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(AMAP1、EPB41L5蛋白の高発現は頭頸部癌における 
リンパ節転移および術後の生存率と相関する） 
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【背景と目的】 

現在、頭頸部癌への治療として手術療法、放射線療法、薬物療法を組み合わせ

た集学的治療が行われている。それぞれ技術的には確実に進歩が見られるが、

この 20~30 年間、頭頸部癌患者の予後、特に進行癌に対する予後には著しい改

善はみられていない。治療後の局所再発や周辺臓器への浸潤、遠隔転移に対す

る制御が、予後改善に重要と考えられる。新しい検査法、治療法、予後の予測

のため、分子生物学的アプローチが注目されている。頭頸部癌の 90%以上に上

皮成長因子受容体（EGFR）が過剰発現していることはよく知られている事実で

あり、分子標的として EGFR およびその周辺蛋白は頭頸部扁平上皮癌、その他

の固形癌において良く研究されている。2004 年に Sabe の研究グループは、浸

潤性の強い乳癌細胞において、低分子量 G 蛋白質 Arf6 の発現が亢進しており、

そのような癌細胞の浸潤活性の殆どを担っている事、一方、浸潤性が弱いかも

しくは殆ど示さない乳癌細胞には、Arf6 の発現亢進は見られないことを報告し

た。Arf6 は EGFR-GEP100-Arf6-AMAP1 シグナル経路因子群の一つとして知ら

れる分子である。乳癌患者標本の解析からはこれらのシグナル経路因子群の発

現が、乳癌の悪性度と統計学的有意に相関する事も示されている。    

癌は組織特異的疾患であり、また、細胞内シグナル経路は、組織や細胞種に

おいて多様性を示す。EGFR を過剰発現する頭頸部癌細胞においては、EGFR

シグナル経路が増殖、浸潤・転移に深く関与していることは報告されているが、

その詳細な分子機構はいまだ不明である。一方、Hofman らは、病理組織検体に

おける Cortactin の過剰発現と頭頸部癌の浸潤性との関連性を指摘しており、ま

た Cordes らは頭頸部癌の放射線感受性と β1 インテグリン/Cortactin シグナル

経路が関連していることを示している。これらのことから頭頸部癌と乳癌で示

された Sabe らのスキームの関与が示唆された。本研究は、頭頸部癌細胞におい



て、RTKs-GEP100-Arf6-AMAP1 シグナル経路が、その浸潤・転移に関与してい

るか否かを検討し、頭頸部癌細胞の悪性度進展の分子的詳細の一端を明らかに

する事、そのことにより、今後の頭頸部癌の研究と治療において、より有効な

治療法の開発や予後予測バイオマーカーの提示を目指すため行われた。 

【材料と方法】 

頭頸部扁平上皮癌細胞株として HSC-2、HSC-3、HSC-4、SCC-9、SCC-25 の

５種類を用いて予備実験を行った。蛋白の発現をウェスタンブロット法を用い

て解析した。細胞の浸潤能をインベージョンアッセイを用いて解析した。AMAP1

と Cortactin の結合阻害剤である P4TAT を用いて頭頸部癌細胞株の浸潤能の変

化をインベージョンアッセイにて評価した。免疫組織染色を行う頭頸部扁平上

皮癌組織は、1996 年から 2012 年に北海道大学病院耳鼻咽喉科頭頸部外科にて

外科的に切除され、インフォームドコンセントを得た患者標本を用いた。また、

この研究に対し北海道大学医学部医の倫理委員会の承諾を得た。 

図１に本研究に用いた症例の臨床情報を示す。ホルマリン固定パラフィン包埋

組織は、3 µm の連続切片を作製し、ヘマトキシリン・エオジン染色および EGFR, 

GEP100, AMAP1, Cortactin, EPB41L5 の免疫組織染色を行った。免疫組織染色

を評価するために、染色強度と陽性細胞率を記録した。染色強度は 0 から 2 ま

での 3 段階評価 (negative=0, weak=1, strong =2)とした。陽性細胞率は 0 から

