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要  旨 

【緒言】膵癌は，罹患数と死亡数がほぼ同数であり難治性消化器癌の代表であ

る．膵癌の予後予測因子としては組織分化度，リンパ節転移の有無，癌遺残の

有無などの病理学的因子が報告されている．近年，大腸癌，食道癌，胃癌およ

び乳頭部癌などの消化器癌において，簇出が腫瘍の浸潤性発育を反映し予後予

測因子であることが報告されている．本研究の目的は，外科切除された浸潤性

膵管癌を対象として，HE 染色および AE1/AE3 免疫染色を行い簇出の評価方法を

確立することである．また，簇出を臨床病理学的因子と比較検討し，高簇出群

は術後の転移・再発により術後成績は不良であるという仮説を立て，簇出の予

後予測因子としての臨床的意義を解明することである． 

【方法】1990 年から 2010 年に切除された浸潤性膵管癌 81 例を対象とした．症

例の平均年齢は 65.6 歳（38－74 歳），性別は男性 54 例，女性 27 例であった．

腫瘍の最大割面を代表切片とし，HE 染色，AE1/AE3 免疫染色を行った．簇出の

定義は癌発育先進部の間質に認められる 5個未満の細胞からなる癌胞巣とした．

各染色別の簇出のカットオフ値は，Cox比例ハザードモデルによるカイ二乗値を

基準として決定した． 

【結果】簇出検出個数の平均±標準誤差は HE染色で 7.8±0.5個であり，AE1/AE3

免疫染色で 15.3±1.0 個であった．各染色別での簇出カットオフ値は，HE 染色



 

では 13個以上（χ2=23.123，P < 0.001）を高簇出群，AE1/AE3免疫染色では 15

個以上（χ2=9.236，P = 0.002）を高簇出群とした．HE染色，AE1/AE3 免疫染色

ともに高簇出群は TNM 分類での G3（低分化型）と有意に関連していた（各々，P 

= 0.016，P < 0.001）．多変量解析では，TNM分類 G3（ハザード比 2.062，P = 0.011），

顕微鏡的癌遺残（ハザード比 2.603，P = 0.001）および HE染色での高簇出（ハ

ザード比 5.213，P < 0.001）が独立した有意な予後不良因子であった．HE染色

で評価された高簇出群の累積 2年生存率は 0%，生存期間中央値は 11か月であり，

低簇出群の累積 2 年生存率 43.1%，生存期間中央値 21 か月と比較して有意に術

後成績は不良であった（P < 0.001）． 

【考察】浸潤性膵管癌において簇出を検討した報告は少なく，高簇出を定義

する統一基準に関する報告はない．多変量解析の結果では， HE染色での高簇出

が最も強い独立した予後不良因子であった．AE1/AE3免疫染色では簇出の検出が

容易で多数の簇出が検出されるにもかかわらず，HE 染色で診断された簇出高度

陽性判定基準のほうが予後因子として有用であった．この原因としては，

AE1/AE3 免疫染色はすでに生物学的活性を失っている癌細胞も簇出として計測

している可能性が考えられた．  

【結語】浸潤性膵管癌の簇出診断では，HE 染色（簇出カットオフ値 13個）の方

が AE1/AE3免疫染色（簇出カットオフ値 15個）より予後因子として有用である． 
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緒  言 

膵癌は，罹患数と死亡数がほぼ同数であり，5 年生存率は約 5%程度の難治性

消化器癌の代表である 1)．長期生存が期待できない原因は，早期発見が困難であ

ることと，その治療抵抗性にある 2)．外科的切除が唯一生存期間延長をもたらす

治療法であるが，診断時には既に遠隔転移や大血管浸潤を認め切除不能である

場合が多く，膵癌の切除率は 20%程度にとどまる 3)．たとえ切除された場合でも，

局所再発，肝転移及び腹膜播種により 5 年生存率は 10％～25％である 4)．膵癌

の予後予測因子としては，組織分化度，リンパ節転移の有無，癌遺残の有無な

どの病理学的因子が報告されている 5)6)． 

近年，大腸癌 7)，食道癌 8)，胃癌 9)，乳頭部癌 10)などの消化器癌において，簇

出は腫瘍の浸潤性発育を反映し予後予測因子であることが報告されている．大

腸癌において，簇出はリンパ管侵襲と関連しリンパ節転移予測因子としての報

告があり 11)，また進行大腸癌では独立した予後不良因子であると報告されてい

る 12)．簇出とは，癌発育先進部の間質に認められる 5 個未満の細胞からなる癌

胞巣と定義され 11)，膵癌においては簇出を評価した報告は少ない 13)14)．膵癌の

発育先進部は，線維芽細胞の増生や随伴性膵炎による炎症細胞浸潤に取り囲ま

れて多彩な組織所見を呈しており 15)，簇出を正確に認識することは必ずしも容

易ではない．しかし，上皮性サイトケラチンに対する免疫染色である AE1/AE3



 

