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　Abstract：The　activity　of　cellular　proliferation　was　immunohistochemically　studied　in　26

hyperkeratoses（HK），25　epithelial　dysplasias（ED），49　squamous　cell　carcinomas（SCC）and　24　states

after　treatment　of　SCC（t－SCC）of　the　oral　cavity．　These　lesions　were　compared　with　normal　mucosa

adjacent　to　them．

　The　tissues　of　these　lesions　were　fixed　in　neutral　phosphate　buffered　formalin　and　embedded　in

paraffin．　Serial　sections　cut　at　3μm　were　mounted　on　silane－coated　glass　slides．　The　monoclonal

mouse　antibody　against　human　proliferating　cell　nuclear　antigen（PCNA，　PC10）and　polyclonal

rabbit　antibody　against　human　p53（CM－1）were　used　as　primary　antibodies．　The　deparaffinized

sections　were　immunostained　by　streptoavidin－biotin　complex　methods　using　Pathostain　ABC　kit．

　The　numbers　of　positive　cells　were　counted　by　using　a　computer－accessed　image　analyzer（IBAS－

2000），and　then　calculated　appearance　index　and　labeling　index．　In　each　lesion，　the　appearance

indexes（％）of　PCNA　and　p53　positive　cells　were　32．O　and　24．O　in　normal　mucosa，72．9　and　26．9　in　HK，

80．O　and　40．O　in　ED，　and　83．7　and　53．1　in　SCC，　respectively．　Labeling　indexes　of　PCNA　and　p53

positive　cells　were　2．4±0．9　and　l．7±0．7　in　normal　mucosa，9．7±8．9　and　4．8±1．8　in　HK，20．4±9．2　and

lL6±2．O　in　ED　and　22．6±10．3，　and　24．8±ll．O　in　SCC，　respectively．　The　ratio　of　p53－positive　cells　to

100tumor　cells　was　significantly　higher　in　SCC　than　any　other　lesions（ρ＜0．01）．　In　t－SCC，　the

appearance　and　labeling　indexes（％）of　p53　positive　cells　were　50．O　and　20．3±13．8，　respectively．

　These　results　suggested　that　p53　tumor　suppressor　gene　product　was　a　beneficical　marker　for

estimating　malignant　formation　in　lesions　of　the　oral　cavity．

Key　words：PCNA，　p53　protein，　immunohistochemistry，　squamous　cell　carcinoma

緒 言

　口腔扁平上皮癌は口腔領域の悪性腫瘍の中で

は最も発現頻度が高い腫瘍であるが，他科領域

の悪性腫瘍に比べて比較的診断が容易である。

しかしながら，口腔扁平上皮癌は多種多様な生

物学的性格を有するため，すべての症例に対し

て有用な治療法の確立には至っていない。口腔

扁平上皮癌の大部分は口腔粘膜に初発し，つい

で顎骨へと浸潤，増殖する。そのため，現在の

治療法は早期に腫瘍とその周囲軟組織や顎骨を

含めた外科的治療が中心である。しかしなが
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Table　l．Distribution　of　sites　in　hyperkeratosis，　epithelial　dysplasia　and　squamous　cell　carcinoma．

