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研究成果の概要（和文）：口腔扁平上皮癌における最も重要な予後因子はリンパ節転移の有無である。本研究で
は、原発組織の遺伝子発現プロファイルに基づいた機械学習によるリンパ節転移予測の可能性について検討し
た。口腔扁平上皮癌一次症例の原発腫瘍よりtotal RNAを抽出し、マイクロアレイによる網羅的遺伝子発現解析
後、サポートベクターマシン (SVM) を用いてリンパ節転移予測モデルを構築した。その精度を評価したところ
感度 60%、特異度 100%、正確度 80% であった。口腔扁平上皮癌において原発腫瘍の遺伝子発現プロファイルを
用いた機械学習が、頸部リンパ節転移予測に有用となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The most important prognostic factor in oral squamous cell carcinoma is the 
presence of lymph node metastasis. In this study, we investigated the possibility of predicting 
lymph node metastasis by machine learning based on gene expression profiles of primary tissues. 
Total RNA was extracted from primary tumors of primary cases of oral squamous cell carcinoma, and 
after comprehensive gene expression analysis using microarrays, a lymph node metastasis prediction 
model was constructed using a support vector machine (SVM). The accuracy of the model was evaluated 
as follows: sensitivity 60%, specificity 100%, and accuracy 80%. The results suggest that machine 
learning using gene expression profiles of primary tumors may be useful for predicting cervical 
lymph node metastasis in oral squamous cell carcinoma.

研究分野： 外科系歯学

キーワード： 口腔癌　頸部リンパ節転移　遺伝子診断
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の目的は、原発組織（生検組織）または血清の網羅的遺伝子解析から頸部郭清術の真の適応症例のみ抽出
する遺伝子アルゴリズムを構築することである。厳正な適格症例の選択基準が遺伝子解析によって行われ、セン
チネルリンパ節生検の手法による適切な郭清領域に対する治療が行われれば、治療成績の向上、過剰医療や不足
医療による医療費の削減が見込まれ、標準治療の確立という EBM に基づいた cN0 症例の治療方針へのパラダイ
ムシフトにつなげることができると考えられる。また、他領域への適応等による医療界全体への波及効果をも期
待できる研究と考えられる。

※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。
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１． 研究開始当初の背景 

口腔癌扁平上皮癌（以下、口腔癌）患者は本邦では 2015 年に 7,800 人となり世界的にみても

増加の一途をたどっている。しかしながら、手術療法、放射線化学療法等の進歩にもかかわらず、

治療成績はこの 40 年間改善が認められていない (Int J Cancer. 125:2159-2165, 2009)。こ

の要因としては頸部リンパ節転移の制御が困難なことにあった。現在、口腔癌の最も重要な予後

因子は頚部リンパ節転移の有無であることは明らかとなっており、この点の改善なくして早期

口腔癌の治療成績向上は見込めない。申請者らはこれまで、センチネルリンパ節生検の診断法を

確立してきたが、その煩雑性、手術時間の確保の困難さ、侵襲性（70-80% には不必要）により

普及は困難な状況である。この現状を打開するには、リンパ節転移診断精度を向上させ、かつ、

低侵襲な手術（郭清領域の診断）が必要となる。そこで、患者サンプルからのリンパ節転移アル

ゴリズムを構築し、診断陽性の患者に対しては、郭清すべき領域（患側、健側または両側）をセ

ンチネルリンパ節生検にて同定し郭清を行うことで、これらの問題が解決するのではないかと

いう発想に至った。本研究では、原発組織（生検組織）または、血清の網羅的遺伝子解析（マイ

クロアレイ解析）結果を用いたリンパ節転移診断アルゴリズムを構築し、cN0 症例のなかで、頚

部リンパ節転移の可能性が高い症例のみを抽出する、リンパ節転移診断遺伝子アルゴリズムを

構築することが目的である。本研究は、アルゴリズムの構築による cN0 症例における治療成績

の向上、過剰医療や不足医療による医療費の削減、標準治療の確立という EBM に基づいた cN0 

症例の治療方針へのパラダイムシフトにつなげることを最終目標としている。 

他領域では、メラノーマや乳癌、胃癌を含め、cN0 症例に対するセンチネルリンパ節生検がすで

に標準治療化されており、その有用性は確立されている。一方で、問題点として、約 70-80% の

症例に対しては過剰医療となること、結果による手術時間の予測が困難なことがあり、医療資源

や医療費、稼働率等を含め、この点に関する研究成果は皆無である。本研究手法による診断法が

確立されたならば、他領域での応用も同様に可能となり、治療成績の向上や医療費の削減等、医

療界全体への波及効果をも期待できる研究と考えられる。 

 

２． 研究の目的 

本研究の目的は、原発組織（生検組織）または血清の網羅的遺伝子解析から頸部郭清術の真の適

応症例のみ抽出する遺伝子アルゴリズムを構築することである。厳正な適格症例の選択基準が

遺伝子解析によって行われ、センチネルリンパ節生検の手法による適切な郭清領域に対する治

療が行われれば、先述した治療成績の向上、過剰医療や不足医療による医療費の削減が見込まれ、

標準治療の確立という EBM に基づいた cN0 症例の治療方針へのパラダイムシフトにつなげる

ことができると考えられる。また、これはすでに標準治療化されているメラノーマや乳癌におい

ても行われておらず、他領域への適応等による医療界全体への波及効果をも期待できる研究と

考えられる。 



 

