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北海道歯誌　36：110 ─ 119，2016．

原　著

早期舌扁平上皮癌における頸部リンパ節後発転移・
局所再発に関連する因子の臨床病理学的検討

抄　録：
【目的】口腔癌の術後再発や頸部リンパ節後発転移は患者の予後と密接な関係を有している．舌扁平上皮癌早期症
例を臨床病理学的に検索し，局所再発と頸部リンパ節後発転移との関連性をもつ因子について検討した．
【材料と方法】1988年から2012年までの25年間に北海道大学歯学部付属病院口腔外科および北海道大学病院口腔外
科で根治切除を行った舌扁平上皮癌の中でStage 1，Stage 2の早期症例は98例だった．この98例中，病理学的に後
向きな検索が可能であった81例を対象とし，臨床病理学的な検索を行った．検索症例の浸潤様式はTotsukaらに従
い浸潤型と膨張型に分類した．摘出物の腫瘍に隣接する粘膜上皮を病理学的に検索し，異型のみられたものは頭頸
部癌取り扱い規約に準じてLow grade dysplasiaとHigh grade dysplasiaに分類した． さらにp53，Ki-67，ALDH1，
Podoplaninに対する免疫染色を行い，腫瘍細胞における陽性細胞率の計測と，腫瘍に隣接する上皮におけるp53，
Ki-67，Podoplanin，ALDH1陽性細胞率の計測とPodoplanin陽性細胞の分布について検討した．
【結果と考察】対象とした81例中，10例に局所再発，20例に頸部リンパ節後発転移を認めた．再発，転移の両方を
認めたものは２例あった．頸部リンパ節後発転移をきたした症例では，腫瘍が浸潤性増殖をしめすものとPodoplanin
陽性細胞比率の高い症例で有意の相関を認めたが，p53，Ki-67，ALDH1陽性細胞比率との有意な相関は認めなか
った．さらに膨張型増殖を示す腫瘍でもPodoplanin陽性細胞比率の高い症例は転移活性が高いことが示された．再
発症例と非再発症例間で，腫瘍に隣接する上皮におけるp53，Ki-67，ALDH1陽性細胞比率と再発との有意な差は
認められなかったが，細胞異型の程度とPodoplaninの陽性細胞比率，発現様式と再発との間に有意の相関を認め，
異型のないものやLow grade dysplasia症例でもPodoplanin陽性細胞率とPodoplanin Scoreとの間に有意な相関を認
めた．
　以上の所見は，頸部リンパ節後発転移は腫瘍細胞の浸潤活性に加えてPodoplanin陽性細胞の増加が関与してい
ること，腫瘍の再発には腫瘍に隣接する粘膜上皮の異型の有無および癌幹細胞で発現することが報告されている
Podoplanin発現が術後再発の因子であることを示しており，従来の病理組織学的検索に加えてPodoplanin発現につ
いて検索することが，再発や転移の予測因子の指標となることが考えられた．

キーワード：舌扁平上皮癌，局所再発，頸部リンパ節後発転移，癌幹細胞
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長　　太一

は多く報告されている．浸潤型を示すものと転移，High 
grade dysplasiaからの再発などは多く報告されているが，
浸潤様式が膨張型であるのにも関わらず頸部リンパ節後発
転移する症例や異型上皮がみられないのに局所再発する症
例がある．このため，従来の臨床病理学的解析に加えて局
所再発や頸部リンパ節転移に関与する因子の解明ができれ
ば，治療の一助になる．今回の検索では，舌に発生した口
腔扁平上皮癌早期症例の切除標本を用いて，臨床病理学的
に検索するとともにp53，Ki-67，ALDH1，Podoplaninの発
現と局所再発・頸部リンパ節後発転移との関連を検討した．

緒　　　　　言

　口腔癌治療の成績向上のためには局所および転移リン
パ節の制御が重要である．早期舌癌において一般的に局
所再発率は11〜24％1-6），頸部リンパ節後発転移率は4.9〜
24.9%1，4，7，10）程度と言われている．口腔領域の悪性腫瘍
手術では，機能温存のために必要最小限の切除が理想であ
り，術中迅速診断で切除断端に腫瘍や異型細胞のみられな
い症例では追加切除を行わない．これまでに浸潤様式と頸
部リンパ節後発転移との関連や異型上皮と局所再発の関連
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対象および方法

