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口腔粘膜細胞診で判定する上皮細胞の
形態学的特徴を裏付ける細胞骨格分子
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Cytoskeletal molecules supporting the morphological characteristics of epithelial 
cells determined by oral mucosal cytology
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口腔粘膜細胞診は，非侵襲性に実施できる利点があり Papanicolaou 染色（PAP染色）による細胞や核の
形態的変化を細胞異型として判定している．しかし，その判定には熟練した専門的知識を必要とし，これを
裏付ける客観的判定基準の統一が求められている．そこで本研究では，口腔粘膜細胞診検体の PAP染色で
みられる形態的変化を細胞骨格関連分子の変化で捉えて，客観的判定基準に裏付けるために検索を行った．
実験は診断後の液状化検体細胞診（Liquid based cytology, LBC）標本と 10％ホルマリンで固定した LBC

（FLBC）標本を用いて CK （AE1/AE3），F-actin，Cortactin に対する蛍光染色とDAPI による核蛍光染色
を行い，PAP染色との比較を行った．また組織標本にて扁平上皮癌及び健全粘膜組織と確認できた症例を
用いてCortactin に対する免疫染色を行い，光学顕微鏡で観察した．
1． CK染色に対する免疫蛍光染色において，細胞質や核の蛍光強度は，腫瘍性変化に伴って上昇し，PAP
染色の細胞質や核の変化にそれぞれ対応していた．

2． F-actin 染色では，NILMと SCCでは微細構造に変化を認め，悪性化に伴って糸状仮足や細胞外に突出
した結節状変化を認めた．なお，共焦点レーザー顕微鏡の画像解析ソフトから算出したN/C比で有意差
検定をしたところ，NILMと比較して SCCで有意な上昇を示した．

3． F-actin と Cortactin の二重染色における共発現は，異型を示す深層系細胞の浸潤突起にのみ限局して発
現を認めた．組織標本から検索した Cortactin の発現は，正常組織では有棘層および基底層に弱陽性像
を認め，SCC周辺の上皮性異形成部では，中間層から基底層にかけて陽性像を認めた．SCCでは 10 症
例中 7例で深部および浸潤癌胞巣の最外層細胞に強い陽性像を認めた． 
以上の結果から，LBC法を用いた口腔粘膜細胞診と共焦点レーザー顕微鏡による細胞骨格関連分子や核

の蛍光標識は，PAP染色の形態的所見の裏付けとなるだけでなく，細胞診判定の客観的指標を持った根拠
として，腫瘍性変化の早期発見・早期治療や細胞診のAI 化に繋げることができると考えた．
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変化を細胞異型として捉えることができる 2-4）．しか
し，その判定には熟練した専門的知識を必要とし，ま
たこれを裏付ける客観的要素の確立にはまだ乏しく，
判定基準の統一が求められている 5）．口腔癌をはじめ
とする悪性腫瘍の特徴は，自律的な細胞の増殖と周囲
組織への浸潤性増殖であり，特に癌細胞の浸潤獲得に
は，上皮間葉転換と呼ばれる形態ならびに機能変化が
起こる 6，7）．これにより，細胞骨格の再構成や細胞間
接着装置が変化し，浸潤突起と呼ばれる突起構造を伸
ばして細胞外マトリックスに侵入し，その中を移動し
て浸潤・転移することが知られている 8，9）（図 1）． 
分子生物学的にはこれらの細胞形態の変化を細胞骨
格成分に裏付けて観察することが可能で，上皮細胞の
主要な細胞骨格のCytokeratin（CK）は中間径フィラ
メントとして細胞形態維持に必須分子で 10，11），腫瘍
細胞において過剰発現するといわれている 12-14）．他に

