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慶應医 学 ・85(2):T87～T98,2009

学 位 論 文

頭頸部扁平上皮癌におけるcyclin D1遺 伝子の異常増幅は

化学療法,放 射線化学療法への抵抗性の指標 となる

慶應義塾大学医学部耳鼻咽喉科学教室

    (指導:小 川郁教授)

    石 黒 隆 一 郎

Key Words:cyclin D 1,head and neck squamous cell carcinoma(HNSCC), fluorescence in situ hybridization

      (FISH), neoadjuvant chemotherapy(NAC), homogeneously staining region(HSR)

 頭 頸 部 扁平上 皮癌 は,先 進 国にお ける統計 で は,癌 全

体の約5%の 発 生 率を 占め,全 世 界で毎年新 たに50万

人 の患者 が発生 して い ると報 告 されてい る').そ の 発生

要因 は,患 者の喫煙や飲酒 などの生活習慣 と明確 に関連

して いるため,治 療法 の追求のみで はな く,リ スクフ ァ

クターの回避 を目標 と した予防医学 による啓蒙 も重要で

ある.最 近20年 間 で手術 的治 療の技術,放 射線 療法,

化 学療法 の進 歩 は,臓 器温 存適 応 の拡 大 やquality of

life(QOL)の 改 善 な どに寄与 して きたが,頭 頸 部扁平

上皮 癌の生存率 は向上 して いない2).そ の一方 で,遺 伝

子 の異常 と発癌 の関連 について の研究 は進歩 し,細 胞生

物学的,分 子生物学的な手法 を用いた解析 は,癌 遺伝子,

癌 抑制遺伝子 のよ うな遺伝子 の異常 が,発 癌 の様 々な段

階で細胞 の形質変化 に影響 をおよぼす ことを明 らかに し

た.腫 瘍 の発生,浸 潤,転 移 と関連 す る癌遺伝子の異常

増幅 は,悪 性腫瘍にお ける予後因子 とな ることがあ り,

た とえばc-erbB-2の 異 常増 幅 は,乳 癌 や卵巣 癌 の患 者

の予後の悪 さと直接関連す るため,そ の治療方針の決定

に有用で あることが報告 されて いる3,4).

 頭 頸 部 扁平上皮 癌 において,ヒ ト遺伝子11q13の 異

常増幅が高 い確率 で認 め られ ることは1996年 に報告 さ

れ た5).11q13の 異 常増 幅 は,頭 頸部扁平 上皮癌患者 の

40-50%に 認 め られ ることが明 らか にな り6.8),同 時 に,

11ql3領 域 に は癌遺 伝 子 と しての性 質 を持 つhst-1,

int-2, ems-1そ してCCNDI(cyclin Z)1遺 伝 子)が コ-

ドされている ことが明 らかにな った.こ れ らの癌遺伝子

の中で,cyclin DI遺 伝 子 は特 に重要 な役割 を果 た し,

そ の異常増 幅は癌細胞 の悪性度 と深 い関連 があ ると考 え

られ て い る.cyclin D1蛋 白 は, cyclin-dependent

kinase(CDK)4お よ び6と 複 合体 を形成 し,癌 抑制

遺伝子 の1つ であ るRB遺 伝 子 が コー ドす るRB蛋 白 を

リン酸化 し,不 活性 化す る.こ のRB蛋 白 の不活性化 に

よ り,細 胞 周期 のG1期 の 抑制が解 除 され, G1期 か ら

S期 への移行 が促進 され る.細 胞周 期 において,G1期

とS期 の境界 はrestriction pointと よ ばれ,細 胞が ア

ポ ト-シ スや減数分裂 などへ進 む シグナルを受 けとる際,

そ れ らの状態への分岐点 もこのG1期 とS期 の境 界 に存

在 して いるとされて いる.癌 細胞 は分裂停止の シグナル

を無視 して増殖 す る細胞で あるため,cyclin D1蛋 白を

始 め,多 くの癌 遺伝子 産物 は このrestriction pointを

強 制的に通過 させ る働 きを持 っていると考え られて いる.

 ま た,cyclin D1蛋 白が過剰発現 して いる癌細胞で は

G2期 か らM期 へ の移 行 も促進 す る と考 え られ,増 殖

す る過程で他 の遺 伝子異常 を誘 発す る原因 とな る9).さ

らに,た とえば前立腺癌細胞株 においては上皮性成長 因

子(EGF)の よ うな他因子 によ りcyclin D1蛋 白 の発

現 が上昇 す ることが報告 されて いる10).cyclin D1遺 伝

子 の異常増 幅が,明 らかに頭頸部 扁平上皮癌細 胞の腫瘍

増殖能 と関連す る とい う報告 や,cyclin D1蛋 白 を免疫

組織化学染色で評価 し,そ の過剰発現を認め る患者 は予

後 が有意 に低下 す る とい う報告 もあ り6・"),こ れ らは

cyc1in D1が 生 体 内にお ける発癌 や,癌 の進行,悪 性度

に重要 な役割 を果 た して いる ことを示唆 して いる.

 腫 瘍 細胞 に発生す る遺伝子異常 の1つ である遺伝子増

幅が,あ る量 を超え ると,分 裂細胞 の染色体分析 により,

HSR (homogeneously staining region) やdmin

一T87■



慶應医学 85巻2号(平 成21年4月)

(extrachromosomally as double minute chromo-

somes)と い う2種 類 の染 色体異常 と して検出 され る事

が多 い.し か し,こ の よ うな遺伝子異常 の形態 を定性的

に把握す ることは,免 疫組織化学染色 などの従来の手法

で は困難 であ ることか ら,頭 頸部癌 にお いてcyclin Dl

の 増 幅 とその臨床的意義 について 検討 した報告 はな い.

本 研究において著者 は,無 治療の頭頸部扁平上皮癌患者

の原 発部 か ら採 取 した細胞 の間期 核 に対 し,fluores-

cence in situ hybridization(FISH)法 を施行 しcyclin

D1の 増 幅につ いて解析 した. FISH法 は,従 来 の手 法

よ りも簡便 かつ迅速 に,頭 頸部癌 のわずかなサ ンプルか

らも蛍 光 シグナル の輝点 と して,HSRを 含 めた遺伝子

増幅 の異常 を定性的 にと らえる ことが可能 である.そ し

て,cyclin DI遺 伝 子 の増幅 やcyc1in D 1蛋 白 の過剰発

現 と,患 者の臨床病理学的因子や化学療法 の奏効度 との

関連性 につ いて も検 討 した.さ らに,HSRの 予 後因子

と しての有用性 も併せて検討 した.ま た,頭 頸部扁平上

皮癌細胞株HSC-2に お けるcyclin D1蛋 白 の発現 に,

EGFが 与 え る影響 につ いて検討 した.