１．検索対象
　1988年から2012年までの期間に北海道大学病院口腔外科
で根治切除を行った舌扁平上皮癌Stage 1，Stage 2症例98
例中病理学的に後向き検索が可能であった81例を対象とし
た．試料が不十分だったものおよび再発・転移のなかった
ものは経過観察期間が２年未満のものは除外した．

２．研究方法
⑴　病理組織学的検索
　10%中性緩衝ホルマリン固定パラフィン包埋試料から，
５µm連続薄切切片を作製後，一部はH-E染色を施し，浸
潤様式をTotsukaら11）の分類に準じて膨張型と浸潤型に
分類した（図１）．腫瘍に隣接する粘膜上皮で異型の有無
を検索し，異型のみられたものでは異型の程度を頭頸部癌
取扱い規約12）に準じてLow grade dysplasiaとHigh grade 
dysplasiaに分類した（図２）．

⑵　免疫組織学的検索
　薄切切片を脱パラフィン，脱水処理後，Tris-EDTA

（TE）バッファー中で熱処理抗原賦活化を行い，３% H2O2

で５分間処理し内因性ペルオキシダーゼ活性を阻害した． 
リン酸緩衝液（PBS）で洗浄し，3% bovine serum albmin

（BSA）を用いて30分間処理し非特異的反応の阻止を行っ
た．一次抗体は適切な濃度に希釈後（Podoplanin, p53, Ki-
67 ; 1 : 100, ALDH1 ; 1 : 1000）（Santa Cruz, Santa Cruz, CA, 
USA），室温で60分間反応させた．二次抗体としてSimple 
Stain Max PO（M）（Nichirei Bioscience, Tokyo, Japan）を
37℃で30分間作用させた．その後Chem Mate EnVision kit/
HRP（Dako, Tokyo, Japan）にて発色を行い，ヘマトキシ
リンで核染色を行った．水洗後，脱水，透徹を行い封入し，

図１　浸潤様式
ａ）膨張型増殖を示す腫瘍では浸潤性増殖はみられるものの腫瘍と深部筋組織との境界は比較的明瞭である．
ｂ）浸潤型のものでは筋線維束間に腫瘍細胞が小型の胞巣を形成しながら浸潤している．

光学顕微鏡にて検鏡した．腫瘍細胞のおよび腫瘍に隣接す
る上皮の陽性率は，任意に選んだ３か所より総数1000個の
細胞を観察し，そのうち陽性細胞の占める平均の割合をそ
の個体の陽性率とした．またPodoplaninの陽性細胞分布は
Kawaguchiら13）のスコアリングに準じて，Score 0を発現
のないもの，Score 1を基底細胞層にリニアに発現のあるも
の，Score 2を基底細胞層から上層に１個のスポットで発現
があるもの，Score 3を基底細胞層から上層に２個のスポッ
トに発現があるもの，Score 4は基底細胞層から上層に３個
以上のスポットのあるものとした（図３）．

３．統計学的解析
　統計学的解析には，統計ソフトSPSSⅡ（IBM，東京）
を使用し， Mann-Whitney-U検定およびFischerの直接（確
立）法を用い，危険率5%以下を有意とした．

結　　　　　果

　検索対象とした81例の内訳は男性45例（55.6％），女性
36例（44.4%），初診時の年齢は19～86歳で中央値は63歳だ
った．腫瘍の大きさはT1が39例，T2が42例で初診時にリ
ンパ節転移，遠隔臓器への転移は認められなかった．治療
法は75例が手術単独，手術と放射線療法を併用したものが
６例，経過観察期間は１か月から22年３か月だった．81例
中10例（12.3%）に局所再発，20例（24.7%）に頸部リンパ
節後発転移を認めた．局所再発と頸部リンパ節後発転移の
両方を認めたものは２例あった．局所再発までの期間は５
か月から９年７か月で中央値は31か月であった．頸部リン
パ節後発転移までの期間は１か月から12か月で中央値は３
か月であった．なお，いずれの症例でも摘出物切除断端上
皮に腫瘍は認めなかった．
　腫瘍の浸潤様式と頸部リンパ節後発転移について検討し
た．膨張型47例中， 40例では転移がみられず後発転移は７
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図２　上皮異型の程度
　ａ）異型のないものでは表層の角化亢進はみられるが，基底細胞は単層で細胞異型はみられない．ｂ）Low grade dysplasia
では，多層化した基底細胞に軽度の異型がみられるが，分化の方向性は保たれている．ｃ）High grade dysplasiaでは，
異型を増した基底細胞様細胞が表層近くまで分布している．

