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研究成果の概要（和文）：口腔粘膜上皮異形成の上皮成分のみを laser microdissection 法によ

り回収し蛋白質抽出後プロテオミクス解析を行った。その結果、正常粘膜上皮と比べ alpha 1 
globin, beta globin, S100 protein A9, keratin 6, 14 や H2A histone family 等の蛋白質の発現

量が増加していた。これらの蛋白質をマーカーとして用いた microscopy-based multicolor 
tissue cytometry を前癌病変変へと応用したところ、本システムが前癌病変を定量的に区別し

得る可能性が示された。本研究結果をさらに発展させることにより、主観性を完全に排した前

癌病変の診断が可能になることが期待され得ると考えられる。  
 
 
研究成果の概要（英文）：We performed proteomic analysis for oral epithelial dysplasia by 
means of laser microdissection. As a results, protein expression level of alpha 1 globin, beta 
globin, S100 protein A9, keratin 6, 14 and H2A histone family were increased than that in 
normal mucosal epithelium. Moreover, we applied microscopy-based multicolor tissue 
cytometry to analysis of epithelial dysplasia with the use of these proteins as a maker for 
epithelial dysplasia. The possibility was indicated that this system could distinguish 
epithelial dysplasia quantitatively. Further development of this system, it is expected that 
the way of pathological diagnosis of precancerous lesions without subjectivity will be 
established. 
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１．研究開始当初の背景 
 研究開始当初の時点では、口腔粘膜上皮異
形成・上皮内癌においては、国内では本来ス

タンダードな診断基準とされるべき「頭頚部
腫瘍取扱い規約」にその診断基準さえ規定さ
れておらず、WHO 分類においても診断の実

機関番号：３２６２２ 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2008～2010   

課題番号：２０５９２１４７ 

研究課題名（和文） 口腔粘膜上皮異形成・上皮内癌のプロテオミクス解析 

 －診断マーカーの確立を目指して－                     

研究課題名（英文） Proteomic analysis for oral epithelial dysplasia/carcinoma in situ 

  －Aiming to establish a diagnostic marker－ 

研究代表者 

入江 太朗（IRIE TAROU） 

昭和大学・歯学部・講師 

 研究者番号：００３１７５７０ 

 
 



 

 

情が十分反映されていないやや不明確な基
準となってしまっている状況にあった。われ
われは、これまでに発現形質に基づいた客観
的な異形成や癌の診断を実現することを目
的として、レーザーマイクロダイセクション
とマイクロアレイを用いてそれらの病変に
対して「遺伝子発現」の側面から研究を進め
てきた。 
研究開始当初の時点になり、検出感度が高

まり、われわれの実験系の要求感度に到達し
た蛋白質質量分析システム(LC/MS/MS)とレ
ーザーマイクロダイセクションを用いて、
「蛋白質発現」の側面から上皮異形成・上皮
内癌を網羅的に解析し、実際の病理診断にお
いてもその鑑別に苦慮することが多々ある
「正常粘膜上皮と上皮異形成」や「上皮異形
成と上皮内癌」の違いについて蛋白質レベル
で明らかにすることを目指した。 
われわれはそれまでに発現形質に基づい

たより客観的な異形成や癌の診断を実現す
ることを目的として、レーザーマイクロダイ
セクションとマイクロアレイを使用し、「前
癌病変(上皮異形成)」、「上皮内癌」や「浸潤
癌」から細胞を回収し、癌の組織発生、浸潤
能の獲得から浸潤癌の成立までの遺伝子発
現の変化について網羅的な検索を行ってき
たが、マイクロアレイを用いた解析法におい
ては、病変部位の細胞が必ずしも蛋白質レベ
ルでその結果を十分に反映しないこともし
ばしば経験されることとなった。その原因と
しては、マイクロアレイが mRNA の発現量
を定量的に比較するものであり、候補遺伝子
が転写後の翻訳調節を受けている様な場合
には、免疫組織化学的解析などとの比較・追
証において矛盾が生じ得る余地があること
が挙げられる。また、マイクロアレイに載っ
ている遺伝子以外については当然検索がで
きず、真の意味での「網羅的」な解析とはな
っていないこともデメリットである。この様
なデメリットを踏まえて、以前からレーザー
マイクロダイセクションを用いた病変部位
の少数細胞から蛋白質そのものの網羅的解
析を実現したいと考えていたが、当時の二次
元電気泳動、液体クロマトグラフィや蛋白質
質量分析では検出感度において、研究目的に
かなう十分な実験系を確立することは困難
な状況にあった。しかし、LC/MS/MSシステム
など蛋白質質量分析機器や解析ソフトの急
速な進歩により、超微量な蛋白質の検出が可
能となり、従来では未踏の検出限界が達成さ
れたことから、レーザーマイクロダイセクシ
ョンを用いた病変部位の少数細胞からの蛋
白質の網羅的解析を行うための実験系が成
立し得ることとなったのである。 
 