３． 研究の方法 

本研究の解析対象は口腔扁平上皮癌の未治療新鮮症例のうち腫瘍の大きさが T2 以下で、造影 

CT、造影 MRI、PET-CT、超音波検査等にて明らかなリンパ節転移を認めない cN0 症例とする。

解析対象組織は、生検もしくは原発切除組織および術前血清とする。 

本研究は、以下の項目にそって研究を進める。 

アレイデータの確認 

 すでに手元にある 2 年以上の経過観察を行った口腔扁平上皮癌 cN0 症例のアレイデータに

ついて、各症例の全発現データを非階層型クラスタリングし、サンプル間での batch effect、

性別、年齢、腫瘍径 (T stage)における遺伝子発現プロファイリングに違いがあるかを検討す

る。スポットの数値化、バックグラウンド補正、色素補正、異常スポットの検出当は Agilent 社

の Feature Extraction を用いて行う。 

非階層型クラスタリング等により不適当と判断したサンプルは除外する。 

後ろ向き研究によるサンプル分類 

病歴、追跡データによりセンチネルリンパ節陽性症例および後発リンパ節転移症例群とリンパ

節転移陰性群にサンプルをグループ分類する。 

 

グループ間での発現変動遺伝子の抽出（マーカー遺伝子候補の絞り込み） 

上記グループ間での発現遺伝子変動の抽出を training set とし、2 群間での発現変動遺伝子

を評価する。統計解析としては、マンホイットニー U テスト等を採用して行う。すべての遺伝

子発現データよりマーカー遺伝子の絞り込みを行い、候補を抽出する。 

後ろ向き研究による診断精度分析 

上記解析にて絞り込みを行ったマーカー遺伝子候補を用いて、統計的に上位の遺伝子から順に

学習セットのサンプルを組み、後ろ向きに診断精度の分析を行う。解析手法として、Weighted 

Vote 法を第一に行う。また、並行して Decision Tree 法、Neural Network 法、Support Vector 



Machines 法、Naïve Bayesian 法および Partial Least Squares Discrimination 法での解析

も行い、診断精度を最大限に示すマーカー遺伝子群を決定する。 

本解析時に最も留意すべき事項として、偽陰性症例を 0% に抑えることを念頭に置く。偽陰性

症例はすなわち後発リンパ節転移症例であり、最も回避すべき事項である。本研究の目的は、リ

ンパ節転移診断アルゴリズムの構築であり、先述した画像検査で見落とす、いわゆる潜在転移症

例である約 30% の症例を見分け、残りの 70% を除外することにある。 

本解析を組織からのアレイデータおよび術前血清からのアレイデータにて別々に解析を行う。 

また、サンプリングが正しく行われたか（腫瘍サンプル認定のアルゴリズム）、性別診断のアル

ゴリズムを併用し、サンプル精度の標準化も同時に行う。 

他施設共同研究によるアルゴリズムの診断精度分析 

前段階でのマーカー遺伝子群を用いてのいわゆる Validation Set にて多施設共同研究を開始

する。対象は、臨床研究倫理審査委員会で承認を受けた本研究の主旨に本人、ご家族を含め同意

を頂いた、未治療の口腔扁平上皮癌新鮮症例とし、腫瘍径 4cm 以下の T1-2 症例、画像検査上

頚部リンパ節転移を明らかに認めない stage1-2 症例とする。術前の生検組織および血液検査

にて血清採取を行い、Validation Set を組み込んだ、アレイチップまたは、マーカー候補によ

ってはカスタムアレイチップを用いてアルゴリズム解析を行う。前述したように、cN0 症例にお

ける治療方針は標準化されておらず、各施設における治療方針で頸部の治療方針を決定する。本

研究にて患者に不利益が生じる可能性は排除されるべきであり、このような研究計画にて進め

ることとする。 

対象症例のセンチネルリンパ節および他の頸部リンパ節群の病理組織検査結果より頚部リンパ

節転移の有無を判別し、その後、少なくとも 2 年間の追跡調査を行うことにより後発頚部リン

パ節転移を含めたリンパ節転移の有無を診断し、アルゴリズムの改訂を行う。また、サンプリン

グ時に蛋白の抽出も同時に行い、転移因子の解析も併せて行う。 

対象患者群の診断精度の評価 

診断精度分析の結果によっては、追加症例を学習用データとして用いることで、アルゴリズムの

再構築を行う。追加症例は 10 症例毎とし、上記した偽陰性症例 0% をキープしつつ、cN0 症

例の潜在転移率と考えられる約 30% を診断できるアルゴリズムをもって、モデル完成とする。 

 

４． 研究成果 

まず、アルゴリズム構築のための学習用症例として、T1-T2 の舌扁平上皮癌 1 次症例 40 例の

原発組織より total RNA を抽出し、マイクロアレイを用いて、49,386 プローブにて 2 年以上

経過観察を行い、リンパ節転移を認めた 18 症例と転移を認めなかった 22 症例にて転移関連

遺伝子を GeneSpring GX にて signal/noise ratio 2 以上にて抽出を行った。リンパ節転移と

関連して 2 倍以上の有意な発現変動を示す遺伝子が 329 種類認められ、その中には FN1、LAMC2、

TGFBI の発現亢進や KRT13、IVL、CLDN4 の発現低下などが含まれていた。 

 



 
329 遺伝子のうち、発現上昇を認めた 59 種類、発現低下を認めた 270 種類の遺伝子を用いて、

Support vector machine にてリンパ節転移診断アルゴリズムを構築した、感度、特異度、精神

率ともに 100% であることを確認した。 

続いて、評価用サンプルの 10 症例にて、先ほどの転移予測アルゴリズムの正診率を評価した

ところ、感度 60%、特異度 100%、正診率 80% の結果であった。 

 

 

 

診断アルゴリズムに関しては、機械学習によるニューラルネットワークによる data mining を

行うことにより、今後、症例数を蓄積するほど、精度の向上が得られるものと考えられた。 
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