図３　Podoplaninの陽性細胞分布
　Score 0は発現のないもの，Score 1は基底細胞層にリニアに発現のあるもの，Score 2は基底細胞層から上層に１個
のスポットで発現があるもの，Score 3は２個のスポットに発現があるものとした．
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例みられたのみだったが，浸潤型増殖を示す腫瘍では34例
中13例に転移がみられ，浸潤様式と転移には有意な相関が
認められた（P=0.01）（表１）．
　腫瘍細胞のp53, Ki-67, ALDH1, Podoplaninの発現と頸
部リンパ節後発転移について検索した結果，腫瘍細胞の

表１　浸潤様式と後発転移の有無

p53陽性細胞率（平均陽性率±標準誤差）は非転移症例で
は17.2%±2.,2，転移症例では20.1%±1.3（P=0.38）．Ki-67
陽性細胞率は非転移症例では16.5%±1.3，転移症例では
17.5%±1.5（P=0.36）．ALDH1陽性細胞率は非転移症例で
は13.3%±1.3，転移症例では14.7%±1.5（P=0.20）（図４）
で，いずれもリンパ節後発転移と有意の差は認められなか
ったが，腫瘍細胞のPodoplaninの陽性細胞率は非転移症例
では9.3%±1.0，転移症例では19.6%±2.3で，Podoplanin陽
性細胞率と非転移・転移症例の間には有意な相関を認めた

（P=0.001）（図５）．

図４　腫瘍細胞におけるp53, Ki-67, ALDH1陽性細胞率と後発
転移の有無

　腫瘍細胞におけるp53, Ki-67, ALDH1陽性細胞率と後発転移
との間には有意な相関は認められなかった（P=0.38, P=0.36, 
P=0.20）．

　膨張型増殖を示す腫瘍では浸潤型増殖を示す腫瘍に比較
して頸部リンパ節後発転移が有意に少なかったが，膨張型
増殖を示す腫瘍でも７例に転移がみられたため，膨張型
増殖を示す腫瘍における腫瘍細胞のPodoplanin，ALDH1
発現と頸部リンパ節頸部後発転移について検討した． 腫
瘍細胞のALDH1陽性細胞率は非転移症例では12.9%±1.6，
転移症例では16.1%±2.6で，非転移・転移症例の間には有
意な相関を認められなかった（P=0.28）が，Podoplanin陽
性細胞率は非転移症例では9.9%±1.2，転移症例では18.3%
±3.2で，膨張型増殖を示す腫瘍でもPodoplanin陽性細胞
率の高い症例では有意に転移活性が高いことが示された

（P=0.03）（図６）．
　局所再発は10例に認められ，９例は切除断端からの再発
で深部再発は１例のみだった． 再発症例の病理学的浸潤
様式は膨張型腫瘍47例中４例，浸潤型増殖腫瘍34例中６例
で，深部断端に再発したものは浸潤増殖型腫瘍だった． 
浸潤型増殖を示すものに局所再発がやや多い傾向があった
が，浸潤様式と局所再発の間に有意な相関は認められなか
った（P=0.3）（表２）．
　腫瘍に隣接する粘膜上皮の性状を病理学的に検索し，異
型のみられなかった65例では４例に再発がみられ，軽度異

図５　腫瘍細胞におけるPodoplanin陽性細胞率と後発転移の有
無

　腫瘍細胞におけるPodoplanin陽性細胞率と後発転移との間
には有意な相関を認めた（P=0.001）.
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型を示すLow grade dysplasiaでは８例中３例，高度異型
を示す細胞がみられたHigh grade dysplasia８例中３例に
再発が認められた． 有意差検定を行ったところ，高度異
型を示す症例とその他の群には再発リスクについて有意の
差が認められた（P=0.02）（表３）．
　p53，Ki-67，ALDH1，Podoplaninの腫瘍に隣接する粘
膜上皮における発現と再発について関係では，p53陽性細
胞率は非再発症例では11.6%±0.7と再発症例では13.6%±
2.4（P=0.39）．Ki-67陽性細胞率は非再発症例では11.5%±

