanger法や NGSを⽤いた遺伝⼦解析を⾏い、融合遺伝⼦
の存在を解析した。粘表⽪癌では CRTC1/3-MAML2 の融合遺伝⼦が 3 例中 2 例で
CRTC1-MAML2 の融合遺伝⼦を確認した。これは従来の報告と⽐較してほぼ同様の
結果であった。この粘表⽪癌で CRTC1-MAML2 の融合遺伝⼦を保持した状態で初代



培養細胞株の樹⽴を試み、培養に成功した。遺伝⼦解析の結果から新たなバイオマー
カーを検索し、LAMB3 と TACSTD2 が新たな候補として確認された。粘表⽪癌の臨
床検体 13 例に対して検討した結果、極めて腫瘍特異的に発現していることが確認さ
れ、粘表⽪癌の新たな分⼦標的治療や⾎液中のバイオマーカーとしての可能性が⽰さ
れた。さらに腺様嚢胞癌と多形腺腫由来癌の腫瘍組織からもすでに報告されている融
合遺伝⼦を検討したが、我々の解析では融合遺伝⼦の発現は認められなかった。腺様
嚢胞癌の初代培養細胞株は樹⽴に成功しており、今後の解析に繋げていく。  
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