対象と方法

第1表 頭頸部扁平上皮癌症例の内訳

Treatment

Primary Site of Carcinoma

Oral cavity  Oropharynx Hypopharynx

NAC

Radiation

Operation

4

4

5

1 7

7
.
0

11

10

0

1.対 象 患者

 本 研 究で は,1999年 か ら2002年 ま で に慶應 義塾大

学耳鼻咽喉科 にて初回治療 を行 った単発性 の頭頸部扁平

上 皮癌 患者58例(男 性49例,女 性9例;平 均年 齢

63.9歳,48■80歳)に ついて検討 した.こ れ らの症例

に対す る治療 は全て根治 を目的 と して行 われた.原 発部

位 の内訳 は,舌 ・口腔底 癌23例,中 咽頭 癌14例,下

咽頭 癌21例 で あ る.平 均 観察 期 間 は14.2ヶ 月(1.5-

45.0ヶ 月)で ある.臨 床病 期分類 は,1997年 のUICC

分 類 に基づ いて行 った.ス テー ジの確定 にはCT, MRI

や ガ リウムシンチ グラムな どの画像診 断を用 いた.診 断

は治療 開始前 に局所麻酔 での生検 や,全 身麻 酔下 での顕

微鏡下喉頭微細手術 の際に得 られた検体 によ り行 った.

同 時 に,本 研 究 で はfine needle aspiration biopsy

(FNA biopsy)を 原 発部 に直接,あ るい は生検 検体 に

針 を刺入 して施行 し,細 胞 のサ ンプルを得 た.

2.治 療

 58例 の うち32例(Stage ll-StagelV)に 対 して シス

プ ラチ ン,す5ーfluorouracil(5-FU)に よ るneoadjuvant

chemotherapy(NAC)を 初 回治 療 と して施行 した.

32例 の うち28例(88%)はT3, T4の 進 行癌 であ り,

29例(91%)に 頸 部 リンパ節転移 を認 め た.原 発部位

(リshiguro R et aリ:Anticancer Res.5213ー5220,2003のTabリe 1を

改 変,許 可 を 得 て 転 載.)

の内訳 を第1表 に示 した.初 回治療 と してNACを 施 行

した症例 は,舌 ・口腔 底癌14例,中 咽頭癌7例,下 咽

頭癌11例 で あ った.初 回治療 と してNACを 選 択 した

下咽頭癌11例 は,引 き続 き化学放射線療法 を施行 した.

初 回治 療 と してNAC以 外 の選択 を した26例 の うち,

21例 は初 回治療 として放射線 療法 を施行 した.5例 は

手術を施行 した.

 NACは,シ スプラチ ン点滴 70 mg/m2(day 1),5-

FU持 続 点滴700 mg/m2(day1-5)の2剤 を用 いて3

ー4週 間 の間隔 をおき
,2コ ー ス施行 した.

 放 射 線 療法 は,6MV linac(linear accelerator)を

使 用 し,2.O Gy/day,総 線 量60 Gyで21例 に 施行 し

た.そ の うち5例 は放 射線単独 照射 で,下 咽頭癌 全10

例 を含 む16例 は初 回治療 と して化学療 法を同時併用 し

た.化 学 療法の内容 は シスプ ラチ ン15mg/m2(day1-

4),5-FU 700 mg/m2(day1-4)を 投 与 した症 例が5

例,ド セ タキセル(10mg/m2/week)を 投 与 した症例

が11例 で あ った.

3.治 療効果の判定

 頭頸部癌取扱 い規約(2001年11月,改 訂第3版)

の 「治療効果判定基準」に則り,治 療効果を判定 した.

奏効度の基準 は第2表 に示 した通りである.

4.FISHに 用いる細胞検体の処置

 FISHに 使用す る全ての腫瘍細胞は,初 回治療の開始

前に,原 発部位か らFNA biopsyに よって採取 した.

腫瘍組織か ら細胞を単離 させて浮遊液を作成 し,FISH

を行 ったが,そ の手順は以下の通 りである.ま ず,10

ml注 射器に装着 した21Gま たは23 G注 射針(検 体の

大きさにあわせ,適 宜針のサイズを選択 した)を,摘 出

した腫瘍検体に刺入した.陰 圧をかけ腫瘍細胞を吸引 し,

ピペ ット内で75mM KCI低 張液500μ1と 腫瘍細胞を

5分 間混和 し,細 胞核浮遊低張液を作成 した.FISH検

体を採取する際には同時に細胞診 も行い,腫 瘍細胞以外

のcontaminationが 多いものはFNAを 再施行 した.
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第2表 治療奏効度の基準

著 効complete resp0nse(CR)

有 効partial response(PR)

不 変no change(NC)

全ての病変が消失 し,新 病変の出現がない状態が4週 間以上持続.

2方 向測定可能病変の縮小率が50%以 上,1方 向測定可能病変の縮小率が30%以 上.

または評価可能病変の改善が50%以 上で,新 病変の出現 しない状態が4週 間以上持続.

2方 向測定可能病変の縮小率50%未 満,1方 向測定可能病変の縮小率が30%未 満.

または評価可能病変の改善が50%未 満でそれぞれの病変が25%未 満の増大または増悪にとど

まり新病変が出現 しない状態が4週 間以上持続.

進行progressive disease(PD) 測定可能病変が25%以 上 の増大または評価可能病変の25%以 上の増悪,ま たは新病変が出現.

