
1 

 

 

 

 

 

博士論文 

 

 

頭頸部扁平上皮癌における 

遺伝子変異と蛋白表現型による p53 機能分類 

 

 

 

 

 

 

小 林 謙 也 

 

 



2 

 

目次 

要旨                                                                 3 

序文                                                                 4 

目的                                                                12 

方法                                                                12 

結果 

1 本検討症例の内訳                                                32 

2 p16 陽性中咽頭癌の遺伝子変異と予後                 35 

3 p16 陽性中咽頭癌を除外した頭頸部扁平上皮癌の遺伝子変異           40 

4 TP53 ミスセンス変異の解析                                       40 

5 TP53 変異と p53 蛋白表現型の検討                                 42 

6 各遺伝子変異ステータスや蛋白表現型の予後との相関                45 

7 遺伝子変異と蛋白表現型を併用した p53 機能分類の予後との相関    51 

8 外科的切除断端と p53 機能分類の局所予後との相関                  56 

考察                                                                66 

参考文献                                                            75 

謝辞                                                                82 

 



3 

 

要旨 

外科的治療された 317 例の頭頸部扁平上皮癌を対象に、次世代シーケンサー

を用いた TP53、PIK3CA、AKT、HRAS の遺伝子変異解析、及び免疫染色による

p53、p16 蛋白表現型解析を施行し、臨床予後との相関、腫瘍の分子生物学的特

徴を検討した。 

p16 陽性中咽頭癌はその他の頭頸部癌より予後良好であったが、TP53 変異は

予後因子とならなかった。p16 陽性中咽頭癌を除外した頭頸部扁平上皮癌にお

いて、TP53 遺伝子変異と p53 蛋白表現を併用解析した p53 機能分類は粗生存、

局所無再発生存、遠隔無再発生存に対する独立した予後因子であった。p53 機

能不良群では、外科的に十分な断端距離で切除されていても局所無再発生存率

が低かった。  
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序文 

１ 頭頸部扁平上皮癌について 

頭頸部扁平上皮癌は世界で 6 番目に多い癌腫とされており(1)、2014 年の米国

調査においては全米第 9 位であった（2）。本邦においても、地域がん登録を集計

した 2012 年度の「がん情報サービス」によると、口腔・咽頭・喉頭癌は年齢調

整罹患率で第 9 位と報告されている（3）。一言で頭頸部癌といっても発生部位

はさまざまで、複雑な解剖構造を呈する頭頸部領域すべてに起こりうる。主な発

生頻度は日本頭頸部癌学会の 2013 年度頭頸部悪性腫瘍全国登録報告によると、

口腔癌 2202 例（29.5%）、喉頭癌 1520 例（20.4%）、下咽頭癌 1481 例(19.8%)、

中咽頭癌 1099 例（14.7%）、大唾液腺癌 400 例(5.4%)、上顎癌 290 例（3.9%）、

上咽頭癌 236 例（3.2%）、鼻腔癌 230 例（3.1%）であった（4）。部位別発生頻度

の推移を見てみると、口腔癌は微増、喉頭癌は減少、中下咽頭癌は増加傾向にあ

る（5）。これには頭頸部癌特有のリスク因子が関与しており、喉頭癌の減少には

喫煙率の低下が、中咽頭癌の増加にはヒト乳頭腫ウイルス（human papillomavirus: 

HPV）の増加が、下咽頭癌の増加には飲酒の関与が指摘されている。 

頭頸部癌のリスク因子として、先に述べたように、飲酒、喫煙、ウイルスなど

があげられる。飲酒者の発癌リスクはエタノールの代謝産物であるアルデヒド

の濃度を規定するアルコール脱水素酵素（alcohol dehydrogenase: ADH）とアルデ
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ヒト脱水素酵素（aldehyde dehydrogenase: ALDH）の酵素活性と関連しており、こ

の二つの代謝酵素の遺伝子多型の影響を強く受けている。黄色人種では白人・黒

人種と比較して、酵素活性が低い変異型ヘテロ接合体や、ホモ接合体を持つ頻度

が高く、欧米人と異なる日本人特有の発癌リスク因子と考えられている(6,7)。 

喫煙に関しては煙に含まれる 70 以上の発癌物質が、DNA 付加や変異、炎症、

酸化ストレス、エピジェネティックな変化をもたらし、発癌につながると考えら

れている(8)。たばこ煙中の発癌物質は体内で代謝され解毒・排泄される一方で、

DNA に結合することで DNA 付加体（DNA adduct）が生じ、miscoding や変異を

もたらし、DNA の不安定性が生じる。さらに、DNA 付加体ががん遺伝子やがん

抑制遺伝子に生じると、その機能に異常をきたし、これらの蓄積により発癌に至

る。一例としてベンゾピレンは TP53 に DNA 付加体を生じることが知られてお

り、頭頸部癌の発癌に強く関与していると考えられている（9）。 

ウイルスに関しては、中咽頭癌において HPV が、上咽頭癌において Epstein-

Barr virus(EBV)が関与している。特に近年、喫煙習慣が減少している欧米諸国で

は喫煙関連の頭頸部癌は減少しており、高リスク型 HPV 感染者の中咽頭癌が注

目されている。HPV 感染後の宿主側の発癌メカニズムは十分には解明されてい

ないが、扁桃窩の上皮は薄く、HPV 感染に理想的な環境と考えられている。欧

米では、中咽頭癌における HPV 陽性率は近年では 80-90%と報告されており（10）、
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本邦でも 2008 年から 2010 年での HPV 陽性率は 50.3%であったと報告されてお

り（11,12）、今後さらなる増加が予測される。 

頭頸部癌は、解剖学的な発生部位、腫瘍の生物学的性質、嚥下・発声・呼吸と

いった機能を考慮しつつ治療方針が決定される。その治療は、手術、放射線、化

学療法のいずれか、あるいはその組み合わせにより施行されることが多い。HPV

陽性中咽頭癌や早期喉頭癌では放射線の感受性が高いことから、化学放射線治

療による治療を施行することもあるが、未だ多くの進行頭頸部癌では外科的治

療を中心とした加療が施行されている。 

予後においては、2014 年度に全国で 10155 人が頭頸部癌で死亡し、全癌死の

約 2.8％を占めている。年齢調整死亡率の推移は男女ともに喉頭癌は減少傾向に

あるも、口腔・咽頭癌においては増加傾向にあり(3,13)、今後もさらなる発癌予

防、治療開発が求められている。 

 

２ 頭頸部扁平上皮癌における遺伝子変異の特徴と今後の展望 

癌の大規模遺伝子配列解析を包括的網羅的に施行した The Cancer Genome 

Atlas (TCGA) project のなかで、頭頸部扁平上皮癌は 279 例の全エクソン解析が

行われた。この解析で明らかになったことは、1)HPV 関連の予後良好なサブグ

ループの存在、2)治療ターゲットとなる druggable 変異の出現頻度は低い、3)変
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異頻度が多かった遺伝子は TP53(72%)、 FAT1(23%)、 CDKN2A(22%)、