Hyperkeratosis Epithelial　dysplasia Squamous　cell　carcimoma
Sites

Male　Female　Total　Male　Female　Total　　Male　Female　Total

Tongue

Gingiva

Buccal　mucosa

Palatal　mucosa

Floor　of　mouth

Lower　lip

Maxillary　sinus

3

13

1

2

0

0

0

3

1

0

1

1

1

0

6

14

1

3

1

1

0

4

4

0

2

1

1

0

7

3

3

0

0

0

0

11

7

3

2

1

1

0

13

8

1

3

5

0

0

7

6

3

0

1

1

1

20

14

4

3

6

1

1

Total 19 7 26 12 13 25 30 19 49

ら，治療後の口腔機能への影響は極あて大き

く，quality　of　lifeの面からもさまざまな障害

が起こってくる。このため，治療に対する患者

の理解と協力，また手術時のsurgical　margin

の設定が重要になる。

　口腔癌発生に深く関与すると思われる粘膜の

病的状態として前癌病変が知られており，白板

症と紅板症があげられる。白板症は，臨床的あ

るいは病理学的に他の如何なる疾患の特徴も有

しない白色の板状ないし斑状の病変でD，特に

本邦においては，日常臨床で遭遇する頻度の比

較的高い病変であり，しかもそれらの中には経

過観察中に癌化傾向を示すものもある2ぶ。

Shinら6）は頭頸部扁平上皮癌とそれに隣接し

た前癌病変において正常粘膜から前癌病変，扁

平上皮癌と段階的にPCNA（増殖細胞核抗原：

proliferating　cell　nuclear　antigen）陽性細胞

の発現が増加していたと報告している。細胞の

癌化は，その増殖や分化を制御する遺伝子に

よって引き起こされることが明らかとなり，癌

遺伝子や癌抑制遺伝子といった遺伝子の変異が

蓄積することによって癌が発生すると考えられ

ている7）。なかでも，p53癌抑制遺伝子は，大

腸癌8），食道癌9口）をはじめとする多くの悪性腫

瘍でその変異や，変異蛋白の過剰発現が報告さ

れている。口腔扁平上皮癌において免疫組織化

学的なp53蛋白の検出は，悪性あるいは前悪

性病変のマーカーとして有用であるとされ，p

53蛋白の発現は，種々の部位の浸潤性扁平上皮

癌の大多数に報告されてきたIH3）。また，　p　21

遺伝子は野生型p53蛋白によって発現誘導さ

れ，細胞周期をG1期で停止させる遺伝子で，

p21蛋白量の増加によりG1期からS期への

移行が遅延し，その間に損傷部遺伝子の修復が

行われ，腫瘍化を制御する働きを持っとされて

いる。

　そこで，著者は癌化過程における細胞増殖動

態の一端の解明を目的に抗PCNA抗体，抗p

53抗体，および抗p21抗体を用いて，過角化

症，上皮異形成および口腔扁平上皮癌における

これらの発現を免疫組織化学的に検索した。

材料および方法

1．材料

　岩手医科大学歯学部口腔病理学講座で1992

年から1995年までの4年間に病理組織学的に

診断された過角化症（HK）26例，上皮異形成

（ED）25例，未治療の扁平上皮癌（SCC）49例，

化学療法および放射線治療後の手術標本（t－

SCC）24例（化学療法単独：3例，放射線療法
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Table　2．　Histological　differentiation　in