緒　　言

口腔粘膜は，物理的刺激や化学的刺激等の外因性の
環境因子と遺伝子や内分泌，免疫系の異常を含む内因
性素因等の刺激が及ぶために白色病変，赤色病変ある
いは隆起性病変等のさまざまな臨床像を示す．これら
の病変の中には，初期の口腔癌や口腔潜在的悪性疾患
等の腫瘍性変化を有する疾患が含まれる 1）．それら病
変を組織レベルで確定するには，組織診が必要である
が，生体や病変に侵襲を及ぼす欠点を伴う．一方，細
胞レベルの検査には口腔粘膜細胞診があり，粘膜上皮
の病変に対してはブラシ等による擦過を行い，粘膜下
の病変に対しては穿刺吸引によって細胞を採取し，判
定が可能となる．すなわち口腔粘膜細胞診は，生体に
対して非侵襲性に実施できるという利点があり，通常
Papanicolaou（PAP 染色）による細胞や核の形態的

In the oral region, exfoliative cytology is a relatively non-invasive procedure. Specimens from oral 
mucosa are stained by Papanicolaou （PAP） technique to identify cellular atypia. The present criteria to
diagnose such morphological changes is subjective; therefore, objective criteria should be established on the 
basis of histological evidence. We investigated the morphological changes of oral epithelial cells with PAP 
and fl uorescent stainings, focusing on changes in cytoskeleton-related molecules.
Liquid-based cytology （LBC） and LBC fi xed with 10% formalin were used for exfoliative specimens, 

which were previously diagnosed as negative for intraepithelial lesion or malignancy （NILM）, low-grade 
or high-grade dysplasia or squamous cell carcinoma （SCC）. Also we used 10% formalin-fi xed paraffi  n sec-
tions of tongue SCC including the dysplastic area around carcinoma and normal buccal mucosa. The cyto-
skeleton-related molecules including pan-cytokeratin （CK） AE1/AE3, F-actin and cortactin were labeled 
fl uorescently, and nuclei were labeled with 4’5-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride. We observed 
these molecules and nuclei by using confocal laser scanning microscopy, and examined the fi ndings of these 
fl uorescent and PAP stainings. We also performed immunohistochemistry for cortactin in the specimens of 
the tongue SCC and the normal buccal mucosa.
In immunofl uorescence staining of CK AE1/AE3, immunofl uorescence intensities in cytoplasm and 

nuclei were increased as the neoplastic change progressed, which corresponded to the changes in intensities 
observed in PAP-stained cytoplasm and nuclei. With F-actin specific fluorescent phalloidin, changes in 
microstructures of cells were observed in SCC and NILM epithelial cells, showing fi lamentous pseudopodia 
or extracellular nodular form associated with cell malignancy. The nucleus-to-cytoplasm ratio was calcu-
lated by using the image analysis, and the ratio of SCC cells was signifi cantly higher than that of NILM 
cells. In the double staining of F-actin and cortactin, the co-expression of these two molecules was localized 
in the invadopodia of the deeper tumor cells.
Strong immunohistochemical expression of cortactin was observed in 7 of 10 SCC sections, and their 

intensities were stronger in the deeper region and outermost layer of invasive carcinoma nests than  in the 
dysplastic area around carcinoma, whereas weak expression of cortactin was observed in the stratum spino-
sum and the basal layers of normal tissues.
In conclusion, the use of LBC and microscopic observation of fl uorescent-labeled cytoskeleton-related 

molecules and nuclei can support the morphological fi ndings observed in PAP-stained smears. Therefore, 
our results may contribute to applying objective criteria for cytodiagnosis and the development of deep learn-
ing artifi cial intelligence technology that will facilitate the early detection of oral cancer.

