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研究成果の概要（和文）：頭頸部扁平上皮癌の治療において治療選択と効果の予測指標としてバ

イオマーカー確立が急務である。今回研究により、バイオマーカーとして注目されている TP53
遺伝子の変異様式が、日本人においてナンセンス変異が優位であるという特殊性を発見した。

EGFR, EGFR variant type III, ALK, EML4-ALK など他の遺伝子については、検索範囲内で

異常を認めなかった。 
 
研究成果の概要（英文）：To improve the effectiveness of therapies in head and neck 
squamous cell carcinomas (HNSCCs), it is important to identify biomarkers related to 
clinical gain. In this research, we found dominancy of nonsense mutations in Japanese 
HNSCCs compared with other previous reports in the world. However, EGFR mutations, 
EGFR variant type III, ALK mutations, EML4-ALK fusions were not found in all the cases. 
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１．研究開始当初の背景 

 頭頸部癌は、罹患数・死亡数とも増加

にあり、この部位は QOL として食事（嚥

下）・発声・コミュニケーションに深く関

わるため、その治療には困難が伴う。近

年、頭頸部癌の原発巣別の特徴が解明さ

れつつあり、治療の個別化が一層必要と

されている。また、現在癌治療の各方面

において分子標的薬の導入が図られおり、

これらの治療薬が侵襲の少ないがん治

療の担い手として、頭頸部癌において

も今後は有望と考えられる。しかし既

存の報告は、人種・原発巣による差を

充分反映したものではないため、頭頸

部癌における分子標的治療の適応決定

の指標となる、遺伝子プロファイル作

成が、必須と考えられる。 
 
２．研究の目的 



(1)扁平上皮癌が多数を占める頭頸部癌

において、EGFR の発現程度と予後との関

連についての報告があり、海外では

Cetuximab（抗 EGFR 抗体）が臨床使用さ

れ、効果が確認されている。これまでの

頭頸部扁平上皮癌の EGFR 変異に関する

報告は、日本人と、原発巣別の解析(特に

中・下咽頭癌)に関して不十分である。現

在、中・下咽頭癌における治療選択肢で

ある手術（喉頭摘出を含む）と放射線化

学療法の治療前選別に有効なバイオマー

カーはなく、本研究が将来の分子標的薬

を含めた治療反応性の指標として確立す

れば、QOL に直結する喉頭温存の可能性

に道を拓き、臨床応用の面に大きな価値

があると考えられる。 

(2)他の遺伝子として、大腸癌において報

告された K-ras 遺伝子、肺癌において報

告された EML4-ALK fusion 遺伝子、神経

芽細胞腫にて報告された EGFR 同様の

tyrosine kinase 異常活性化の原因とな

りうる ALK 遺伝子、神経膠芽腫において

報告された EGFR varinat type III 遺伝

子、これまで頭頸部扁平上皮癌にて報告

のある TP53 遺伝子が、治療標的そのもの

やバイオマーカー候補として重要と考え

られる。 

(3)CADM1 遺伝子は肺癌において初めて

同定された癌抑制遺伝子であり、細胞膜

上に発現する細胞接着分子をコードする

ため、癌の浸潤・転移に深く関わってい

る可能性が高い。これまで頭頚部扁平上

皮癌において EGFR の過剰発現と予後の

相関は示されているが、遠隔転移は EGFR

発現の程度とは相関しないと報告され、

遠隔転移の制御を目指す上での課題は多

い。この点、CADM1 のメチル化による発

現抑制が、上咽頭癌において転移頻度に

関わる可能性が示されているほか、肺

癌・食道癌・子宮頸癌などにおいて CADM1

のメチル化が癌の予後と関連するとの報

告があるが、頭頸部扁平上皮癌において

CADM1 メチル化の報告は未だない。 

 以上より、今回、頭頸部腫瘍組織標本

から抽出した、ゲノム DNA、RNA、タンパ

ク質を用いて、上記遺伝子の異常の有無

を調べることにより、頭頸部腫瘍におけ

る分子生物学的メカニズムの解明に寄与

し、診断や治療へ応用可能な情報を得る