　　　squamous　cell　carcinoma．

藤井　佳人

Table　3．　Mode　of　invasion　in

　　　　carclnoma．

SqUamOUS　Cell

Differentiation　　Male　　Female　　Total Mode　of　invasion　Male　　Female　Total

Well

Moderate

Poor

11

14

5

10

6

3

21

20

8

G1

G2

G3

G4C

G4D

0

3

15

4

8

0

3

10

2

4

0

6

25

6

12

単独：1例，化学療法＋放射線療法：20例）を

対象とした（Table　1）。また，これらの病変に

隣接する正常粘膜25例を対照群とした。なお，

本研究では上皮の異型性をともなわず，単に角

化元進と上皮肥厚をみる白板症を過角化症

（HK）とし，上皮に異型性をともなう白板症を

上皮異形成（ED）として取り扱った。

2．検索方法

　1）病理組織学的観察

　生検および手術後の組織を10％フォルマリ

ンにて固定，パラフィンに包埋し，3μmに薄切

してシランコート処理のスライドガラス上にの

せ標本を作製した。通法にしたがって脱パラ

フィンの後，ヘマトキシリン・エオジン染色を

施し，組織学的に診断した。SCCは組織学的に

腫瘍細胞分化度14），および腫瘍の組織学的浸潤

様式（山本，小浜）15）から評価した（Table　2，

3）。

　2）免疫組織化学的染色法

　標本は，通法にしたがって脱パラフィン後，

リン酸緩衝食塩水にTween－20を加えた溶液

（以下PBS－Tと略）にて5分間，3回洗浄し

た。1％過酸化水素水で15分間内因性ペルオキ

シダーゼを除去し，PBS－Tにて5分間，3回

洗浄後，10％ヤギ正常血清で20分間ブロッキ

ングした。一次抗体に抗PCNAモノクローナ

ル抗体（PC－10，　DAKO社，×200），抗p53

ポリクローナル抗体（CM－1，　Novocastra

社，×200）を使用し，室温にて1時間反応させ

た。抗p21モノクローナル抗体（抗WAFl

monoclonal　antibody，　Ab－1，0ncogene

Science社，×30）は4℃で24時間反応させ

た。二次抗体としてPCNAおよびWAF　1抗体

にはビオチン標識ヤギ抗マウスlgG
（Pathostain　ABC　kit（M），和光純薬），　p　53抗

体にはビオチン標識ヤギ抗ウサギIgG
（Pathostain　ABC　kit（R），和光純薬）を室温で

40分間反応させた。酵素試薬はペルオキシダー

ゼ標識ストレプトアビジンを使用し，室温で10

分間反応させた。発色には0．02％
Diaminobenzidineを用い，対比染色は1％メ

チルグリーンで行った。免疫染色の様相は客観

的な判別が困難なこともあり，この研究では核

の染色様相の状態にかかわらず陽性細胞として

算定した。

　3）陽性細胞の算定法

　画像解析装置（IBAS－2000，　ZEISS社）を

用いて病変ごとの陽性細胞出現率
（Appearance　index，　AI）およびそれらにおけ

る陽性細胞の比率の算定を行った。算定部位

は，400倍顕微鏡下で任意に設定した1×1mm

の枠内（1視野にっき約150個から200個の細

胞数）とし，各病変の基底細胞部を底辺に置き，

それぞれの切片上の5箇所を計測した。総細胞

数中の陽性細胞数の比率を算定し，それらの平

均値を陽性細胞率（Labeling　index，　LI）とし

た。各群間の検定はt検定にて行った。

結 果

1．臨床病理学的検索

対象とした症例の年齢別では， 全ての病変に
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Fig．1．Immunohlstochemlcal　stalns　for　PCNA　m

　　　hyperkeratosls（A）and　eplthellal　dysplasla

　　　（B）

おいて60歳代が最も多くを占め，それらの平

均年齢はHKが585歳，　EDが669歳，　SCCが

704歳であった。性別ではHKとSCCで男性

に多い傾向があり，性比はそれぞれ25．1，2
’ 1であったが，EDでは男女ほぼ同数であっ

た。病変の発生部位は，HKでは歯肉に最も多

く，続いて舌，EDおよびSCCでは舌に最も多

く，続いて歯肉の順であった（Table　1）。　SCC

における分化度別分類では，高分化型が21例，

中分化型が20例，低分化型が8例で（Table

2），腫瘍の組織学的浸潤様式の分類別では1型

の症例はなく，2型が6例，3型が25例，4C

型が6例，4D型が12例であった（Table　3）。

2．PCNAの免疫組織化学的検索

　（1）染色様式

　PCNAの組織内での染色様式は，　HKおよび

EDではわずかに上皮基底層にみられるものも

あるが，主として傍基底細胞層に局在が認めら
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Fig．2．　Immunohlstochemlcal　stalns　for　PCNA　ln

　　　well　dlfferentlated　（A），　moderately　dlf

　　　ferenUated　（B）and　poorly　dlfferentlated

　　　（C）squamous　cell　carclnolna

れ，高分化型のSCCでは主として癌胞巣周囲

の基底細胞様細胞層に局在がみられた。低分化

型では腫瘍全体にわたり陽性細胞が散在性に認

められた。細胞内の染色様式をみると，核全体

が茶褐色に濃染されるもの，核内が比較的淡く

穎粒状もしくは網状に染色されるもの，細胞全

体が淡く染まるものがみられた。HKおよび

EDでは頼粒状もしくは網状に染色されるもの
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Fig．3．　PCNA　labeling　index　in　hyperkeratosis，　epithelial　dysplasia　and　squamous　cell　carcinoma．

Table　4．　PCNA　and　p53　scores　in　mode　of　invasion　in　squamous　cell　carcinoma．

PCNA（％） P53（％）

Mode　of　invasion

Appearance　index　　Labeling　index Appearance　index　　Labeling　index

Gl

G2

G3

G4C

G4D

83．3％（5／6）

88．0％（22／25）

83．3％（5／6）

100％（12／12）

25．2：ヒ　　6．7％

19．9±　　8．6％

21．7±　11．7％

24．4±13．8％

50．0％（3／6）

36．0％（9／25）

83．3％（5／6）

66．7％（8／12）

26．9　±　　8．4％

18．9±　11．6％

24．4　±　10．5％

30．0±　　9．6％

：no　case

が比較的多く，SCCでは核全体が濃染されてい

るものが多い傾向にあった（Fig．1，2）。

　（2）AIおよびLI

　病変別のAIは，対照群が32．0％（8／25

例），HKが72．9％（20／26例），　EDが80．0％

（20／25例），SCCが83．7％（41／49例）であり，

対照群と比較すると，すべての病変で高い値を

示したが，各々の病変間に有意な差は認められ

なかった。また，LIは対照群が2．4±0．9％，

HKが9．7±8．9％，　EDが20．4±9．2％，　SCC

が22．6±10．3％であり，SCCで有意に高値を

示した＠〈0．05）。SCCを分化度別に比較する

と，LIは高分化型で21．9±7．4％，中分化型で

23．8±9．9％，低分化型で27．7±8．3％であり，

低分化型で高値を示したが，分化度別に有意な

差は認められなかった（Fig．3）。腫瘍の組織学
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Fig．4．　Immunohistochemical　stains　for　p53　in