Key words：Confocal laser scanning microscopy, Liquid based cytology, Cytokeratin, F-actin, Cortactin
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も F-actin が挙げられ，細胞骨格の構成や重合と脱重
合を繰り返して細胞運動をコントロールし，細胞膜表
面側に存在する Cortactin と結合して，浸潤突起の形
成に関与することが知られている 15-17）．そこで，上皮
細胞の腫瘍化と細胞骨格の動態が大きく関わりを持
つことから，口腔粘膜細胞診検体の PAP染色でみら
れる形態的変化の細胞異型を細胞骨格関連分子の変
化で裏付けるために，腫瘍性変化に伴うCKの局在変
化，F-actin の微細構造とN/C 比の変化，F-actin と
Cortactin の相互作用による細胞の浸潤能の変化，腫
瘍性変化の組織における Cortactin の発現強度につい
て検討した．

材料および方法

1．患者標本
標本は，様々な口腔粘膜疾患の口腔細胞診実施時に

ブラシで採取し，細胞保存液（PreservCyt®Solution, 
Hologic, Marlborough, MA, USA）に入れた液状化検
体細胞診（Liquid based cytology, LBC）標本を 10 例
用いた．また，扁平上皮癌切除標本からブラシで擦過
した LBC 標本も 10 例用いた．さらに，F-actin 観察
のために，直接 10％ホルマリンで固定し LBC法検体
とした Formalin Liquid based cytology（FLBC）標
本も 20 例用いた．また組織標本は，生検組織診で扁
平上皮癌と診断された症例及び健全な粘膜組織と確認
できた症例を 20 例用いた．本研究は，朝日大学病院
医学倫理審査委員会によって承認されている（承認番
号：2019-11-07）．

2．CK免疫蛍光染色
LBC検体で，Negative for Intraepithelial Lesion or 
Malignancy （NILM），Oral Low-grade Squamous 
Intraepithel ia l  Lesion （OLSIL），Oral High-
grade Squamous Intraepithelial Lesion （OHSIL），
Squamous Cell Carcinoma （SCC）と判定された各
5 症例の診断後の LBC 法検体残液を 95％エタノー
ル で 固 定 し，Anti-Cytokeratin（AE1/AE3, Dako, 

Santa Clara, CA, USA）を ready to use で 1 次抗体
に，BIOTINYLATED ANTI-MOUSE IgG（VECTOR 
LABORATORIES, Burlingame, CA, USA）を15 µg/ml
で 2次抗体とし，蛍光標識アビジン（FLUORESCEIN 
AVIDIN DCS, VECTOR）を20 µg/mlで用いて蛍光免
疫染色を行った．対比核染色は，DAPI（VECTOR）
を用いた．観察は共焦点レーザー顕微鏡 LSM710
（ZEISS, Oberkochen, Germany）で細胞像を観察撮影
し，3次元的解析ソフトウェア ZEN2012（ZEISS）を
用いて画像構築を行った後，同標本からカバーガラス
を剥がして同一の細胞に PAP染色を施し，光学顕微
鏡BX53（Olympus, Tokyo）で観察撮影した．

3．F-actin 蛍光染色とN/C比
NILM あるいは SCC と判定された各 10 症例の

FLBC 法検体に対して，Alexa Fluor 488 Phalloidin 
（Thermo Fisher Scientifi c, Waltham, MA, USA） に
よるF-actin染色とDAPIによる核蛍光染色を行った．
各 30 個の正常細胞と腫瘍細胞について ZEN2012 で
画像構築を行い，3次元解析画像から細胞の水平断よ
りN/C比を計測した．統計学的有意差検定はWelch’s 
t-test を行い，危険率P<0.01未満を有意差ありとした．

4．F-actin 蛍光染色とCortactin 免疫蛍光染色
NILMまたは SCC と判定された各 5 症例の FLBC

法 検 体 を Alexa Fluor 488 Phalloidin を 用 い て
F-actin に対する蛍光染色とAnti-Cortactin（Abcam, 
Cambridge, UK）を 0.95 µg/mL で 2 時間反応させ蛍
光標識はGoat anti-Mouse IgG （H+L）Highly Cross-
Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor Plus 594
（Thermo Fisher Scientifi c）を用いた．さらにDAPI
による対比核染色を行い，共焦点レーザー顕微鏡で観
察撮影し，三次元的解析ソフトウェア ZEN2012 を用
いて画像構築を行った後，同標本からカバーガラスを
剥がして同一の細胞に PAP染色を施し，光学顕微鏡
で観察撮影に供した．

