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研究成果の概要（和文）：今回の研究により、①病理パラフィン包埋標本から網羅的コピー数解析が可能であること。
②原発巣と転移巣では遺伝的変異の状況がかなり異なり、遺伝的変異のみで経路を解析することが困難であること。③
それには、原発巣内のheterogenityが大きく影響している可能性が高いこと。などの新たな知見が得られた。原発巣の
heterogenityを、原発巣の複数部位のサンプリングと同一検体のリンパ節転移巣由来のサンプルを対象とした次世代シ
ークエンサー、SNPs arrayを組み合わせた解析を行うことにより、原発巣のheterogenityと同一検体のリンパ節転移巣
を評価する必要性がある。

研究成果の概要（英文）：It is widely accepted that the presence of metastasis in cervical lymph nodes is a
 reliable prognostic indicator of survival and disease recurrence in head and neck cancer including oral s
quamous cell carcinomas. However, the details of the mechanism of lymph node metastases remain unidentifie
d. In this study, we tried to investigate the channel of cervical lymph node metastases in oral cancers us
ing SNPs microarray analysis. The present study has demonstrated those cervical lymph node metastases are 
phenomena more complicated more than expected. It is thought that intratumor heterogeneity of the primary 
site greatly influences it. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、診断技術・治療法の向上、及び早期
発見・早期治療の概念の啓蒙により、癌の治
療成績は確実に向上しているが、依然として
癌による死亡が本邦における死亡原因の第
一位を占めている。一方、口腔癌は他の臓器
に比べ、早期発見、早期治療が可能であると
言われているが、その治療成績は満足される
べきものではない。口腔癌の治療成績をさら
に向上させるためには、原発巣を制御するこ
とはもちろんであるが、頸部リンパ節転移の
制御が極めて重要である。特に、初診時に頸
部リンパ節に転移が認められなかったのに、
原発巣治療後に転移リンパ節が発見される、
いわゆる後発頸部リンパ節転移は治療成績
を低下させる重要な臨床的因子の一つであ
る。しかし、後発頸部リンパ節転移を予測し
て、予防的に頸部郭清を行うか、原発巣のみ
を治療して、十分な経過観察を行い、リンパ
節転移が認められた時点で頸部郭清を行う
か、議論が分かれている。癌の根治性を損な
わずに患者の QOL を維持する方法としてセ
ンチネルリンパ節生検という技法が存在す
る。腫瘍から直接、最初のリンパ流を受ける
リンパ節をセンチネルリンパ節とし、癌の転
移が初発すると考える理論であり、リンパ行
性転移をおこす乳癌、悪性黒色腫では平成 22
年度より保険診療として承認されているも
のの、口腔癌においては臨床研究段階であり、
その確実性は明らかにされていない。 
リンパ流の構成については下図のように
大きく 3パターンが考えられる。1) 原発巣か
ら遊離した癌細胞が、まずあるリンパ節定着
してそこを基点に他のリンパ節に癌が広が
っていく、2) 原発巣から枝分かれしたリンパ
流により癌がそれぞれのリンパ節に到達し
ていく、3)リンパ流は連続した流れを形成し
ており、 原発巣から遊離した癌細胞はまず
１つのリンパ節で増殖、その後次のリンパ節
へリンパ管を通して癌細胞が遊離し定着す
るという過程を繰り返していく。この仮説 1)、 

3)はセンチネルリンパ節理論と一致する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
２．研究の目的 
 本研究課題の目的は、複数の頸部転移リン
パ節を認めた症例においてSNPsアレイを用

い、原発巣と頸部リンパ節巣の DNA レベル
における遺伝学的相同性を比較することに
より、リンパ流の経路を解明し、センチネル
リンパ節理論は口腔癌では成立するのか、セ
ンチネルリンパ節とされるリンパ節には他
のリンパ節と比べてどのような遺伝的特徴
をもつのか、また、原発巣からどのようなメ
カニズムで頸部リンパ節に転移が広がって
いくのかを明らかにしていくことである。 
また同時に、個々の転移リンパ節内での癌
細胞の浸潤様式と遺伝学的情報、臨床病理学
的情報を合わせ、予後予測を可能とするリン
パ節内浸潤様式の分類法についても検討を
行う。 
 