染色を行うことにより，間質中に存在する上皮性組織である簇出を診断するこ

とは，比較的容易になる．  

 本研究の目的は，外科切除された浸潤性膵管癌を対象として，HE 染色および

AE1/AE3免疫染色を行い，簇出の評価方法を確立することである．また，簇出を

臨床病理学的因子と比較検討し，高簇出群は術後の転移・再発により術後成績

は不良であるという仮説を立て，簇出の予後予測因子としての臨床的意義を解

明することである．   



 

材料と方法 

１．検討対象 

 1990年から 2010 年に新潟大学医歯学総合病院で，リンパ節郭清を伴う膵切除

術が施行された浸潤性膵管癌 81例を対象とした．術前化学療法施行例，遠隔転

移症例，同時性重複癌症例は除外した．症例の平均年齢は 65.6歳（38－74歳），

性別は男性 54例，女性 27例であった．術式は膵頭十二指腸切除 58例，膵体尾

部切除 16例，膵全摘 6例，膵部分切除 1例であった．腫瘍径は平均 3.8cm（0.9

－12.5cm）であった．腫瘍は World Health Organization（WHO）分類 16)および

日本膵臓学会膵癌取り扱い規約第 6版 17)18)にて分類し，TNM Stage および組織分

化度（TNM grade）は International Union Against Cancer19)と American Joint 

Committee on Cancer20)に準じた．  

 

2．原発巣の病理組織学的検索 

 切除標本を 10%ホルマリンで固定後に原発巣を 4-5mm間隔で全割し，パラフィ

ン包埋ブロック作製後薄切し，HE染色標本を作製した．腫瘍の最大割面を代表

切片とし，当該切片のブロックから再度 3μmの連続切片を作製した．それぞれ

HE染色，抗サイトケラチン染色 AE1/AE3（DAKO，Glostrup, Denmark）を行った． 



 

簇出の診断は，臨床情報を秘匿して行った．Uenoら 11)の定義に従い，簇出を，

癌発育先進部の間質に認められる 5個未満の細胞からなる癌胞巣と定義した（図

1）．癌発育先進部を観察し，簇出最頻出である 20×10倍１視野（視野面積＝

0.950mm2）を選択し，顕鏡して簇出数を算出した．1症例で少なくとも 10視野

で計測を行い，その最大値を簇出数とした．いずれの染色でも，膿瘍内，貯留

粘液内やその破綻部にみられた解離癌細胞は，簇出から除外した．HE染色では，

明瞭な核小体とともに好塩基性で大きな核を有し，間質と細胞質の境界が明瞭

な細胞を癌細胞と判定した．AE1/AE3免疫染色では，細胞質が染色される細胞を

染色陽性と定義した．また，簇出とリンパ管侵襲の鑑別のためにリンパ管内皮

細胞に対する D2-40 モノクローナル抗体（Covance；Former Signet Lab，Dedham，

MA，USA）を併用した 21)． 

 

3．統計解析 

 各染色法による簇出個数中央値の比較は Wilcoxon 符号付順位検定を用いた．

生存解析において，生存期間は手術日から最終観察期間までと定義し，他病死

は中途打ち切りとした．累積生存率曲線は Kaplan-Meier法にて算出し，log-rank

法にて検定した．簇出群別の臨床病理学的因子の比較は Fisherの正確確率検定

を使用した．全症例において，術後 30日以内の早期死亡例はなく，累積観察期



 

間は 1-269か月（中央値 85か月）であった．予後因子を決定する多変量解析は

Cox比例ハザードモデルを用いた．各染色別の簇出カットオフ値は，Cox比例ハ

ザードモデルによるカイ二乗値を基準として決定した 22)．統計学的検討は SPSS 

statistics 21（IBM Japan，Tokyo, Japan）を使用し， P < 0.05を有意差あり

と定義した． 

  



 

結  果 

１．簇出検出個数の比較 

 HE染色を用いて評価した簇出検出個数の平均±標準誤差は7.8±0.5であった．

一方，AE1/AE3 免疫染色を用いて評価した簇出検出個数の平均±標準誤差は，

15.3±1.0であり，AE1/AE3免疫染色を用いて評価した方が有意に簇出検出個数

は増加した（P < 0.001；図 2）． 

 