PIK3CA(21%)、NOTCH1(19%)、KMT2D(18%)、NSD1(10%)ということであった

(14)。 

HPV 関連頭頸部癌はウイルス蛋白である E6・E7 が、がん抑制遺伝子である

TP53、RB1 の機能を抑制し発癌に至ると考えられている。TCGA の症例群では

279 例中 35 例が HPV 関連頭頸部癌であったが、HPV 非関連頭頸部癌に比較し

て、遺伝子や染色体の異常が少なく、TP53 変異や HRAS 活性型変異、CDKN2A

変異・欠失も少なかったが、PIK3CA 変異だけは比較的多かった。HPV 関連頭頸

部癌は TP53、CDKN2A の不可逆的機能不全が生じていないため、いかなる治療

に 対 し て も 治 療 効 果 が 高 い こ と が 分 か っ て お り 、 こ れ を 受 け て

UICC/AJCC(Union Internationalis Contra Cancrum/American Join Committee on 

cancer)の TNM 分類第 8 版において、HPV 関連中咽頭癌の大幅な down staging が

行われた(15)。 

 一方で HPV 非関連頭頸部癌では、HPV 関連頭頸部癌に比較してゲノム異常が

多いことが分かっており、TCGA 症例群では TP53 変異は 83%、PIK3CA 変異は

18%、PTEN 変異は 12%、HRAS 変異は 5%で発現していた。しかしながら、特定

のがん遺伝子の活性型変異有無による明確なサブグループは同定できなかった。

HPV 非関連頭頸部癌は特定のがん遺伝子の活性型変異により発症するのではな
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く、様々な遺伝子変異が蓄積した結果、がん抑制遺伝子の不可逆的な機能不全が

生じ発癌に至る。このため治療効果が低く予後不良であると考えられている。

Heterogeneous な頭頸部扁平上皮癌において、TP53 変異は多くの症例で生じてお

り、TP53 変異と臨床予後を詳細に検討することが重要と考えられた。 

 以上のように、TCGA project により頭頸部扁平上皮癌における遺伝子変異の

全体像が明らかになった現在においても、蛋白表現型や臨床像との関連につい

ては未解明の課題が残されている。今後は、膨大なデジタルデータを用いたバイ

オインフォマティクス研究が求められており、ゲノム情報と臨床情報を詳細に

検討し個別化治療の構築を目指す取り組みが求められている。 

 

３ 頭頸部扁平上皮癌における TP53 変異と予後 

TP53 変異は頭頸部扁平上皮癌において最も高頻度に出現する変異であり、

HPV 非関連頭頸部扁平上皮癌においては、60-85%の頻度と報告されている

(14,16,17)。TP53 変異は予後と密接に関与していることが明らかになっている

が（18）、日常診療においてルーチンでは使用されていない。この理由として、

TP53 変異が p53 蛋白に与える影響が多様であることが挙げられる。 

 TP53 のナンセンス変異、フレームシフト変異、スプライシング異常は単独で

p53 蛋白の機能不全を引き起こすが、TP53 ミスセンス変異は変異部位、アミノ
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酸置換の種類により、p53 蛋白に及ぼす影響は様々である。あるミスセンス変異

を有する癌の予後は野生型 TP53 と変わらない一方で、ナンセンス変異、フレー

ムシフト変異、スプライシング異常と同様に予後不良なミスセンス変異も報告

されている。さらに、TP53 はがん抑制遺伝子であり、通常は機能欠失型変異に

より機能不全が生じるが、近年、TP53 機能獲得型ミスセンス変異も報告されて

おり、この変異は予後不良因子であるという報告がある（19）。これまでアミノ

酸置換部位や蛋白構造変化に基づいた様々な TP53 ミスセンス変異の予後分類

が報告されているが（18,20）、現時点ではコンセンサスは得られておらず、日常

診療に活用されていない。 

 さらに、DNA はそれ自体に機能があるわけではなく、アミノ酸でコードされ

た情報が、RNA に転写、蛋白に翻訳され初めて機能が生じる。従って、ゲノム

情報は最終的には蛋白質発現量や活性に反映される。近年のゲノム、プロテオー

ム解析によると蛋白の発現は DNA や RNA レベルの解析だけでは不十分で、

mRNA と蛋白の発現も 30%程度の相関しかないことが報告されており（21,22）、

ゲノムレベルの変化だけでなく、蛋白レベルの評価も重要であると考えられて

いる。 

現在、次世代シーケンサーを用いたクリニカルシーケンスはがん遺伝子解析

の中心となりつつある。そのなかで、ゲノム情報に加えて、蛋白レベルの評価も
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考慮した遺伝子機能評価は重要であると考える。 

 

４ 外科治療におけるゲノム情報の活用 

頭頸部扁平上皮癌の外科治療において、原発巣の一塊完全切除は手術の基本

と考えられてきた。しかしながら、頭頸部癌は初診時すでに進行癌で見つかる症

例が多い一方で、頭頸部領域には、咀嚼・嚥下・発声などの重要な機能が集結し

ていることから、根治性と機能温存という、相反する二つのテーマに常に直面し

てきた歴史的背景がある。 

過去の報告によると、頭頸部扁平上皮癌の局所再発を来す病理学的切除断端

距離は 5～7mm とされており（23）、手術の際、粘膜断端・深部断端共に、一般

的には 10mm 程度の安全域を確保し切除することが推奨されている。例えば口

腔癌においては後方粘膜断端・深部断端を、中咽頭癌においては尾側粘膜断端・

深部断端を安全に切除するために原発巣を頸部に引き出して切除する pull-

through 法を用いて切除を行う。さらに、粘膜断端の切除の際に肉眼病変を超え

た癌の浸潤や異形上皮を同定するために、1.25%ルゴール液を塗布し、腫瘍周囲

の不染帯を同定し（24）、術中迅速病理検査も活用しつつ、原発巣の病理学的一

塊完全切除を狙う。 

しかしながら、実臨床では、上記方法を駆使して切除を行っても切除断端陽
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性・近接となることがあり、さらに病理学的に切除断端陰性であっても、field 

cancerization という概念で表されるように、周囲に散在する TP53 変異を伴う前

癌病変から局所再発を来すことがある。従来の術前・術中検査による切除範囲の

決定には限界があると考えられ、ゲノム情報に基づく腫瘍の分子生物学的な特

徴に合わせた切除断端距離の設定も重要課題である。 

さらに、近年の技術革新により、微細なパラフィン包埋ホルマリン(FFPE)検

体からも、DNA や RNA の抽出が可能となり、その信憑性においても多数の報

告がなされている(25,26,27,28)。新鮮凍結検体は質の高い核酸が抽出できるもの

の、採取、処理、保存が煩雑であるため、サンプル数や観察期間の確保に難渋す

ることが多い。一方で、多くの組織サンプルは FFPE 処理により保存されるため、

過去のアーカイブを用いて、多くの臨床情報との検討が可能となる。術前・術中

検体を用いた個別化治療の構築は、切除により十分な腫瘍検体を採取できる外

科治療ならではのアプローチである。 
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目的 

詳細な臨床情報に紐づけされた 317 例の頭頸部扁平上皮癌の初回腫瘍を次世

代シーケンサーにて TP53 遺伝子を中心に解析することで、TP53 変異と p53 蛋

白表現型の併用解析が精度の高い臨床予後解析を可能にし、個別化治療に反映

できるかを明らかにする。 

 

方法 

対象 

2013 年１月から 2015 年 12 月までに国立がん研究センター中央病院頭頸部外

科にて初回根治手術治療を行った頭頸部扁平上皮癌は 400 例であった。その内、

上咽頭・外耳道・唾液腺原発症例、原発不明頸部リンパ節転移症例、重複癌症例

であった 42 例を除外し、原発巣を口腔、中咽頭、下咽頭、喉頭に限定させた。

この 358 例のうち、次世代シーケンサーにて遺伝子変異解析が施行できた 317 例

を解析の対象とし、TP53、PIK3CA、AKT、HRAS の遺伝子変異解析、及び免疫染

色による p53、p16 の蛋白表現型解析を行い、性別、年齢、原発巣、T 分類、N 分

類、Stage 分類、喫煙・飲酒歴、治療方針、臨床予後との比較を行った。 

TNM 分類は Union for International Cancer Control 規約第 8 版(2018)に従って分

類した。喫煙量に関しては一日喫煙量×年数÷20 のいわゆる pack-year を、飲酒
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量については問診上の酒を種類毎に飲酒量をエタノール換算した。Smoker は