　　　hyperkeratosis（A）and　epithelial　dysplasia

　　　（B）．

的浸潤様式別のAIは，2型が83．3％（5／6

例），3型が88．0％（22／25例），4C型が83．3％

（5／6例），4D型が100％（12／12例）と全て

の型において高い値を示した。LIは2型が

25．2±6．7％，3型が19．9±8．6％，4C型が

21．7±11．7％，4D型が24．4±13．8％であ

り，浸潤様式別に有意な差は認められなかった

（Table　4）。

　t－SCCにおける陽性細胞の局在はSCCに

類似しているものの，染色性は淡く，HK，　ED

に類似していた。t－SCCにおけるAIおよび

LIはそれぞれ70．8％（17／24例），18．7±

15．1％であり，ともにSCCと比較して低い値

を示した。

3．p53の免疫組織化学的検索

　くD　染色様式

　p53の細胞内での染色様式をみると，核小体

は濃染し核内に微少な穎粒状を呈する細胞と，
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Fig．5．　Immunohistochemical　stains　for　p53　in

　　　well　differentiated　（A），　moderately　dif－

　　　ferentiated　（B）and　poorly　differentiated

　　　（C）squamous　cell　carcinoma．

核全体が濃染する細胞がみられた。組織内での

局在様式をみると，散在性，浸潤性の増生を示

す4Cおよび4D型にはp53蛋白陽性を示す

細胞が多い傾向にあった。高分化型のSCCで

は，PCNAと同様に癌胞巣周辺の基底細胞様細

胞層に陽性を示す細胞が多くみられ，低分化型

では腫瘍全体にわたり陽性細胞が認められた

（Fig．4，5）。
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Fig．6．　p531abeling　index　in　hyperkeratosis，　epithelial　dysplasia　and　squamous　cell　carcinoma．

　（2）AIおよびLI

　p53蛋白のAIは，対照群で24．0％（6／25

例），HKは26．9％（7／26例），　EDは40．0％

（10／25例），SCCでは53．1％（26／49例）で

あった。LIは，対照群が1．7±0．7％，　HKが

4．8±1．8％，　EDが11．6±2．0％，　SCCが24．8

±11．0％で，SCCで有意に高値（ρ＜0．01）を

示した。SCCの分化度別のLIは，高分化型が

19．9±11．5％，中分化型が26．7±11．8％，低分

化型が27．7±6．0％であり，未分化な腫瘍ほど

高い値を示した（Fig．6）。組織学的浸潤様式の

分類におけるAIは，2型が50．0％（3／6例），

3型が36．0％（9／25例），4C型が83．3％

（5／6例），4D型が66．7％（8／12例）であ

り，浸潤様式とAIとの間に相関はみられな

かった。また，LIは2型が26．9±8．4％，3型

が18．9±11．6％，4C型が244±10．5％，4D

型が30．0±9．6％であり，浸潤様式別に有意な

差はみられなかった（Table　4）。

　t－SCCにおけるAIは50．0％（12／24例）で

SCCとほぼ同値を示した。　LIは20．3±13．8％

で，SCCに比較してやや低値を示したものの有

意差はみられなかった。また，SCCと比較して

染色性に変化は認められず，局在もほぼ同様で

あった。

5．p21の免疫組織化学的検索

　（1）染色様式

　p21蛋白陽性細胞は，核が全体に淡く染まる

細胞がほとんどを占め，稀に核全体が濃染され

る細胞や核内に頼粒状を呈して染色される細胞

が散見された。組織内の染色様相をみると，

HK，　EDでは大部分が有棘層から傍基底細胞

層にかけて認められ，ときにEDにおいて上皮

基底細胞層にみられた。分化型のSCCでは，癌

胞巣の中心部に近い細胞層に陽性を示す細胞が

比較的多く認められた（Fig．7）。

　（2）AI

　病変別のAIは，　HKが50．0％（13／26例），

EDが48．0％（12／25例），　SCCが46．9％（23／

49例）であった。SCCを組織学的分化度別にみ

ると，高分化型が57．1％（12／21例），中分化型

が50．0％（10／20例），低分化型が12．5％（1／

8例）であり，低分化型で有意に低値を示した

（ρ＜0．01）。組織学的浸潤様式の分類では2型
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Fig．7．　Immunohistochemical　stains　for　p21　in