図 1　浸潤性口腔癌細胞の模式図
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5．Cortactin 免疫組織染色
組織診で SCCと診断された生検標本 10 例と健常粘

膜組織10例のパラフィン切片をキシレンで脱パラフィ
ンし，3％ H2O2 メタノール液で内因性ペルオキシター
ゼを除去した後，10 mMTris-EDTA Buff er（pH9.0）
に浸漬し，圧力鍋を用いて熱抗原賦活処理を行った．
続いて 9.5 µg/mL に調整したAnti-Cortactin を室温
で 2 時間反応させ，Horseradish peroxidase（HRP）
を標識した Envision Dual Link System-HRP（Dako, 
Santa Clara, CA, USA）および 3,3’-Diaminobenzidine
（DAB） を 含 む Liquid DAB+Substrate Chromogen 
System（Dako）で 酵素基質発色を行い，ヘマトキシ
リンで対比染色して，光学顕微鏡で観察撮影を行った．

結　　果

1．腫瘍性変化に伴うCKの局在変化
PAP 染色で NILM と判定された表層角化細

胞は細胞集塊における核間距離や N/C 比が等し
く，細胞質輝度上昇や核濃染等も認めなかった．一方
OLSIL や OHSIL では細胞質輝度上昇や核濃染がみら
れ，OHSIL では核腫大を伴っていた．SCC では，細
胞質輝度上昇を伴う表層角化細胞や中層から深層型の
ライトグリーン好染性細胞が観察され，N/C 比上昇
も認めた．
これら細胞のCK蛍光免疫染色の 3次元的構築画像

では，NILMと判定された細胞の細胞質内全域にほぼ
一定の方向に配列した線維状の構造を認めた．OLSIL
の CK免疫染色では，細胞質の外周部で蛍光強度の上
昇を示し，核の周囲では蛍光強度の低下を示す細胞を
認めた．OHSIL において細胞質の外周部の蛍光強度
は正常に比べて強いが，核周囲の細胞質のみならず外
周部にも部分的に蛍光強度が低下した領域を認めた．
SCC ではさらに CK蛍光強度が上昇した部分から低
下した部分までが複雑に分布する様相を認めた．また
深層異型細胞では，核腫大，核濃染に対応したDAPI
蛍光の上昇を認めた（図 2）．

2．F-actin 微細構造とN/C比の変化
NILMと判定された口腔粘膜上皮細胞の F-actin 微

細構造は，規則的で紋様の短い微絨毛様構造やハニカ
ム構造を認め，SCC ではこれらの規則性が乱れて太
い束状や細胞膜付近では糸状仮足や細胞外へ突出した
ような結節状変化を認めた．NILMでは微絨毛様構造
やハニカム様構造としてみられ，SCC では細胞外へ
突出する細くて長い糸状仮足や細胞外へ突出する結節
状変化を認めた．また， 共焦点レーザー顕微鏡による
Z軸方向 3次元的立体構築解析画像から算出したN/

C 比では，NILM と比較して，SCC で有意な上昇を
認めた（図 3）（図 4）．

3． F-actin と Cortactin の相互作用による細胞の浸潤
能の変化
Cortactin は腫瘍性変化で発現を認め，F-actin と
Cortactin の共発現がみられた浸潤突起は，SCC の深
層異型細胞に認めたが，輝度が上昇した表層角化細胞
や表層異型細胞には認めなかった（図 5）．

4．腫瘍性変化の組織におけるCortactin の発現強度
正常な頬粘膜の組織標本では，粘膜上皮の有棘層か
ら基底層にCortactin の弱い陽性像を認めた．
舌縁部の SCC 生検組織標本では，正常粘膜上皮と
上皮性異形成の境界移行像がみられ，異形上皮の 中
間層から基底層にかけて Cortactin の発現を認めた．
SCC10 症例中 7 例では深部および癌胞巣先端部の腫
瘍細胞に  Cortactin の強い陽性を認めた（図 6）．