20pack-year 以上とし(29)、drinker は一日エタノール×年で 450g 年以上と定義し

た(30)。 

 

対象患者の治療方針の概略 

国立がん研究センター中央病院頭頸部外科における 2013 年から 2015 年の頭

頸部扁平上皮癌に対する部位別の外科的治療方針の概略を述べる。 

口腔癌 

ステージにかかわらず、切除可能症例には外科的切除を原則としている。根治

的放射線治療は、切除不能症例、手術適応外症例、及び手術拒否症例に対して施

行している。頸部リンパ節転移陽性症例に対して、頸部郭清を施行。予防的頸部

郭清は、原発巣の深部浸潤が強い症例に対して施行している。 

中咽頭癌 

T1・T2 症例で経口的切除可能症例に関しては、口内法による切除を原則とし

ている。T1・T2 症例で経口的に切除不能症例や、T3・T4 といった局所進行症例

に対しては、pull-through 法を用いた外科的治療を施行している。しかしながら、

軟口蓋全摘が必要な症例や迷走神経と舌下神経両方の切除が必要な症例では術

後の著明な嚥下障害が予測されるため、喉頭温存手術は適応外としている。なお、
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p16 陰性症例に対しては、根治性を重視した拡大切除を原則とし、遊離皮弁再建

を念頭においた術式を選択している。一方 p16 陽性症例に対しては、比較的予

後が良いことから、治療後の嚥下機能を重視した手術計画を立たてている。すな

わち周囲の組織を可及的に保存し、一期縫縮を積極的に施行している。具体的に

は、切除に関しては可能な限り経口的な腫瘍切除を目指し、尾側のマージンが経

口切除不能な症例に対しては、pull-through 法により頸部から切除を行う。その

際、舌骨上筋群の可及的な温存、舌下神経、上喉頭神経の温存を試みている。頸

部に関しては、予防的頸部郭清は施行しておらず、頸部転移陽性に対して、頸部

郭清を施行している。根治的放射線治療は、切除不能症例、手術適応外症例、及

び手術拒否症例に対して施行している。 

下咽頭癌 

筋層浸潤、頸部リンパ節転移を認めない T1・T2 症例に対しては経口的に切

除を施行している。筋層浸潤を伴う T1・T2 症例、頸部リンパ節転移陽性症例

には頸部外切開による下咽頭部分切除・一期縫合・頸部郭清術を施行してい

る。しかしながら、輪状後部原発症例や咽頭粘膜面切除面が 1/3 周を超える等

で術後嚥下機能低下が予測される症例に対しては、喉頭温存手術適応外として

いる。声帯麻痺を伴わない T3 症例に対しては、喉頭温存下咽頭部分切除術、

咽頭喉頭頸部食道切除術、根治的化学放射線治療の中から治療法を選択してい
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る。声帯麻痺を伴う T3 症例及び T4 症例に対しては咽頭喉頭頸部食道切除術を

原則としている。根治的放射線治療は、切除不能症例、手術適応外症例、及び

手術拒否症例に対して施行している。 

喉頭癌 

早期喉頭癌の治療方針は亜部位によって異なる。T1-2N0-1 声門癌に対しては、

根治的放射線治療を施行している。一方で、T1・T2 声門上癌に対しては経口的

切除を原則とするが、深部浸潤が強い症例に対しては頸部外切開による喉頭部

分切除術または根治的放射線治療を施行している。声帯麻痺を伴わない T3 症例

に対しては、喉頭部分切除術、喉頭全摘術、根治的化学放射線治療の中から治療

法を選択している。声帯麻痺を伴う T3 症例、声門下浸潤症例、後連合浸潤症例、

T4 症例に対しては喉頭全摘術を原則としている。根治的放射線治療は、切除不

能症例及び手術拒否症例に対して施行している。 

術後治療 

原発巣の切除断端陽性、リンパ節転移巣の節外浸潤陽性といった術後再発高

リスク症例に対しては、術後化学放射線治療の適応としている。頸部多発リンパ

節転移、脈管侵襲、リンパ管侵襲、神経周囲浸潤、pT3・pT4、口腔中咽頭癌にお

ける下頸部転移といったその他の術後再発リスク因子陽性症例に対しては、患

者の performance status、術後合併症や併存疾患の有無を考慮し、包括的に判断し
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た上で施行している。 

 

p53・p16 免疫染色 

免疫組織学的解析は術前生検のパラフィン包埋ホルマリン(FFPE)検体切片よ

り行った。脱パラフィン処理、抗原賦活化の後、免疫染色を行った。一次抗体と

して、p53 マウスモノクローナル抗体(DO-7、1：200、Dako、Glostrup、Denmark)

及び p16 マウスモノクローナル抗体（G175-405、1:100、BD、CA、USA）を使用

(31,32)。検出は Dako の EnVision Kit を用いた。 

p53 蛋白は正常細胞にも発現するため、癌部の領域性をもった蛋白の過剰な蓄

積、あるいは欠失などの変化に注目して評価を行った。癌部に領域性を持って、

角化部や壊死部を除いたほとんどの癌細胞の核が強く濃染されるものを

Extremely positive (EP)、すべての癌細胞の核が染色されないものを Lost、その他

のものを Others と分類した（図 1）。正常扁平上皮を内因性コントロール、HPV

陽性 TP53 野生型中咽頭癌標本を外因性コントロールとした。 

p16 免疫染色に関しては、腫瘍細胞の 70%以上に核及び細胞質いずれも濃染を

認めるものを陽性と判定した（図 2）(33)。 

全ての免疫染色の評価は病理専門医と頭頸部癌専門医二人でおこない、評価

が異なる場合は、評価者同士で再度検討し評価を一致させた。 
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図 1. 代表的な p53 免疫染色の組織像 

(a)                                (b) 

 

(c)                                (d) 

 

(e)                                (f) 

 

 

(a)p53 Extremely positive (EP)症例の HE 染色. 癌領域は矢印までである. 矢頭は

浸潤癌を示す. (b) p53 EP 症例の p53 免疫染色. 癌領域に強い核染色を認める. 

