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I. 緒言 

 

1.  舌癌における von Hippel-Lindau(VHL)タンパク質発現に着目した背景 

舌癌が属する頭頸部癌の罹患数は年々増加の一途をたどり、ここ数十年予後

の改善は乏しいのが現状である。頭頸部癌は、約 90%が扁平上皮癌であり、その

進行はがん抑制遺伝子とがん遺伝子の多段階な変化によるものと考えられてい

る(1)。頭頸部癌における遺伝子異常の解析では、染色体 3p、9p、17p領域に loss 

of heterozygosity(LOH)が多いとされている(2)。染色体 3p 上で LOH 頻度が高

い部位の近傍に位置する代表的ながん抑制遺伝子に VHL遺伝子(3p25)がある(3)。

VHL遺伝子については、これまで同遺伝子と特に関連の深い腎細胞癌で研究が進

められてきた。腎細胞癌全体の約 80%を占めるのは淡明細胞型腎細胞癌(4)であ

り、その 60-80%には VHL遺伝子の異常を認める(4-6)。VHL遺伝子の産物である

product VHL(pVHL)の機能は、低酸素化で誘導される hypoxia-inducible 

factor(HIF)1-alphaの分解を導くことにある(7)。HIFは、血管内皮増殖因子な

どを誘導し、血管新生や増殖をうながし、癌化や転移を促進させる(8-12)。 

頭頸部癌のVHL遺伝子のLOHについては、いまだ一定の見解は得られていない。

頭頸部領域は複数の臓器で構成されており、特に舌を含む口腔咽頭癌は他の頭

頸部癌に比べて若年層での発症も多く散見され、遺伝的背景の影響が考えられ

ている(13)。そのため対象を舌癌に絞って遺伝子変化やその影響を調査する意

味がある。2008年、AsakawaらはVHL遺伝子のLOH解析を舌癌について検討し、初

めて舌癌でも高頻度にVHL遺伝子のLOHがあることを証明した(14)。しかし、pVHL

の舌癌における発現については、これまでほとんど検討がなされておらず、不

明の点が多い。これが本研究で舌癌におけるpVHL発現に着目した背景である。 

 

2. Cytokeratin(CK)13、17 

 口腔上皮の異形成とは、浸潤を欠く上皮内腫瘍性病変と定義される(15)。異

形成は、単独もしくは浸潤癌周囲にしばしば認められ、CK13および CK17は、口

腔内病変において異形成の補助的診断マーカーの候補とされている(16)。CK13

は、正常口腔粘膜上皮に発現し、悪性化に伴い消退する(17, 18)。CK17 は、正

常粘膜上皮には発現せず、悪性病変で発現が認められる(16)。 

 

3. LOH解析 

LOHとは、がん細胞で生じる様々なタイプのDNA障害のなかで、本来1対ある対

立遺伝子のうちの片側の対立遺伝子が消失していることを示す。本研究では、

ヘテロ接合型AGの症例をLOH判定可能例とし、各マーカーのピーク面積比を求め、
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癌部AG比が非癌部AG比の60%未満をLOH陽性(Positive)とし、また60%以上をLOH

陰性(Negative)とした。60%のカットオフ値は、LOHのモデル定量実験により定

めた(19)。さらに、ヘテロ接合型AGがみられなかった症例をLOH判定不能例(not 

informative)とした。 

 

 

II. 目的 

 

 VHL がん抑制遺伝子の LOH が高頻度にみられる舌癌の組織において、pVHL の

発現の様式や特徴を免疫組織化学染色により明らかにする。さらに LOH によっ

て pVHL発現に差がみられるかどうかを解析し、その発現様式の臨床的意義や有

用性について検討する。 

 

 

III. 研究対象と方法 

 

1. 腎細胞癌症例 

1998年から 2004年の 7年間に日本大学付属病院および関連病院で治療を施行

した散発性淡明細胞型腎細胞癌 Stage Ⅰa(腫瘍径 4cm以下) 22例である。症例

22 例はすべて日本大学医学部泌尿器科学分野五十嵐智博博士によって VHL 遺伝

子変異および LOH が解析され、供与を受けた(20)(表 1)。腎正常組織において

は、腎細胞癌組織を採取した際に組織に含まれていた正常組織部分を用いて検

討した。 

 