図６　膨張型での腫瘍細胞のALDH1, Podoplanin陽性細胞率と
後発転移の有無

　膨張型での腫瘍細胞のALDH1陽性細胞率と後発転移には有
意な相関は認めなかったが（P＝0.28），Podoplanin陽性細胞率
と後発転移の間には有意な相関を認めた（P＝0.03）．

表２　浸潤様式と局所再発の有無

表３　上皮異異型と局所再発の有無

0.7，再発症例では14.0%±2.2（P=0.28），ALDH1陽性細胞
率は非再発症例では8.1%±0.8，再発症例では12.4%±3.0

（P=0.08）（図７）で，いずれも陽性細胞率と非再発・再発
症例の間には有意な相関を認めなかった．これに対して，

図７　腫瘍に近接する上皮におけるp53, Ki-67, ALDH1陽性細
胞率と局所再発の有無

　腫瘍に近接する上皮におけるp53, Ki-67, ALDH1陽性細胞
率と局所再発との間に有意な相関を認めなかった（P=0.39，
P=0.28, P=0.08）．

｜ 72 ｜



早期舌扁平上皮癌における頸部リンパ節後発転移・局所再発に関連する因子の臨床病理学的検討 115

腫瘍に隣接する粘膜上皮のPodoplanin陽性細胞率は非再発
症例では5.8%±0.9，再発症例では11.2%±1.6（P=0.01）で
Podoplanin陽性細胞率と再発に有意に相関がみられた（図
８）．さらに，腫瘍に隣接する上皮のPodoplaninの陽性細
胞の分布様式についてPodoplanin陽性細胞がみられない
Score 0，基底細胞層にリニアな発現のみられるScore 1，
基底細胞層に加えて上層１カ所にスポット状に陽性細胞の
みられるScore 2，２カ所のスポット発現のみられるScore 
3に分類し，Score 0〜１群およびScore 2〜3群との間で検
討を行った．なお，３カ所以上のスポット発現のみられる
Score 4症例は今回の検索では認めなかった．非再発症例
ではScore 0〜1群は59例，Score 2〜3群は12例，再発症例
ではScore 0〜1群は６例，Score 2〜3群は４例で腫瘍に隣
接する上皮のPodoplanin陽性細胞の分布と非再発・再発症
例の間には有意な相関を認めた（P=0.03）（表４）．

図８　腫瘍細胞とPodoplanin陽性細胞率と局所再発の有無
　Podoplanin陽性細胞率と局所再発との間に有意な相関をみ
とめた（P=0.01）． 

表４　腫瘍に近接する上皮におけるPodoplaninの分布と局所再
発の有無

は非再発症例では5.8%±0.9，再発症例では10.7%±1.6で
Podoplanin陽性細胞率と非再発・再発症例の間には有意
な相関を認めた（P=0.01）（図９）．さらにPodoplanin陽
性細胞の分布においても，再発はScore 0〜1群61例中４
例，Score 2〜3群12例中３例にみられ， Podoplanin陽性細
胞の分布と非再発・再発症例の間には有意な相関を認めた

（P=0.04）（表５）．

表５　異型がないもの，Low grade dysplasiaでの腫瘍に隣接
する上皮のPodoplaninの分布と局所再発の有無　腫瘍に隣接する上皮に高度の異型がみられた症例での再

発が有意に多いことが示されたが，異型がみられなかった
65例およびLow grade dysplasiaで８症例でも７例に再発
がみられたことから，これらの症例におけるPodoplanin，
ALDH1発現と局所再発について検討した．73例において
腫瘍隣接粘膜上皮におけるALDH1陽性細胞率は非再発症
例では7.7%±0.7，再発症例では10.8%±3.8で有意の差は
認められなかったが（P＝0.43），Podoplanin陽性細胞率