　　　squamous　cell　carcinoma，　well　dif－

　　　ferentiated　type．

が50．0％（3／6例），3型が56．0％（14／25

例），4C型が50．0％（3／6例），4D型が

25．0％（3／12例）であり，4D型で最も低値を

示した。

　t－SCCのAIは，45．8％（11／24例）でSCC

とほぼ同じ値を示した。組織内の染色様相は

SCCとほぼ同様であったが，細胞内の染色様相

ではSCCに比較して，核内に穎粒状を呈して

染色される細胞が多い傾向にあった。

考 察

1．白板症と扁平上皮癌

　白板症は，臨床的あるいは病理学的に他の如

何なる疾患の特徴も有しない白色の板状ないし

斑状の病変でい，組織学的な上皮異形成の有無

に関係なく用いられ，上皮異形成を伴う白板症

は前癌病変とみなされる16）。白板症に関するこ

れまでの研究によれば，有病率は喫煙や生活習

慣の違い，地域によって差が大きく，近年の報

告ではおおむね2％から4％とするものが多

い17’18）。本邦における有病率は，池田ら19’の報告

によると2．5％であり，好発年齢は一般に40歳

から70歳とされ，Banoczyら20＞は520例中386

例（742％）がこの年齢層に認められたと報告

し，桐田ら2）の報告においても84．3％がこの年

齢層に認められている。性別では，男性が女性

に比べて多い傾向にある19。一般に好発部位は

舌とされ，本研究においても病変のほとんどが
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舌，歯肉に認められたが，報告者により好発部

位が異なる。本邦では，桐田ら2）は舌（60％），

歯肉（20％），頬粘膜（15．7％），渡辺ら21）は，歯

肉（42．1％），頬粘膜（31．3％），舌（15．6％），天

笠ら3〕は，歯肉（33．3％），頬粘膜（27．0％），舌

（24．7％）の順に多かったと報告している。

　白板症における上皮異型の有無は，その悪性

化潜在能を病理組織学的に判断するための指標

となりうるとされ22’，白板症における上皮異形

成の発現頻度は，地理的因子や診断基準の相違

などによりばらっきが認められるが，およそ

10％から25％であると報告されている2324）。ま

た，細胞の異型程度と癌化の関連性については

これまでにも多くの報告がある2°25’26）。

2．PCNAの発現
　悪性腫瘍細胞の増殖能は患者の予後を大きく

左右する要因の一つであり，これを細胞レベル

で解明することを目的に種々の研究がなされて

きた。今回，著者は抗増殖細胞核抗原（PCNA）

抗体を用いて免疫組織化学的に口腔領域の過角

化症（HK），上皮異形成（ED）および扁平上皮

癌（SCC）についてその増殖能を検索した。

PCNAは細胞周期のG1およびS期に蓄積さ

れる分子量36kDaの核蛋白で，　DNAの合成

に重要な役割を果たすDNA　polymeraseσの

補助蛋白である。また，PCNA陽性細胞とS期

細胞とは高い相関性があることから，PCNAは

免疫組織化学的な増殖マーカーとして知られて

おり27｝，種々の臓器の癌腫283①などの悪性度を

反映するとの報告がある。しかし，一方では

PCNAはS期細胞だけでなく他の細胞周期に

ある細胞とも反応し32’，S期細胞に限定されな

いとの報告もある33）。佐々木ら34」はPCNA陽性

細胞核質の染色性は濃く染色されるものから淡

く染まるものまであるが，濃く染色される核を

持つ細胞がS期細胞であると報告している。ま

た，PCNAの染色性は固定条件によっても左右

される。一般に48時間以上浸漬された組織や

1年以上固定された組織では染色性が悪い27’3㌔

著者が今回取り扱った標本の固定時間は12時

間から48時間以内の生検材料であり，おおむ
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ね良好な染色性が得られた。

