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大腸癌におけるS-100免疫組織化学により診断される

神経侵襲の臨床的意義
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要　　旨

　【緒言】神経侵襲は大腸癌根治切除後の予後不良因子の一つとされている．過去の報告では，神

経侵襲はHE染色で診断されていることが多い，しかし，神経侵襲の診断においては，癌の間質反

応によって誘導された線維芽細胞と神経組織を鑑別することが難しいことから，神経侵襲の診断

を行うことが困難な場合もある．よって，免疫組織化学によって神経組織を同定し，それをもとに

神経侵襲の診断を行う方法が考案された．しかし，免疫組織化学によって診断される神経侵襲の

臨床的意義は明らかにされていない，本研究の目的は，大腸癌において免疫組織化学によって診

断される神経侵襲の臨床的意義を明らかにすることである．

【方法】1999年1月から2006年12月に当科でRO手術が施行されたpT2以深Stage　l一皿大腸

癌197例を対象とした．神経組織の免疫組織化学には，シュワン細胞の細胞質および核に含まれ

るS－100蛋白に対する抗体である抗S－100ポリクローナル抗体を使用した．神経侵襲の定義は，

大腸癌取扱い規約第8版に準じた．そして，HE染色で診断された神経侵襲をHE　M，　S－100染色

で診断された神経侵襲をS－100NIとした．神経侵襲の有無と臨床病理学的因子との関連につい

てMa皿一W姐tney　U検定またはFisherの直接確率法を用いて解析した．生存時間解析は，全生存

率と無再発生存率をKaplan－Meier法で算出し，　log－rank検定を用いて生存曲線の比較を行っ

た．さらに，log－rank検定で有意であった臨床病理学的因子と術後成績との関連についてCoxの

比例ハザードモデルを用いて多変量解析を行った．

　【結果】神経侵襲の頻度は，対象197例中HE　NIが63例（320％），S－100　NIが123例

（624％）であった（P＜α001）．S－100　NIは，腫瘍径，深達度，組織型，リンパ管侵襲，静脈侵

襲，そしてリンパ節転移との間に有意な関連を認めた．全生存率の多変量解析では，S－100　NIの
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みが独立した予後不良因子であった．また，無再発生存率の多変量解析では，静脈侵襲および