３．研究の方法 
（１）レーザーマイクロダイセクション
(LMD)による選択的サンプル採取と DNA 抽出 
本研究では DNA を対象とするため、サンプ
ル採取の際の非癌部の混入を最小限にする
必要がある。さらに、リンパ節転移巣につい
ては癌部が微小である症例もあり、通常のサ
ンプル採取法では癌部と非癌部が混在して
しまい正確な解析を行うことができない。そ
こで、原発巣、リンパ節転移巣ともに、癌部
と非癌部の区別を確実に行うため、今回の研
究では次のような採取方法を用いることと
した。 
まず、手術による腫瘍切除後、可及的にす
ばやく 3mm幅に設定した 2枚刃の切り出し用
ナイフにて、腫瘍中心部から厚さ 3mm 程度の
全割標本を採取し、液体窒素にて凍結する。
凍結保存された検体はレーザーマイクロダ
イセクション(LMD)をおこなうためにクライ
オスタットにて 8μmに薄切し、LMD 専用プレ
パラートを作製しアルコール・酢酸固定後 HE
染色を行う。同時に、薄切サンプルから HE
染色したサンプル分類用パイロットプレパ
ラートを作製し、病理組織学的評価を行う。
サンプル分類用パイロットプレパラートの
検討に基づき、作製された LMD 専用プレパラ
ートから LMD を用いてサンプル（癌部）を選
択的に分別回収する。回収したサンプルより
直ちに DNA を抽出し、保存する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（２）マイクロアレイ解析のための DNA の増
幅とアレイ解析 
先の工程により得られたDNAは微量(～数十
ng)であるためマイクロアレイ解析(数十 mg)
を行う場合には量的増幅(100 万倍程度)が必



要となると試算している。したがって、マイ
クロアレイ解析対象症例ではDNA抽出直後に
線形増幅を行う。DNA の増幅には市販のキッ
トを利用する。 
DNA サンプルの解析には、すでに我々のグル
ープで解析を行っている High density SNP
マイクロアレイ（Affymetrix GeneChip Human 
Mapping 500K Array set）を用いて解析を進
める。同アレイ解析により、原発巣および転
移巣で生じていると思われる、全ゲノム上の
50 万部位の SNPs（１塩基多型）のコピー数
の変化を1度の解析で行うことが可能である。
その結果、原発巣と各リンパ節転移巣の DNA 
phenotype（全ゲノムにおけるコピー数変化
のパターン）を確定することができる。そし
て、それらの DNA phenotype を原発巣と転移
巣、あるいは転移巣同士で比較し、遺伝学的
相同性について検討を行う。原発巣の DNA 
phenotype との相同性の高い転移リンパ節が、
より初期の段階で転移を起こしたリンパ節
と考え、一方、原発巣の DNA phenotype との
相同性の低い転移リンパ節は、他のリンパ節
に転移が生じた後に生じた転移リンパ節と
考えることにより、リンパ節転移がどのよう
に進行していくか推察し、転移形成のメカニ
ズムを検討していく。 
（３）転移リンパ節における浸潤様式の検討 
転移リンパ節の HE 染色像より、浸潤様式を
分類する。浸潤様式の例としては、①リンパ
門周囲で転移が生じているもの、②被膜付近
に転移を認めるもの、③転移がリンパ節全体
に及び内部が壊死しているもの、など様々な
分類があげられるが、臨床病理学的因子と合
わせてより臨床上有用となる分類法を検討
していく。特に、我々の口腔癌 127 例を対象
とした研究においても、カプランマイヤー法
および多変量解析により、被膜外浸潤(ECS)
が頸部リンパ節転移の有無以上に重要な予
後因子であることが明らかとなっているよ
うに、ECS を認めた症例についてはさらに詳
細な分類法が必要と考えられる。また、複数
個の転移リンパ節を認めた症例については、
それぞれのリンパ節転移巣の浸潤様式の評
価を行い、同一症例内での浸潤様式の違いや、
どのリンパ節を予後評価に用いるべきなの
かなどについて検討していく。 
 
