
緒　　言

口腔癌の予後に関わる因子として，腫瘍増殖，分化，
頸部リンパ節転移は重要な予後因子であり，われわれも
現在までに，腫瘍増殖能，分化能，転移に関連する因子
について様々な臨床病理学的検討を行ってきた1〜4）．

近年，乳癌において核タンパク質輸送因子である
Karyopherin alpha 2 （以下 KPNA2）は正常乳腺組織と
比較して高発現し5），さらに KPNA2 高発現症例では，
浸潤様式，分化能および転移能が高いことが報告され
た 6, 7）．この報告以後，多くの癌腫において KPNA2 の
発現と臨床病理学的因子との関連が報告されている．

本研究は，口腔癌のうち舌扁平上皮癌における
KPNA2 に関する発現と臨床病理学的因子 （年齢，性別，
T stage, pN, Stage, 分化度， YK-分類，5 年累積生存率．
ならびに Ki-67）との関連を検討し，舌扁平上皮癌にお

いても KPNA2 の発現は浸潤．増殖と関連し予後因子と
なり得るのか検討した．

対象および方法

対象は 2003～2011 年に当科を受診し，手術療法を行
ない検索可能であった舌扁平上皮癌一次症例 66 例であ
る．これらの内訳は，性別は男性 43 名，女性 23 名，
年齢は 27 から 90 歳に分布し，平均 60.5 歳であった．

未治療の生検組織における KPNA2 発現と臨床病理学
的因子，すなわち，1. 年齢， 2. 性別， 3. 原発の大きさ

（T），4. 頸部リンパ節転移の有無（pN），5. 臨床進行度
（Stage 分類），6. 分化度（WHO），7. 浸潤様式（YK-
分類），8. 5 年累積生存率，9. Ki-67 発現などとの関連
を検討した．

なお，腫瘍原発巣，所属リンパ節転移ならびに遠隔臓
器転移，ならびに臨床的病期分類は，2002 年 UICC の
TNM 分類と Stage 分類8）を， 腫瘍浸潤様式は YK-分類9）

を用いた．
本研究は院内倫理委員会の承認を得て，インフォーム

ドコンセントを得られた患者に行った．
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要　旨　KPNA2（Karyopherin-a 2）は，核 - 細胞質間蛋白輸送因子の一つで，癌の細胞増殖ならびに転移
に関与することが報告がされているが，その発現と臨床的意義については，なお不明な点が多い．今回われわ
れは，舌扁平上皮癌における KPNA2 の発現と臨床病理学的因子（年齢，性別，T stage， pN， Stage， 分化度，
YK- 分類，Ki-67，5 年累積生存率）との関係について検討したので報告する．対象は，当科にて手術療法を施
行した舌扁平上皮癌一次症例 66 例で，未治療生検組織を用い免疫組織化学染色を行い，発現検索を行った．

その結果，KPNA2 の発現は頸部リンパ節転移症例，Stage Ⅳ，低分化型，Y-K4 型ならびに Ki-67L.I. 高率
症例に有意に多く，5 年累積生存率では，発現例は非発現例と比べ，有意に生存率が低い結果であった．また，
多変量解析の結果，KPNA2 発現は腫瘍の増殖，ならびにリンパ節転移の危険因子と考えられた．

以上より，舌扁平上皮癌においても，KPNA2 発現は，リンパ節転移，腫瘍の分化，浸潤，増殖ならびに治療
成績と関連し，新たな予後規定因子になり得ると思われた．
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透徹，封入した11）．なお，陽性コントロールとして睾丸
の組織を用いた．腫瘍細胞が占める陽性率を測定し評価
した．発現比率は0％から60％で平均値は10.0％であり，
10％以上を陽性発現とし（発現群），10％以下を陰性発
現（非発現群）と判定した（図 1， 2）．

また，腫瘍細胞における，増殖能を検索する目的に
Ki-67 抗原に対するモノクローナル抗体 MIB1（immu-
notech 社）を用い，上記と同様の方法で免疫組織化学
染色を行った11）．核内に茶色に染色されたものを陽性細
胞とし任意に選んだ 5 か所より総数 1000 個以上観察し
陽性細胞の比率を Ki-67 labeling index（Ki-67L.I.）と
した12）．免疫組織学的染色の判定は，病理専門医，口腔
外科専門医の 2 名にて行った．

3. 統計解析
統計学的検討は Fisher’s exact test, Student’s T-test

を用いて行い，生存率の解析は，Kaplan-Meier 法によ
り生存率を求め，生存曲線検定は log rank test により
行い，多変量解析は多重ロジスティック回帰分析を用い
た．統計ソフトはエクセル統計 2010（株式会社社会情
報サービス）を使用し，P＜0.05 をもって有意差ありと
した．

