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研究成果の概要（和文）：　皮膚有棘細胞癌のマウスモデル細胞株である低転移株と高転移株を用いて皮膚有棘細胞癌
の転移のマーカーとなる候補分子を同定した。1978年から2012年の35年間に琉球大学医学部附属病院を受診した有棘細
胞癌448例中、いずれも文書による同意が得られた転移症例11症例と年齢、性別が一致し、治療後4年間転移が確認され
ない11症例を非転移対照症例とし、候補分子の発現を解析した。
　その結果、ケラチン8/18の発現およびmir-221/222の発現と皮膚有棘細胞癌の転移がそれぞれ統計的に有意な相関を
示し、皮膚有棘細胞癌の転移とケラチン8/18およびmir-221/222発現との関連が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：To search for biomarkers to identify patients with a high risk of cSCC, we 
compared protein and microRNA (miRNA) expression profiles between transformed mouse keratinocytes and its 
metastatic derivatives. MiR-221/222, keratin 8 (K8)/18 were upregulated in metastatic derivatives.
 We then examined whether miR-221/222 and K8/18 could serve as markers to identify high-risk patients. Of 
the 448 patients diagnosed/treated between 1978 and 2012 at Ryukyu University Hospital, 19 (4.2%) were 
metastatic, and 11 of which could be enrolled. Thus, we compared miR-221/222 and K8/18 expression between 
11 metastatic and 11 non-metastatic patients in a matched-pair case-control study. 
MiR-221/222-double-positive staining and K8/18-double-positive staining were highly significantly 
associated with metastasis (each p=0.004, binomial exact test). To our knowledge, this is the first 
report on the potential utility of miR-221/222 and K8/18 as biomarkers for high-risk cSCCs.

研究分野：皮膚腫瘍学
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１． 研究開始当初の背景 
 
 近年、高齢人口の増加にともなって皮膚悪性

腫瘍症例も増加している。その中でも有棘細胞

癌は高頻度にみられる。有棘細胞癌に限れば、

その発生頻度は皮膚癌全体の 17% 程度だが、

前癌状態 (表皮内癌) である光線角化症やボ

ウエン病も含めると 48% 近くにのぼる 1。近年

は早期発見例が多くなっているが、深刻な状態

で受診する例も少なからずあり、また高齢で再発

し治療に難渋する症例もある。治療を困難にす

る要因として悪性腫瘍の浸潤・転移による局所

再発や術後転移があげられる。有棘細胞癌の

浸潤・転移能に関連するバイオマーカーがあれ

ば、適切な術前術後の対応が可能となる。 

 
２． 研究の目的 
 
 有棘細胞癌の浸潤・転移に関連する新規マー

カーを同定する。 
 
３．研究の方法 
(1) マウスモデル細胞株での候補分子同定 
 培養マウスケラチノサイト細胞株である 

Pam212 細胞 (低転移性株) と、娘細胞株 

(LY-1, LY-2, LY-8, LU-1 : 高転移性株) を用

いて DNA チップによりメッセンジャー RNA 

(mRNA), マイクロ RNA (micro RNA) の発現

比較をおこなった。 
 
(2) 臨床検体における候補分子の発現解析 

 1978 年から 2012 年までの 35 年間に琉

球大学医学部附属病院皮膚科を受診し検査

および治療を受けた有棘細胞癌症例 448 例 

(男性 184 例、女性 264 例) 中、転移を生じ

たのは 19 例 (4.2%、男性 11 例、女性 8

例) であった。このうち文書による同意が得ら

れた転移性有棘細胞癌症例 (11 例) と年齢、

性別を合致させた非転移性有棘細胞癌症例 

(11 例) を対象とした。尚、Brantsch らの有

棘細胞癌大規模解析データ 2に従い、術後

4 年間再発が認められない症例を「非転移

症例」と定義した。切除後腫瘍における候補

分子の発現を免疫染色および  in situ 

hybridization 法で検討し、症例・対照研究に

よる統計的解析をお こな った 。 in situ 

hybridization に は  EXIQON 社 の 

miRCURY LNATM Detection probe をプロー

ブとし、BioChain 社の IsHyb In Situ ハイブ

リダイゼーションキットを用いた。免疫染色に

は Santa Cruz 社の抗ケラチン 8 マウスモ

ノクローナル抗体、抗ケラチン 18 マウスモ

ノクローナル抗体を抗体とし、Dako 社の

LSABTM2 Kit を用いた。 
 
４．研究成果 
(1) マウスモデル細胞株を用いたマイクロアレイ
法による候補分子同定 
 mRNA マイクロアレイでは皮膚有棘細胞癌

の浸潤・転移に関与する有力な候補分子として 

K8/18 (keratin 8/18)、VLDLR (very low density 

lipoprotein receptor) 、 Yap1 (Yes-associated 

protein 1) 、 Schip1 (schwannomin interacting 

protein 1)、microRNA マイクロアレイでは、メラ

ノーマの進行を促進することが報告されている
3 miR-221/222 が同定された。 

 
(2) 臨床検体における新規マーカー解析 

 転移症例と非転移対照症例の手術検体にお

ける候補分子の発現解析をおこなった。マイク

ロ  RNA の  miR-221/222 およびケラチン 

8/18 が有力な候補分子と考えられたので、そ

れぞれ in situ hybridization 法、免疫染色法で

発現を検討した。尚、 VLDLR、Yap1、Schip1

についても免疫染色法による発現解析をおこ

なったが、転移例と非転移例での解析結果に

統計的有意差は見られなかった。 

 

