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要 旨

【目的】主病巣が漿膜下層または胆襄床部筋層周囲の結合組織への浸潤に留まる胆嚢癌 (pT2

胆襄癌）に関して，肝臓側に主病巣の少なくとも一部が存在する胆嚢癌 (pT2b胆襄癌）は，腹

腔側にのみ主病巣が存在する胆嚢癌 (pT2a胆襄癌）よりもリンパ節転移頻度が高いことが知ら

れている．われわれは，この pT2胆襄癌の腫瘍局在によるリンパ節転移頻度の差は，正常胆襄

壁において肝臓側の方が腹腔側よりもリンパ管の密度が高いことに起因しているという仮説を

立案し，本研究ではこの仮説を検証することを目的とした．

【対象と方法】大腸癌肝転移に対して肝切除術とともに胆衰摘出術が施行された 10例から得

られた正常胆褒標本を対象として， リンパ管内皮細胞を特異的に染色することのできる D2-40

モノクローナル抗体を用いて免疫染色を実施した．本研究では，胆嚢壁の肝付着部を肝臓側胆

嚢壁，それ以外の腹腔側の胆襄壁を腹腔側胆襄壁と定義した．各々の胆嚢標本 (N= 10)より，

胆嚢底部から胆嚢の肝付着部を通り胆嚢管に至る長軸方向の切片（肝臓側胆襄壁切片）と胆嚢

の肝付着部を含まない胆嚢底部から頸部に至る長軸方向の切片（腹腔側胆襄壁切片）を切り出

した． リンパ管密度 (lymphaticvessel density: L VD)を200倍率 1視野あたりのリンパ管の個

数（個/mmりと定義し，各々の標本においてリンパ管の密生度が高い部位 (hotspot) 5か所

で評価した．肝臓側および腹腔側胆嚢壁 (N= 10)において，各々 5か所の hotspotにおける

LVDの平均値を算出し，これを個々の症例の肝臓側および腹腔側胆嚢壁の LVDとして統計学

的解析を実施した．
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【結果】肝臓側胆器壁における LVD(中央値 22.7個/mm叫範囲 11.1~ 32.6個/mmりは，

腹腔側胆嚢壁における LVD(中央値 6.2個/mm汽 範囲 3.1~ 17.4個/mmりと比較して有意

に高かった (P= 0.002, Wilcoxonの符号付き順位和検定）． また， LVDの最大値 (32.6個／

mmりは肝臓側胆嚢壁で記録された

［結論］ヒトの正常胆器において，肝臓側胆器壁には腹腔側胆器壁よりも多くのリンパ管が

分布する．この事実は，肝臓側に主病巣の少なくとも一部が存在する pT2b胆梃癌では，腹腔

側にのみ主病巣が存在する pT2a)阻梃癌よりもリンパ節転移頻度が高いことを説明する明確な

根拠の 1つであると考えられる．

キーワード ：胆褻， リンパ管， D2-40モノクローナル抗体，胆襄癌， リンパ節転移

緒 言

胆襄癌において，主病巣の局所進展度は重要な

予後規定因子である 1)-3). 進行胆器癌に対する

治療成禎は概して不良であるが，病理組織学的に

主病巣が漿膜下層または胆蒻床部筋層周囲の結合

組織への浸潤に留まる胆嚢癌 (pT2胆査癌）は，

領域リンパ節郭清を含む根治手術を施行すること

で治癒が期待できる 2)-10). 胆散癌は，主病巣の

壁外進展に先行してリンパ行性進展をきたすこと

が多いことが知られており，事実，主病巣が胆器

壁内に限局している pT2胆嚢癌の約 40%にリン

パ節転移を認める 1J9)13)-1sl_ pT2胆襄癌におけ

る主たる胆襄壁外への進展様式はリンパ行性であ

り5)9) 11), その根治手術を企図するうえで， リン

パ節郭清は重要な要素となる 2)6)-10). 