結　　果

免疫染色化学染色による舌扁平上皮癌における
KPNA2 の発現は 66 例中 30 例（45.5％）で非発現は 36

1. 組織採取
未治療症例の舌扁平上皮癌より生検組織を採取し，

H-E 標本を作製し，大部分が癌で構成されていること
を確認した．

2. 免疫組織化学的検索
サンプルは 10％中性リン酸緩衝ホルマリン水溶液に

固定後，通法のごとくパラフィン包埋を行い，4 mm の
薄切切片を作製し，100％キシレン（和光純薬，大阪）
にて 5 分間 3 回の脱パラフィンを行った．100％エタノ
ールにて脱キシレン，70％エタノールにて親水化を行
い，流水にて水洗した．10 mM クエン酸緩衝液（pH 6.0）
にてマイクロウェーブ（MI － 77 型，東屋医科器械）
にて，95℃ 20 分間熱処理し，その後 20 分間風冷を行
った．水洗後，0.3％過酸化水素水加メタノールに 30 分
間浸し，PBS に 5 分間 2 回浸して，PBS で 3％に希釈し
たウサギ正常血清を 20 分間反応させた．室温で 1 次抗
体（Karyopherin a 2（C-20；SC6917：Santa Cruz 
Biotechnology,USA）を 1 時間反応させ，PBS で洗浄し
た．次に室温で 2 次抗体をビオチン化し 30 分間反応さ
せた．そして PBS で洗浄しアビジン・ビオチン化ペル
オキシダーゼ（ABC）を室温でビオチン化 30 分間反応
させて，PBS で水洗を行った．発色は 3-diamino-benz-
idine tetrahydro-chloride （DAB） で行い，顕微鏡下で
発色状態を確認しながら室温で反応させた．流水にて
10分間水洗後，ヘマトキシリンにて核染色を行い，脱水，
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図 1　免疫組織化学染色陽性像 図 2　免疫組織化学染色陰性像
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4）KPNA2発現と頸部リンパ節転移（pN）との関連
頸部リンパ節転移症例における KPNA2 発現群は 14

例 （73.7％）， 非発現群 5 例 （26.3％）， 非転移例では， 発
現群 16 例（34.0％）， 非転移例 31 例 （66.0％） で， リン
パ節転移症例に KPNA2 発現が有意に多かった （p＝
0.005）（表 1）．

5）KPNA2発現と臨床病期分類との関係
Stage I＋II＋III と Stage IV の 2 群に分類し比較検討

したところ，Stage I＋II＋III 45 例中発現群 16 例（28.8
％），非発現群 29 例（71.2％），Stage IV では発現群は
21 例 中 14 例（66.7％）， 非 発 現 群 7 例（33.3％） で，
KPNA2 発 現 群 は Stage IV に 有 意 に 多 か っ た（p＝
0.014）（表 1）．

6）KPNA2発現と分化度の関連
高分化型＋中分化型と低分化型の 2 群に分類し検討し

たところ，高分化型＋中分化型53例中発現群19例（35.8
％）， 非発現群 34 例 （64.2％）， 低分化型においては発現
群 11 例 （84.6％）， 非発現群 2 例 （15.4％）， で低分化型
に KPNA2 の発現が有意に多かった（p＝0.002） （表 1）．

例（54.5％）であった（表 1）．

1）KPNA2発現と年齢との関連
KPNA2 発現群の平均年齢は 60.5±12.3 歳，非発現群

では，60.4±15.3 歳で，発現群・非発現群に有意な差を
認めなかった （P＝0.238）（表 1）．

2）KPNA2発現と性別との関連
性別では，男性は発現群 20 例（46.5％），非発現群は

23 例（53.5％），女性は，発現群 10 例（43.4％） 非発現
群 13 例（56.6％），で両者に有意な差は認めなかった（P
＝0.814）（表 1）．

3）KPNA2発現と原発腫瘍（T）との関連
各 T stage における KPNA2 発現は T1 発現群 3 例

（50.0％），非発現群 3 例 （50.0％）， T2 発現群 16 例 （43.2
％）非発現群 21 例 （56.8％）， T3 発現群 5 例 （41.7％），
非発現群 7 例 （58.3％）， T4 発現群 6 例 （54.5％）．非発
現群 5 例 （45.5％）， であった．すなわち，KPNA2 発現
と腫瘍の大きさとの間に有意な差は認めなかった （p＝
0.906）（表 1）．
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表 1　KPNA2 発現と臨床病理学的因子による検討