直 後 に,細 胞核浮遊低張液 にカルノア液(メ タノール:

酢 酸 〔v/v〕=3:1)500ｵ1を 加 え,3000rpm,10

分 間 遠心 した.上 清を除去 し,細 胞沈渣 にカルノア液 を

加え,再 び細胞を撹拝 した後,細 胞浮遊液 をスライ ドグ

ラスに滴下 し37℃ で12時 間 乾燥 させ た後,65-70℃ で

24時 間 イ ンキュベ ー トした.容 器 に75℃ の70%ホ ル

ムア ミ ド/2XSCCを 満 た し,標 本 ス ライ ドグラスを浸

けてpH 7.0で2分 間熱 変性 させ た.次 に,冷 却 した70

%エ タ ノール,100%エ タ ノールの順 にス ライ ドグラス

を浸 けて急冷 し,脱 水 した.本 研究で は,cyclin Dlの

プ ロ-ブ と してSO LSI cyclin DI DNA probe(Vysis

社,Downers Grove, IL, USA)を 用 い,75℃ で5分 間

変 性 させ た.プ ロ-ブ は73℃ で5分 間変性 させ,変 性

後 の標本 ス ライ ドグ ラスに滴 下 し,42℃ に調 整 した密

閉湿箱で18時 間 ハ イ ブリダイズ した.最 後 に,46℃ の

50%ホ ル ムア ミ ド/2X SCCで20分 間,2X SCCで5

分 間 洗 浄 し,4,6-diamidino-2-phenylindole dihydro-

ch10ride(DAPI)で 対 比染色 を行 った. cyclin DI遺 伝

子 はspectrum orangeで 標 識 され てお り, BX 60型 蛍

光顕微鏡(01ympus社, Tokyo, Japan)に よ り観察 し

た.

5.間 期 核FISHに よ る シグナルカウ ン ト法

 各 症例 にっ き100個 の 間期核 でcyclin D1遺 伝 子 を

標識 した シグナル数 を計 測 した-核 同士が重 な り,あ る

いは接触 して境界 が不 明瞭な核 は対 象か ら除外 し,物 理

的に損傷 していない核 のみを対象 と した.シ グナル カウ

ン トの判定 が困難 であ る場合 は,同 一 の検体 で作成 した

別標本 を使用 した.ま た,症 例 の臨床 的背景 を認知 しな

い2名 の観察者 によ りカ ウン トを行 い,そ の平均 値を結

果 として用 いた.本 研究 で は,コ ン トロール と して正常

口腔粘膜 の扁平上皮組織 についてFISHを 施 行 した.そ

の結果,問 期核 内に正常 な2個 の シグナルが観 察 され る

割 合 は94%(標 準 偏 差 〔SD〕=1.9%)で あ った.±2

SDに 基 づ き, cyclin DI遺 伝 子 の シグナ ル異 常 の定 義

を以下の ように定 めた.a)100個 の間期核 の うち20%

以 上 の細胞 が,3個 以 上 の シグナルを示 した際,cyclin

D1遺 伝 子 の異常 増幅陽性 と した. b)cyclin D1遺 伝 子

の異常増 幅陽性症例の うち,シ グナルが明 る く,無 数の

細 か なク ラス ター状 の輝点 を示 した症例 をHSR陽 性 と

した.

6.免 疫 組織化学染色

 対 象 は,FISHを 施 行 した58例 の うち治 療開始前 に

当院 にて原発部 か ら生検 を行 い,10%の ホ ル マ リン固

定パ ラフィン包埋切片 を得 ることがで きた48例 で あ る.

10例 は治療 開始前 の標 本 を確保 で きなか った ため,対

象 か ら除外 した.パ ラフ ィン包埋切片 は約5ｵmの 厚 さ

に薄切 し,免 疫組 織染色を施行 した.脱 パ ラフィ ンした

標 本 を,30%H2021.5 ml十PBS 150 mlに よ つて ペ ル

オキ シダーゼ活 性 を瞬滅 した後,pH 6.0ク エ ン酸 バ ッ

ファ-(ヤ トロン社製)を 添加 して マイクロウェ-ブ 加

熱 処理(500w,12分)に よ る抗原 賦活法 を行 った.

そ の後,ア ビジン-ビ オチ ン(ABC)法 にて免疫組織学

的検討 を行 った.す なわ ち,一 次抗体 に対す る非特異的

反 応 を ブ ロ ッキ ング(37℃,20分 間)し た後,抗

cyclin D1ウ サ ギ ポ リク ロー ナ ル抗 体(Santa Cruz

Biotechnology社, Santa Cruz, CA, USA)を 用 いて

一 次 抗 体 反 応 を 行 っ た .二 次 抗 体 反 応 に はDako

LSAB2 Kitの ビ オ チ ン化2次 抗 体(Dako社,

Carpinteria, CA, USA)を 用 い,さ らに0.25%ペ ル オ

キ シダ-ゼ 標識 ス トレプ トア ビジン複合体 にて反応 させ,

ジア ミノベ ンジジン溶液(Sigma, St. Louis, MO, USA)

に て 発色 後,Meyerの ヘ マ トキ シ リン液で核 染色 し,

封 入検鏡 した.陰 性 コン トロール と して,一 次抗 体を付

加 させなか った標本 を用いた.染 色 レベルの評価 は,症

例 の臨床背景 を認知 しない病理 医 によ り,癌 病 巣で染色

された細胞 の割合 で3段 階 に判定 した.す なわ ち,癌 病

巣全 体 の うち染色 され た癌細 胞 の割合 が50%以 上 を強

陽性(++),5■50%を 陽性(+),5%未 満 を陰性(ー)

  ..



f 雁集じ座Pデ: 85巻21ま('「bj～21{卜4月)

と判定 した.

7.細 胞 培養 と免疫細胞化学染色

 ヒ ト頭頸部扁平 ヒ皮癌 ヒ ト頭頸部扁平上皮がん細胞株

HSC-2はJCRB (Japanese Collection of Research

Bioresources)よ り譲 渡 された.こ の細胞 株 は,口 腔

底癌 の頚部 リンパ節転移 巣か ら確立 された ものであ る.

標 準培 養液 は1001U/mlペ ニ シ リン,100μg/mlス ト

レプ トマイ シン,250ng/mlア ン ホテ リシ ンBを 含む

Eagle's minimal essential medium(MEM)に10%

FBSを 混 合 して作成 した.細 胞 は37度,5%CO,の 条

件 ドで培養 した ものを使用 した-

 HSC.2細 胞 は2×10'個/mlに 調 整 して24時 間培 養

した後,EGF(湧 永 社, Tokyo, Japan)を 添 加 した.

EGFの 最 終濃度 は1ng/mlか ら10ｵg/m1ま で 数段 階

に調整 し,再 び24時 間 培養 した.1%ホ ル マ リンにて

10分 間固定後,ABC法 に て免疫細胞化学染色を行 った.