2. 舌癌症例 

1999年から 2003年の 5年間に日本大学医学部附属板橋病院で治療を施行した

原発性舌癌 19 例である。症例 19 例はすべて日本大学医学部耳鼻咽喉・頭頸部

外科学分野浅川剛志博士によって VHL 遺伝子変異および LOH が解析され、供与

を受けた(14)(表 2)。mild、moderateあるいは severe dysplasiaを異形成とし

て扱った。それぞれの症例の中から標本として正常上皮、異形成、浸潤癌(高分

化型、中分化型、低分化型)を抽出した。舌正常上皮においては、舌浸潤癌を採

取した際に組織に含まれていた正常上皮部分を用いて検討した。 

  

 

3. 免疫組織化学染色(Immunohistochemistry:IHC) 

ホルマリン固定パラフィン包埋薄切切片 4μmを作製した。脱パラフィン処理
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後、5%過酸化水素水で 15分間インキュベートし、エタノール系列処理により水

和した。抗原賦活化処理は、0.01Mクエン酸緩衝液(Citrate Buffer Solution pH 

6.0、武藤化学社、東京、日本)に浸漬して圧力鍋で加熱処理をおよそ 121℃、5

分間で行った。ブロッキング液(PBS で調製した 5%スキムミルク(Skim Milk 

Powder、和光社、大阪、日本))で各切片を 37℃で 30分浸した。ブロッキング液

を除去し、PBSで調製した 1次抗体を 37℃で 60分間反応させた。pVHLに対する

マウスモノクローナル抗体(Purified Mouse Anti-VHL:556347、BD Biosciences

社、California、USA)は 100倍希釈で、抗 CK13抗体(NCL-CK13、Leica Biosystems

社、Nussloch、Germany)は 100倍希釈で、抗 CK17抗体(Anti-ck17 cloneE3 IR620

、DAKO 社、Glostrup、Denmark)は希釈済で反応させた。陰性対照として、PBS

を使用した。発色キットとして、pVHL はヒストファインシンプルステイン

MAX-PO(ニチレイバイオサイエンス社、東京、日本)を用いてプロトコールに従

って処理を行った。CK13、CK17については、Envision Plus kit (EnVisionTM FLEX 

Mini Kit、DAKO 社、Glostrup、Denmark)を用いた。発色はジアミノベンジジン

(Diaminobenzidine;DAB)溶液(シンプルステイン DAB溶液、ニチレイバイオサイ

エンス社、東京、日本) にて 5 分処理をし、ヘマトキシリン液にて核染色を行

った。核染色後、脱水、透徹をし、封入した。 

 

 

IV. 結果 

  

1. 腎細胞癌症例 

腎正常組織では pVHLは、近位尿細管で細胞質全体が染色された。また、淡明

細胞型腎細胞癌は、全 22 例中 16 例(73%)で pVHL は染色された。淡明細胞型で

は、細胞質内の周辺部がよく染色された(図 1B)。また、顆粒細胞型では、細胞

質がびまん性に染色された(図 1D)。 

 

2. 舌癌症例 

舌正常上皮において検討すると、pVHL は基底層と、有棘層のうち基底層の周

辺部の細胞質に局在して染色された(4 標本中 4 標本)(図 2B)。舌異形成におい

て検討すると、pVHL は基底層から有棘層の中層程度まで陽性細胞の出現が拡大

した(9 標本中 9 標本) (図 3B)。pVHL 陽性細胞の拡大の程度はそれぞれの標本

で異なっていた。舌浸潤癌において検討すると、高分化型では細胞質がよく染

色された(14標本中 14標本)(図 4B)。また、癌巣周辺部では細胞質が染色され、

癌巣中心付近では癌細胞の細胞質細胞膜近傍部が染色された。中分化型では、

細胞質が高分化型よりもさらに強く染色された(6 標本中 6 標本)(図 4D)。低分
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化型では、細胞質は高分化型よりも淡く染色された(3 標本中 3 標本)(図 4F)。

結果として検討対象 19例中 19例で pVHL染色は陽性であった。 

 