KPNA2  expression （n＝66）

n （％） Positive 30 （45.5％） Negative 36 （54.5％） P-value

Mean age±SD 60.5±12.3 60.4±15.3 0.238
Gender

Male 　 20 （46.5％） 23 （53.5％）
Female 10 （43.4％） 13 （56.6％） 0.814

T stage
1   3 （50.0％）   3 （50.0％）
2 16 （43.2％） 21 （56.8％）
3   5 （41.7％）   7 （58.3％）
4   6 （54.5％）   5 （45.5％） 0.906

pN
N （＋） 14 （73.7％）   5 （26.3％）
N （−） 16 （34.0％） 31 （66.0％） 0.005

Stage
Ⅰ＋Ⅱ＋Ⅲ 16 （28.8％） 29 （71.2％）

Ⅳ 14 （66.7％）   7 （33.3％） 0.014
Historogy

Well＋moderate 19 （35.8％） 34 （64.2％）
Poor 11 （84.6％）   2 （15.4％） 0.002

YK-classfication
1＋2＋3 18 （37.5％） 30 （62.5％）

4 12 （66.7％）   6 （33.3％） 0.032
Ki-67 labeling index

     （56.6％）      （29.3％） 0.001
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10）多変量解析について
単変量解析にて有意差の得られた因子，すなわち pN

分類，Stage 分類，分化度，YK 分類，Ki-67 について
多重ロジスティック回帰分析を行ったところ，KPNA2
の発現は，pN（p＝0.0046）ならびに Ki-67 発現すなわ
ち，腫瘍細胞の増殖（p＝0.0020）の危険因子として示
された（表 2）．

考　　察

KPNA2 は，約 58 KDa の分子量で 529 のアミノ酸か
ら成り立っている核－蛋白輸送因子の Importin a ファ
ミリーの 1 つである13〜19）．

近年，KPNA2 は正常乳腺組織と比較して，乳癌に高
発現し，さらに浸潤能・分化能および転移能と関連する
ことが報告された5）．この報告以後，乳癌6,7）悪性黒色
腫20），子宮頸癌21），食道癌22），肺癌23），卵巣癌24），前立腺
癌25）， 脳腫瘍26）， 肝癌27）， 膀胱癌28）， 胃癌29） で KPNA2
に関する報告がなされており，組織型に関係なく
KPNA2 の発現はリンパ節転移，分化度，浸潤様式，増
殖能と相関することが報告されている．しかしながら，

7） KPNA2発現と YK分類との関連
YK-1＋2＋3 型と YK-4 型の 2 群に分類し検討したと

ころ，YK-1＋2＋3 型は，48 例中発現群 18 例（37.5％），
非発現群 30 例（62.5％）， YK-4 型では 18 例中発現群
12 例（66.7％）． 非 発 現 群 YK-4 型 6 例 （33.3％） で，
YK-4 型に KPNA2 の発現が有意に多かった（p＝0.032）

（表 1）．

8）KPNA2発現と 5年累積生存率との関連
KPNA2 発現群の 5 年累積生存率は 65.8％，非発現群

の 5 年累積生存率は 72.4％で，発現群の生存率は有意
に低かった（p＝0.046）（図 3）．

9）KPNA2発現と Ki-67発現との関連
KPNA2 発現群における Ki-67L.I. の平均は 56.6％，

非発現群の平均は 29.3％で，KPNA2 発現群に Ki-67L.
I. は有意に高い結果であった（p＝0.001）（表 1）．

尚，Ki-67 とリンパ節転移との間には有意な差は認め
られなかった（P＝0.521）．
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図 3　KPNA2 と 5 年累積生存率との関係

表 2　ロジスティック回帰分析を使用した多変量分析

Variables odds ratio 95％ confidence interval P value

pN 11.0670   2.0970 ─ 58.4061 0.0046
Stage   0.5739 0.2741 ─ 1.2014 0.1407

Histology   1.3882 0.5733 ─ 3.3614 0.4672
YK-classification   0.4815 0.2136 ─ 1.0856 0.0781

Ki-67 L.I.   1.0622 1.0224 ─ 1.1036 0.0020
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より43），KPNA2 が高発現することにより Snail の核移
行が促進され E カドヘリンの発現が減少し，細胞間接
着能が低下することより29, 43），リンパ節転移に影響を及
ぼすことが考えられる．

最近，KPNA2 は未分化な ES 細胞に多く発現し複数
の基質認識部位を持ち，転写因子の種類によりその基質
認識部位を使い分け，ES 細胞の未分化性を決定し細胞
増殖を行うことが報告されており44），今後臨床のみなら
ず基礎的な観点からも KPNA2 に対する更なる検討が必
要であると思われた．

結　　論

今回の結果より，舌扁平上皮癌においても，KPNA2
発現は，リンパ節転移，腫瘍の分化，浸潤，増殖ならび
に治療成績と関連し，新たな予後規定因子になり得ると
思われた．
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われわれが渉猟し得た限り，舌扁平上皮癌における
KPNA2 発現について検討した報告はなく，本報告が最
初の報告である．