EGF受 容 体(EGFR)に 対 す る一 次抗体 と して抗 ヒ ト

EGFR抗 体(Novocastra Laboratories社, Newcastle

upon Tyne, UK)を 用 いた. cyc1in D1に つ いて は免

疫 組織化学染色 と同様 の試薬 を用 いた-

8.統 計 学 的 検 討

 cyclin DI遺 伝.子,蛋 白 の 発 現 と 臨 床 病 理 学 的 因 子 と

の 相 関 は,Kruska1すWalis test, Chi-square test, Fis

her's exact testで 評 価 し た. cyclin DI遺 伝 子 の 異 常

増 幅 とcyclin D1蛋 白 の 発 現 レ ベ ル の 相 関 について は

Mann-Whitney's U testとChi-square testで, cyclin

1)1遺 伝 子 の 異 常 増 幅 とNACの 奏 効 度 はFisher's

exact testを そ れ ぞ れ 使 用 し,検 討 した-ノ ンパ ラ メ ト

リ ッ ク 生 存 分 に つ い て はKaplan-Meier法 を 使 用 し,2

群 間 の 有 意 差 検 定 はlog rank testで 検 討 し た.い ず れ
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第1図 間期 核 内cyclin l)1遺 伝子 を 夕一 ゲ ッ トと したsing且e-color FISH. cyclin D1遺 伝 子 はオ レン ジ色 の 蛍光 シ

  グナ ルに よ り検 出 され た(×600).A:正 常 ヒ トロ腔 扁平 上皮 細 胞.核 内に-対 の シグ ナル と して, cyclin DI遺

  伝 子 が認 め られ る.B:cyclin I)1遺 伝 子 の増 幅例.核 内 に3個 以 上 の シ グナ ルが 存在 す る. C:核 内 に,非 常 に

  輝 度 の強 い クラス タ-状 の シグ ナルが 存在 す る.増 幅 したcyclin 1)1遺 伝 子の シグナ ルが,あ る領域 をも って斑 紋

  上 に検 出 され てお り,HSR(homogeneously staining region)と 考 え られ る.(lshiguro R et al:Anticancer

  Res,52135220,2003のFigure lを 改 変,許 可 を得 て転 載)
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も危険率p<0.05の とき統計学的に有意差あ りと判定

した.

結 果

1.cyclin D1遺 伝 子の異常増幅 と臨床病理学的パ ラメー

タ

 58例 中31例(53%)に お いてcyclin DI遺 伝 子 の

異常 増幅が認 あ られた(図1B,1C). cyclin I)1遺 伝 子

の異常増 幅 と臨床的パ ラメ-タ との関連 は第3表 に示 し

た通 りで あ るが,cyclin D1遺 伝 子 の異 常増幅 と,頭 頸

部扁平 上皮癌 患者 の年齢,性 別,T分 類, N分 類,お

よび組織分化度 との相関 は認 め られ なか った.し か し,

cyclin DI遺 伝 子 の異常 増幅 は頭頸部 扁平上皮 癌の原発

部 に よ って その発生 頻度 が異 な り,下 咽 頭癌 でcyclin

D1遺 伝 子 の異 常 増 幅 の頻 度 が 最 も高 か った ⑦=

111.:

第3表 cbclin Dl遺 伝子の増幅と臨床病理学的因子との相関

2.cyclin I)1遺 伝 子 の異 常増 幅 とNACの 奏 効度

 本 研究 で は,32例 の 頭頸部 扁平上皮 癌 に対 しシスプ

ラチ ンと5-FUに よ るNACを 施 行 した.原 発部 の内訳

は,舌 ・口腔底 癌14例,中 咽頭 癌7例,下 咽頭癌11

例 で あ った.そ の効 果判定 は19例 がPR,13例 がNC

で あ り,CR, PDを 呈 した例 はなか った. PR群19例

の ステー ジ分類 は,Stage IIが1例, Stage皿 が3例, S

tageIVが15例 で あ り,一 方NC群13例 は, Stage II,

Stage皿, StageIVが そ れぞれ1例,2例,10例 で あ っ

た(第4表).PR群 とNC群 の2群 間で,そ の原発部,

ス テー ジ分類,年 齢,組 織学的分化度の各々の因子の偏

りについて比較検定 したが,有 意差 は認め なか った.し

か しなが ら,cyclin DI遺 伝 子 の異常増 幅を認 あない19

例 の うち15例(79%)に お いてNACの 効 果 がPRを

示 したの に対 し,異 常増幅 を認 あ た症例13例 でPRを

示 したの は4例(31%)の み であ った(第5表).し た

が って,NACの 奏 効率 とcyclin Dl遺 伝 子 の異常増 幅

との関連が示唆 され た ⑦=0.011).一 方,免 疫組織化

学 染 色 の結 果 に よ り,強 陽 性群 とそれ 以外 の群 で の

NAC奏 功 率 を比較 したが,有 意差 は認めなか った.

CCNDI amplification  positive negative p value

Age(yrs)

Average             64.9

 <60             12

 z60             19

Gender

 Male              27

 Female             4

Primarysite

 Oralcavity              12

 0ropharynx              3

 Hypopharynx            16
Tcategory

 T1               2

 T2               8

 T3               12

 T4               9

Ncategory

 NO               5

 N1               6

 N2              19

 N3               1

Histological differentiation

 Gradel             13

 Grade2             11

 Grade3             7

62.8

11

16

2

5

2

11

11

5

0

2

1

4

 

1

 1

NS*

NS*

3.cyclin DI遺 伝 子 の異 常増幅 とcyclin D1蛋 白 の過

剰発現

 免 疫組 織化 学染 色 によ り,癌 細 胞 の核 内 に存在 す る

第4表neoadjuvant chemotherapy(NAC)に よる治 療 を受 け

  た頭 頸部 扁平 上皮 癌32例 の臨 床病期 分 類.

responder group  non-responder group

0.0068**

NS***

Staging(UICC)

 Stage II

 Stage III

 Stage IV

1

00

FO

 

 

1

1

9
臼

0

 

 

1

Total 19 13

3

3

9

2

 

 

1

11

11

5

NS***

(リshiguro R et al:Anticancer Res.5213-5220,2003のTable 2を

改 変,許 可 を得 て 転 載.)