４．研究成果 
（１）高密度(一塩基多型)SNPs Microarrays
を利用して、口腔癌のホルマリン固定パラフ
ィン包埋 (FFPE) 組織標本を利用し、全染色
体上の約 60 万か所を超えるコピー数変異を
解析し、原発巣と複数の転移リンパ節巣間の
コピー数変異の一致率を検討することによ
り、原発巣内の heterogenity が転移巣形成
にどのような影響をあたえているのか検証
した。対象症例として口底癌同時性頸部リン
パ節転移例を用いた。原発巣、3つの領域（レ
ベルＩＡ，ＩＢ、Ⅲ）の頸部リンパ節転移巣
の FFPE 標本より DNA を抽出・精製し、修復

した DNA を Human OmniExpress_FFPE-12
（Illumina）を用いて全ゲノムを対象にジェ
ノタイピングアッセイし、ゲノム上約 69 万
か所の SNPs 部位の CNV を評価した。その結
果、同じ原発巣から生じ、臨床的に同時性と
評価された転移リンパ節内の癌細胞であっ
ても、その染色体上の領域のコピー数変異の
内容は大きく異なることが判明した。しかし、
原発巣と同時性あるいは異時性頸部リンパ
節転移巣との相同性についてはコントロー
ルがなく、さらに多くの検体を解析してゆく
必要があることがわかった。そこで、さらに
我々は、舌癌原発巣５例、それらの同時性１
例、異時性４例の頸部リンパ節転移巣 FFPE
標本より DNA を抽出・精製し、DNA の修復を
行わないで網羅的遺伝子解析が可能とし、癌
検体に特化したマイクロアレイ：Oncoscan
（Affymetrix）を用いて解析した。その結果
については、現在も解析中である。 
（２）同一口腔癌検体内の遺伝性多様性の解
析に適した検体採取法を確立し、同方法を用
いて口腔扁平上皮癌一次症例から 20 検体を
採取した。そのうち 10 検体よりサンプル分
類用パイロットプレパラートを作製し、病理
組織学的評価を行い、これをもとに、レーザ
ーマイクロダイセクションにより、各検体の
癌部、上皮異型性部、および正常粘膜部から
サンプルを採取し、DNA, RNA を抽出した。さ
らに、網羅的発現解析を行い、癌化にともな
い、発現が有意に上昇あるいは減弱する 15
遺伝子を同定した。さらに、これらの遺伝子
の発現をリアルタイム PCR にて確認し、癌化
にともない発現が上昇する1種類の遺伝子に
ついて口腔癌、白板症などの口腔癌前癌病変、
および正常口腔粘膜について免疫染色にて
発現レベルを解析した結果、同遺伝子が口腔
癌の発癌に深く関与しているだけではなく、
上皮性異型性の発症にも関与していること
が判明した。Int J Cancer. 132(3): 540-548 
2013. 
（３）口腔癌原発巣における脈管侵襲の有無
と予後、リンパ節転移との関連について解析
した。脈管侵襲の有無については、通常の HE
染色では不確実であるため、EVG 染色および
特殊染色により評価した。その結果、リンパ
管侵襲とリンパ節転移は有意な相関性が認
められたが、予後との相関性は認められなか
った。一方、静脈侵襲に関しては、その逆で、
リンパ節転移との関連性は認められなかっ
たが、予後との間に有意な関連性が認められ
た。Oral oncology. 48(4): 320-324 2012. 
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