２．研究の目的 
これまでに発現形質に基づいた客観的な

異形成や癌の診断を実現することを目的と
して、レーザーマイクロダイセクションとマ
イクロアレイを用いてそれらの病変に対し
て「遺伝子発現」の側面から研究を進めてき
たが、検出感度が高まり、われわれの実験系
の要求感度に到達した蛋白質質量分析シス
テム(LC/MS/MS)とレーザーマイクロダイセ
クションを用いて、「蛋白質発現」の側面か
ら上皮異形成・上皮内癌を網羅的に解析し、
実際の病理診断においてもその鑑別に苦慮
することが多々ある「正常粘膜上皮と上皮異
形成」や「上皮異形成と上皮内癌」の違いに
ついて蛋白質レベルでそれら明らかにする
ことを目指した。同時に、浸潤癌へと移行し
やすい「malignant potential の高い上皮異
形成」の指標や、新たな上皮異形成・上皮内
癌の診断基準の確立も目指す。本研究により
診断精度の向上、個々の疾患に対する臨床的
対応のスタンダード化やそれによる患者の
ＱＯＬ向上が期待し得ると考えた。 
 
３．研究の方法 
Laser microdissectionと LC/MS/MSシステ

ムによるプロテオミクス解析を、「正常粘膜
上皮と上皮異形成」、「上皮異形成と上皮内
癌」に対して行い、それらの違いを蛋白質レ
ベルで明らかにすることである。具体的には、
解析に用いる症例の臨床病理学的解析、
laser microdissectionの前準備と凍結標本
薄切、laser microdissectionにより回収さ
れた細胞からの蛋白質抽出、LC/MS/MSシステ
ムによるプロテオミクス解析と得られたデ
ータの免疫組織化学的解析によるフィード
バックからなる。それら全ての解析結果を踏
まえて、上皮異形成・上皮内癌の新規診断分
子マーカーを基にした新たな上皮異形成・上
皮内癌の診断基準の確立を目指した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 口腔粘膜上皮異形成のプロテオミクス
解析を行うに当たり可能な限り主観性を排
した形態学的診断に基づいた解析部位の分
類を行うべきと考えられたため、まず以下の
検討を行った。 
 
口腔粘膜上皮異形成への morphometrical 
analysis の応用－口腔粘膜上皮異形成の客
観的な評価法確立に向けて－ 
 
粘膜上皮異形成とは口腔粘膜の前癌病変で
ある。口腔扁平上皮癌の発生ではこの粘膜上
皮異形成を経て癌が生じるとする dysplasia
－carcinoma sequenceの概念が一般的である。
実際の臨床の現場においても遭遇すること
の多い病変ではあるが、口腔粘膜上皮異形成
の異型の程度によっては、再生性変化やある



 

 