第5表 cyclin DI遺 伝子 の 増 幅 と,シ スプ ラ チ ン,

     NACの 効 果 との相 関

5-FUに よ る

Response to

chemotherapy

CCNDI amplification

NS*** positive(n=13) negative(n=19)

NS:not significant
*:Fisher'sexact test

**:KruskaI -Walリis rank test

***:chi -square test

(Ishiguro R et al:Anticancer Res.5213-5220,2003のTabリe 2を

改 変,許 可 を 得 て 転 載)

responder group

non-responder group

response rate

 

 

%

4

Q
り

1

 

 

3

15

4

79%

p=0.011(Fisher'sexact test).

(lshiguro R et aリ:Anticancer Res-5213ー5220,2003のTab山e 4を

改 変,許 可 を 得 て 転 載)
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第2図 cyclinDl蛋 白 に対 す る免疫 組 織化 学 染色(×100). A:強 陽性 の1例 。 病 巣 内の50%以 上 の癌 細胞 が 陽 性で

 あ るすB:陽 性 の1例.5-50%の 癌 細 胞が 陽 性 であ る.C:陰 性 の1例.0-5%の 癌細 胞 が 陽性 で あ る. D:正 常扁

 平上 皮。(lshiguro R et al:Anticancer Res。5213-5220,2003のFigure 2を 改変,許 可 を得 て転 載.)

cyc1in Dl蛋 白 が染色 された(第2図).し か し,癌 病巣

の部位 によ り染色核 の濃度,形 状 は異 な ってお り,ま た

染色された細胞核の分布 は均一ではなか った.す なわ ち,

分 裂能 の高 い癌細胞 の核 は,周 囲 の正常扁平上皮組織 の

核 と比較 し,強 く染色 される事が確認 され たが,同 一 の

癌病巣 内で詳細 に検討す ると,そ の核染色 の度合 いに差

が認め られたため,病 理医による染色 レベルの評価 を行 っ

た.第6表 に,FISHで 検 出 され たcyclin DI遺 伝 子 の

異常増 幅の有無 と,cyc1in D1蛋 白 の発現 との関連 を示

した,免 疫 組織化学 染色 を施行 した48例 の うち18例

(37.5%)が 強 陽性(十 十),12例(25-0%)が 陽 性

第6表 cyclin Z)1遺 伝 子の 増 幅 と, cyclin D1蛋 白の 発現 との相

 関

CCNDI amplification Cyclin DI overexpression in IHC

(ー)   (十)  (十 十)  Tota1

 5    5    17    27

13    7    1    21

(+),18例(37.5%)が 陰 性(ー)で あ った.cyclin

DI遺 伝 子の異常増幅 を示す27例 で は,強 陽性が17例,

陽 性 が5例 を 占め,cyclin DI遺 伝 子 の異常増幅 を示 さ

ない21例 で は13例 が 陰性 であ った.こ の結 果か ら,

cyclin D1遺 伝 子 の異常 増 幅を示 す症例 は, cyc1in D1

蛋 白 も過 剰 に発 現す る傾 向 があ ると考 え られ た(P=

0.003).

Positive

Negative

Total 18 12 18 48

-HC lリmmuhohistochem市stry staining

p=0.003(Mann-Whitney'sUtest).

(lshiguro R et a-:Antリcancer Res.5213ー5220,2003のTable 5を

改 変,許 可 を 得 て 転 載)

4.頭 頸 部扁平上皮癌細胞 におけるHSR

 HSRは,間 期 核FISHに お いて は明 る く,細 か な ク

ラスター状 の蛍光 シグナル として検 出され る(第1図C).

本 研 究 で は14例 がHSRを 示 したが,そ の うち13例

(93.0%)が 免 疫組織 化学染色 にて強 陽性 を示 した.し

たが って,HSRを 呈 す る腫瘍 細胞 はcyclin D1蛋 白 を

過 剰 発現 す る傾 向が特 に強 い ことが示 唆 され た(p<

0.0001,第7表).HSRは 下 咽頭癌9例,中 咽頭癌1例,

舌 ・口腔底 癌4例 で認め られ,他 の原発部 と比較 して下

咽頭 癌 で有 意 に高 率 に発 現 す る傾 向が あ った(p=

0.033,第8表).下 咽 頭癌症例21例 を,HSRを 発 現 し

た群(9例)と 発現 しない群(12例)に 分類 して予後

を比較 した.ス テー ジ分類 は2群 間 に有意差を認 めなか っ

たが,HSR発 現 群 で は生 存率 が有意 に低 か った(p<
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第7表 cyclin D1蛋 白の過 剰 発現 とcyclin DI遺 伝 子の 増幅 形態

  との相 関

CCNDI amplification Cyclin Dl overexpression in lHC
with HSR

C-)

 0

18

(十)  (十 十)  Total

 1    13    14

11    5   34

〇
一
邸
一
一邸
〉
屑〉
」
つ
の
=
邸
』
O
>
O

1.0

o.g

Positive

Negative

18 12 18 48

0.6

0.4

Total

リHC:■mmuhohistochemistrV stain■ng

HSR:homogeneously staining region

ρ<0.0001(Mann-Whitney'sUtest)す

(lshiguro R et al:Anticancer Res.5213-5220,2003のTabリe 6を

改 変,許 可 を 得 て 転 載)

0.05,第3図).ま た,HSRを 発 現 しな い群 の うち10

例(83%)で は救済 手術 に よ り喉頭 を温 存可能 で あ っ

たが,HSR発 現 群 では2例(22%)の 温 存率 であ った.

0.2

0

0 10     20     30     40

  Months after diagnosis

50

第3図 KaplanーMeier法 に よ る,下 咽 頭 癌21例 の生 存 曲線

 c〃c伽1)1遺 伝 子 の増 幅 がHSRを 示 す 群 と,示 さな い群 とに

 分 類 し検 討 した.2群 間 の 生 存 率 に統 計 学 的有 意 差 を認 め た

  (p<0.05,Log Rank test).(lshiguro R et al:Anticancer 

Res.5213ー5220,2003のFigure 3を 改 変,許 可を 得て転 載.)