２．染色別の簇出におけるカットオフ値 

 HE染色を用いて評価した簇出検出個数の範囲は 1-29個（中央値 6個）であり，

AE1/AE3免疫染色を用いて評価した簇出検出個数の範囲は 2-44個(中央値 13個)

であった．Cox比例ハザードモデルによるカイ二乗値を基準として各染色別の簇

出カットオフ値を求めると，HE染色での簇出検出個数は 13個，AE1/AE3 免疫染

色での簇出検出個数は 15個であった（表 1）．各染色別の簇出カットオフ値をも

とに，HE 染色を用いて評価した簇出では 13 個未満を低簇出群，13 個以上を高

簇出群とした．また，AE1/AE3 免疫染色を用いて評価した簇出では 15 個未満を

低簇出群，15個以上を高簇出群とした． 

 

３．簇出と臨床病理学的因子との関連 

 HE染色を用いて評価した高簇出群は TNM 分類 G3（低分化型）と有意に関連し



 

ていた（P = 0.016；表 2)．また，AE1/AE3免疫染色を用いて評価した高簇出群

も同様に TNM 分類 G3（低分化型）と有意に関連していた（P < 0.001；表 2）．

腫瘍径やリンパ節転移，顕微鏡的癌遺残など，他の臨床病理学的因子との統計

学的な関連は認めなかった． 

４．簇出を含めた臨床病理学的因子の生存解析 

膵癌切除 81 例での累積 2 年生存率は 38.8%で，累積 5 年生存率は 22.6%，生

存期間中央値は 19.7 か月であった．単変量解析では男性，TNM分類 G3（低分化

型），顕微鏡的癌遺残陽性，HE染色での高簇出群（図 3）および AE1/AE3 免疫染

色での高簇出群（図 4）が有意な予後不良因子であった（表 3）．多変量解析で

は，TNM 分類 G3（ハザード比 2.062，P = 0.011），顕微鏡的癌遺残（ハザード

比 2.603，P = 0.001）および HE染色での高簇出（ハザード比 5.213，P < 0.001）

が独立した有意な予後不良因子であった． 

  



 

考  察 

本研究では浸潤性膵管癌の簇出を HE染色と AE1/AE3免疫染色の両者で評価し

て，新しい 3つの知見を得た．第 1に，HE 染色では 13個以上，AE1/AE3免疫染

色では 15個以上の簇出を認める高簇出群は，低簇出群と比べ有意に予後不良で

あった．第 2 に高簇出群は低分化型膵癌と関連していたが，リンパ節転移や脈

管侵襲との関連はなかった．第 3 に多変量解析において，HE 染色で評価した簇

出，TNM 分類 G3（低分化型）および顕微鏡的癌遺残が独立した有意な予後不良

因子であった．本研究は，HE 染色での簇出評価において，最もよく予後を予測

する簇出高度陽性（カットオフ値 13個）の判定基準を策定した初の研究である． 

浸潤性膵管癌において簇出を検討した報告は少なく 13)14)，簇出を高簇出と判

定する統一基準は存在せず，染色法別に検討した報告もなかった．AE1/AE3免疫

染色は type Iおよび type IIに対する上皮性サイトケラチン抗体であり，ほぼ

すべての上皮細胞，癌細胞が染色されるため 23)，膵癌発育先進部での簇出と線

維芽細胞の増生や随伴性膵炎による炎症細胞浸潤との鑑別は容易になる 13)．し

たがって，本研究では，同一症例において連続切片で免疫染色を行うことによ

り診断される簇出個数が HE染色に比べて有意に増加した．本研究では術後成績

を予測するために至適な各染色法別の簇出カットオフ値を決定するために Cox

比例ハザードモデルのカイニ乗値を基準とし 22)，低簇出と高簇出の 2 群間に分



 