いは上皮内癌ともその区別が困難である場
合もあり、新たな明確な形態学的基準の策定
が望まれているところでもある。その様な新
たな診断基準策定のためには、可能な限り主
観性を排したデータに基づいた解析がなさ
れることが望ましいと考えられる。われわれ
は粘膜上皮異形成に対する morphometrical 
analysis を行ったところ、解析に用いたシス
テムが病理医の診断を反映し得る結果が得
られたので報告を行った。 
 口腔粘膜上皮異形成を伴った粘膜病変症
例 13 例について、正常部、異形成部、浸潤
癌部の HE 染色標本の画像データを作製し、
Gunmetryによる morphometrical analysisを
行った。この Gunmetry により画像データ上
に認められる全ての細胞について解析が行
われるが、計測を行った項目は、核の面積、
核の形状係数、核間距離、最も近接する核同
士の核間距離、ボロノイ領域の面積、ボロノ
イ領域の形状係数、ボロノイ領域の重心点と
核の重心点のズレの距離を計測した。得られ
た各計測項目の値についてそれぞれ代表値
を求め、それらすべてのデータを用いてクラ
スタ解析を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
クラスタ解析の結果、正常部と異形成ないし
癌で比較的きれいなクラスタに分かれた。し

かし、癌と異形成についてはそれぞれのクラ
スタに分かれることはなかった。この結果は
上皮異形成と上皮内癌の区別を「異型」のみ
で区別することは困難であることを裏付け
るものであると考えられた。本システムは
「病理医の目」を反映し得るものであること
が示唆された。 
 
(2) 口腔粘膜前癌病変のプロテオミクス解
析－前癌病変の客観的な診断基準確立にむ
けて－ 
 
【目的】口腔粘膜の前癌病変の疾患概念は、
国際的には WHO分類第 1版と同第 2版で導入
されたものである。第 1版と第 2版において
は、「dysplasiaの程度をどの様に分けるか」、
「severe dysplasiaと carcinoma in situを
どう区別するか」については具体的な基準は
記載されないままであった。2005 年の WHO分
類においては dysplasia の程度あるいは
carcinoma in situ を異型細胞の上皮層内に
占める「割合」で区別することが規定され、
「異型の程度」という曖昧な基準のみだけで
はなく、子宮頸部異形成の診断基準と同様に
「割合」という別の「尺度」が初めて導入さ
れた意義は大きい。本年になり「口腔癌取扱
い規約」が出版されたが、病理学的な診断基
準については明確な表現が避けられた記載
となってしまっている。何をもって上皮内癌
とするか、さらに上皮内癌と上皮異形成の区
別をいかに行うかについては明確な診断基
準の策定が望まれる所である。われわれは、
「異型上皮の非浸潤性上皮内増殖」を示す病
変を「境界病変」との 1 つの entity として
検索対象とすることにより、まず、その性格
を把握することを目的としてプロテオミク
ス解析を行ったので報告する。 
【方法】前癌病変を含む凍結切片からレーザ
ーマイクロダイセクション法を用いて病変
部の細胞を回収した。回収された細胞から蛋
白質を抽出後、iTRAQ 法により蛋白質の標識
を行い、LC/MS/MSによりプロテオミクス解析
を行った。得られたデータは Analyst QS と
ProteinPilot を用いて蛋白質の同定と定量
を行った。解析結果を検証するためにレーザ
ーマイクロダイセクション法と Real-time 
RT-PCRを用いて正常部、前癌病変と癌の mRNA
の発現量を解析した。また、低酸素状態にお
ける hemoglobin mRNAの誘導の有無を解析す
るために 2 % O2 , 5 % CO2環境下で口腔癌細
胞株を培養し、経時的に回収後 mRNA 抽出と
Real-time RT-PCRを行った。  
【結果】正常粘膜上皮に比較して、境界病変
において alpha 1 globin、beta globinなど
の蛋白質の発現量の増加がみられた。また、
多くの口腔扁平上皮癌細胞が hemoglobin 転
写産物を発現していること、低酸素状態にお



 

 

いて hemoglobin の転写が亢進することが明
らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【考察】Keratin 6、 14 や H2A histone family 
が前癌病変の診断に有用である可能性があ
る。また、hemoglobin beta が異型上皮細胞
の低酸素耐性能獲得に重要な役割を果たし
ている可能性や浸潤能獲得への promoter と
なっている可能性が示唆される。 
 
(3) Microscopy-based multicolor tissue 
cytometry による口腔粘膜前癌病変の定量評
価の試み－前癌病変の客観的な診断基準確
立にむけて－ 
 