5.頭 頸 部扁平 上皮癌細 胞株 におけるcyclinD 1蛋 白 に

対するEGFの 影 響

 頭 頸部扁平上 皮癌 において,cyclin D1蛋 白 の過剰発

現 に影響 をあたえ る因子 の存在 を確認 す るため,頭 頸部

扁平上皮癌 細胞HSC-2に 対 して, EGFを 添 加,培 養 し

免疫 染色を施行 した.ま ずHSC-2に お いてEGFRが 発

現 して いることを確認 した(第4図A).そ の 結果,細 胞

膜(細 胞質)に びまん性 の染 色 を認 め,EGFRの 発 現

を確認 した.HSC-2はEGFを 添 加 しな い培地で の培養

では,ほ とん どcyclin D1蛋 白 を発現 してい なか った

(第4図B).し か し,添 加培地 で の培 養を経 た細 胞 は,

1ng/mlか ら10ｵg/mlま で すべてのEGFの 濃 度段 階

にお いてcyclin D1蛋 白 の過剰 発現 を認 めた.(第4図

C).一 方,EGF添 加 培 地 で 培 養 後 のHSC-2に 対 し

FISHを 施 行 したが,遺 伝子 の増幅 は認め られなか った.

考 察

頭頸部扁平上 皮癌 において,cyclin D1の 果 たす役割

が重要であ り,そ の異常が予後 を悪化 させ る因子 の一っ

で ある とす る研究 は多 く報告 されて いる.cyclin DI遺

伝 子の異常増幅 は,た とえば局所浸潤,リ ンパ節転移発

生率,ス テ-ジ 分類 によ る進行度,再 発率,分 化度,そ

して手術 におけ る切 除断端 の陽性率 と関連 が認 め られ る

と報告 されて いる12・'4).頭頸 部扁平上皮癌 におけ る予後

因子 と して のcyclin D1の 重 要 性 を確 認 す るため,本

研 究 で は,cyclin DI遺 伝 子 の異常増 幅 と, cyc1in D 1

蛋 白 の過剰発現 をFISH,免 疫 組織化学染色 を用 いて検

出 した.近 年,cyclin DI遺 伝 子 の異常増幅 や蛋 白の過

剰発現 を検 出す るために,Southern blotting, PCR法,

免 疫 組 織化学染 色 などを用 いた報 告が多 い8,14・'5).本研

究 で は,治 療前 にFNA biopsyを 用 いて採取 した検体

によ りFISHを 施 行 し, cyclin-D1遺 伝 子 の異常 を検 出

す ることを試 みた.Southern blottingは 検 出に必要な

高純度の精製DNAを 採 集す るため比 較的多 くの検体 を

必要 とす るが,原 発部が小 さい頭頸部癌症例で は充分 な

サ ンプルが得 るこ とがで きない.PCR法 で は壊 死組織

や,正 常細胞 の混入が大 きな問題 とな る.免 疫組織化学

第8表 cyclin D1遺 伝子の増幅形態と原発部位との相関

CCNDI amplification

  with HSR    Oral cavity

Primary site of HNSCC

Oropharynx  Hypopharynx Total

Positive

Negative

4

9

 

1

1

13

Q
U

9
臼

 

1

4

4

1

4

Total 23 14 21 58

IHC:immuhohistochemistry staining

ρ=0.003(Chl-square test)す

(lshiguro R et aリlAnticancer Res.5213-5220,2003のTabリe 7を 改 変,許 可 を 得 て 転 載)
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第4図 頭頸 部扁 平上 皮癌 細胞 株HSC-2に お けるEGFR, cyclin D1蛋 白に対 す る免疫 組織 化 学染 色(A, B:×100,

 C:×200).A:HSC-2の 細 胞 膜 にぴ まん 性 の染 色 を認 め, EGFRの 発現 を 確認 した-B:EGFを 添 加 しな い培 地

 で培 養 され たHSC.2細 胞 株cyclin D1蛋 白の 発現 はほ とん ど認 め られな か った. C:1ng/mlにEGFを 調 整 した

 培地 で24時 間 培養 したHSC-2細 胞 株.核 が 濃染 され, cyclin D1蛋 白の過 剰発 現 を示 した.

染色 は,抗 原の存在,局 在を確認す ることが可能で ある

が,遺 伝子 レベルでの異常 は検出す ることができない'2).

FISHは 遺 伝子 のpoint mutationを 検 出す ること は不

可能で あ り,定 量化が困難であ るとい う欠点を持っが,

微 少検体 にお いて も遺伝 子の異常 増幅,欠 失,再 配置な

どを同定す ることが可能 であ る.早 期 の下 咽頭 癌や喉頭

癌 では,全 身麻酔下 において も,生 検 では ごく少量 の腫

瘍 細 胞 しか 得 られ な い こと が通 常 で あ る が,FNA

biopsyで は,装 着す る針 のサ イズを適宜変更 す る こと

で,微 少検体か らもFISHを 施 行 するために充分 な量 の

間期核細胞を採取す ることが可能であ った.し たが って,

FNA biopsyを 用 いてFISHを 施 行 す る ことは,治 療

前 に施行可能 であ り,情 報量 が多 く,か っ患者 の苦痛 が

少 ない非侵襲 的検査 として有用 である と考 え られる-

 本 研 究 において,FISHに てcyclin DI遺 伝 子の増幅

が陽性 であ ったに も関わ らず,蛋 白を発現 しなか った症

例が5例 存 在 した.そ の理 由について 以下 のよ うに考察

す る.本 研究で は,シ ングルカラーFISHに よ りcyclin

DI遺 伝 子 のみを ターゲ ッ トに遺伝 子の異常増 幅を検 出

した.し たが って,cyclin DI遺 伝 子の みが異 常増幅 し

てい る状態 であ るのか,あ るいは11番 染 色 体 目体が増

加 してい るポ リソ ミーの状態で あるか とい う判別 が困難

であ った.こ れ は シングルカ ラーFISHの 限 界で ある,

一 方
,ダ ブルカ ラーFISHは 染 色体 のセ ン トロメ アを

cyclin DI遺 伝 子 と同時 に検 出 し, cyclin DI遺 伝 子 の

異常増 幅 と11番 染 色体 コ ピー数 の増加 とを判別 す る こ

とが可能 であ る.11番 染 色体 の ポ リソ ミーにおいて も

cyc1in D1蛋 白 は過剰発現 して いるとい う報告 も存在す

るがis),現 在 のところ明確な結論 は出ていない.し か し,

そ の染色体 の量 的な増加 の意義 が明 らかで はないポ リソ

ミーは,そ の病 的意義 について も不明な点が多 い.さ ら

に,ポ リソ ミー と遺伝子 の異常増 幅 はその発生す る機構

が全 く異 な り,遺 伝子 の増 幅の方 が はるかに複雑 な事象

で あ ると考 え られ るため,HSRと ポ リソ ミーを遺伝 子

増幅群 と して 同一 のカテ ゴ リーに含 めて検討 す ることは

適切で ない可能性 がある.