類した． 

本研究では，高簇出は TNM分類 G3（低分化型）と有意に関連していた．これ

は先行研究 13)での結果とも一致した．また，各染色において，G1，G2 症例では

高簇出例が少数であった（表 2）．高簇出が局所進行因子である門脈浸潤陽性や

神経叢浸潤陽性，顕微鏡的癌遺残と関連がないことは，腫瘍の局所浸潤を考え

る上で重要であり 14)，簇出は局所進展を反映していないことになる．さらに，

高簇出は脈管侵襲陽性やリンパ節転移陽性とも関連がなく，高簇出群が予後不

良となる原因は明らかではない．簇出の分子生物学的機序は，上皮間質転換に

類似し組織遊走能を獲得することで浸潤・転移をもたらすという報告もあるが，

一定の見解は得られていない 24)． 

多変量解析の結果では，TNM 分類 G3（低分化型），顕微鏡的癌遺残および HE

染色での高簇出が独立した有意な予後不良因子であった．TNM 分類の Grade は

WHO による簡便な grading system として普及しており 25)，その有用性も十分に

検討されている 26)27)．顕微鏡的癌遺残は局所再発因子または予後因子として報

告されており，手術では癌遺残なく切除することが長期生存に繋がるもっとも

重要な因子である 28)． HE染色における高簇出はそれらの因子より強い予後不良

因子であった（表 3）．AE1/AE3 免疫染色では簇出の検出が容易で多数の簇出が

検出されるにもかかわらず，HE 染色で診断された簇出高度陽性判定基準のほう



 

が，予後因子として有用であった．この原因としては，AE1/AE3免疫染色は細胞

の細胞骨格を認識しているため 23)，免疫応答によりすでに生物学的活性を失っ

ている癌細胞も簇出として測定している可能性が考えられる．浸潤性膵管癌で

は簇出の生物学的活性や増殖能は明らかでないが，大腸癌では，腫瘍中心部に

比べ，腫瘍先進部での簇出は細胞増殖能の指標である Ki-67 発現が少ないとさ

れる 29)．今後の課題として，簇出における細胞増殖能，アポトーシスを検索す

ることで簇出の生物学的特徴を解明していくことが必要であろう． 

 

結  論 

 本研究において浸潤性膵管癌の簇出診断では，HE 染色の方が AE1/AE3 免疫染

色よりも予後因子として有用であり，他の臨床病理学的因子よりリスク評価の

点で重要である． 
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表 1. Cox 比例ハザードモデルによるカイ二乗値を基準とした各染色別の簇出カットオフ値 

 

HE 染色での簇出 

Cut off 値 

  

P 

 AE1/AE3免疫染色での簇出 

Cut off 値 

  

P カイ二乗値  カイ二乗値 

0-4 

0-5 

0-6 

0-7 

0-8 

0-9 

0-10 

0-11 

0-12 

0-13 

0-14 

0-15 

0-16 

0-17 

0-18 

0-19 

≧5 

≧6 

≧7 

≧8 

≧9 

≧10 

≧11 

≧12 

≧13 

≧14 

≧15 

≧16 

≧17 

≧18 

≧19 

≧20 

2.067 

3.867 

6.385 

3.856 

8.840 

8.076 

10.425 

16.472 

23.123 

12.525 

12.086 

8.932 

8.932 

8.231 

8.231 

8.231 

1.151 

0.049 

0.012 

0.050 

0.003 

0.004 

0.001 

0.000 

0.000 

0.000 

0.001 

0.003 

0.003 

0.004 

0.004 

0.004 

 0-4 
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0-7 
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0-9 

0-10 

0-11 
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0-13 

0-14 

0-15 

0-16 

0-17 

0-18 

0-19 

0-20 

≧5 

≧6 
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≧9 

≧10 

≧11 

≧12 

≧13 

≧14 

≧15 

≧16 

≧17 

≧18 

≧19 

≧20 

≧21 

3.597 

5.145 

4.582 

4.057 

7.980 

5.151 

5.229 

6.924 

7.223 

6.270 

9.236 

8.467 

5.318 

6.171 

3.463 

4.529 

2.344 

0.058 

0.023 

0.032 

0.044 

0.005 

0.023 

0.022 

0.009 

0.007 

0.012 

0.002 

0.004 

0.021 

0.013 

0.063 

0.033 

0.126 

 



 

表 2. 各染色別でみた簇出と臨床病理学的因子との関連 

病理学的因子 HE 染色での簇出   AE1/AE3免疫染色での簇出  

  簇出 13 未満 簇出 13 以上 P  簇出 15 未満 簇出 15 以上 P 

年齢 60 歳未満 21 2 0.501  8 15 0.012 

 60 歳以上 51 7   38 20  

性別 女性 25 2 0.366  15 12 0.874 

 男性 47 7   31 23  

腫瘍径 4cm 未満 42 5 0.572  27 20 0.888 

 4cm 以上 30 4   19 15  

組織分化度 G1,G2 39 1 0.016  33 7 <0.001 

（TNM 分類） G3 33 8   13 28  

リンパ管侵襲 なし 32 4 0.634  18 18 0.270 

 あり 40 5   28 17  

静脈侵襲 なし 43 7 0.251  27 23 0.520 

 あり 29 2   19 12  

膵内神経浸潤 なし 11 2 0.443  7 6 0.815 

 あり 61 7   39 29  

リンパ節転移 陰性 29 4 0.540  17 16 0.427 

 陽性 43 5   29 19  

門脈浸潤 なし 56 8 0.394  35 29 0.459 

 あり 16 1   11 6  

膵外神経叢浸潤 なし 57 7 0.606  37 27 0.719 

 あり 15 2   9 8  

顕微鏡的癌遺残 なし 55 6 0.390  34 27 0.738 

 あり 17 3   12 8  

 