【目的】口腔粘膜前癌病変に関して「口腔癌
取扱い規約」が 2010年度初めて制定された。
そこでは反応性異型病変と鑑別が困難な境
界 病 変 を 扁 平 上 皮 異 形 成 (squamous 
epithelial dysplasia; SED)とし、真の上皮
内 腫 瘍 性 病 変 を 口 腔上 皮 内 腫 瘍 (oral 

intraepithelial neoplasia; OIN)としてお
り、反応性異型病変と真の上皮内腫瘍性病変
の区別の難しさと共にその重要性も記載さ
れている。口腔粘膜前癌病変の診断について
はその判断に悩むことがしばしばあり、より
客観性の高い診断基準あるいは診断の際に
併用し得る客観性の高い他の解析手法の新
規確立が期待されている。今回われわれは組
織標本上においてフローサイトメトリーに
準じた解析を可能とする microscopy-based 
multicolor tissue cytometry の口腔粘膜前
癌病変への応用を行ったところ、本システム
が OINを定量的に区別し得る可能性が示され
たので報告する。 
【方法】材料は口腔病理学教室において口腔
粘膜異型上皮異形成と診断された標本。パラ
フィン包埋ブロックから 4μm 厚の連続切片
を作成し、抗原賦活化後、一次抗体として
proliferating cell nuclear antigen を反応
させた。二次抗体としてヤギ抗マウス IgG 抗
体(Alexa633)を遮光下にて常温で 30 分間反
応させた。核染色には SYTOX Green Nucleic 
Acid Stain を用いた。免疫染色標本は、
TissueFax にて画像の取得を行い、得られた
画像を TissueQuest software にて解析した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【結果】正常粘膜上皮と前癌病変は核の信号
強度の分散値と合計値を用いたサイトグラ
ム上で異なる分布パターンを示した。各症例
のそれらの変量の平均値による散布図によ
り異なる症例群として認識可能であること
が示された。 
【考察】Microscopy-based multicolor 
tissue cytometryの口腔粘膜前癌病変への応
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用により、主観性を完全に排した口腔粘膜前
癌病変の診断システムの実現が期待し得る
ものと考えられる。 
 
(4) 上皮性異形成および口腔扁平上皮癌に
おける ILI receptor antagonist（ILIRA）
の発現様相 
 
IL－1 はαとβの 2 種類の分子が存在してお
り，転移関連遺伝子や転写因子を介して腫瘍
との密接な関連が報告されている．また IL
－1 は，IL－1 受容体と結合するドメインを
持つがシグナル活性化部位を持たない IL－
1RA が存在することが知られている．近年，
この IL－IRAは転移や予後などの腫瘍との関
連が報告されている．また，IL－1RA には細
胞七型と分泌型の 2つのアイソフォームが存
在することが明らかになっている．このうち
細胞内型は主に上皮細胞に発現しているこ
とが知られているが，癌との関連は未だ未解 
明な部分が多い．我々は，口腔扁平上皮癌の
凍結組織切片を用いて免疫染色を行い，IL－
1RA の細胞内での局在が口腔粘膜上皮の癌化
と関連がある可能性を見出した．また，レー
ザーマイクロダイセクション法とリアルタ
イム PCR法により組織内の IL－IRA遺伝子発
現量解析を解析した結果，低分化型扁平上皮
癌でその発現量が減少している結果を得た．
これらの結果から，IL－IRA の細胞内局在と
遺伝子発現量は，口腔扁平上皮癌の細胞分化
度と密接に関連している可能性が示唆され
た． 
【方法】免疫組織学的解析 
 昭和大学付属歯科病院で切除された手術
材料より得られたパラフィン切片を用い，
LSAB法（DAKO）により免疫組織学的検索を行
った．脱パラフィン後，抗原賦活化処理とし
てクエン酸緩衝液中でオートクレーブ処理
を行った．洗浄には TBS（Tris Buffered 
Saline：17 mM，pH 7．6）を使用した．0．
3％過酸化水素加メタノールに常温下で 15分
問浸漬し内因性ペルオキシダーゼの除去を
行った． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
非特異反応ブロッキング試薬（DAKO）で 5分 
間反応させ，その後一次抗体として抗 1：L