(c)p53 Lost 症例の HE 染色. 癌領域は矢印までである. (d) p53 Lost 症例の p53 免



18 

 

疫染色. 癌領域に核染色を認めない. (e)p53 Others 症例の HE 染色. (f) p53 Others

症例の p53 免疫染色. p53 蛋白は正常でも出現するため、様々な核染色を認める

が、領域性をもった強い核染色や無染色を認めない. 
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図 2. 代表的な p16 免疫染色の組織像 

 

 

腫瘍細胞の 70%以上で核及び細胞質に濃染を認めるものを p16 陽性と判定した. 
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遺伝子変異解析 

TP53、PIK3CA、AKT、HRAS の変異解析は次世代シーケンサーによるアンプリ

コンシーケンスにて施行した。 

DNA 抽出 

外科的切除標本の FFPE 検体を 10μm に薄切後、脱パラフィン処理を行った。

腫瘍組織のみをマクロダイセクションした後、QIAamp DNA FFPE Tissue Kit

（Qiagen、Hilden、Germany）を用いて DNA を抽出した。 

次世代シーケンサーによる遺伝子変異検出 

ライブラリーの調製は 2-step Tailed PCR 法を用いた。第一回 PCR では、領域特

異的配列とプライマリー結合配列を持った 2 つのプライマーを使用した。各々

のプールには変異 TP53、PIK3CA、AKT、HRAS をターゲットとした 36 個のプラ

イマーを投入した。プライマーの詳細を表 1 に示す。本研究では TP53 の全エク

ソン領域を詳細に解析するため、24 のアンプリコンを独自で作成し、depth を深

く設定して TP53 全エクソンシーケンスを実施した。FFPE 検体はホルマリン固

定によってDNAが断片化するため、核酸検査には限界があると考えられている。

そのため、アンプリコンサイズを小さくし、お互いを重複させるようにプライマ

ーを設定する工夫を行った。またプライマープールを 3 つに分け、シーケンス 
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エラーが生じやすい配列はオーバーラップさせ、重複領域は stitch して変異解析

を行った（図 3）。 

PCR は 10ng の DNA に kapa HiFi Hotstart Ready Mix（Kapa Biosystems、Boston、

MA、USA）を付加し施行した。アンプリコンを 95℃で 3 分変性させたのち、

98℃、64℃、72℃で 20 サイクルかけて増幅させさらに、72℃で 3 分伸長させた。

PCR 産物は、Agencourt AMPure XP kit（Beckman Coulter、Brea、CA、USA）で精

製し、低 TE buffer 30μl で溶出させた。第二回 PCR では初回 PCR 産物の 5μl に

サンプル特異的な指標と p5/p7 配列を結合させた。アンプリコンは 95℃で 3 分

変性させたのち、98℃、65℃、72℃で 20 サイクルかけて増幅させさらに、72℃

で 3 分伸長させた。PCR 産物は低 TE buffer 30μl で溶出させた。 

  ライブラリー濃度は KOD SYBR qPCR Mix（Toyobo、Tokyo、Japan）と DNA 

standards（KK4903、Kapa Biosystems）を用いた qPCR にて 4nM に調整した。 

遺伝子変異解析は MiSeq 次世代シーケンサーを用いて、MiSeq Reagent Micro Kit 

v2 を使用しシングルリード法で行った。解析結果は TruSeq Amplicon（以上

Illumina、San Diego、CA、USA）によりアンプリコン末端のプライマー配列を削

除した後、UCSC の human genome 19 を使用してマッピングした。 

変異のコールは Depth 100 回以上、Frequency 5%以上とした。TP53 のエクソン

領域シーケンスのカバレッジを高めるため、それぞれのアンプリコンの Depth は 
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図 3. TP53 のプライマー、アンプリコンの工夫 

 

 

FFPE 検体は、DNA が断片化するため核酸検査に限界があると考えられている.

そのためアンプリコンサイズを小さくし、さらにシーケンス領域をオーバーラ

ップさせるようにプライマーを設定し、重複領域は stitchして変異解析を行った. 
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1000 回 以 上 と し た 。 同 義 的 変 異 と Single Nucleotide Polymorphism 

Database(https://www.uniprot.org/database/DB-0013)で同定されている一塩基多型

は除外した。TP53 遺伝子エクソン領域のカバレッジが 100％となるよう 24 のア

ンプリコンを独自に設計・作成した。また解析後カバレッジが 100％であること

を確認した（図 4 ）。 PIK3CA 、 AKT 、 HRAS に関しては ClinVer data 

base(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/)に登録されている Hot Spot 領域のみを

作成した。 
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図 4. 次世代シーケンサーによる TP53 変異解析例 

 

 

次世代シーケンサーによる TP53 変異コール例を示す.変異のコールは Depth100

回以上、Frequency5%以上とした.TP53 のエクソン領域シーケンスのカバレッジ

を高めるため、それぞれのアンプリコンの Depth は 1000 回以上とした. 
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TP53 ミスセンス変異の解析 

ミスセンス変異による p53 蛋白構造変化は過去に報告されている Evolutionary 

Action score of TP53 (EAp53 スコア)にて評価した。スコアが 75 以上を蛋白構造

変化が大きいと判断した(20)。 

 

p53 機能分類の定義 

本検討では TP53 変異型と p53 蛋白表現型を併用解析することで p53 の機能分

類を行った。変異型 TP53 でかつ p53 蛋白表現型が EP、Lost であるものを p53

機能不良群、野生型 TP53 または変異型 TP53 でかつ p53 蛋白表現型が Others で

であるものを p53 機能良好群と分類した（図 5）。 
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図 5. p53 機能分類 

 

 

TP53 変異と p53 蛋白表現型を重ね合わせて p53 機能分類を行った.変異型 TP53

でかつ免疫染色が EP (Extremely positive)または Lost であった場合は p53 機能不

良群、変異型 TP53 でかつ免疫染色が Others、及び野生型 TP53 であった場合は

p53 機能良好群と定義した. 
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切除断端評価 

断端評価は国立がん研究センター中央病院病理診断科にて施行されているル

ーチンの断端評価を基に、病理専門医と頭頸部癌専門医の二人で再評価した。全

ての外科的切除断端は、粘膜断端距離及び深部断端距離の 2 点を計測し、その

最短距離を断端距離と定義した（図 6）。 
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図 6. 切除断端評価 

 

 

舌癌検体における切除断端解析の一例を示す. 癌の粘膜病変及び深部浸潤(DOI; 

Depth of invasion)を各々評価（赤線）、それぞれの断端からのクリアランスを測

定（青線）、断端距離が短い方を断端距離と定義した.この断端評価は、国立がん

研究センター中央病院病理診断科でおこなっている routine の断端評価に準じて

いる. 
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統計学的解析 

二群間の比較に関してはフィッシャーの正確確率検定を行った。免疫染色で

の評価者間における結果の一致率はκ係数にて評価した。生存解析のエンドポ

イントは粗生存、局所無再発生存、遠隔無再発生存とした。生存曲線はカプラン

マイヤー法を用いて作成し、生存曲線の 2 群間の検定にはログランク法を用い

た。多変量解析には Cox のハザードモデルを用いた。投入する変数は単変量解

析で p <0.05 であった因子および、すでに確立している予後因子を選択基準とし

た。 

切除断端距離解析として顕微鏡学的に断端陰性であった症例に対して ROC 曲

線を作成、左上にもっとも近かった点を局所再発をきたすカットオフ値とした。

さらに、局所無再発生存をエンドポイントとして算出したカットオフ値を用い

て断端距離別の生存解析を行った。統計解析ソフトは、SPSS(version 22.0.0, IBM, 

Armonk, NY, USA)を使用。有意水準は p <0.05 とした。 

尚、本研究の実施は、国立がん研究センター中央病院倫理員会（2010-77）に

て承認されている。 
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結果 

1. 本検討症例の内訳 

対象症例の内訳を表 2 に示す。男性 252 例、女性 65 例、年齢は 29 歳から 90 歳、

中央値は 69 歳であった。原発巣は口腔 153 例、下咽頭 74 例、中咽頭 65 例、喉

頭 25 例であった。p16 免疫染色の結果は陽性 53 例、陰性 264 例であった。TNM

分類は Union for International Cancer Control 規約第 8 版(2018)に従って分類し、

Stage I 100 例、Stage II 68 例、Stage III 51 例、Stage IV 98 例であった。手術単独

治療は 262 例に施行されており、術後照射は 55 例に施行されていた。切除後の

欠損に対しては遊離皮弁再建が 185 例において施行されていた。喫煙に関して

は、Smoker 126 例、Nonsmoker 191 例、飲酒に関しては、Drinker 190 例、Nondrinker 

127 例であった。全 317 例の遺伝子変異と臨床情報のまとめを図 7 に示す。 
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表2. 患者背景

p16陽性

計 中咽頭癌 p53機能良好群 p53機能不良群

317 33 144 (%) 140 (%) p値

性別

    男 252 32 106 (48%) 114 (52%) 0.076

    女 65 1 38 (59%) 26 (41%)