S－100NIが独立した予後不良因子であった．

　【結論】大腸癌において免疫組織化学によって診断される神経侵襲は，大腸癌根治切除後の独立

した予後不良因子である，

キーワード：大腸癌，神経侵襲，免疫組織化学，抗S－100ポリクローナル抗体

緒 言 対象と方法

　神経侵襲（NDは，様々な癌腫において予後と

の関連が示唆される重要な病理組織学的因子であ

る1）－5）．大腸癌においても，NIは重要な病理組

織学的因子であり，予後との関連があると報告さ

れている6）－15），2010年AJCCでは，　NIはリンパ

管侵襲や静脈侵襲と同様に大腸癌術後の予後不良

因子とされており16），これら複数の臨床病理学

的因子を総合して，より詳細な再発リスク値など

を算出するノモグラム（計算図表）が作成されて

いる17）．一方，本邦では，近年の多施設共同研究

により，NIは大腸癌根治切除後の有意な予後不

良因子であることが報告され18），大腸癌取扱い

規約第8版では病理組織学的所見としてNIにつ

いての記載が追加された19）．したがって，今後は

大腸癌のルーチン病理組織診断においてNIの診

断が必要とされるものと考えられる．

　過去の報告では，大腸癌におけるNIはHE染
色で診断されていることが多い6）－15）．しかし，

HE染色による診断では，癌の間質反応によって

誘導された線維芽細胞と神経組織を鑑別すること

が難しいことから，NIの診断を行うことが困難

な場合もある．よって，免疫組織化学によって神

経組織を同定し，それをもとにNIの診断を行う

方法が考案された20）－24）．しかし，これまでの報

告では，単施設での少数例を対象とした報告が多

く，NIの診断基準も一定ではないことから，免疫

組織化学によって診断されたNIの臨床的意義は

明らかではない．

　本研究の目的は，大腸癌において免疫組織化学

を用いて診断されたNIの臨床的意義を明らかに

することである．

1．対象

　1999年1月から2006年12月に当科でRO手術

が施行されたpT2以深Stage　I一皿大腸癌197例

を対象とした（表1）．なお，pTis以外の多発大腸

癌，家族性大腸腺腫症，炎症性腸疾患合併症例は

除外した．術後観察期間の中央値は65か月（範

囲：1－149か月）であった，

2。NIの定義と診断

　原発巣を含む切除腸管は，10％ホルマリンで固

定され，その後ルーチンの病理組織学的診断のた

めにパラフィン包埋された，本研究ではNIの診

断のために，症例ごとに原発巣が最も深く浸潤し

ている部位のパラフィン包埋ブロックを選定し，

3μmの連続切片を2枚ずつ作製した．原発巣の

連続切片は，それぞれHE染色と神経組織を同定

するための免疫組織化学を行った．本研究では，

神経組織を同定するための免疫組織化学には，シ

ュワン細胞の細胞質および核に含まれるS－100

蛋白に対する抗体である抗S－100ポリクローナ

ル抗体（DAKO社）を使用した（S－100染色）．

　NIの定義は大腸癌取扱い規約第8版に準じた，

つまり，（1）癌胞巣が神経線維束に浸潤する場合，

（2）癌胞巣が神経線維束に沿って存在する場合，

（3）癌胞巣が筋層間（Auerbach）神経叢を置換

するように進展する場合，をNIと定義した19）．

　NIの診断のためには，神経組織と癌組織の両

者を区別して同定することが必要である．しかし，

NIの診断においては，　HE染色のみで神経組織が

同定されNIの診断が可能である場合（図1）と，

HE染色のみでは神経組織の同定が困難であり，
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表1　対象197例の臨床病理学的特徴

年齢

性別

腫瘍の局在

腫瘍径

深達度

組織型

リンパ管侵襲

静脈侵襲

リンパ節転移

Stage

HENI

S－100NI

中央値（範囲）

男／女

結腸／直腸

中央値（範囲）

pT2

pT3

pT4

tubl

tub2

po「，　muc

なし／あり

なし／あり

なし／あり

1

II

IIIa

IIIb

なし／あり

なし／あり

67（31・90）

　ll8／79

　117／80

48（12－145）

　　39
147

11

104

85

　8
116／81

112／85

135／62

32

103

49

　13

134／63

74〆123

tub1，well　dif食rentiated　tubular　adenocarcinoma；tub2，　moderately

differentiated加bul謝r　adenocarcinoma；por，　poorly　differentiated

ad靱o㈱rcinoma；m㏄，　mucinous　adenocarcinoma、

図lHE染色とS－100染色でともに診断可能な神経浸襲

んB　原発巣の連続切片．神経組織（矢印），癌組織（矢頭）．

A：HE染色（×40）．　B：S－1⑪0染色（×40）．
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図2HE染色では診断できずS－1DO染色で診断可能な神経侵襲
　　　A，B：原発巣の連続切片．神経組織（矢印）、