　口腔の正常粘膜，過角化症，上皮異形成，扁

平上皮癌についてその増殖能の面から系統的に

免疫組織化学的に検索し，比較検討した報告は

意外に少ない。舌正常粘膜上皮におけるPCNA

陽性細胞は基底層から有棘層下部に存在してい

たが，認められない症例もあり鵠），基底細胞層

ではほとんど見られず，傍基底細胞層に局在し

ている3”との報告もある。本研究の結果でも正

常粘膜におけるPCNA陽性細胞の局在につい

てもこの様な傾向がみられた。HKやEDなど

ではPCNA陽性細胞は主として傍基底細胞層

に局在し，わずかに上皮基底細胞層にもみら

れ，このような部位で細胞増殖が活性化してい

るものと推測された。

　口腔異形成病変を免疫組織化学的に検索した

村井36）は病変が進行するとPCNA陽性細胞率

も増加する傾向にあり，異形成のある病変と正

常粘膜の間には統計的に有意差が認められたと

報告している。また，PCNA陽性細胞率につい

て辻ら33）は正常粘膜が11．6％，白板症が16．7％，

大坪鵠〉は正常粘膜が3．9％，白板症が16．2％で

あったと報告している。今回の著者の研究でも

正常粘膜で2．4％，HKが9．7％，　EDが20．4％，

SCCが22．6％と病変の進行にともないLIは

高くなっていた。このような観点からPCNA

LIは上皮細胞の癌化過程の進行度の指標にな

りうるのではないかと思われた。

　SCCにおけるPCNA陽性細胞の分布様式は

その分化度により異なると報告されている37）。

すなわち高分化型癌では癌胞巣の周辺部に染色

され，胞巣中央部に向かうに従い染色性は低下

する3τ39）のに対して，低分化型癌では胞巣の周

辺部と中心部に陽性の差は少なく，散在性で一

様である37）。著者の検索でもこのようなPCNA

陽性細胞の分布の傾向が得られたことから，

SCCの増殖に関与している細胞の局在は一様

ではなく，腫瘍細胞の増殖の多彩性が示唆され

た。また，悪性腫瘍におけるPCNA陽性細胞率

は高値を示し増殖活性が高い33）といわれている

が，PCNA陽性細胞率は報告者によって差が見

られる。著者が検索したSCCではPCNA　LIが

22．6％であった。しかしながら，SCCでは
22．8％33），17．6％銘），37．7％40）などと報告されて

おり，横江ら41）は6．8％と低い陽性細胞率を報

告し，研究者によってその比率は異なってい

る。PCNA陽性細胞率はSCCの分化度が低く

なるにっれて高くなり，分化度とよく相関す

る3＆39）ほか，腫瘍細胞の異型度とも有意な相関

が見られている39）。著者のSCCの検索でも高分

化型が21．9％，中分化型が23．8％，低分化型が

27．7％と分化度が低くなるに従ってPCNA　LI

は高くなっていた。山本，小浜の分類15）の浸潤

様式とPCNA陽性細胞率の相関性については，

禰漫性あるいは索状の浸潤傾向が強い4C型，

4D型においてPCNA陽性細胞率が高くなる

傾向が見られている路）。著者の検索では2型が

25．2％と最も高い値を示したが，浸潤様式別に

は有意な関連性は見られなかった。また，長峰

ら4°）は浸潤様式別には3型と4型で比較的高い

陽性細胞率を示しているが有意差はなかったと

報告している。PCNA陽性細胞率はHK，　ED，

SCCの順に高くなり，　SCCにおいてはその分

化度と相関していたことから，これを検索する

ことにより腫瘍細胞の増殖動態を知り，その悪

性度を判断すると適切な治療に結びつくことが

示唆された。

3．p53蛋白陽性細胞の発現

　p53蛋白はp53癌抑制遺伝子に基づいて産

生される分子量5．3万の細胞性蛋白質である42）。

野生型p53はDNAポリメラーゼδの補助因

子であるPCNAのmRNAの発現を特異的に
抑制し，細胞周期のG1期からS期への進行を

可逆的に停止させることによって，細胞増殖を

負に調節していることが知られている鋤）。

　p53癌抑制遺伝子の異常は，大腸癌45）をはじ

めとする様々な腫瘍において高頻度に検出さ

れ，細胞の悪性変換である癌化や進展に深く関

与している。また，その遺伝子産物である変異

型p53蛋白は野生型に比べ半減期が長いため，

過剰発現として免疫組織化学的検出が可能であ

る13）。今回用いた抗p53抗体（CM－1，
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Novocastra社）は，野生型と変異型の両方を