－1RA ポリク争闘ナル抗体（1：200，SANTA 
CRUZ）を用い 4℃で一晩反応させた．洗浄後，
二次抗体を 10 分間反応させた後洗浄，ペル
オキシダーゼ標識ストレプトアビジンによ
り，10分間反応させた．発色は検鏡下で DAB 
（Diaminobenzidine Tetrahydrochloride） 
Liquid System（DAKO）を用いて行った．最
後に対比染色（ヘマトキシリン）を施し，通
法に従い，透徹，封入を行った． 
 昭和大学付属歯科病院で得られた手術材
料の一部より 7umの厚さの凍結切片を作成し，
マイクロダイセクション用の前処理を施し
たスライドグラスに貼付した．凍結切片は
100％メタノールで 3分間固定を行った．1％
トルイジンブルーを用いて染色をした後，
RNase freeH20 で洗浄し乾燥させた．乾燥さ
せ た 後 , PALM Micro  Beam （ P.A.L.M. 
Microlaser Technologies）を用いてレーザ
ーマイクロダイセクションを行った．これら
の 1 サンプルあたりの回収細胞数は約 700－
2500個である．回収された細胞から，RNeasy 
Micro Kit（QIAGEN）を用いて tota1RNA 抽
出を行った．凍結切片から抽出した totalRNA
全量を使用し，プライマーは Random(OPERON)
により Sensiscript RT（QUIAGEN）を用いて
逆転写， cDNAの合成を行った．合成された
cDNA は TaqMan Universa1 PCRMaster Mix
（ABI）を用いて定量を行った．15 u1の 2x 
TaqMan Universal PCR Master Mix，1u1
の Taq－Manプライマー， RNase free H20
を加えて 28 u1 のマスターミックスを作成
し，これに 2ulの cDNA を加え全量を 30ulと
した．このサンプルを以下の PCR条件で増幅
し ABIPRISM 7000 Sequence  Detection 
Systemを用いて検出した． PCR 条件は 95℃
15 分の後，95℃15秒，60℃60 秒で 50サイク
ルである．解析に用いたプライマーは GAPDH， 
IL－IRA（TaqMan GeneExpression Assay）
である．口腔扁平上皮癌培養細胞株である
SAS 細胞の cDNA を用いて 10 倍の希釈系列を
作成することによりスタンダードカーブを
作成し,ABIPRISM 7000 SDS Software version 
1.0 により解析を行った．PCR 産物の発現量
は,GAPDH の発現量を基準にして補正した． 
【結果】 免疫組織化学的解析の結果，IL－
1RA は正常粘膜上皮において有棘層より上層
の細胞の核に陽性像を認めた．しかし基底細
胞層に位置する細胞には染色を認めなかっ
た．中等度上皮性異形成においては正常粘膜 
上皮で認めた核の陽性像が消失し，基底細胞
層に位置する細胞を含めて上皮層全層の細
胞の細胞質に不均一な陽性像が認められた．
高分化型扁平上皮癌においては，癌胞巣中心
部の角化を示す部位に近接する細胞で核と
細胞質に陽性像が認められた．また癌胞巣辺
縁部の細胞ではほとんどの細胞の細胞質の
みに陽性像が認められた．低分化型扁平上皮



 

 

癌においては，すべての癌細胞の細胞質のみ
に強い陽性像が認められた.  
正常粘膜上皮，中等度上皮性異形成，高分

化型扁平上皮癌，低分化型扁平上皮癌の各症
例の凍結組織切片からレーザーマイクロダ
イセクション法を用いて標的細胞を回収し
1L-1RAの遺伝子発現量の解析を行った．その
結果，低分化型扁平上皮癌は正常粘膜上皮お
よび中等度上皮性異形成と比較して，IL－
1RA の遺伝子発現量が有意に減少していた．
我々は同時に IL-1α， IL-1βについても遺
伝子発現量解析を行ったが検出感度以上の
データを得ることが困難であり十分な結果
が得られなかった. 
IL－1RA の遺伝子発現量は細胞の悪性度と関
連して減少を示してはいるが，癌においては
むしろ細胞質内における 1L－1RAの発現増加
が重要な因子となっている可能性が高いこ
とが示唆された． 
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