図９　異型がないもの，Low grade dysplasiaでの腫瘍に隣接
する上皮のPodoplanin，ALDH1陽性細胞率と局所再発の
有無

　腫瘍に隣接する上皮のALDH1陽性細胞率と局所再発との間
には有意な相関は認められなかったが（P=0.43），Podoplanin
陽性細胞率と局所再発には有意な相関を認めたが（P=0.01）．
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考　　　　　察

　早期癌の治療にあたっては，外科的切除が治療法として
選択され腫瘍を完全に除去することで完治することが多い
が，早期癌においても腫瘍の再発と転移がみられることが
あり，患者の予後に大きな影響を及ぼす．口腔扁平上皮癌
の予後を左右する因子として腫瘍の浸潤様式が重要である
ことが示されている14）．今回の検索でも，浸潤性発育を示
す症例では有意に後発転移が多く，初診時頸部リンパ節転
移が臨床的に認められない症例でも十分な経過観察をする
必要があることを示している．外科的切除の際には周囲に
安全域を設定しているが，今回の検索では81例中10例に再
発が認められた．腫瘍の浸潤様式と再発には有意の差は認
められず，再発部位は摘出物の切除断端から発生するもの
が大部分を占めていたため，腫瘍周囲の粘膜上皮の病理学
的検索を行った．これまで，異型程度と再発率の相関は明
らかではないという報告14）や原発巣再発率は上皮異型の
ない症例では7.6%，上皮異型ある症例では17.9%と上皮異
型ある症例で有意に高い報告がある15）が，今回の検索で
は上皮異型の程度と再発との間に有意の相関が認められ，
摘出物の腫瘍に隣接する上皮の異型の有無および程度を検
索する重要性が示された．
　p53は代表的ながん抑制遺伝子で，転写因子としての機
能をもち，細胞周期の停止，遺伝子修復，アポトーシス
の誘導など多彩な機能をもつことが知られている．がん細
胞では高頻度に変異がみられることが報告され，口腔癌で
も50%以上の症例で変異が認められている．変異したp53
はユビキチン化されることなく核に蓄積されることからが
ん細胞の免疫染色で陽性を示すものが多いときには変異型
p53をゲノムにもっていると考えられる．今回対象とした
症例でp53陽性比率を検討したが，転移症例と非転移症例
で有意の差はみられず，再発との関連も認められなかっ
た．このような所見はp53の変異は細胞がん化の際には重
要な役割を演じているが，がん化した細胞の浸潤とは直接
関与しないため転移との関連性が少ないこと，再発におい
てもp53変異の有無とは関連しないことが考えられた．
　細胞増殖は成長因子の刺激を受けた細胞がG1期からS
期やG2期を経てM期に至る細胞周期の回転として現れ，
Ki-67は細胞周期に入っている増殖細胞の核に発現し，細
胞の増殖活性の指標となる．口腔扁平上皮癌では分化度が
低いほど陽性細胞数の増加が認められ，特に浸潤部におけ
るKi-67の発現頻度と再発，転移との相関が報告16-19）され
ている一方で，腫瘍増殖マーカーであるKi-67が再発，転
移の適切な評価になり得ていないとの報告もある20，21）．
今回の検索では，Ki-67の陽性細胞比率局所再発および後
発転移との間に有意な相関は認められず，細胞増殖活性は
口腔扁平上皮早期癌の予後予測因子とはならないことが示
された．

　細胞がん化の過程でがん細胞は必ずしも均質な細胞の集
塊ではなく，癌細胞の分化や増殖を長期にわたり維持する
癌幹細胞が存在し，抗がん剤への治療抵抗性や転移能，再
発など悪性化に密接な関わりをもつと考えられている22）．
ALDH1は細胞内のアルデヒドをカルボン酸への酸化を触媒
する酵素で，一般に解毒酵素とみなされているが，その一
方で，幹細胞に発現するマーカーの一つとしても報告され
ている．口腔粘膜にはほとんど発現しておらずWeiら23）が
白板症の悪性転化のリスクファクターとして報告している．
また，腫瘍血管内皮細胞ではALDH1を髙発現し，このよ
うな細胞では血管新生機能が高いことが示されている．今
回の研究では局所再発，後発転移とALDH1陽性細胞比率
との間には有意の相関は認めなかったが，これはALDH1
陽性細胞は腫瘍細胞の増殖には関与しているが，再発・転
移との直接の関連性が低いことが考えられた．
　Podoplaninは，162個のアミノ酸からなり38～43kDaの
分子量をもつC末端に膜貫通部位を有した１型糖タンパク
質で，1988年に渡辺ら24）によりマウス結腸癌に高発現し，
血小板凝集活性がある糖タンパク質としてみいだされた．
マウスではヒトのPodoplaninの相同体であるPA2.26が発癌
時に上昇し25），上皮角化細胞の細胞間連結装置不安定化，
細胞膜の伸長，運動能の向上を示し，悪性進行に関与する
ことが示唆されている26，27）．さらに，Martin-Villarら28）