検出する抗体であるが，前述の理由により抗p

53抗体における陽性所見のほとんどのものは

変異型p53蛋白の過剰発現と推察された。今

回の検索でp53蛋白は，正常粘膜25例のうち

24．0％に発現が認められ，HKでは26例のう

ち26．9％，EDは25例のうち40．0％に認めら

れ，さらにSCCでは全症例の53．1％にp53蛋

白陽性細胞が認あられ，病変の進行度とともに

漸増し，異型性を有する病変においてその発現

が高かった＠〈0．01）。また，LIにおいても，

正常粘膜に比較して，HK，　ED，　SCCと有意に

上昇している結果から，p53蛋白の発現は細胞

の増殖能と相関することが示唆された。現在ま

でにヒトの悪性腫瘍の発生において，さまざま

な臓器における発癌因子や関連遺伝子等にっい

ての研究報告がなされているが，その中でも大

腸癌では癌遺伝子および癌抑制遺伝子の関与に

よる発癌過程の解明がなされている。今回の結

果は，この中のp53蛋白は発癌の初期に検出

されるという大腸癌に関する報告砺）に一致する

ものであった。すなわち，p53癌抑制遺伝子の

変異は悪性転化の早期におこり，進行性に量的

増加が生じるものと考えられた。このことは臨

床的にも非常に意義があり，p53蛋白の過剰発

現は癌の早期発見や予防，再発防止の重要な指

標として臨床的に応用できると考えられる。

　悪性腫瘍におけるp53蛋白の発現に関する

先人の研究によると，食道癌では61％1°），

55％46）と比較的高い値を示すのに対して，口腔

のSCCでは20％47），44％48），52％49）など幅広い

報告がなされている。本研究では53．1％であり

口腔のSCCの研究としてはやや高い値を示し

た。また，SCCの浸潤様式別では，浸潤傾向の

強い4型においてp53蛋白の高い発現頻度を

示す報告もある49）が，本研究では浸潤様式別に

有意の差は認められなかった。

　p53蛋白陽性細胞は，正常粘膜とHKでは基

底層に散見されたが，EDでは基底層だけでは

なく傍基底層にも認あられ，さらにSCCの高

分化型では胞巣周辺部に比較的限局し，低分化
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型では胞巣全体に禰漫性に見られるという特徴

を示し，PCNA陽性細胞の場合と同様の局在性

を示した。この結果は，変異型p53陽性細胞は

PCNAの陽性細胞と分布が重なることを示し，

変異型p53蛋白陽性細胞が病変の増殖細胞で

ある可能性が示唆された。

4．p21陽性細胞の発現について

　p21遺伝子はWAF　1（wild－type　p　53－

activated　fragment）としても知られており，

p53蛋白によって発現誘導され，細胞周期を制

御するサイクリン／Cdk　2複合体を阻害し，細

胞周期をG1期で停止させる。　DNAに損傷が

加わるとp53蛋白質量が細胞内で増加し，　p21

遺伝子の転写が充進する。そして，p21蛋白質

量の増加によりG1期からS期への移行が遅
延し，その間に損傷部遺伝子の修復が行われる

とされている。つまり，p53遺伝子が変異して

いると，DNAに損傷が生じてもp21蛋白の動

員が行われず，細胞周期が回転し損傷部修復を

行うための細胞周期の制御が働かないため遺伝

子の不安定化を引き起こす。このことが腫瘍化

の原因となると考えられている5°）。また，最近

のデータでは，筋細胞の分化の引き金となる転

写因子MyoDによってp21蛋白が発現を誘導

され，その結果，細胞周期がG1期で停止し，

筋細胞への分化が進むことが報告されている。

すなわちp21遺伝子の発現は，細胞の分化と

関連性があることが示唆されている51）。

　今回の検索では，p21蛋白陽性細胞は全体的

に発現が弱かったが，茶褐色の濃淡いずれも陽

性と判定し，変異型p53蛋白とp21蛋白発現

との関連性にっいて検討を行った。その結果，

p21のAIはHK，　ED，　SCCでごくわずかずつ

減少したが，有意差はなくほぼ同率とみなされ

た。しかし，組織型では角化細胞への分化が高

い高分化型で高く，SCCの増殖能の高い低分化

型では低く，組織分化度との関連性が認あられ

た。また浸潤様式では，胞巣構造が見られない

4D型の，び漫性増殖型で最低値を示した。す

なわち，p21蛋白の発現は腫瘍細胞の増殖能を

示すp53蛋白の発現とは逆相関を示すものと
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思われた。事実，p21蛋白の組織内の染色様相