口腔癌は解剖学的部位により，舌，歯肉（上顎，下顎），
口底，頬粘膜，口蓋に分類されているが，それぞれが独
立した特徴を持つために，これらを同一の臓器すなわち
口腔として検討することは問題があるとされている30〜35）．
そのため，本研究では口腔癌の中でも頻度が高く，頸部
リンパ節転移も多いとされる舌扁平上皮癌について検討
した36）．

今回の結果からは，舌扁平上皮癌における KPNA2 の
発現は，頸部リンパ節転移症例，低分化型ならびにびま
ん型浸潤様式を示す YK-4 型に多い結果であった．ま
た KPNA2 発現群に Ki-67L.I. 高率症例が有意に多く，
KPNA2 の発現と腫瘍増殖は関連するものと思われた．
さらに，多変量解析の結果から，KPNA2 の発現は
Ki-67 発現と pN の危険因子であることが示されたが，
pN のオッズ比が 11 倍と高く，Ki-67 発現と pN とは関
連がないことより，KPNA2 の発現は pN の大きな危険
因子であると考えられた．

KPNA2 発現と治療成績の関連についてみると，発現
群の 5 年累積生存率が非発現群に比べ有意に低かった．
KPNA2 発現群における死亡原因の多くは遠隔転移によ
るものであったことより，KPNA2 発現はリンパ節転移
のみならず遠隔転移にも影響を及ぼし，治療成績に影響
を与えていることが示唆された．

KPNA2 の 発 現 と 分 化， 浸 潤， 増 殖 に つ い て は
KPNA2 と選択的に結合する Nijmegen breakage syn-
drome gene 1（以下 NBS1）蛋白の関与が考えられる．
NBS1 蛋白は，第 8 染色体（8q21）に存在し 754 個の
アミノ残基で構成されている蛋白質で，MRE11 蛋白質
および RAD50 蛋白質と結合し，三者一体の複合体を形
成して，DNA 修復を行うことが知られている．しかし，
その一方で，KPNA2 が NBS1 の核局在化シグナルを認
識 し 選 択 的 に，PI3-kinase/AKT-activation を 行 う
NBS1 と結合することで癌細胞の分化，増殖ならびに細
胞遊走に関連することが報告されている22, 25, 29, 37〜41）．ま
た，nuclear factor-kappa B（以下 NF-kB）は，抗アポ
トーシス誘導ならびに細胞増殖，分化，転移に関連する
転写因子として知られており，KPNA2 の過剰発現が
NF-kB の核内移行を増加させ，癌細胞の増殖，分化な
らびに転移を起こすことも考えられた29, 42）．

リンパ節転移に関しては，KPNA2 は核局在化シグナ
ルを介して E カドヘリンの転写抑制因子である Snail を
認識し核内へ輸送すると言われている29, 43）．癌細胞では
KPNA2 発現と E カドヘリン発現に相関が見られること
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Background Karyopherin-a 2 （KPNA2） is a member of 
the importin alpha family and has recently been reported to 
play an important role in lymph node metastasis and tum-
origenesis and tumor progression. The aim of the current 
study was to elucidate the clinicopathological significance of 
immunohistochemical expression of KPNA2 in tongue 
squamous cell carcinomas （SCC）. 
Patient and Method Biopsy specimens were obtain from 

66 tongue SCC patient （43 males and 23 females） who had 
undergone resection at Dokkyo Medical University, Depart-
ment of Oral and Maxillofacial surgery between 2003 and 
2011 after obtaining their written informed consent. The 
age of patients ranged from 27 to 90 years with a mean of 
60.5 years. KPNA2 expression was investigated by immu-
nohistochemical in 66 tongue SCC biopsy specimens, and 
the association of KPNA2 expression with clinicopathologic 

features was also examined.
Result Expression of KPNA2 in tongue SCC tissues. 30

（45.5％） cases showed positive expression of KPNA2 and 
36 （54.5％） did not. Positive expression of KPNA2 showed 
a significant association with lymph node metastasis （P＝
0.005）, poor differentiation （P＝0.002）. YK-classfication （P
＝0.032）, Ki-67 labeling index （P＜0.001）. The overall sur-
vival rate of the tongue SCC patients whose tumors demon-
strated positive expression of KPNA2 was significantly 
lower than that of the tongue SCC patients that did not （P
＝0.046）. 
Conclusion KPNA2 expression suggests poor prognosis 

in patients with tongue SCC.

Key words：�Oral cancer, KPNA2, lymph node metastasis, 
differentiation, invasion
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