American Joint Committee on Cancer (AJCC) 

第 8版の TNM分類において， pT2胆器癌は主病

巣の局在により pT2a(腹腔側）と pT2b(肝臓側）

との 2つのカテゴリーに亜分類された 12)(図 1

A, I B). 本改訂は， pT2b胆痰癌の治療成績は

pT2a胆痰癌の治療成績よりも不良であるとする

Shindohら13)の報告に基づいている．その他に

もpT2胆漿癌における同様の治療成績が報告さ

れている 14). この pT2胆嚢癌の腫瘍局在による

治療成績の違いの要因の 1つとして， pT2b胆嚢

癌は pT2a胆褻癌よりもリンパ節転移頻度が高い

ことがあげられる 13)14). しかしながら， pT2胆

癌において，なぜ腫瘍局在によりリンパ節転移

頻度が異なるかについては未だ明確な根拠は示さ

れていない．

われわれは，この pT2胆嚢癌の腫瘍局在によ

図 l pT2胆嚢癌における腫瘍局在に応じた分類 12)

A. pT2a (腹腔側）胆撒癌腫瘍が遊離腹腔側の胆器壁にのみ浸潤していた．

B. pT2b (肝臓側）胆雅癌腫瘍の少なくとも一部が胆嚢壁の肝臓付着部に浸潤していた

赤線：漿膜下層への浸潤部．

白点線で囲まれた部位：胆器床部（肝臓付着部）．
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るリンパ節転移頻度の差は，正常胆襄壁では肝臓

側の方が腹腔側よりもリンパ管の密度が高いこと

に起因するという仮説をたてた．本研究の目的は，

この仮説を検証し， pT2b胆襄癌では pT2a胆義

癌よりもリンパ節転移頻度が高いことに関する根

拠の 1つを提示することである．

対象と方法

対象

2015年 1月から 2017年 12月までの期間に，

新潟大学医歯学総合病院で肝切除術が実施された

大腸癌肝転移転のうち，肝切除術とともに胆襄摘

出術が施行された 10例を対象とした．いずれの

症例においても，胆道系疾患や慢性肝疾患の既往

歴は認められなかった．性別は，男性 8例，女性

2例であった．年齢の中央値は 60.5歳（範囲 34

歳~65歳）であった．

胆嚢の解剖

胆道癌取扱い規約第 6版 16) に準拠して，胆嚢

を胆嚢底部の頂点から胆襄管移行部までの長軸を

直角に三等分し，底部，体部，頸部の 3領城に分

類したまた，組織学的な胆嚢壁各層の名称を粘

膜層固有筋層，漿膜下層漿膜と表記した 16).

