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                                     様式３ 

論 文  内  容  の  要  旨  

氏  名  （    柏 木  孝 文      ）  

論文題名 

歯肉癌・舌癌のゲノム・エピゲノムならびに腫瘍免疫プロファイリングに

関する検討 

論文内容の要旨 

【緒言】 

口腔は、舌や歯肉、頬粘膜、口底といった亜部位から構成されており、その部位ごとで解剖学的構造に相違があ

ることに加え、発生学的に起源細胞が異なると考えられている。さらに扁桃が存在する口腔内は免疫システム応答

が発達しており、唾液中やプラークなどに口腔内微生物が存在し常にその影響を受け続けている部位である。これ

らに由来する口腔扁平上皮癌は、頭頸部扁平上皮癌を構成するがん種であるが、罹患率、死亡率ともに未だ大きく

改善していないのが現状である。このような原因の一つとして、同一腫瘍内や腫瘍が発生した亜部位による癌細胞

や免疫担当細胞などから成される腫瘍微小環境の不均一性が考えられる。頭頸部扁平上皮癌において、口腔扁平上

皮癌と非口腔頭頸部扁平上皮癌という解剖学的部位の違いで遺伝子変異や腫瘍浸潤リンパ球の割合に違いが生じる

ことが示唆されている。The Cancer Genome Atlas（TCGA）Networkによる頭頸部扁平上皮癌の網羅的ゲノム解析に

おいても、口腔扁平上皮癌は舌扁平上皮癌（以下、舌癌と記載）を主要ながん種として一括りにして解析を行って

おり、舌癌以外の口腔扁平上皮癌、特に歯肉扁平上皮癌（以下、歯肉癌と記載）の網羅的ゲノム解析については報

告がほとんどない。また、エピジェネティックな事象は発癌の初期段階で起こり、その変化は免疫系にも影響を及

ぼす可能性があるとされる。そして、エピジェネティックな変化の調節において、アルコールやタバコなどの暴露

だけではなく、口腔内微生物が原因となり歯周炎等の慢性炎症と関連がある可能性がある。これまで起源細胞や発

癌要因、微小環境等が異なる口腔扁平上皮癌を解剖学的亜部位ごとに比較し、網羅的ゲノム解析や免疫細胞プロフ

ァイル解析を行った報告は申請者が調べた限り存在しない。 

そこで本研究では、歯科で発見契機となることが多い「歯肉癌」と口腔扁平上皮癌の中でも比較的頻度が高い

「舌癌」を対象にゲノム・エピゲノム解析、腫瘍免疫解析を行い、「歯肉癌＋舌癌」、そして亜部位ごとで、特徴

的な遺伝子発現変動とその機序、腫瘍免疫プロファイルを明らかにすることを目的とした。 

【方法】 

対象：当科（大阪大学大学院歯学研究科 顎口腔腫瘍外科学講座）ならびに大阪大学医学部附属病院 耳鼻咽喉科・
頭頸部外科で、歯肉癌、舌癌の手術を受けた患者（本研究に同意を得られた患者） 
症例数・組織サンプル：歯肉 31例、舌 27例 

① 検体採取 術後病理診断に影響のない範囲で、⼿術検体より、腫瘍部、正常部よりそれぞれ5 mm⾓で組織を
採取し、−80℃凍結保存した。 

② DNA・RNA抽出（腫瘍組織（T）：DNA,RNA AllPrep DNA/RNA Mini Kit、正常組織（N）：DNA QIAamp DNA 

Mini Kit、RNA AllPrep DNA/RNA Mini Kit を使用し抽出） 

③ 全トランスクリプトーム解析（RNA-seq解析）：2群間における遺伝子発現解析には、edgeRパッケージを用い

た。遺伝子発現の差は尤度比検定により求め、|logFC|の値で発現の大きさ、p値で有意差の評価を行った。 

④ エンリッチメント解析：エンリッチメント解析は、Metascapeのツール(https://www.Metascape.com)を用いて

行った。 

⑤ 予後情報の評価・生存予後解析 

⑥ DNAメチル化アレイ解析：Infinium MethylationEPIC BeadChip Kit（Illumina）を用いて行った。CpG部位の

メチル化レベルは、0（完全にメチル化されていない）から1（完全にメチル化されている）までのβ値で表し

た。R-パッケージのChAMPパイプライン（バージョン2.18.2）を使用した。 

⑦ 全トランスクリプトームデータを用いた腫瘍免疫プロファイリング解析：デジタルフローサイトメーター法で

あるCIBERSORTx法を用いて、対象となる各腫瘍免疫細胞22種の発現プロファイルを亜部位ごと、腫瘍部-正



 