転移例 

年齢・性別  K8  K18 miR-221 miR-222 

50・女性     +    +    +     + 

66・女性     +    +    +     + 

73・女性     +    +    -      - 

47・男性     +    +    +     + 

54・男性     +    +    +     + 

57・男性     +    +    +     + 

68・男性     +    +    -      - 

69・男性     +    +    +     + 

81・男性     +    +    +     + 

87・男性     +    +    +     + 

94・男性     +    +    +     + 

非転移例 

54・女性     -     +    -      - 

67・女性     +    -     -      - 

68・女性     -     -     -      - 

51・男性     +    +    -      + 

58・男性     -     +    -      - 

60・男性     +    +    -      - 

71・男性     +    -     -      + 

73・男性     -     -     -      + 

81・男性     +    -     +     - 

82・男性     -     -     -      - 

94・男性     +    +    +     + 

表 1 転移症例と非転移症例におけるバイオ

マーカー発現解析結果 



 

 表 1 に転移症例と非転移症例における K8、

K18 の免疫染色による発現解析と、miR-221、

miR-222 の in situ hybridization による発現解

析の結果を示した。上段に転移症例群、下段

に対応する非転移例群を示し、陽性は「+」、陰

性は「-」と表示した。転移例では 2 例を除いて

全てのバイオマーカーが陽性であったが、非

転移例では全てのバイオマーカーが陽性であ

ったのは 1例のみであった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. 転移症例と非転移症例における候補分子

の発現解析 

 

 図 1に代表的な染色結果を示した。左側の 4 

枚は転移症例、右側の 4 枚は非転移症例、上

段の  4 枚は  miR-221/222、下段の  4 枚は 

K8/18 の検討結果である。スケールバーは 

100 µm である。miR-221/222 の染色では、核

染色は行なわなかった。K8/18 の免疫染色で

は、ヘマトキシリンによる対比染色を行ない、核

が青色に染色されている。転移症例では 

miR-221/222 が細胞質に青紫色に、K8/18 が

細胞質に茶色に強く染色されている (陽性) の

に対し、非転移症例ではバックグラウンドの発

色のみ (陰性) であった。 

 症例・対照研究による統計解析結果を表 2 に

示した。 2 項検定による統計解析の結果、

miR-221/222 両方陽性、K8/18 両方陽性が皮膚

有棘細胞癌の転移と統計的に有意な相関を示 

 

した (それぞれ p=0.004)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 2. 転移症例と非転移症例における候補分

子発現の統計解析 

 

 

 これまでに正常皮膚と有棘細胞癌の検体とで

micro RNA 発現を比較した報告はあるが、転移

症例と非転移症例における micro RNAの発現を

比較した報告は無い。今回の研究で転移・非転

移の明確な定義の下に  miR-221/222 と有棘細

胞癌の転移との相関が初めて明らかになった。

micro RNAは様々な分子の発現を制御しており、

標的分子検索サイトで検索すると 323 個の標的

分子候補が挙げられる (TargetScan Release 6.2, 

http://www.targetscan.org/)。我々が行なった有棘

細胞癌のマウスモデル細胞株を用いた mRNA 

マイクロアレイにおいて、高転移株における 

mRNA 発現と低転移株における mRNA 発現と

を比較すると 59 分子の発現が 1/4 以下となっ

ており、有力な候補分子と考えている。発現が 

1/4 以下となっていた分子のうち  2 分子は 

miR-221 の標的分子候補であるため、これらは 

miR-221/222 の直接作用により転移を抑制して

いる可能性があるので、更なる検討を行いたいと

考えている。 

 K8/18 については、我々は K8/18 両方陽性

が有棘細胞癌の浸潤に関与することを既に報告

したが 4、今回の解析により転移にも関与すること

が明らかになった。 K8/18 は正常皮膚において

は表皮ケラチノサイトでの発現はみられず、汗腺

において発現がみられる。このことから、皮膚の

免疫染色においては、同一標本内に陽性コント



ロールと陰性コントロールが同時に存在する為、

染色結果の判定が明確にできるという利点を持

つ優れたバイオマーカーであるといえる。 
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