肝臓側・腹腔側胆嚢壁の定義

AJCC第 8版 12) では， pT2胆嚢癌を，腫瘍が

遊離漿膜側のみに局在する pT2a胆襄癌と，腫瘍

の少なくとも一部が胆襄の肝付着部に局在する

pT2b胆襄癌とに亜分類している．この定義に基

づき，本研究では，胆嚢壁の肝付着部を肝臓側胆

襄璧それ以外の腹腔側の胆襄壁を腹腔側胆襄壁

と定義した．

胆嚢標本の取扱い

すべての胆嚢標本 (N= 10) において，肉眼

所見上，大腸癌肝転移巣の直接浸潤が認められな

いこと，粘膜病変や胆嚢結石が存在しないことを

確認した．胆嚢標本を 10%中性緩衝ホルマリン

にて固定した．固定後，胆嚢底部から胆襄の肝付

着部を通り胆襄管に至る長軸方向の切片（肝臓側

胆襄壁切片）を各々の標本から切り出し，パラフ

ィンに包埋した．ヘマトキシリン・エオジン染色

を行い，いずれの切片においても組織学的に異常

所見を認めないことを確認した．続いて，各々の

胆襄標本から，胆襄の肝付着部を含まない胆嚢底

部から頸部に至る長軸方向の切片（腹腔側胆嚢壁

切片）を切り出し，同様に包埋，染色し，組織学

的に異常所見を認めないことを確認した．

リンパ管の評価方法

これまでの研究報告に基づいて， リンパ管密度

(lymphatic vessel density : LVD) を200倍 率 1

視野あたりのリンパ管の個数（個/mm筍と定義

し， リンパ管の密生度が高い部位 (hotspot)で

評価することとした直

免疫組織化学

パラフィン包埋した肝臓側および腹腔側胆襄壁

切片ブロックから， 3μmの厚さで 3枚ずつ薄切

切片を作製した．そのうち， 1枚はヘマトキシリ

ン・エオジン染色に， 1枚は D2-40モノクロー

ナル抗体を用いた免疫組織化学染色に，残りの 1

枚はネガティブコントロールに用いた．

免疫組織化学染色は標識酵素ポリマー法で行っ

た．薄切した各々の切片を脱パラフィン処理した

後， pH6.0の 10mmol/Lのクエン酸バッファー

を緩衝液としてマイクロウェーブ照射 (500W)

を3分間， 7サイクル施行して，抗原を賦活化し

た．内因性ペルオキシダーゼをブロッキングし，

D2-40モノクローナル抗体 (200倍希釈， Signet

Laboratories, Inc., Dedham, MA)を室温で 1時間

反応させた（一次抗体反応）．次いで，ヒストフ

ァイン シンプルステイン MAX-PO (MULTI) 

キット（ニチレイバイオサイエンス［株］，東京，

日本）を用いて室温で 30分間，二次抗体反応を

行った．ジアミノベンジンを用いて抗体を発色し，

背景をヘマトキシリンで染色した．ネガティブコ

ントロールに対しては，一次抗体反応を除いた同

様の操作を施行した．
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リンバ管の解析

D2-40モノクローナル抗体で染色した肝臓側お

よび腹腔側胆襄壁の顕微鏡画像をコンピュータ

(Pannoramic Scan II; 3DHISTECH, Ltd., 

Budapest, Hungary) に取り込んだ．バーチャル

スライドシステム (CaseViewer;3DHISTEC, Ltd., 

Budapest, Hungary) を用いて hotspotにおける

LVDを評価したまず，各々の切片において，

20倍率での観察下に合計 5か所の hotspotを決

定した．個々の hotspotで染色されたリンパ管を

トレースし， 200倍率 1視野におけるリンパ管数

を記録した．

統計解析

肝臓側および腹腔側胆養壁において，各々 5か

所の hotspotにおける LVDの平均値を算出し，

これらを個々の症例の肝臓側および腹腔側胆嚢壁

のLVDとした．

Wilcoxonの符号付き順位和検定を用いて，肝

臓側胆襄壁と腹腔側胆襄壁とでLVDを比較した．

統計解析ソフトは IBMSPSS Statistic 24 

software (日本 IBM[株］，東京，日本）を用いた．

両側 P値を用い， P< 0.05を統計学的に有意で

あると判定した．

結果

10例いずれの胆裏においても， D2-40モノク

ローナル抗体で染色されたリンパ管は，主として

漿膜下層で観察された（図 2A,2B). 個々の症

図2 ヒト正常胆義における壁局在別の D2-40モノクローナル抗体陽性のリンパ管

腹腔側胆嚢壁 (A)と比較して，肝臓側胆裏壁 (B)には多くのリンパ管（矢印）が分布していた．

表1 正常胆嚢 10例における壁局在別のリンパ管密度 (LVD)

症例 no. 年齢（歳） 性別 腹腔側胆嚢壁LVD(個/mmり 肝臓側胆嚢壁LVD(個/mmり

57 男 7.6 14.7 

2 59 男 3.6 15.6 

3 63 男 3.6 17.0 

4 47 男 3.1 31.2 

5 65 男 9.8 25.9 

6 34 女 17.4 30.8 

7 63 男 4.9 11.1 

8 65 女 8.0 32.6 ， 62 男 3.1 21.0 

10 50 男 8.5 24.5 

LVD, lymphatic vessel density, リンパ管密度
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図3 ヒト正常胆襄における壁局在別のリンパ管密度の比較