年齢

    ≥75歳 223 4 108 (49%) 111 (51%) 0.24

    <75歳 94 29 36 (55%) 29 (45%)

原発巣

    口腔 153 0 85 (56%) 68 (44%) 0.093

    下咽頭 74 0 36 (49%) 38 (51%)

    中咽頭 65 33 10 (31%) 22 (69%)

    喉頭 25 0 13 (52%) 12 (48%)

p16

    陽性 53 33 14 (70%) 6 (30%) 0.059

    陰性 264 0 130 (49%) 134 (51%)

pT分類

        T1 84 5 36 (46%) 43 (54%) 0.42

        T2 122 22 57 (57%) 43 (43%)

        T3 71 5 31 (47%) 35 (53%)

        T4 40 1 20 (51%) 19 (49%)

pN分類

       N0 191 9 93 (51%) 89 (49%) 0.40

       N1 43 20 10 (43%) 13 (57%)

       N2 36 4 20 (63%) 12 (37%)

       N3 47 0 21 (45%) 26 (55%)

TNM分類

       I 100 26 34 (46%) 40 (54%) 0.82

       II 68 6 33 (53%) 29 (47%)

       III 51 1 26 (52%) 24 (48%)

       IV 98 0 51 (52%) 47 (48%)

治療

    手術 262 20 124 (51%) 118 (49%) 0.40

    手術 + 術後放射線治療 55 13 20 (48%) 22 (52%)

遊離皮弁再建

    あり 185 11 90 (52%) 84 (48%) 0.38

    なし 132 22 54 (49%) 56 (51%)

喫煙歴

        Smokers 126 14 63 (56%) 49 (44%) 0.083

        Nonsmokers 191 19 81 (47%) 91 (53%)

飲酒歴

        Drinkers 190 18 88 (51%) 84 (49%) 0.47

        Nondrinkers 127 15 56 (50%) 56 (50%)

p16陽性中咽頭癌を除いた頭頸部癌

p値: p53機能良好群と不能群を比較した
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図 7. 頭頸部扁平上皮癌 317 例のゲノム解析と臨床情報のまとめ 
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2. p16 陽性中咽頭癌の遺伝子変異と予後 

p16 陽性中咽頭癌は 33 例であった。TP53、PIK3CA、HRAS、AKT 遺伝子変異

はそれぞれ、13 例（39％）、2 例（6%）、1 例（3%）、0 例（0%）に認めた。p16

陽性中咽頭癌では、これを除いた頭頸部扁平上癌と比較して、統計学的に有意に

若年者（50 歳未満）に多く（p16 陽性中咽頭癌 vs それ以外の頭頸部癌：15% 

vs 5% p = 0.044）、Smoker の頻度が少なく（p16 陽性中咽頭癌 vs それ以外の

頭頸部癌：42% vs 61% p = 0.036）、TP53 変異の頻度が少なく（p16 陽性中咽頭

癌 vs それ以外の頭頸部癌：39% vs 66% p = 0.0024）（表 3）、2 年、5 年粗生存

率が高かった（p16 陽性中咽頭癌 vs それ以外の頭頸部癌：2 年粗生存率、97% 

vs 82%、5 年粗生存率、82% vs 63%、p = 0.045）（図 8）。また、p16 陽性中咽頭癌

では TP53 変異の有無、p53 機能機能分類で粗生存率に統計学的な差を認めなか

った。（TP53 変異型 vs 野生型：2 年粗生存率、100% vs 95%、p = 0.64、p53 機

能不良群 vs p53 機能良好群：2 年粗生存率、100% vs 97%、p = 0.63）（図 9,10）。 
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表3. p16陽性中咽頭癌とTP 53変異の関係

TP 53変異あり TP 53変異なし

p16陽性中咽頭癌 13 20

それ以外 189 95

 p  = 0.0024
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図 8. p16 陽性中咽頭癌の予後 

 

 

p16 陽性中咽頭癌はそれ以外の頭頸部癌と比較して統計学的に有意に粗生存率

が良好であった. 

 

 

 

 

 

 

 



38 

 

図 9. p16 陽性中咽頭癌における TP53 変異による予後の差 

 

 

p16 陽性中咽頭癌では TP53 変異の有無で統計学的に有意な粗生存率の差を認め

なかった. 
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図 10. p16 陽性中咽頭癌における p53 機能分類による予後の差 

 

 

p16 陽性中咽頭癌では p53 機能分類により統計学的に有意な粗生存率の差を認

めなかった. 
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3. p16 陽性中咽頭癌を除外した頭頸部扁平上皮癌の遺伝子変異 

p16 陽性中咽頭癌を除いた 284 例において、最も変異の頻度が高かったのは

TP53 変異で 189 例（67%）、次いで PIK3CA 変異が 23 例（8%）、AKT 変異が 13

例（5%）、HRAS 変異が 7 例（2%）と続いた（図 7）。TP53 変異に関してはミス

センス変異が 69 例（37%）、イントロンバリアントが 39 例(21%)、ナンセンス

変異が 38 例（20%）、フレームシフト変異が 24 例（13%）、スプライシング異常

が 16 例（9%）、in-frame deletion が 2 例(1%)であった。 

AKT 変異は PIK3CA 変異を認めた症例の 26%で生じていたが、PIK3CA 野生型

の症例では 3%と有意に AKT の変異が少なかった（p = 0.00017）。HRAS 変異は、

口腔癌症例において、87%と高頻度で出現していた。 

 

4. TP53ミスセンス変異の解析  

p16 陽性中咽頭癌を除いた症例における TP53 ミスセンス変異を認めた全 69

例における変異の詳細を図 11 に示す。変異のほとんどはコドン 100～300 番の

コアドメイン領域に集中しており、R248Q といった hot spot にも変異を認めた。

67 例（97%）がヘテロの機能欠失型変異であったが、2 例において、機能獲得型

変異と報告されている R249W および D281G を認めた。予後不良と報告されて

いる L2、L3 領域の変異や、EAp53 スコアが高い症例以外でも原病死を認めた。 
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図 11. TP53 ミスセンス変異の変異部位と臨床情報のまとめ 

 

マス中に p53 免疫染色の結果を示す.コアドメイン領域の機能欠失型変異主体で

あった.変異による蛋白構造変化は EAp53 スコアにて評価.スコアが 75 以上を

構造変化が大きいと判断した(20).予後良好と報告されている L2、L3 領域以外

の変異や、EAp53 スコアが低い症例でも原病死を認めた(18,20). 
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5. TP53変異と p53 蛋白表現型の関係 

免疫染色による p53 蛋白表現型に関しては、EP が 134 例（47%）、Lost が 85

例（30%）、Others が 65 例（23%）であった。評価者間による、免染評価の違い

を表 4 に示す。κ値 0.89と評価者間の一致率は高かった。蛋白表現型と変異型

の相関については、蛋白表現型が EP であった場合に TP53 変異がミスセンス変

異、in-frame deletion、イントロンバリアントである感度は 59%、特異度は 60%

と共に低かった。一方で、蛋白表現型が Lost であった場合に TP53 変異がナンセ

ンス変異、フレームシフト変異、スプライシング異常である感度は 67%と低く、

特異度は 84%と高かった（表 5）。 
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表4. 評価者間による免疫染色評価の違い