3. pVHL染色と CK13および CK17染色との比較 

舌正常上皮では、CK13は pVHL陰性領域に染色された(図 5C)が、CK17は全層

で陰性を示した(図 5D)。 

舌異形成では、pVHL、CK13、そして CK17 の染色パターンが様々に認められ、

その組み合わせが 3つに分類された(図 6)。パターン Aは、CK13陰性に伴い、

CK17が陽性になるタイプのもの(図 6cd)で、pVHL染色は概ね CK17と一致してい

た(図 6b)。このパターン Aは代表的なタイプで舌異形成の 9標本中 7標本に観

察された。パターン B(9標本中 1標本)は、CK13が陰性で CK17が全層で陽性で

あるタイプ(図 6gh)で、pVHLは有棘層の中層程度までの染色にとどまっており、

全層で陽性ではなかった(図 6f)。パターン C(9 標本中 1 標本)は、CK13 が強く

減弱しており、CK17 も弱陽性と異型度の判定の困難な染色パターン(図 6kl)だ

が、pVHLは異型細胞で陽性であった(図 6j)。 

舌浸潤癌では、CK13は全標本で陰性であった。CK17との関係では、概ね両者

の陽性・陰性部は一致していた(図 7)。しかし、詳細にみると、浸潤癌の高分化

型で角化が進んだ部位では pVHLが染色されなかったのに対し、CK17では強く染

色された(図 7BC)。 

  

4. VHL遺伝子の LOHと pVHL染色像との関連性 

 VHL遺伝子の LOH陽性 4例と陰性 4例で pVHL染色像を比較した。LOH陽性例

と LOH陰性例で染色態度に明確な差はなかった(図 8)。 

 

 

V. 考察 

 

舌癌の pVHL 染色は、これまでに 1 つの報告をみるのみである(21)。しかし、

そこに示された染色像は非特異的で、本研究とは異なる結果であった。異形成

や LOHの検討もなく、舌癌での pVHL陽性例は、27例中 10例(37%)で、本研究と

大きく異なっていた。このような結果の差異は、使用した抗体や染色条件が異

なることに起因すると考えられる。 

舌正常上皮において pVHLが基底層と、有棘層のうち基底層の周辺部の細胞質

に局在して染色されたのは、同部に存在する胚細胞あるいは未分化細胞が染色

され易い特徴があるためと考えられる。近位尿細管の正常上皮細胞はよく染色

され(22)、また淡明細胞型腎細胞癌の発生母地と考えられている(23)。舌癌に
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おいても腎細胞癌における近位尿細管との関係と同様のことを表していると考

えられる。 

臨床的に白板症として知られる病変には、反応性と腫瘍性の鑑別が困難なこ

とも多い。近年、白板症の異型度をみる病理診断の補助として、CK13や CK17の

発現パターンが有用であると認識されるようになってきた。CK13およびCK17は、

パターン A のような標本には異型度の評価に有用である。しかし、パターン B

は、HE 染色では異形成を示しており、pVHL も HE 染色でみられた異型部で染色

され、不一致がみられる。また、パターン C は、異型度の判定は困難である。

舌異形成の異型部を検出する補助マーカーとして pVHLの方が感度の点で優れて

いる可能性が示唆される。もし、pVHL が潜在的に増殖能を秘めた細胞に発現す

るのであれば、異形成の癌化への予後を予測できる新しいツールとなる可能性

がある。 

本研究では舌浸潤癌では、分化の程度によらず全標本で pVHL染色がみられた。

分化度による染色の特徴は、既知の報告と同様で癌細胞の密度が高いところに

強く pVHL は発現するため(24)と考えられた。また、分化度の低い癌は pVHL 発

現が低下しているという報告もある(25)。これらの点から、癌で pVHL発現がみ

られたのは、より分化度の低い癌への進展、あるいは細胞のさらなる増殖亢進

を抑制するために発現する可能性が考えられた。 

本研究では舌癌において、VHL遺伝子の LOHと pVHLの染色とは関連がみられ

ず、舌癌全例で pVHLは染色された。このことは、VHL遺伝子の変異や LOHは、

pVHLの発現には影響を与えないと考えられた。 

 

 

VI. 結語 

 舌癌組織において pVHLの免疫組織化学染色を行い、VHL遺伝子の LOHとは無

関係に、全例で、そして非癌部よりもむしろ癌部で pVHLが発現していた。 

 pVHL発現が腫瘍化過程に関連し、その免疫組織化学的染色が異形成の有無を

判断する補助的マーカーとして病理組織診断に有用である可能性を示唆した。 
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表1. 淡明細胞型腎細胞癌 22例 

No. Age Sex 
Genetic alternation 

Grade 
Mutation LOH 

1 68 M N N 1 

2 51 M N N 2 

3 50 M N N 2 

4 32 M N N 2 

5 58 M N N 1 

6 58 M N P 1 

7 64 F N P 1 

8 46 M N P 1 

9 60 F N P 1 

10 74 M N P 2 

11 59 M N P 1 

12 62 F P N 1 

13 44 M P N 2 

14 68 F P N 1 

15 35 M P P 2 

16 72 M P P 2 

17 60 M P P 1 

18 57 M P P 2 

19 42 M P P 1 

20 77 M P P 2 

21 70 M P P 1 

22 56 F ni ni 2 

LOH, loss of heterozygosity; P, positive; N, negative; ni, not informative. 