常部間で評価、検討した。さらに、免疫応答に関するシステムを多角的・複合的に解析、スコア化を行うツー

ルであるImmunogramを使用し、免疫応答に関しても言及した。 

 【結果】 

「歯肉癌＋舌癌」全体で、正常部と比較して遺伝子の発現変化が大きい遺伝子（群）として、HOXファミリー遺

伝子（群）を同定した。舌と歯肉に分けて、HOXC11等一部のHOXファミリー遺伝子群の発現変化を比較したとこ

ろ、歯肉、舌ともに腫瘍部での発現が正常部と比較して亢進していたが、HOXファミリー遺伝子の各遺伝子によっ

て、舌と歯肉で発現の状態に相違が認められた。次に、亜部位（歯肉癌と舌癌）ごとでの遺伝子発現解析を行うた

めに、歯肉と舌の正常部同士で、遺伝子発現解析、エンリッチメント解析を行った。歯肉では正常組織において

も、発現が亢進していた遺伝子群が免疫や炎症、細菌に対する反応のパスウェイに強く関連していることが明らか

となった。一方で、舌では、発現が亢進していた遺伝子群が筋など解剖学的構造に関するパスウェイに強く関連し

ていた。そして、舌癌では免疫応答の差が、再発・転移に影響する傾向があった。また、亜部位同士での比較にお

いて、舌癌では免疫系遺伝子の発現亢進を特徴とし、歯肉癌では、細胞周期、口腔内細菌関連の遺伝子の発現亢進

を特徴とすることがわかった。加えて、HOXファミリー遺伝子の1つであるHOXC13が歯肉癌の再発転移予測における

バイオマーカーとなりうる可能性が示唆された。 

次に、DNAメチル化アレイ解析を行い、歯肉癌＋舌癌で発現亢進を認めたHOXファミリー遺伝子がエピゲノム異常

により発現亢進が起こっていることを認めた。HOXファミリー遺伝子の中でもHOXC6等はプロモーター領域が脱メチ

ル化ではなく「メチル化されることにより遺伝子発現が亢進」しており、HOXD11は「3’UTR領域がメチル化される

ことにより遺伝子発現が亢進」していることを発見した。また、HOXC13においては歯肉癌においてのみ、3’UTR領

域で「メチル化」され発現が亢進していることを認めた。全トランスクリプトームデータを用いた腫瘍免疫プロフ

ァイリング解析に関して、腫瘍部-正常部の比較では、歯肉癌症例において正常部であっても免疫細胞の数は多

く、腫瘍部においてT cell CD8等の炎症性細胞の割合が増加していた。各細胞型22種（CIBERSORTx）について

は、Dendric cells activated等8種の免疫細胞で有意差を認めた。また舌癌症例において、腫瘍部と正常部を比較

すると、全体として腫瘍部でTリンパ球などの炎症性細胞の数や割合が増加していた。また、歯肉癌症例でも有意

差を認めたDendric cells activatedに加え、T cells regulatory（Tregs）等11種の免疫細胞で有意差を認めた。 

 【考察】 

今回の結果より、「歯肉癌＋舌癌」全体でHOXA10, HOXC10, HOXC11, HOXD13と後方のHOX遺伝子の発現亢進を認

めており、これまでの既報と同様の結果であった。また、歯肉、舌の亜部位ごとでもHOXファミリー遺伝子の発現

に相違を認めたことから、口腔内においても亜部位(歯肉癌と舌癌)によって発癌進展過程における関与する遺伝子

に違いが生じていることが推察された。そして、亜部位ごとの比較解析より、口腔内細菌や細菌に対する炎症が歯

肉癌の発生・進展過程に深く関わっている可能性が示唆され、舌癌においては免疫応答が発癌に関与していること

が推察された。また、癌特異的に発現亢進を認めたHOXファミリー遺伝子群の一部がプロモーター領域の「メチル

化」により発現が亢進しており、HOXD11等は3’UTR領域の「メチル化」により発現が亢進していることを発見し

た。このような現象は近年、報告されつつあるが、明らかなメカニズムは不明である。今後、さらに詳細なメカニ

ズム解明を進める。さらに、歯肉癌においてのみ3’UTR領域の「メチル化」で発現が亢進していたHOXC13において

は、歯肉特有の原因によって同現象が生じたのかは不明であり、その機序を解明する必要があると考える。腫瘍免

疫プロファイリング解析においても、歯肉、舌で免疫細胞の数や割合の変化に違いが認められたが、この結果よ

り、同じ口腔内でも解剖学的構造や起源細胞等が異なることで、腫瘍免疫環境も異なることが示唆される。 

 【結論】 

本研究では、歯肉癌＋舌癌においてHOXファミリー遺伝子（群）が発現亢進 しており、それが3’UTR領域等、プロモ

ーター領域のみではない領域のメチル化により生じていることが示唆された。また、歯肉癌と舌癌で生じる遺伝子

変異や免疫環境も異なることが示された。 

 