EP Lost Others

EP 132 0 2

評価者2 Lost 0 81 3

Others 7 1 58

EP: Extremely positive

評価者１

2次の重み付けκ値　0.89 (95%信頼区間 0.83-0.95)



44 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表5. p53免疫染色とTP53変異の関係

免疫染色 TP 53変異 感度 特異度

EP ms/others 59% 60%

Lost ns/fs/sp 67% 84%

                  ns/fs/sp:ナンセンス変異、フレームシフト変異、スプライシング異常

                  ms/others:ミスセンス変異、in-frame deliation、イントロンバリアント

                  EP: Extremely positive



45 

 

6. 各遺伝子変異ステータスや p53 蛋白表現型の予後との相関 

p16 陽性中咽頭癌を除いた症例において、TP53 ナンセンス変異、フレームシ

フト変異、スプライシング異常を認めた症例は、TP53 野生型症例に比較して、

統計学的に有意に 2 年、5 年粗生存率が低かった（TP53 ナンセンス変異、フレ

ームシフト変異、スプライシング異常 vs 野生型：2 年粗生存率、74% vs 86%、

5 年粗生存率、54% vs 72%、p = 0.010）（図 12）。一方で、TP53 ミスセンス変異、

in-frame deletion、イントロンバリアントを認めた症例は TP53 野生型症例に比較

し、2 年、5 年粗生存率に統計学的有意差を認めなかった（TP53 ミスセンス変

異、in-frame deletion、イントロンバリアント vs 野生型：2 年粗生存率、84% vs 

86%、5 年粗生存率、63% vs 72%、p = 0.20）（図 12）。 

そこで、TP53 ミスセンス変異、in-frame deletion、イントロンバリアントのい

ずれか一つを認めた症例を p53 蛋白表現型で比較した。すると、p53 蛋白表現型

が EP、Lost であった症例は、Others であった症例に比較して、統計学的に有意

に 2 年、5 年粗生存率が低かった（EP、Lost vs Others：2 年粗生存率、82% vs 91%、

5 年粗生存率、50% vs 89%、p = 0.0033）（図 13）。 

なお PIK3CA、AKT、HRAS 変異の有無は粗生存率と相関を認めなかった（図

14, 15, 16）。 
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図 12. TP53 変異による予後の差 

 

 

wt;野生型、ms;ミスセンス変異、ns;ナンセンス変異、fs;フレームシフト変異、sp;

スプライシング異常、others;その他の変異 

TP53 のナンセンス変異、フレームシフト変異、スプライシング異常は野生型に

比較して統計学的に有意に粗生存率が低かった.ミスセンス変異、その他の変異

との野生型では統計学的に粗生存率の差を認めなかった. 
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図 13. TP53 ミスセンス変異／in-frame deletion／イントロンバリアント症例にお

ける p53 免疫染色による予後の差 

 

 

TP53 ミスセンス変異、in-frame deletion、イントロンバリアントの症例群におい

て、p53 免疫染色が EP、Lost であった症例は Others であった症例に比較して統

計学的に有意に粗生存率が低かった. 
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図 14. PIK3CA 変異の有無による予後の差 

 

 

PIK3CA 変異の有無により粗生存率に差を認めなかった. 
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図 15. AKT 変異の有無による予後の差 

 

 

AKT 変異の有無により粗生存率に差を認めなかった. 
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図 16. HRAS 変異の有無による予後の差 

 

 

HRAS 変異の有無により粗生存率に差を認めなかった. 
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7. 遺伝子変異と蛋白表現型を併用した p53 機能分類の予後との相関 

 p16 陽性中咽頭癌を除外した 284 例の内、p53 機能不良群は 140 例、p53 機能良

好群は 144 例であった。p53 機能不良群は p53 機能良好群に比較して、統計学的

に有意に 2 年、5 年粗生存率が低かった（p53 機能不良群 vs p53 機能良好群 2

年粗生存率、78% vs 87%、5 年粗生存率、53% vs 77%、p = 0.00048）（図 17）。 

粗生存において、単変量解析では、pT、pN、脈管侵襲、リンパ管侵襲、神経

周囲浸潤、p53 機能分類、術後治療が有意な予後因子であり、多変量解析では、

pT と p53 機能分類が独立した予後因子であった（表 6）。 

局所無再発生存において、単変量解析では、切除断端と p53 機能分類が有意

な予後因子であり、多変量解析でも、切除断端と p53 機能分類が独立した予後

因子であった(表 7)。 

遠隔無再発生存において、単変量解析では、飲酒歴、原発巣、pT、pN、脈管

侵襲、リンパ管侵襲、p53 機能分類、術後治療が有意な予後因子であり、多変量

解析では、pN、p53 機能分類、術後治療が独立した予後因子であった(表 8)。 

 

 

 

 



52 

 

図 17. p53 機能分類による予後の差 

 

 

TP53 変異型と p53 免疫染色を併用した p53 機能分類では精度の高い予後予測が

可能であった. 
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8. 外科的切除断端距離と p53 機能分類の局所予後との相関 

本検討において、病理学的完全切除症例は 222 例であった。このうち、術後放

射線治療を施行した 29 例を除外した口腔癌 117 例、喉頭咽頭癌 76 例の計 193

例を用い、原発巣別に切除断端距離と p53 機能分類の局所再発との関係を解析

した。これらの症例の中で、局所再発を認めた症例は 35 例(18%)であった。ま

た観察期間中央値は口腔癌 34 カ月(2-72 カ月)、咽頭喉頭癌 34 カ月(7-74 カ月)

であった。 

まず口腔癌 117 例において、局所再発をきたす切除断端距離のカットオフ値

は、ROC 曲線解析により 6mm（AUC = 0.7）であった（図 18-a）。切除断端距離

が 6mm 未満であった症例では、p53 機能分類のステータスに関わらず、局所無

再発生存に差は認めなかった（図 18-b,c）。一方、切除断端距離が 6mm 以上の症

例では、p53 機能不良群は、p53 機能良好群に比較して統計学的に有意に 3 年局

所無再発生存率が低かった（p53 機能不良群 vs p53 機能良好群 87% vs 100% p 

= 0.025）（図 18-b,d）。 

次に喉頭咽頭癌 76 例においては、局所再発をきたす切除断端距離のカットオ

フ値は ROC 曲線解析により 4mm（AUC = 0.5）であった（図 19-a）。口腔癌同様

に、切除断端距離が 4mm 未満の場合は、p53 機能分類のステータスに関わらず、

局所無再発生存に差は認めなかった（図 19-b,c）。切除断端距離が 4mm 以上の症
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例では、p53 機能不良群は、p53 機能良好群に比較して統計学的に有意に 3 年局

所無再発生存率が低かった（p53 機能不良群 vs p53 機能良好群 70% vs 100% p 

= 0.0060）（図 19-b,d）。 
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図 18. 口腔癌における切除断端のカットオフ値と p53 機能分類 

(a)ROC 曲線解析によるカットオフ値の設定 

 

 

ROC 曲線解析による口腔癌の断端距離の局所再発のカットオフ値(曲線におけ

る左上に最も近い点)は 6mm であった. 
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(b)口腔癌における切除断端距離と p53 機能分類の関係 

 

 

p53 機能不良群では 6mm 以上の断端距離でも再発症例を認めた. 
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(c) 切除断端距離 6mm 未満の口腔癌における p53 機能分類と局所無再発生存率

の関係 

 

 