ことを目標とする。 
 
 
３．研究の方法 

 東京大学耳鼻咽喉科外来の頭頸部腫

瘍患者を対象とする。説明同意書を用

いて当該研究の説明を行い同意を得た。

標本は、手術にて摘出後、液体窒素に

て凍結し速やかに -80 度の deep 

freezer にて保存、もしくは、Qiagen 

All protect tissue reagent をマニュ

アルに沿って使用して保存とした。そ

の後 Qiagen All prep mini kit を使用

して DNA、RNA を抽出した。抽出 DNA、

RNA は分光光度計（日立 Gene Spec III）

にて濃度・純度を測定、以下の実験に

使用した。各遺伝子異常の検出方法は

以下の通り。 

(1)EGFR,ALK,K-ras,TP53 などの体細

胞性変異の検索には、塩基配列決定法

を用いる。対象 exonは TP53が exon5-9、

EGFR が exon18-21、K-ras が exon1-2、

ALK が exon20-25 であり、各遺伝子のこ

れまでの報告における変異の hot spot

を含む。PCR 酵素には KODFX(Toyobo)を

使用した。PCR 生成物は 4℃にて保存後、

1.5%アガロースゲルに泳動、エチジウ

ムブロマイドにて染色後、UV にて生成

物を確認した。PCR 生成物の純度を高

めるために、泳動後のゲルより対象バ

ンドを切り出し、Wizard SV Gel and PCR 

Clean-Up System を使用した。その後

Sequence 反応を Applied Biosystems 

BigDye 3.1kit を用い、泳動を Applied 

Biosystems 3130xl Genetic analyzer

を使用して行った。Direct Sequence

の結果は、DNASTAR Laser Gene Seq Man 

Pro にて解析した。 

(2)CADM1 遺伝子メチル化の解析には、

重亜硫酸処理塩基配列決定法を用いる。 

(3)EML4-ALK fusion 遺 伝 子 、 EGFR 

variant type III の解析には、腫瘍材

料から抽出した RNA にて、One-Step 

RT-PCR kit (Qiagen)を用いて RT-PCR

法を行う。 

得られた結果を、臨床データ（原発巣、

病期、病理組織型、再発の有無、生存

率、制御率）とあわせて解析を行う。 

 
 



４．研究成果 
東京大学耳鼻咽喉科の頭頸部腫瘍患者よ
り標本は集積されその中でも特に、扁平上
皮癌を中心に遺伝子解析を行った。対象症
例の内訳を表１、2に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 これまでのところ EGFR、ALK 遺伝子の変
異は認められなかった。Kras の変異は 2
例に認め、分子標的薬である cetuximab
の治療が今後本邦頭頸部扁平上皮癌で導
入された際には、治療抵抗性との関連性を
調べる上で、Kras 変異は有望な重要因子
と考えられた。 
 

TP53の変異は25例(45%)に認めた。TP53遺
伝子に変異を示した症例を、原発巣、臨床

病期に従ってまとめた表を示す(表3,4)。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
これら変異と病期の進行との相関は認め

られなかった。また、再発例、原発部位別

にTP53変異が特定の原発部位の腫瘍に高

頻度に生じる傾向も認められなかった。 

次に、変異のタイプを分類した、変異ス

ペクトラムを解析した。その結果は、IARC 

(International agency for research on 

cancer) データベースと比較して、ナン

センス変異が40%と有意に多い結果とな

り、日本人頭頸部扁平上皮癌特有の因子

の可能性が考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  本研究症例  IARCデータベース症例  

 

頭頸部扁平上皮癌ではこれらナンセンス変

異を含めたnull type変異に対して、今後予

後因子として注意する必要性が考えられた

。臨床症例の生存率、局所制御率について

解析を継続しているが、現時点では有意な

差は現れていない。 

また、EGFR variant type IIIとEML4-ALK 
fusion geneの検出はこれまでのところ全

症例認められておらず、CADM1のメチル化に

関しても有意な結果は得られていない。 
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