 

表 3．浸潤性膵管癌における術後成績に影響を与える因子の解析 

    単変量解析  多変量解析 

臨床病理学的因子  症例数 2 年生存率(%) 生存期間中央値(月) P ハザード比 95%信頼区間 P 

年齢 60 未満 23 26.1 19.2 0.136     

 60 以上 58 44.3 20.4      

性別 女 27 59.3 28.8 0.046  1.000   

 男 54 27.8 17.6   1.214 0.651-2.264 0.542 

腫瘍径 4cm 未満 47 48.8 21.8 0.055     

 4cm 以上 34 25.3 16.3      

組織分化度 G1,G2 40 56.2 25.4 

 

0.001  1.000   

（TNM 分類） G3 41 21.8 17.0   2.062 1.177-3.610 0.011 

リンパ管侵襲 なし 36 51.1 23.5 0.072     

 あり 45 29.1 17.0      

静脈侵襲 なし 50 41.4 20.3 0.294     

 あり 31 34.7 18.1      

膵内神経浸潤 なし 13 46.2 18.9 0.635     

 あり 68 37.3 19.4      

リンパ節転移 なし 33 47.0 23.6 0.060     

 あり 48 33.2 

 

18.0      

門脈浸潤 なし 64 38.1 19.4 0.469     

 あり 17 41.2 15.7      

膵外神経叢浸潤 なし 64 39.7 20.5 0.420     

 あり 17 35.3 16.3      

顕微鏡的癌遺残 なし 61 47.1 22.6 <0.001  1.000   

 あり 20 15.0 14.5   2.603 1.473-4.600 0.001 

HE での簇出 13 未満 72 43.1 21.7 <0.001  1.000   

 13 以上 9 0 11.9   5.213 2.156-12.606 <0.001 

AE1/AE3 での簇出 15 未満 46 53.2 32.5 0.002  1.000   

 15 以上 35 19.3 18.4   1.282 0.634-2.592 0.489 

 



A 

B 

図1 腫瘍先進部間質に存在する癌の小胞巣である簇出（倍率20×10） 
A: HE染色標本．浸潤性膵管癌の小胞巣である簇出（矢頭）を示す． 
B: AE1/AE3免疫染色標本．サイトケラチン陽性細胞の細胞膜が茶色に
染まり，癌細胞と間質に存在する線維芽細胞との区別が容易になる． 
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図2 各症例での各染色法における簇出数 
 各症例におけるHE染色標本とAE1/AE3免疫染色標本における簇出
数を示す．各染色別に作製された標本において，20×10倍で観察し
た1視野あたりの簇出個数を計測した．1標本あたり10視野観察し，
その最大値を簇出数とした． 
 HE染色と比較しAE1/AE3免疫染色を用いて評価した方が有意に簇
出検出個数は増加した（P < 0.001） 
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図3 HE染色を用いて評価した簇出群別の累積生存率曲線 
 HE染色で評価された高簇出群の累積2年生存率は0%，生存期間中
央値は11.9か月であり，低簇出群の累積2年生存率43.1%，生存期間
中央値21.7か月と比較して有意に術後成績は不良であった（P < 
0.001）． 
 



AE1/AE3 低簇出 

AE1/AE3 高簇出 

AE1/AE3 低簇出 

AE1/AE3 高簇出 

46               37                 23                 13                  9                  7 

35               27                  6                   1                   0                  0     

 0                      1                       2                      3                      4                       5 

100 
 
 

 
 
 

80 
 
 
 
 
 

60 
 

 
 
 
 

40 
 
 
 

 
 

20 
 
 
 
 
 

0  
 

P = 0.002 

術後観察期間（年） 

累
積
生
存
率(

％
） 

リスク症例数 

図4 AE1/AE3免疫染色を用いて評価した簇出群別の累積生存率曲線 
 AE1/AE3免疫染色で評価された高簇出群の累積2年生存率は19.3%，
生存期間中央値は18.4か月で，低簇出群の累積2年生存率53.2%，生
存期間中央値32.5か月と比較して有意に術後成績は不良であった
（P = 0.002）． 
 