1.0 までの 11 段階評価 (0%=0, 10-90%=0.1-0.9, 100%=1.0) とし、H score を

染色強度と陽性細胞率の積として計算した。検体を蛋白質の高発現群と低発現

群に分ける際には計測した H score のメジアンをカットオフラインとして用い

た。染色の判定は病理医を含む 2 名の医師が行った。統計解析は、エクセルア

ドインソフト Statcel® (OMS Ltd, Tokyo, Japan)を用いた。臨床病理組織におけ

る H score と臨床データとの相関は、Student’s-t test により解析した。また、無



病生存率と粗生存率はカプランマイヤー法を用いて解析し生存率の差について

はログランク検定を用い、p 値 0.05 以下を有意差ありとみなした。 

【結果】 

頭頸部扁平上皮癌細胞株における EGFR, GEP100, Arf6, AMAP1,Cortactin,  

EPB41LE の蛋白質発現量は細胞によってばらつきはあったが、全細胞株で発現

を確認できた（基礎実験）。GEP100, Arf6, AMAP1, EPB41L5 の蛋白発現量を

siRNA を用いて抑制しインベージョンアッセイにて浸潤能の程度を測定した実

験では 4 種それぞれの蛋白質の発現抑制により頭頸部癌細胞株の浸潤能が低下

した。AMAP1 と Cortactin の結合阻害剤である P4-TAT を舌癌の細胞株である

SCC-9 細胞に作用させてインベージョンアッセイにて浸潤能を評価したところ

浸潤能は低下していた（基礎実験）。免疫組織染色による実験において頸部リン

パ節転移陽性群では陰性群と比較して有意に AMAP1 蛋白質、EPB41L5 蛋白質

の発現が高かった。頭頸部扁平上皮癌病理組織検体における AMAP1 蛋白質の高

発現群とEPB41L5蛋白質の高発現群において各低発現群と比較して5年無病生

存率は統計学的有意に低かった。EGFR 蛋白質の高発現群、AMAP1 蛋白質の高

発現群とEPB41L5蛋白質の高発現群において各低発現群と比較して5年粗病生

存率は統計学的有意に低かった。EGFR/AMAP1 蛋白質がともに高発現していた

群はその他の群と比べて有意に 5 年粗生存率が低下していた。EGFR/EPB41L5

蛋白質の共発現群においても同様の結果であった。 

【考察】 

頭頸部癌患者の予後はこの 20~30 年間大きな変化がない。治療成績改善のため

には局所再発や周辺臓器への浸潤、遠隔転移を制御する必要がある。近年、癌

の治療法として分子標的薬が注目されており、頭頸部癌においては上皮成長因

子受容体（EGFR）に関わる多くの研究がなされている。2004 年より Sabe ら



が報告した RTKs-GEP100-Arf6-AMAP1 シグナル伝達経路は悪性度の高い乳癌

において浸潤・転移の重要な役割を担っていることが知られている。今回の研

究において頭頸部扁平上皮癌においてもそれらの蛋白質が発現し、浸潤に関与

していることが予想された。病理組織標本を用いた研究の結果からは AMAP1, 

EPB41L5 蛋白質がリンパ節転移、生存率のマーカーになりうることが示唆され

た。しかし GEP100, Cortactin 蛋白質など当初頭頸部扁平上皮癌の転移や予後に

関与が予想された蛋白質において有意な結果が示されなかったことに対しては

今後の研究においてそれらのメカニズムを探求する必要があると考えられた。 

【結論】 

頭頸部扁平上皮癌の手術後病理標本を用いた免疫組織染色による解析では

AMAP1, EPB41L5 蛋白質が高発現していた症例において頸部リンパ節転移に相

関が認められ、5 年無病生存率、5 年粗生存率が有意に低下した。この研究は頭

頸部扁平上皮癌において RTKs-GEP100-Arf6-AMAP1 シグナル伝達経路が機能

していることを初めて報告したものである。AMAP1 蛋白質, EPB41L5 蛋白質は

将来、頭頸部扁平上皮癌治療における有用な予後予測バイオマーカーとなる可

能性が考えられた。 

 