Grade 1は高分化型、Grade 2は中分化型。遺伝子異常は五十嵐らより引用した

(20)。 
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表2. 舌癌 19例 

Case 

No. 
Age Sex Stage LOH Grade 

Histological examination 

Normal Dysplasia 
Tumor (differentiation) 

Well  Moderate Poor 

1 55 M II P 1 
 

+ + + 
 

2 56 F II P 1 
  

+ 
  

3 64 F II P 1 
  

+ 
  

4 73 M II P 2 
  

+ + 
 

5 22 M II N 1 
 

+ + 
  

6 30 F IV N 1 
  

+ 
  

7 32 M IV N 1 + 
 

+ 
  

8 62 F I N 1 + + + 
  

9 25 M II ni 1 
  

+ 
  

10 30 F III ni 1 + + + 
 

+ 

11 66 M I ni 1 
 

+ + 
  

12 72 F I ni 1 + 
 

+ 
  

13 73 F II ni 1 
 

+ + + 
 

14 76 M I ni 1 
  

+ 
  

15 79 F II ni 1 
 

+ + 
  

16 61 F II ni 2 
  

+ + + 

17 63 F IV ni 2 
 

+ 
 

+ 
 

18 69 M III ni 2 
 

+ 
 

+ 
 

19 76 F III ni 3 
    

+ 

Total           4 9 16 6 3 

LOH, loss of heterozygosity; P, positive; N, negative; ni, not informative. 

Grade 1は高分化型、Grade 2は中分化型、Grade 3は低分化型。LOH陽性・陰

性は Asakawaらより引用した(14)。なお、全例で VHL遺伝子変異はみられなか

った(14)。  
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図1. 淡明細胞型腎細胞癌の HE染色と pVHLの免疫組織化学染色 

(A)淡明細胞型腎細胞癌の HE染色、(B)淡明細胞型腎細胞癌の pVHL染色、矢印

は癌細胞陽性部位を示す。(C)顆粒細胞型部分の HE染色、(D)顆粒細胞型部分の

pVHL染色。スケールバーは 50μm。 
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図2. 舌正常上皮の HE染色と pVHLの免疫組織化学染色  

(A)舌正常上皮の HE染色、(B) 舌正常上皮の pVHL染色。スケールバーは 25μm。 
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図3. 舌異形成の HE染色と pVHLの免疫組織化学染色 

(A) 舌異形成の HE染色、(B) 舌異形成の pVHL染色。スケールバーは 25μm。 
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図4. 舌浸潤癌の HE染色と pVHLの免疫組織化学染色：高分化型、中分化型、

低分化型病変の比較 

HE染色(左)、pVHL染色(右)。(A-B)高分化型、(C-D)中分化型、(E-F)低分化型、

(G)Bの強拡大。(A-F)スケールバーは 50μm。 
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図5. 舌正常上皮の HE染色と pVHL、CK13、CK17の免疫組織化学染色の比較 

(A)HE染色、(B)pVHL染色、(C)CK13染色、(D)CK17染色。スケールバーは 25μm。 
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図6. 舌異形成の HE染色と pVHL、CK13、CK17の免疫組織化学染色の比較 

HE染色(1列目)、pVHL染色(2列目)、CK13染色(3列目)、CK17染色(4列目)、

染色パターンの模式図。(a-d)パターン A、(e-h)パターン B、(i-l)パターン C。

スケールバーは 25μm。 
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図7. 舌癌の pVHLと CK17の免疫組織化学染色の比較 

HE染色(1列目)、CK17染色(2列目)、pVHL染色(3列目)。(A-C)高分化型、矢印

は舌癌の角化が進んだ部位を示す、(D-F)中分化型、(G-I)低分化型。スケール

バーは 25μm。 
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図8. 舌浸潤癌(高分化型)の LOH 陽性例と陰性例の pVHL 免疫組織化学染色の

比較 

(A) LOH 陽性例の pVHL 染色、(B) LOH 陰性例の pVHL 染色。スケールバーは 25

μm。 
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