 ま た,本 研究 で は,cyclin DI遺 伝 子 が増幅 していな

いに もか かわ らず,cyclin D1蛋 白 が過剰発現 してい る
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例 が8例 認 め られ た.cyclin D1の 発 現 は他 の多 くの因

子 によ って影 響 を受 け,た とえばp53, p21, p16,

EGFな ど が過 剰 発 現 を誘 導 す るこ とが報 告 されて い

る一7).p16は,癌 抑制 遺伝子の一つ として知 られてお

り,そ の遺伝子 の欠失 とcyclin DI遺 伝 子 の異 常増幅が

相 互 に影響 を およぼ し,扁 平上皮 癌 の予後 を悪化 させ

る'8).近 年Wiechら は,胃 癌 細 胞株 にEpstein-Barr

virus由 来 の癌遺伝子であ るBARFIを 導 入 したところ,

cyclin D 1蛋 白 の過 剰発現 が確 認 され たが, cyclin 1)1

遺 伝 子 の異常増 幅は認 め られ なか った と報告 した'9).ま

た,前 立腺癌細胞 にお いてEGFを 添 加 し培 養 した とこ

ろ,同 様 にcyclin DI遺 伝 子 の増 幅を認 める ことな く,

cyclin D1蛋 白が過剰 発現 した とい う報告10)も あ る.本

研究 で は,頭 頸部扁平 上皮癌細 胞株HSC-2に お いて,

cyclin D 1の 発 現 に対 す るEGFの 影 響 につ いて検討 し

た.そ の結果,EGFRを 発 現 してい るHSC-2は, EGF

の 添 加培地 で培養す る ことによ り,cyclin DI遺 伝 子の

増幅を経 ることな くその蛋 白が過剰発現す る ことが確認

され た.こ の結果か ら,頭 頸部扁平上皮癌細胞 において

も,cyclin D 1蛋 白 の過剰発現 はcyclin Dl遺 伝 子 の増

幅以外 の要因 によ り影響 を受 ける可能性が ある ことが示

唆 され た.化 学療 法奏功 度 とcyclin D1蛋 白発現 の有

無 について の検討 において,cyclin D1蛋 白強陽性群 は

非強陽性群 に対 して,化 学療法 の効果 に有意差 が認 め ら

れなか った とい う結 果 に も,EGFの よ うな因子 は影響

してい る可能性 があ り,さ らな る検討 が必要 であ ると考

え られた.

 シス プ ラチ ンは,頭 頸部 扁平 上皮癌の化学療法 にお い

て,重 要 なkey drugで あ る.シ スプ ラチ ンは, DNA

の 構 成 塩基 であ る グアニ ン,ア デニ ンのN-7位 に 結合

す る.そ して,2つ の塩 素原子部位でDNAと 強 固 に結

合 し,DNA鎖 内 に は架 橋 が形 成 され る.こ う して

DNA複 製 を阻害す るこ とで, DNA合 成 期で あ るS期

の遅延 を引 き起 こすのみな らず,結 果的 にDNAに 損 傷

を与 え ることか ら,S期 か らG2期,ま たG1期 か らS

期 への移 行を も抑制 す るとされ る20).Bruceら の分 類21)

で は,シ スプ ラチ ンは細胞 の増殖相 および非増殖相 に同

等 の効 果を示すcell cycle non.specific agentに 属 して

お り,癌 細胞 の細胞周期全体 を遅 延化 し,そ の細胞毒 性

によ って損傷 したDNAの 修 復 によ り多 くの時間を費や

させ る作用 を持 って いる22,23).5-FUは 代 謝 拮抗薬 と し

てDNAに 取 り込 まれ るため, DNA合 成 を阻害 す る作

用を持 ち,腫 瘍細 胞 の分裂 を抑制 し,ま た細 胞周 期 を

G2期 に停 止 させ る働 きが あ ることが知 られ てい る20).

したが って,シ スプ ラチ ンと5-FUの 併 用 は,単 剤 によ

る治療 よ りも抗腫瘍効 果が高 いとされ,長 く頭頸部扁平

上皮癌 治療 に使用 されて きた.現 在 の ところcyclin Dl

が シ スプ ラチ ン,5-FUの 効 果 を減 弱 させ る機構 にっ い

て は完全 に明 らか にな って はいないが,DNAの 複 製 を

阻害 し,細 胞周期を遅延 させ る化学療法 の作用 に対 し,

cyclin D1は 分 裂停止 の シグナル を無視 してG1期 とS

期 の境 界 であ るrestriction pointを 強 引 に通過 させ る

作用,ま たS期 か らG2期 へ の移行 を促す作用 を もっ と

報告 され てお り24),そ の遺伝子 の増幅が化学療法 の効果

へ の抵抗性 の指標 と して有用 である可能性 がある と考 え

られ る.近 年,NACが 生 存率 の向上 に寄与 しない との

報告 が な されて い る25).す な わ ち頭 頸部扁 平上 皮癌 の

NACに 対 す る反応 は,症 例 ごとに異 な ってお り,進 行

した頭頸部扁平上皮癌症例 でNACの 効 果 が認 め られな

い場 合は根治 的治 療の遅れ にっなが り,予 後を悪化 させ

るとい うもので ある.確 か に,NACが 奏 効 しない症例

は,薬 剤によ る副作用のため に,根 治的手術が可能 とな

るまで数週間の待機を必要 とす る可能性 もあるが,化 学

療法の効果を予測す ることがで きれ ば,根 治的手術や放

射線療法な どの選択を よ り早 く的確 に行 うことがで きる

と考 え られ る.本 研究 で は,cyclin Dl遺 伝 子 の異常増

幅の有無 と頭頸部扁平上皮癌症例 における シスプ ラチ ン

と5-FUを 用 いたNACの 効 果 との関連が示 唆 され,こ

の結果 は,cyclin DI遺 伝 子 の異 常増幅 が予 後の予測因

子 と して腫瘍 の悪性度 を反 映す る可能性 があ るとす る報

告7,14,15,26,27)と矛 盾 しない.ま た,ヒ ト頭頸部 扁平上皮

癌細 胞株 や膵 臓癌細胞株 にantisense cyclin 1)1を 導 入

した ところシスプラチ ン,お よび5-FUの 細 胞毒性 への

感受 性が上昇 したとす る報 告が あ り24・28),cyclin D1が

化 学療 法の効果 に対 して何 らかの影響 を与え ることが強

く示唆 され る.文 献 的 には,cyclin D1蛋 白 過剰発現群

で シスプラチ ンと5-FUに よ る化学療 法が奏効 したとい

う報告20)が あ るものの,cyclin Dl蛋 白 の過剰 発現お よ

び遺伝子 の増幅が頭頸部扁平上皮癌 の予後不良因子 であ

るとす る報告 が多 く6,29,30),今 後 さ らに検討 が進 め られ

るものと思われ る.