　　　A：HE染色（×40）．　B：S－100染色（×40）．

S－100染色を用いることで神経組織が同定され

NIの診断が可能となる場合（図2）とがある．よ

って，今回の検討では，HE染色で診断されたNI

をHE　NI，　S－100染色で診断されたNIをS－100

NIと定義し，それぞれの臨床的意義について検

討した．なお，NIの診断は，　HE染色とS－100染

色の診断結果が互いに影響しないように配慮し，

それぞれの染色によるNIの診断結果を秘匿して

行った．

3．腫瘍内NIと腫瘍外NI

　NIは腫瘍内に存在する場合と，腫瘍外に存在

する場合とがある．したがって，本研究ではNI

をその存在部位により，腫瘍内NI（intra　NI）と

腫瘍外NI〔extra　ND（腫瘍発育先進部より500

μm以上離れているND　とに分類した．そして，

NI陽性症例をintra　NI群とextra　NI群とに分類

した．なお，intra　NIとextra　NIの両者を認めた

症例は，extra　NI群に分類した．

発生存率（イベント：全死亡と再発〉をKaplan－

Meier法で算出し，　log－rank検定を用いて生存

曲線の比較を行った．さらに，Iogぜank検定で有

意であった臨床病理学的因子について，Coxの比

例ハザードモデルを用いて多変量解析を行った，

なお、統計ソフトはSPSS　Sta萱s丘cs　17（SPSS

Japan　lnc．，　Tokyo，　Japan）を使用し，　P＜0．05を

有意差ありとした．

結 果

1．NIの頻度と存在部位

　NIの頻度は，　HE　NIが飽例（320％〉，　S－100NI

が123例（62．4％）であった（P＜0．001）（表1）．

HE染色によるNI診断では，　lntra　NI群が50例

（25，4％），extra　NI群が13例（6．6％）であった．

また，S－100染色によるNI診断では，　intra　NI群

力く107例　　（54．3％），extra　NI群力t　16イ列　　（8．1％）

であった（図3）．

4．統計解析

　HEMおよびS－100NIの有無による2群間の

臨床病理学的特徴は，Mann－Whitney　U検定また

はFisherの直接確率法を用いて比較した．生存時

間解析は，全生存率（イベント：全死亡）と無再

2．NIと臨床病理学的因子

　HENIは，組織型，静脈侵襲，そしてリンパ節

転移との間に有意な関連を認めた（表2）．また，

S－100NIは，腫瘍径，深達度，組織型，リンパ管

侵襲，静脈侵襲，そしてリンパ節転移との間に有
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A

NIなし
n＝134

（68．o％）

intra　NI

n＝50

（25．4％）

extra

n＝13

　，6％

B

Mなし
n；74

（37．6％）

xtra　M

n＝16

（8．1％

intra　NI

r107
（54．3％）

　図3　神経侵襲の存在部位

A：HE染色．　B：S－100染色．

表2　神経侵襲と臨床病理学的特徴

HEM S－1⑪ONI

あり　　　なし

（1正＝63）　　　（n＝134）

P値 　あり　　　なし

（n亡123）　　（n＝74）

P値

腫瘍の局在

腫瘍径

深達度

組織型

リンパ管侵襲

静脈侵襲

リンパ節転移

結腸

直腸

40mm以上

40mm未満
pT2，　pT3

pT4

tub　l

tub2，　por，　muc

なし

あり

なし

あり

なし

あり

37

26

46

17

57

6

24

39

36

27

19

44

30

33

80

54

89

45

129

5

80

54

80

54

93

41

105

29

0．509

0223

0．096

0、004

0425

＜0．001

〈0．001

76

47

96

27

112

11

57

66

60

63

59

64

71

52

41

33

39

35

74

0

47

27

56

18

53

21

64

10

0．23▲

＜0．001

0．005

0．014

＜0．00董

0．001

〈0．001

NI，　neural　invasion；tub1，　well　differentiated　tubular　adenocarcin⑪ma；tub2，　moderately

dif飴rentiated　tubular　ad斑ocarcinoma；por，　poorly　differentiated　aden⑪carcinoma；muc，　mucinous

adenocarcinoma．
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表3　臨床病理学的特徴と全生存率

単変量解析 多変量解析

5年全生存率　　P値

　　（％）

ハザード比

（95％信頼区閲）

P値

腫瘍の局在

腫瘍径

深達度

組織型

リンパ管侵襲

静脈侵襲

リンパ節転移

HE　NI

S－100NI

結腸

直腸

40mm以上

40mm未満
pT2，　pT3

pT4
tub　l

tub2，　por，　muc

なし

あり

なし

あり

なし

あり

なし

あり

なし

あり

84．6

74．3

78．3

74．3

82．7

455

84．2

75．9

80．4

80．2

86．0

72．9

85．2

70．0

85．0

70．5

91．3

73．4

0，183

0．378

　　　　　　　　1
　　　　　　　　　　　　　　　0．0710．001
　　　　2．179　（0．934－5．084）

0．200

0．766

0．007

0．011

0．0①1

＜0．001

　　　　玉

1589　（0．820－3．077＞

　　　　1

1．345　（0．713－2．539）

　　　　1

1．212　（0588－2500＞

　　　　1

2．614（1．044－6．546）

0．170

0．360

0．602

0』40

NI，　neural　invasi⑪n；tub　I，　well　differe面ated　tubular　adenocarcinoma；tub2，　moderately

dif飴rentiated　tubular　adeno㈱ぽcinoma；por，　pooτly　differentiated　a（玉enocarcinoma；muc，　mucinous

adenocarcinoma．

意な関連を認めた（表2）． Mが独立した予後不良因子であった（表4）．

3．NIと術後成績

　全生存率に関する単変量解析では，深達度，静脈

侵襲，リンパ節転移，HE　NI，そしてS－100　NIで

有意差を認めた．多変量解析では，S－100　NIのみ

が独立した予後不良因子であった（表3）．無再発

生存率に関する単変量解析では，深達度，静脈侵襲，

リンパ節転移，HE　NI，そしてS－100　NIで有意差

を認めた．多変量解析では，静脈侵襲およびS－100

考 察

　大腸癌において免疫組織化学によって診断され

るNIが臨床的意義を有するか否かは臨床上の未

解明な問題点であった．我々は，今回の検討で，

1）免疫組織化学（S－100染色）を行った場合に

NIの頻度が上昇すること，2）免疫組織学化学を

行った場合にintra　NIの頻度が上昇すること，3）
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表4　臨床病理学的特徴と無再発生存率