はPodoplaninがRhoAを活性化してepthelial-mesenchymal 
transition（EMT）を誘導し，細胞の運動や浸潤を促進する
と報告している．一方で，PodoplaninはEMTとは無関係に集
合細胞での浸潤に関与すると相反する報告もある29，30）．腫
瘍細胞の浸潤・転移におけるPodoplanin の関与が注目さ
れ，皮膚扁平上皮癌で腫瘍細胞の脱分化によりPodoplanin
が高発現し，とくに再発した症例において強い陽性反応が
みられることが示されている31）．またMatsuwakiら32）は
肺扁平上皮癌でリンパ節転移と相関していると報告してい
る．Vicenteら33），Kreppelら34）により白板症などの前癌
病変でもその発現が認められ，Podoplaninの高い発現が癌
化のリスクファクターの１つとして紹介されている．今
回の研究では腫瘍に近接する異型を認める上皮の基底層
の細胞にPodoplaninの高い発現を認めた．高いPodoplanin 
Scoreや高い陽性率のものは幹細胞が局在している可能性
を示し，Podoplanin陽性細胞は細胞間結合の不安定化，運
動能亢進により転移に関与したこと，上皮細胞の脱分化・
上皮間葉移行などの悪性転換活性の亢進により再発が生じ
たのではないかと考えられた．
　以上から，浸潤様式や上皮の異型の程度などの従来から
の病理組織学検索加え，幹細胞マーカーであるPodoplanin
を免疫組織学的検索に用いることは再発や転移を予測する
のに有用である可能性が示唆された．
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結　　　　　論

　腫瘍の再発には癌幹細胞で発現することが報告されてい
るPodoplaninの発現が異型上皮細胞にみられる症例では，
術後再発の危険性が増していること，頸部リンパ節後発転
移は腫瘍細胞の浸潤活性に加えてPodoplanin陽性細胞の増
加が関与していることを示しており，従来の病理組織学的
検索に加えてPodoplanin発現を免疫組織学的に明らかにす
ることが，再発や転移などの予後を判定する一つの指標と
なることが考えられた．
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ORIGINAL

The clinicopathologic examination of local recurrence and secondary 
metastases to cervical lymph nodes factors in the tongue

squamous cell carcinoma

Taichi Cho

ABSTRACT : Oral carcinoma in the early stages is now curable ; however, cases with local recurrence and subsequent 
metastasis have poor prognoses. I conducted experiments to identify the factors concerning recurrence and metastasis. 
Eighty-one cases of T1 and T2 tongue squamous cell carcinoma were investigated. Clinical examination showed local 
recurrences were found in 10 cases and secondary metastasis was observed in 20 cases. The invasion pattern of 
carcinoma was useful to predict secondary metastasis, and the degree of cellular atypia in epithelium adjacent to the 
carcinoma also had significant correlation with local recurrences. In addition to histological findings, the podoplanin 
expression ratio in cancer cells had a close relationship with metastasis. Podoplanin highly expressed cases of carcinoma 
tended to metastasize even in an expansive growth pattern of carcinoma. Podoplanin expression ratio and expression 
patterns in cancer adjacent epithelium also showed a correlation with local recurrences that were significant among 
histologically low-risk types of epithelium. It has been reported that podoplanin is expressed in cancer stem cells. The 
results suggest that the risk of recurrence and subsequent metastasis of early oral carcinoma could be predicted by 
podoplanin expression in combination with conventional histopathological findings.

Key Words :	Tongue squamous cell carcinoma, Recurrence and metastasis, Podoplanin, Cancer stem cell
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