群断端距離が 6mm 未満であった場合、p53 機能不良群と p53 機能良好群で局所

無再発生存に統計学有意差は認めなかった. 
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(d)切除断端距離 6mm 以上の口腔癌における p53 機能分類と局所無再発生存率

の関係 

 

 

群断端距離が 6mm 以上であった場合、p53 機能不良群は p53 機能良好群と比較

し統計学的に有意に局所無再発生存率が低かった. 
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図 19. 咽頭喉頭癌における切除断端のカットオフ値と p53 機能分類 

(a)ROC 曲線解析によるカットオフ値の設定 

 

 

ROC 曲線解析による咽頭喉頭癌の断端距離の局所再発のカットオフ値(曲線に

おける左上に最も近い点)は 4mm であった. 
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(b)咽頭喉頭癌における切除断端距離と p53 機能分類の関係 

 

 

p53 機能不良群では 4mm 以上の断端距離でも再発症例を認めた. 
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(c) 切除断端距離 4mm 未満の咽頭喉頭癌における p53 機能分類と局所無再発生

存率の関係 

 

 

群断端距離が 4mm 未満であった場合、p53 機能不良群と p53 機能良好群で局所

無再発生存に統計学有意差は認めなかった. 
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(d) 切除断端距離 4mm 以上の咽頭喉頭癌における p53 機能分類と局所無再発生

存率の関係 

 

 

群断端距離が 4mm 以上であった場合、p53 機能不良群は p53 機能良好群と比較

し統計学的に有意に局所無再発生存率が低かった. 
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考察 

本研究では詳細な臨床情報に紐づけされた 300 例を超える多数の頭頸部扁平

上皮癌の FFPE 検体を用いてゲノム解析を施行し、p16 陽性中咽頭癌を除外した

頭頸部扁平上皮癌において、TP53 変異解析と p53 蛋白表現解析を併用した p53

機能分類は粗生存、局所無再発生存、遠隔無再発生存に対する独立した予後因子

であること、さらに p53 機能不良群では十分な切除断端距離が得られても局所

無再発生存率が低いことを明らかにした。また、PIK3CA、AKT、HRAS 変異は予

後には関与していないこと、p16 陽性中咽頭癌において TP53 変異は予後因子と

ならないことも示した。 

 p16 陽性中咽頭癌すなわち HPV 関連中咽頭癌は若年に多く、飲酒喫煙との関

連が少なく、TP53 変異の頻度が低く、予後良好であり分子生物学的にその他の

頭頸部癌とは異なる性質を持つことが知られている(34,35)。本検討においても、

p16 陽性中咽頭癌は若年者の頻度が多く、smoker の頻度が少なく、TP53 変異の

頻度が低く、その他の頭頸部癌に比較して予後良好であり、過去の報告に矛盾し

なかった。HPV の関連性を証明する検査として、ウイルス DNA を in situ 

hybridization で直接同定する方法と HPV 感染により間接的に上昇する p16 蛋白

を代理マーカーとして評価する p16 免疫染色がある。中咽頭癌の日常診療にお

いては、すでに p16 免疫染色による HPV 関連癌の診断が一般化されており、
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UICC/AJCCTNM 分類第 8 版、及び本邦の頭頸部癌治療ガイドライン第 7 版でも

p16免疫染色による診断が推奨されており、本研究でもこれに追随した(15,36)。 

一方で、中咽頭癌以外の頭頸部癌における p16 免疫染色の HPV 感染における

代理マーカーとしての妥当性は示されていない(37)。p16 をコードする遺伝子は

は CDKN2A であり、細胞周期の調節を司っている。p16 過剰発現の原因として、

HPV 感染と RB 遺伝子の変異がある。HPV 感染により発現するウイルス由来の

E7 蛋白により RB 遺伝子の不活性化が生じ、p16 が細胞内で蓄積した状態での細

胞増殖が生じる。また、RB 遺伝子自体に変異が生じ機能不全が生じた場合でも、

細胞周期が止まらず、p16 の過剰発現が生じる。実際 TCGA の症例群でも、非中

咽頭癌も含めた HPV 非関連頭頸部癌の 4%に RB 変異が生じていることが報告

されており、これらの症例では免疫染色にて p16 は陽性となっていた(38-40)。

過去の報告によると、中咽頭癌を除く口腔咽頭喉頭癌の 10~20%で免疫染色にて

p16 陽性であるが、中咽頭癌とは異なり、HPV 感染と一致していないことも多

く、予後との関連も十分には解明されていない(37)。本検討においては、口腔・

下咽頭・喉頭癌の 8%に免疫染色にて p16 陽性症例を認めたが、予後においては

統計学的な有意差は認めなかった。 

 p16 陽性中咽頭癌において、TP53 変異が予後因子となりうるかについては議

論が分かれている。いくつかの報告では予後因子として有効と報告されている
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が(41)、大規模な後ろ向き研究で TP53 変異情報による予後の切り分けはできな

かったとする報告もある(42)。本検討では、p16 陽性中咽頭癌において、TP53 変

異、及び p53 機能分類は予後因子とはならなかった。 

一方、HPV 非関連癌では、飲酒、喫煙の関与が強く、TP53 変異の頻度も多い

ことが知られている。そこで、p16 陽性中咽頭癌を除外した症例群で TP53 変異

を中心とした臨床予後解析を行った。 

 TP53 のミスセンス変異は、過去の報告同様コドン 100-300 番の DNA 結合ド

メインに生じていた。ミスセンス変異の臨床予後との相関については、DNA 結

合ドメインの L2 領域（コドン 163-195）、L3 領域（コドン 236-251）の変異が予

後不良と報告されている（18）。しかしながら、本検討では、L2・L3 領域以外の

変異でも予後不良な症例が存在していた。変異による蛋白構造変化をスコア化

した EAp53 スコアが高値な症例は予後不良とも報告されているが（20）、我々の

症例群では、EAp53 スコアも一定の傾向は認めるものの予後予測に対して効果

的ではなく、本研究ではミスセンス変異に限定すると解析数は 69例であり、サ

ンプルサイズが一因となっている可能性が考えられた。 

 さらに、TP53 はがん抑制遺伝子であり、通常は機能欠失型変異により機能不

全が生じるが、近年、p53 機能獲得型ミスセンス変異も報告されており、頭頸部

扁平上皮癌においてもこの変異を有した場合、浸潤性が高く、シスプラチンに抵
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抗性があり、転移をきたしやすいと報告されている(20,43)。過去に報告されて

いる機能獲得型変異として、R175H、G245S、R248Q、R248W、R273H、D281G

などが上げられる(44)。本研究では R249W、D281G を認めたが、どちらの症例

も非担癌生存しており、予後との相関は認めなかった。このように、ミスセンス

変異は変異部位、塩基置換の種類により、p53 蛋白に与える影響は様々である。

この多様性を極める TP53 ミスセンス変異を一般化するため、我々は、p53 蛋白

表現型により TP53 ミスセンス変異を分類することを考案した。 

免疫染色を利用した p53 蛋白表現型による予後予測は、乳癌や卵巣癌では既

に報告されている(45,46)。Boylet らは、p53 免疫染色を強陽性、強陰性とそれ以

外に分類することで、乳癌の粗生存率に p53 免疫染色が有用なことを報告して

いる(45)。しかしながら、p53 免疫染色の評価法は十分にコンセンサスを未だ得

られていない。 

 p53 免疫染色の判定基準については、過去にも様々な考察がなされている。本

研究では、p53 免疫染色を EP、Lost、Others に分類した。p53 蛋白はストレスが

加わっていない正常状態でも存在しているため、弱い核濃染を認める。TP53 ミ

スセンス変異、in-frame deletion、イントロンバリアントは p53 蛋白構造に軽度か

ら中等度の構造変化を生じさせ、プロテオソームである Murine double minute 

2(MDM2)による分解を受けず、p53 蛋白の核内蓄積をもたらし、結果として、免
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疫染色で EP を呈すると考えられる。一方、TP53 ナンセンス変異、フレームシ