をみると，HK，　EDにおける陽性細胞は大部分

が有棘層から傍基底細胞層に認められ，分化型

のSCCでは，癌胞巣の中心部に近い比較的分

化した細胞層に陽性を示す細胞の局在が認めら

れた。これに対して，変異型p53蛋白の発現は

基底細胞様細胞層に分布しており，両者の陽性

細胞の分布は腫瘍細胞の増殖相と分化相とを反

映するものであった。

5．扁平上皮癌と治療

　SCCの治療によるPCNA　LIの変化に関係す

る研究は少ないが，長蜂ら4°）は治療により

PCNA陽性細胞率が有意に低下したと報告し

ている。また，SCCの治療法とPCNA陽性細

胞率の関係では化学療法単独群と化学療法＋放

射線治療群との間には有意の関連は見られてい

ない4°）。著者も治療後のSCCにおけるPCNA

LIについて検討したところ治療前に比較して

低値を示しており，治療による腫瘍細胞の増殖

能の低下を示唆する結果と理解された。著者が

今回検討した症例は化学療法単独，放射線療法

単独および化学療法＋放射線療法を行っている

が，その治療の内容，期間などについては充分

な検討を行い得なかった。いずれにしても，

PCNA抗体による免疫組織化学的な細胞増殖

能の評価は腫瘍細胞の悪性度の指標，化学療法

や放射線療法に対する治療効果を判定する上で

の指標となり得るものと考えられた。

　p53遺伝子は細胞周期をG1期で停止させ

る作用を持つだけではなく，放射線照射や抗癌

剤投与による重篤なDNA損傷により多量に野

生型p53が細胞内に発現したとき，あるいは

トランスフェクションなどによって人為的にそ

の発現を充進させたとき，細胞をアポトーシス

に陥らせる。これはDNAの損傷があまりに重

篤で，適切な修復が施せない場合，遺伝子異常

のある細胞を排除するための重要な防御機構の

一つであると考えることができる50）。また，p

53遺伝子はp21蛋白の発現を誘導するが，　p

21蛋白はcyclin　E－cdK　2に結合しその活性

を阻害する。また，p21は，細胞に強制発現す

るとG1期からS期への細胞周期の進行を強

力に阻害する。野生型p53遺伝子は正常な細

胞周期の制御にはあまり関与せず，むしろ放射

線や薬剤により傷害を受けた細胞で細胞周期を

止めると考えられており，p53遺伝子に異常が

あると，DNAの損傷が修復されずにS期に進

行し細胞が死んだり，癌化すると考えられてい

る52）。本研究でのp53蛋白の発現は，　SCC症例

では53．1％であるのに対し，t－SCC症例では

50．0％とほぼ同じ値を示した。また，p21蛋白

発現にっいてもSCC症例では46．9％，　t－SCC

症例では45．8％とほとんど変化がなかった。今

回の研究では，t－SCCにおいてはアポトーシ

スの誘導についての追究は行なわなかったが，

p21蛋白の細胞内染色様相の違いなどから，

SCCとt－SCCにおけるp21蛋白の状態は全

く同じではなく，放射線照射および抗癌剤の使

用により遺伝子内で何らかの変化が起こってい

るものと推察された。

結 論

　口腔の過角化症，上皮異形成および扁平上皮

癌について，抗PCNA抗体，抗p53抗体およ

び抗p21抗体を用いて免疫組織化学的染色に

よって検索し，以下の結論を得た・

1．PCNAとp53陽性細胞は扁平上皮癌の分

　化型では癌胞巣周囲，低分化型では胞巣全体

　に散在していた。

2．PCNAとp53陽性細胞出現率と陽性細胞

　率は，扁平上皮癌において最も高く，過角化

　症で最も低い値を示した。また，全ての病変

　においてp53陽性症例のほとんどがPCNA

　陽性症例であった。

3．過角化症や上皮異形成においてもp53陽

　性細胞が認められたことから，p53遺伝子は

　病変の比較的早期に変異型となり，野性型p

　53遺伝子の作用が細胞増殖に抑制的なのに

　対し，変異型p53遺伝子はむしろ腫瘍細胞

　内においてcell　cycleを促進させる働きをも

　っことが示唆された。

4．p21蛋白は比較的分化傾向の高い病変にお
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　いて発現が認められ，腫瘍細胞の増殖能より

　も腫瘍細胞の分化との関連が示唆された。

5．化学療法および放射線療法の治療後の扁平

上皮癌におけるPCNAとp53蛋白の陽性細

胞出現率および陽性細胞率は，SCCよりやや

低い値を示した。扁平上皮癌に対する放射線

照射や抗癌剤の使用により，細胞の増殖活性

を抑制することが示唆されたが，p53蛋白の

発現との間には直接的な関係はみられなかっ

　た。

6．過角化症よりも上皮異形成においてPCNA

およびp53陽性細胞出現率と陽性細胞率が

高く，異型性を有する白板症は高い悪性化潜

在能を有し，将来的に悪性腫瘍への転化の可

能性があるものと推察された。

7．p53蛋白は悪性転化の比較的早期から発現

が認められ，悪性化の進行に伴い段階的に量

的増加がみられるため，p53の免疫組織学的

検索は悪性転化の予測の指標となり得るもの

　と思われた。

　稿を終えるに当たり，本研究推進において終

始ご指導頂いた本学歯学部口腔病理学講座佐

藤方信教授に深甚なる感謝の意を表します。

また専門の分野から懇篤な助言と指導を頂いた

本学歯学部口腔外科学第二講座関山三郎教授

に感謝し，種々とご教示とご協力を頂いた本学

歯学部口腔病理学講座教室員諸兄に謝意を表し

ます。

　本論文の要旨は第38回歯科基礎医学会学術

大会（平成8年10月13日神奈川歯科大学，横須

賀市）において発表した。
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