単変量解析 多変量解析

5年無再発生存率　　P値

　　　（％）

ハザード比

（95％信頼区間）

P値

腫瘍の局在

腫瘍径

深達度

組織型

リンパ管侵襲

静脈侵襲

リンパ節転移

HE　NI

S－100NI

結腸

直腸

40mm以上

40mm未満
pT2ナpT3

pT4

tub　l

tub2，　por，　muc

なし

あり

なし

あり

なし

あり

なし

あり

なし

あり

74．6

60．1

66．7

72、8

70．1

45．5

70．7

663

72．4

63．0

77．4

57．2

73．7

58．4

74．4

56．8

84．0

59，1

0．074

0．453

　　　　　　　　　1
0．027
　　　　1．463　（0．649－3294）

0．839

0．187

0．002

0．018

0．009

＜0．001

　　　　1

1．859（1．071－3224）

　　　　l

L312　（0。768－2．241）

　　　　1

0．861　（0．468－1586）

　　　　1

2．640（L294亀5．388）

0．359

0．027

0．320

0．632

0．008

NI，　neural　invasion；tub　1，　well　dif騰rentiated　tubular　adenocarcinoエna；tub2，　moderately

diffヒrentiated　tubular　adenocarcinoma；por，　poorly　diff已entiated　adenocarcinoma；muc，　mucinous

adenocarcinoma．

免疫組織化学によって診断されたNIは全生存率

と無再発生存率における独立した予後不良因子で

あること，を明らかとした．

　大腸癌において，HE染色で診断されるNIの頻

度と免疫組織化学で診断されるNIの頻度を比較

した論文は，過去に2編存在する20）21）．これらの

報告では，今回の我々の検討と同様に，免疫組織

化学を使用した場合にNIの頻度は上昇すると報

告されている．しかし，その理由については，こ

れまで明らかにされてこなかった．そこで我々は，

免疫組織化学を使用した場合には，HE染色のみ

では診断が困難である腫瘍内に存在するNIが診

断可能となるという仮説を立てた．そして，それ

を証明するためにNIをその存在部位からintra

NIとextra　NIに分類し，　HE染色およびS－100

染色におけるintra　NI群とextra　NI群の頻度を算

出した．その結果，S－100染色ではintra　NI群の

頻度が上昇することが明らかとなった．したがっ

て，免疫組織化学によるNIの診断では，　HE染色

のみでは診断が困難な腫瘍内に存在するNIが診
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断可能となり，NIの頻度が上昇することが示唆

された．

　免疫組織化学を用いたNIの診断において，そ

のために使用する抗体の種類についての標準化は

なされていない．過去の報告では，免疫組織化学

によるNIの診断に使用する抗体として，抗
Glut－1ポリクローナル抗体22），抗Lamininポリ

クローナル抗体21），そして抗S－100ポリクロー

ナル抗体20）21）などが用いられてきた．抗Glut－1

ポリクローナル抗体は，末梢神経において神経線

維束を包む神経周膜を染色する22）．しかし，神経

線維自体を染色するものではないため，神経周膜

が消失するとされる末梢神経終末近くでは神経組

織を認識することが困難となる場合がある25）．

抗Lamininポリクローナル抗体は，末梢神経にお

いて神経線維と神経周膜を染色する26），しかし，

腺管上皮基底膜，血管基底膜，そして癌腺管基底

膜など神経組織以外の組織を染色するため27），

神経組織に対する特異性が低い，他方，抗S－100

ポリクローナル抗体は，末梢神経において特異的

に神経線維を染色する20）21）．NIの診断のために

は，神経組織と癌組織の両者を区別して同定する

ことが必要である．したがって，特異的に神経線

維を染色することが可能である抗S－100ポリク

ローナル抗体は，NIの診断に有用であると考え

られる．

　本研究は，単施設の後向き研究であること，NI

の診断についての再現性について検討を行ってい

ないこと，そしてStage別の術後成績の解析を行

っていないこと，などの制限がある．今後はこれ

らの問題点を解決し，免疫組織化学を用いて診断

されるNIの臨床的意義をさらに明らかにしてい

くことが必要である．また同時に，NIの診断のた

めに免疫組織化学をルーチン化することについて

医療経済的な評価を行っていくことも必要であろ

うと考えられる．

結 論

　免疫組織化学によって診断されるNIは，大腸

癌根治切除後の独立した予後不良因子である．大

腸癌のNI診断のために免疫組織化学をルーチン

化するか否かについては，医療経済的な評価も含

めて今後さらなる検討が必要である．
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