フト変異、スプライシング異常は p53 蛋白構造に高度な構造変化をもたらすこ

とで、mRNA または蛋白レベルでの deletion が生じ、免疫染色で Lost が生じる

と考えられる(45,47)。しかしながら、免疫染色とシーケンス結果は一定の相関

を認めるものの、完全には一致しないことも分かっている。この原因として、ミ

スセンス変異によっては Loss of heterozygosity(LOH)を認めなくても残存する野

生型アレルの機能抑制を引き起こすドミナント・ネガティブ変異が存在するこ

と、ヒストンアセチル化などといったエピジェネティクス異常による遺伝子不

活化の要素、さらには細胞ストレスにより野生型 TP53 が蓄積することなどが考

えられている(45,46)。 

p53 には様々な種類の抗体があるが、日常診療でよく使用されるクローンは 20

～25 番目のアミノ酸にエピトープがある DO7 クローンである。32～79 番目の

アミノ酸にエピトープがあるPAb1801クローンも用いられることがあるが、DO7

クローンに比較して、感度が低いとされている。本研究では DO7 クローンを使

用した。 

 本研究の p53 免疫染色分類法における p53 蛋白表現型と TP53 変異型の相関

は、蛋白表現型が EP であった場合にミスセンス変異、in-frame deletion、イント

ロンバリアントである感度は 59%、特異度は 60%であり、蛋白表現型が Lost で
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あった場合にナンセンス変異、フレームシフト変異、スプライシング異常である

感度は 67%、特異度は 84%であった。過去の報告によると、免疫染色によりミ

スセンス変異を予測する感度は 80%、特異度は 53%、ナンセンス変異、フレー

ムシフト変異、スプライシング異常を予測する感度は 40%、特異度は 93%とさ

れている。今回の結果はナンセンス変異に関して矛盾はないものの、ミスセンス

変異の感度が低かった(47)。これは、p53 免疫染色における核濃染所見の判定を

厳しくしたことが原因と考えられた。異常染色パターンの評価を厳しくしたこ

とで、評価者間の評価の一致率はκ値 0.89 と高いものとなっていた。 

以上より、TP53 変異型を免疫染色のみによって予測することには限界がある

と考えられたが、本研究では次世代シーケンサーによる遺伝子変異解析と、古典

的な免疫組織染色による蛋白評価を組み合わせることにより、精度の高い予後

解析が可能となることを明らかにした。特に、TP53 ミスセンス変異は p53 蛋白

に与える影響が様々であるため、蛋白質レベルでの評価も重要であると考えら

れた。また、次世代シーケンサーによるゲノム解析は腫瘍塊全体の平均化された

データしか得られない一方で、免疫染色では heterogeneity に富む頭頸部扁平上

皮癌の各部位における蛋白表現型を評価できるのも精度を高めた理由と考えら

れた。本研究では予備解析として p16 陽性中咽頭癌を除外した症例群において、

Decision tree 解析によるデータマイニングを施行した。その結果、TP53 変異解析
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結果をさらに、p53 免疫組織染色による蛋白表現型で分類することでより精度の

高い予後解析が可能となることが示唆された。それに基づく p53 機能分類は、

粗生存、局所無再発生存、遠隔無再発生存において過去に明らかになっている因

子と独立した予後因子となった。 

 頭頸部扁平上皮癌の外科治療において、病理学的に切除断端が陰性であって

も 10～30%で局所再発が生じると報告されている(48)。本研究においても、病

理学的断端陰性切除後の局所再発率は 18%であった。この原因としては、病理学

的切除断端評価の限界と切除断端における前癌病変からの再発が考えられてい

る(49,50)。頭頸部領域において、局所再発をきたす切除断端距離は一般的には

5-7mm と考えられている(23,51-57)。本検討でも、局所再発をきたす断端距離の

カットオフ値は、口腔癌では 6mm、咽喉頭癌では 4mm であった。咽喉頭癌にお

いては、ROC 曲線における AUC が 0.5 と有効なカットオフ値を設定できなかっ

た。これはサンプルサイズの問題、咽頭癌・喉頭癌を一つのグループにまとめた

ことが原因と考えられた。口腔、咽頭、喉頭いずれの部位においても、断端近接

例においては p53 機能分類のステータスに関わらず一定の率で局所再発をきた

す一方で、十分な断端距離が得られても、p53 予後不良群では局所無再発生存率

が低いことが明らかになり、局所における治療強度をあげる必要性が示唆され

た。 



73 

 

 切除断端陽性、脈管侵襲、リンパ管侵襲、神経周囲浸潤、pT3、pT4 に対して

は術後化学放射線治療が局所制御率を高めることが明らかになっているが

(49,58-64)、断端近接例に対する術後治療適応については一定のコンセンサスが

ない。本研究で用いた p53 機能分類は、断端近接例に対する追加治療を判断す

る因子になる可能性がある。さらに、p53 機能不良群においては、30mm 以上の

安全域を得ても、局所再発を認めた症例があった。このような症例においては、

さらなる広範囲切除は機能的にも困難であると考えられ、外科治療のみで腫瘍

コントロールを狙うのは困難であると考えられた。現在、当院で同時期に根治的

放射線治療が施行された、頭頸部扁平上皮癌症例においても、TP53 変異解析お

よび p53 蛋白表現型解析を施行中である。これにより、放射線感受性に基づい

た個別化放射線治療の樹立も目指している。 

 興味深いことに、HPV 非関連頭頸部扁平上皮癌において、TP53 不活性型変異

に HRAS、PIK3CA 変異が伴う症例は予後良好であると報告されている(14)。し

かしながら本検討では PIK3CA、HRAS、AKT 変異と予後の相関は認められなか

った。本研究では PIK3CA、HRAS 変異症例が少なく、さらに症例を増やし今後

検討していく必要があると考えられた。 

最後に本研究の限界について述べる。第一に、本研究は単施設における後ろ向

きの比較試験のため、既知の交絡因子においては両群間の患者背景に有意差は
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認めなったが、測定不能な因子におけるバイアスが存在する可能性がある。第二

に、研究対象を外科治療症例に限定しているため、あくまで切除可能症例が対象

となっており、潜在的に予後良好な症例が抽出される選択バイアスが生じてい

る可能性がある。第三に、本検討では頭頸部癌の亜部位を口腔と咽頭・喉頭の 2

亜部位に分けて検討を行った。網羅的ゲノム解析を施行した過去の報告におい

てもこのような分類は見受けられるが、本来であれば亜部位によって術式、予後、

再発様式が異なるため、個別に解析した方が望ましい。第四に、蛋白表現型解析

において、免疫染色という半定量的解析を用いており、一般化した場合に評価者

間による測定バイアスが生じる可能性がある。 

結論として、本研究では頭頸部扁平上皮癌の FFPE 検体からの TP53 全エクソ

ンシーケンスと p53 蛋白表現型を併用した解析により、精度の高い予後解析を

可能とした。今後さらなる技術革新により、術前の微細な生検検体からゲノム解

析が可能となり、腫瘍の分子生物学的な特徴を予測することが可能になると思

われる。これらの情報は、個別化外科治療の樹立につながり、術式決定への一要

素になる可能性がある。 
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