 頭 頸 部領域 において,下 咽頭癌 は もっとも悪性度 が高

く,予 後不良 な悪性腫瘍の一っ として知 られてい る3').

下 咽 頭癌 の治療方針 として根治 的手術 の有 用性 は明 らか

であ るが,著 者 は初回治療 と してNACあ る いは化学放

射線 療法 を施行後 に臓器温存 によ るQOLの 改 善 を 目的

とした救済手 術を施行 してい る.手 術 に際 して は高 い生

存率 と局 所制 御 を 目標 とす る こ と は当然 で あ るが,

QOLの 観 点 か らは特 に喉頭機能 温存が重要 で ある.放

射線療法 は,臓 器温存 によ るQOLの 維 持 に優 れ るが,
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癌 の制御が困難 とな った場合,予 後 は非常 に悪化す る.

今 回の検討 で は,cyclin 1)1遺 伝 子 の異常増幅 は下 咽頭

癌に有意 に多 く,中 で もHSRを 示 す症例が多 か った.

そ して,初 回治療 と して化学放射線 療法の適 応 とな った

場 合,HSRを 示 した群 は, HSRを 示 さなか った群 と比

べて有意 に生存率 が低 く,さ らに喉頭温存率 も低 い傾 向

にあ った.現 在,cyclin DI遺 伝 子 の異常 増幅のパ ター

ンと,腫 瘍悪性度 との関連 は報告 されていない.し か し,

HSRを 示 す症例 はcyclin Dl蛋 白 の過 剰発現 の誘因 と

なり,化 学療法や放射線療法 に対 して抵抗性 を持っ可能

性が ある.ま た,DNAの 複 製 やDNAの 障 害 を検査す

るチ ェ ックポイ ン トが,cyclin D1蛋 白 に よ りG1期 か

らS期 へ の移 行が促進 され る ことで十分 に機能 せ ず,

遺 伝子 の誤 った コ ピーを作 り続 け ることで,い わゆ る

genomic instability(遺 伝 的不安 定性)を 招 く. HSR

を呈 する下 咽頭癌 においては細胞 周期チ ェックポイ ン ト

機能 の破綻 が著 しく,下 咽頭癌細胞 の異常増殖 の大 きな

要因 の一 っ とな りうる.し たが って,genomic instabil-

ityの 指 標 と してのHSRの 有 用性 につ いて も今 後検討

されるべ きと考 える.患 者 の状態 によ って,最 良 の治療

を選択す るいわ ゆるオーダーメイ ド治療 を厳密 に施行 す

ることは困難であるが,本 研究 の結果か ら,FISHに よ っ

て検出 され るcyclin DI遺 伝 子 の異常増 幅が,臓 器温存

を 目指すNACや 化 学放 射線療法 などを施行 す る際の予

後予測因子 とな りうることが示 唆 され,特 にHSRを 伴

うcyclin DIの 異 常増 幅を示す症例で は,よ り強力 な治

療法 を選択 す る必要 があ ると考 え られた.

総  括

1.頭 頸 部扁 平上 皮癌58例 中31例(53%)に お いて

 cyclin DI遺 伝 子 の異常 増幅が認 め られ た. cyclin 1)1

 遺 伝 子 の異常増幅 の頻度 は下咽頭癌 で最 も高 か った.

2.32例 の 頭頸部 扁平上 皮癌 に対 しシスプ ラチ ンと5-

 FUに よ るNACを 施 行 した. cyclin z)1遺 伝 子 の異

 常 増幅 を認 めない19例 の うち15例(79%)に お い

 てNACの 効 果 がPRを 示 したの に対 し,異 常増幅 を

 認 め た症例13例 でPRを 示 したの は4例(31%)の

 み で あ り,NACの 奏 効率 とcyclin 1)1遺 伝 子 の異常

 増 幅 との関連が示唆 された.

3.cyclin DI遺 伝 子 の異常増幅 を示 す27例 は 免疫組織

 化 学染 色 で,強 陽性 は17例,陽 性 は5例 を 占あ,

 Cコyclin Z)1遺 伝 子の異常増幅 を示 さない25例 は13例

 が 陰性で あ った.cyclin DI遺 伝 子 の異常 増幅 を示 す

 症 例 は,cyclin D1蛋 白 も過剰 に発現す る傾 向が示 唆

 された.

4.14例 がcyclin DI遺 伝子の異常増幅の一形態である

 HSRを 示 したが,13例(93.0%)が 免疫組織化学染

 色 にて強陽性 を示 し,HSRを 呈 す る腫瘍細胞 は

 cyc1in Dl蛋 白を過剰発現する傾向が特に強いことが

 示唆 された.HSRは 下咽頭癌9例,中 咽頭癌1例,

 舌 ・口腔底癌4例 で認められ,下 咽頭癌において有意

 に高率に発現する傾向があった.下 咽頭癌症例21例

 を,HSRを 発現 した群(9例)と 発現 しない群(12

 例)に 分類 し化学放射線療法を施行 した場合,HSR

 発現群 は有意に生存率が悪化 した.HSRを 発現 しな

 い群の うち10例(83%)は,救 済手術により喉頭を

 温存可能であったが,HSR発 現群では2例,22%の

 温存率であった.

 以上より,頭 頸部扁平上皮癌において,FISHに よ り

cyclin DI遺 伝子の異常増幅が検出可能であり, NAC

や放射線化学療法の効果を予測するマーカ-と しての有

用性が示唆された.
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