P A P     C K ( A E 1 / A E 3 )  

図 2　口腔粘膜細胞診における細胞の PAP染色像（左）
とCK免疫蛍光染色像（右）
すべて original mag．× 40
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図 3　F-actin 蛍光染色
NILMの 上皮細胞には，規則的で紋様の短い微絨毛様構造
（a, 矢印）やハニカム構造（b, 矢印）がみられ，SCCでは
これらの規則性が乱れて太い束状や細胞膜付近では糸状
仮足（c, 矢印）や細胞外へ突出したような結節状変化（d, 
矢印）がみられる．original mag．× 120（a 口蓋 NILM，
c舌縁 SCC），× 100（b頬 NILM，d歯肉 SCC）

図 4　N/C比の棒グラフ
縦軸はN/C比，横軸は病態を示し，バーは標準誤差を示す．

図 5　Pap 染色像と Cortactin/F-actin の蛍光染色像
NILM（頬粘膜）や SCC（舌縁部粘膜）の表層角化細胞で
は見られなかった浸潤突起が SCC（歯肉粘膜）の深層細
胞ではF-actin と Cortactin の共発現として見られる．（白
矢印）すべて original mag．× 40

図 6　Cortactin 発現強度の違い
（a）正常粘膜上皮の基底層から有棘層にかけて cortactin
の弱陽性を認める．（b）扁平上皮癌ではその周辺の上皮
性異形成部（Dys）と正常部（N）の境界（破線）に一致
した陽性の変化がみられ，浸潤する癌胞巣（Ca）の腫瘍
細胞には cortactin の強陽性を認める．a，正常頬粘膜；b
舌縁部 SCC（正常粘膜N, 上皮性異形成部Dys，腫瘍胞巣
部 Ca）（c），（d）は（b）の一部強拡大像を示す．scale 
bars：100µm
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考　　察

細胞診で行われる PAP染色では，色素分子の大き
さと細胞質の構築密度が大きく関与しており，細胞の
分化度によって個々の細胞を染め分けることができ
る．最も分子量の小さなオレンジ Gは構築密度の高
い表層の角化細胞へ浸透し，最も分子量の大きなライ
トグリーンが密度構築の低い深層の基底細胞や中層細
胞へ浸透する．分子量が中間のエオジンYはオレン
ジ Gとライトグリーンの中間の様相を取り，表層細
胞へ浸透する 18，19）．したがって，オレンジ Gやライ
トグリーン好染の口腔粘膜の上皮細胞は，炎症による
影響の場合を除き，腫瘍性変化が進むにつれて次第に
細胞が肥厚し，体積の増加が生じている．これは，以
前から顕微鏡観察時の焦点合わせステージ上下量で経
験的に捉えていたものの，これら PAP染色の変化を
分子レベルで捉えた報告はない．
本研究では，共焦点レーザー顕微鏡を用いて細胞の

蛍光標識された細胞骨格関連分子を画像解析で 3次元
構築後，同一の細胞を PAP染色して細胞骨格分子の
動態との裏付けを行った．先行研究として細胞骨格の
CK（AE1/AE3）に注目し，免疫蛍光染色と PAP 染
色の形態的観察の比較を行い，免疫蛍光染色を行った
結果，すべての症例で上皮細胞に陽性を示し，CK陽
性細胞と DAPI 核染色による蛍光強度は，腫瘍性変
化に伴って上昇した．これらは，その後に行った同標
本の PAP染色における細胞質オレンジ G染色性の上
昇やヘマトキシリン好性核腫大および核濃染にそれぞ
れ対応した変化を示した．また，口腔粘膜扁平上皮癌
細胞株を用いたリアルタイム PCRにおいて，正常ヒ
トケラチノサイト由来細胞株であるHaCaT 細胞と比
較し CK17mRNAの過剰発現が認められた報告 20）か
ら，PAP 染色でみられる細胞質や核の染色性強度と
CKの蛍光強度の上昇が，腫瘍性変化による細胞内部
に存在する抗原量（分子量）を反映している可能性が
示唆された． 
次に，F-actin は細胞骨格の中で最も細胞運動に挙
動を示し，腫瘍の浸潤・転移に関与するとされている
ため 21，22），本分子に注目した．培養扁平上皮癌細胞
を用いた抗癌剤の有用性を示す報告では，効果の判
定にF-actin の仮足状変化や細胞骨格の変化を評価し
ている 23，24）ことから，F-Actin の動態を細胞診標本
で捉える意義はある．しかし，F-Actin は通常のアル
コールを主成分とした  LBC 保存液では構造が破壊さ
れ，発現を捉えること ができないため，細胞の保存や
固定を 10％ホルマリンに変更した FLBC 法でファロ
イジンによる F-actin の蛍光染色を実施した．NILM