L VD: lymphatic vessel density, リンパ管密度

例における腹腔側および肝臓側胆襄壁の LVDを

表 1に示した．腹腔側胆襄壁における LVD(中央

値 6.2個/mm2, 範囲 3.1~ 17.4個/mmり と 比

較して，肝臓側胆襄壁における LVD(中央値

22.7個/mm叫範囲 11.1~ 32.6個/mmりは，統

計学的に有意に高かった (P= 0.002, Wilcoxon 

の符号付き順位和検定）（図 3). また， LVDの

最大値 (32.6個/mmりは，肝臓側胆襄壁で観察

された．

考 察

pT2胆襄癌において，腫瘍局在は予後因子とし

て次第に認識されるようになってきた 13)-15) 18). 

主病巣が肝臓側に局在する pT2胆襄癌は，腹腔

側に局在する pT2胆襄癌よりも予後不良である

という報告を踏まえ，新しい AJCC第 8版では，

pT2胆襄癌は腫瘍局在に応じて pT2a(腹腔側に

腫瘍が局在）と T2b(肝臓側に腫瘍が局在）とに

亜分類された 12). 最近の 2編の報告では， pT2b

胆義癌は pT2a胆嚢癌と比較して， リンパ節転移

の頻度が高いこと報告されている 13)14), しかし

ながら， pT2胆襄癌の主たる壁外への進展様式は

リンパ行性であるにもかかわらず 5)9) 11), なぜリ

ンパ節転移頻度が腫瘍局在によって異なるかに関

しては明らかになっていない．本研究では，ヒト

正常胆襄において， LVDは肝臓側胆襄壁のほう

が腹腔側胆襄壁と比較して統計学的に有意に高い

ことを明らかにしたこの結果は胆養壁において

リンパ管が腹腔側よりも肝臓側に多く存在するこ

とを意味しており，肝臓側胆襄壁は腹腔側胆嚢壁

よりも癌細胞がリンパ管に浸潤しやすい環境であ

ることを示唆している．このことは， pT2b胆嚢

癌が pT2a胆襄癌と比較して領域リンパ節転移を

きたしやすいことを示す明確な根拠の 1つである

と考えられる．

D2-40モノクローナル抗体は， リンパ管内皮

細胞に対して非常に特異性の強い抗体の 1つであ

り，血管内皮細胞とは反応しないわれわれは以

前に，ヒト正常胆嚢壁において，漿膜下層にはそ

れよりも浅層（粘膜層，固有筋層）と比較して多

くのリンパ管が存在することを， D2-40モノク

ローナル抗体を用いた免疫組織化学染色の結果に

基づいて報告した岡本研究においても， D2-

40モノクローナル抗体で染色されたリンパ管は

正常胆襄壁の主として漿膜下層に存在していた．

この事実は， pT2以上の進行胆襄癌における高い

リンパ節転移陽性率を説明する明確な根拠の 1つ

であると考えられる．

本研究では，後方視的研究であること，検索し

た標本数が少ないこと，胆嚢標本が大腸癌肝転移

症例より採取されたことなどが研究の限界として

あげられる． しかしながら，本研究は，われわれ

が検索した限り， ヒト正常胆襄においてリンパ管

が腹腔側胆襄壁よりも肝臓側胆襄壁に多く分布す

ることを明らかにした初めての研究である．

結 論

ヒトの正常胆襄において，腹腔側胆嚢壁と比較

して肝臓側胆襄壁には多くのリンパ管が分布す

る．この事実は，腹腔側にのみ主病巣が存在する

pT2a胆襄癌よりも，肝臓側に主病巣の少なくと

も一部が存在する pT2b胆襄癌は， リンパ節転移

頻度が高いことを説明する明確な根拠の 1つであ

ると考えられる．
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