と判定された細胞に比べ SCC と判定された細胞では
F-actin の凝集や糸状仮足等の 細胞運動を示唆する様
相を認めたことから，腫瘍性形態変化を捉えることが
できたと考える．
F-actin の微細構造は，Matravers and Tyldesley 25）

が示した  SEM像のmicroridge 像の変化と一致してお
り，細胞表面の形状を細胞質内の F-actin が構築して
いることから，F-actin 蛍光染色は PAP 染色の判定
を形態学的な観点で裏付けていることが示唆された．
細胞骨格成分の中でも腫瘍細胞の細胞運動からの中
でも，浸潤転移に関与するといわれている Cortactin
は ｢Cortical actin cytoskeleton（表層アクチン骨格）｣
に由来しているように，細胞運動の際に形成される葉
状仮足や浸潤突起等に発現し，F-actin の重合を促進
するといわれている 26）．そこで F-actin と Cortactin
の蛍光免疫染色を行い，両者の共発現と，PAP 染色
との比較を行った．SCC と判定された細胞でライト
グリーン好性の深層細胞にのみ F-actin と Cortactin
の共発現がみられ，腫瘍の浸潤や転移に 深層細胞の細
胞骨格変化が関与していることが示唆された．この傾
向は組織標本においても明らかで，腫瘍性変化に伴い
Cortactin の発現強度が上昇し， SCC と診断された症
例の 10 症例の 7例に，周辺の上皮性異形成を示す異
形上皮で陽性像がみられ，浸潤先端胞巣部では強陽性
による強発現がみられたことから，Cortactin は腫瘍
細胞の動態を時空間的に捉えていると考えた．また，
腫瘍細胞における Cortactin の F-actin との共発現や
組織における浸潤部での強発現は定量化することも可
能である．最近，盛んに研究が進んでいるディジタル
パソロジーの目的の 1つにバーチャルスライドを用い
たWSI（Whole slide imaging）による診断応用があり，
乳がんにおける核分裂像の検出という課題に， AI ア
ルゴリズムと病理医の一致率が高かったと報告されて
いる 27）．腫瘍細胞における Cortactin や F-actin 発現
細胞の検索をこれらAI で応用して行うことができれ
ば浸潤や転移等の評価をより客観的に定量できる形に
することも可能となり，細胞診判定の向上や組織との
正診率向上に寄与することも可能であると考えた．

結　　論

口腔粘膜細胞診で判定する上皮細胞の形態学的特徴
を細胞骨格分子で検討した．その結果は以下のとおり
である．すなわち，
1． 口腔粘膜細胞診において，PAP 染色に加えて，
CK，F-actin，Cortactin 等の細胞骨格関連分子に
て蛍光染色を行うことで，三次元的な構造把握の
みならず細胞質の多様性変化，浸潤能の把握が可
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能となり，診断に客観性を持たせることができた．
2． 本研究結果は，次世代に向けた口腔粘膜細胞診のAI
化導入に貢献できる基礎データとして提供可能である．

3． 細胞診レベルでの判定において本研究による根拠
のある客観的指標の確立は，腫瘍性変化を段階的
に捉えることができ口腔癌の早期発見・早期治療
の可能性を広げることができる．
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