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要 旨

【緒言】大腸粘膜下層浸潤癌 (SM痛)における粘膜下層の間質中に存在する癌の小胞巣である

族出はリンパ節転移危険因子であると報告されており,内視鏡的粘膜切除後の病理診断でSM癌

かつ産出高度陽性と診断された症例では追加切除が推奨されている.族出の検出は,通常のHE

染色では困難なことがあり,免疫染色の施行により放出の検出自体は容易になるが,免疫染色に

よる族出評価の判定基準は確立されていない.本研究の目的は,HE染色および免疫染色を用いて

判定した族出個数とリンパ節転移との関連を解析 し,免疫染色における族出評価の判定基準を立

案することである.

【方法】1981年から2008年にリンパ節郭活を伴う外科切除が施行された大腸 SM 癌 310例を対

象とした.病理組織学的リンパ節転移は31例 (10%)に認められた.病変の浸潤最深部を含む連

続切片を作製し,HE染色および上皮性サイ トケラチンCAM5.2免疫染色を行った.族出は,癌発

育先進部の間質中に存在する単個ないしは5個未満の癌胞巣を族出と定義し,族出が最頻出する

SM浸潤部を選定し,20× 10倍 1視野当たりの族出個数を算定 した.染色別にROC曲線を作製

し,リンパ節転移予測の正確度が最も高い放出個数の開値を決定した.

【結果】HE染色,CAM5.2免疫染色を用いて評価 した族出検出個数の平均±標準誤差は,各々

3.5±0.2,8.4±0.5であり,CAM5.2免疫染色を用いて評価 した方が有意に簾出検出個数は増加

した (p<0.001).リンパ節転移陰性であった279例におけるHE染色,CAM5,2免疫染色を用い

て評価 した産出検出個数は各々3.3±0.2,8.1±0.5であったのに対し,リンパ節転移陽性であっ

た31例では各々5.7±0.8,ll.6±1.5であり,リンパ節転移の有無別で検討 してもCAM5.2免疫

染色で検出される族出個数はHE染色と比較して有意に増加した (各々p<0.001).ROC曲線か

ら族出高度陽性と判定する族出個数の閥値はHE染色,CAM5.2免疫染色で各々5,8となり,リ
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ンパ節転移予測の正確度は各々73.2%,59.7%であり,HE染色を用いて評価した族出判定基準

の方がリンパ節転移予測の正確度が高かった.

【結語】リンパ節転移予測の正確度を基盤とした大腸SM癌における族出評価の判定基準は,

HE染色では5個以上,CAM5.2免疫染色では8個以上の族山検出個数をもって産出高度陽性と定

義できる.ただし,リンパ節転移予測の正確度はHE染色を用いて族出を検出した方が高い.

キーワード:大腸癌,粘膜下層浸潤癌,族出,上皮性サイトケラチンCAM5.2免疫染色,リンパ

節転移

緒 言

近年,大腸粘膜内癌に対する治療法である内視

鏡的粘膜切除術の普及に伴い,内視鏡切除標本の

病理診断で粘膜下層浸潤癌 (pSM癌)と診断 さ

れる症例が増加 している.大腸 pSM癌では予後

不良因子であるリンパ節転移が約 10%の症例に

認められるため 1),psM癌の治療の原則はリンパ

節郭滴を伴う腸切除である2).しかし,リンパ節

転移 リスクが極めて低いpSM癌が存在すること

も事実であり,そのような症例に対 して結果的に

は過剰治療となる追加切除を可及的に減じるため

に内視鏡切除後の追加治療の適応基準に関する研

究が行われ,所属リンパ節転移のリスク因子が報

告されてきた 3)~ 20).その結果,日本の大腸癌治

療ガイドライン (2010年度版)では,組織学的検

索で① SM浸潤度 1000〃m以上の粘膜下層浸潤,

②脈管侵襲陽性,③低分化腺癌/印環細胞癌/粘液

癌,④族出高度陽性のうち一因子でも認められれ

ば,追加治療としてリンパ節部活を伴う外科切除

を考慮するとされている2).

族出とは,癌の発育先進部から離れた間質中に

存在する単個ないしは5個未満の癌細胞からなる

小胞巣である20).癌の発育先進部は,線維芽細胞

の増生や炎症細胞浸潤に取り囲まれて多彩な組織

所見を里しており,族出を正確に検出することは

必ずしも容易ではない.しかしながら,上皮性サ

イトケラチンに対するCAM5.2免疫染色を施行す

ることにより,間質中に存在する癌の小胞巣であ

る族出を検出することは,比較的容易になる.大

腸SM以深癌を対象とした検討で,免疫染色を用
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いるとHE染色より検出される族出の個数が有意

に増加 したとす る報告 があり21),HE染色 と

CAM5.2免疫染色では族出高度陽性の判定に乗離

がある可能性がある.

大腸 SM癌の検討では,上皮性サイ トケラチン

に対する免疫染色を用いて評価 した族出判定がリ

ンパ節転移 と関連するという報告がある 22)23)

一方,免疫染色を用いて評価 した族出判定はHE

染色での族出判定よりリンパ節転移の予測に有用

でないとする報告も認められる24).cAM5.2免疫

染色を用いて評価した族出判定がリンパ節転移の

予測に有用であるか否かの評価が定 まっていな

い.本研究の目的は,HE染色および CAM5.2免

疫染色を用いて判定した族出個数とリンパ節転移

との関連を解析 し,CAM5.2免疫染色における族

出評価の判定基準を立案することである.

材料と方法

1.検討対象

1981年から2008年に新潟大学医歯学総合病院

および関連病院で,リンパ節部活を伴う外科切除

が施行された大腸 SM癌 310例を対象とした.莱

族性大腸線腫症,炎症性腸疾患合併症例,同時性

重複癌症例は除外 した.症例の年齢中央値は69

義 (範囲 :32-88歳),性別は男性 178例,女性

132例であった.癌の発生部位は右側結腸 117例,

左側結腸 104例,直腸89例であった.腫癌径の中

央値は24mm (範囲 :5-100mm)であった.柄

理組織学的リンパ節転移は31例 (10%)に認め

られた.
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中央値 (範囲) 3(0-23) 6(0-47)

図3 族出検出個数の比較

20× 10倍 1視野当たりの簾出検出個数の染色別データ分布図.barは中

央値を示す.HE染色を用いて評価 した産出検出個数より,CAM5.2免疫

染色を用いて評価した方が有意に族出検出個数は増加した (p<0.001).
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図4 リンパ節転移有無別の族出検出個数の比較

(A)リンパ節転移陰性例における族出検出個数の染色別データ分布図.(B)リンパ節転移陽性例における族出検

出個数の染色別データ分布図.barは中央値を示す.リンパ節転移陽性例,陰性例ともCAM5.2免疫染色を用いて

評価した族出検出個数は,HE染色を用いて評価 した族出検出個数より有意に増加 した (各々p<0.001).HE染

色を剛 ､て評価した族出検出個数,CAM5.2免疫染色を用いて評価 した放出検出個数は,ともにリンパ節転移陰性

例に比べリンパ節転移陽性例では有意に族出検出個数が増加した (各々p<0.001).
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図5 リンパ節転移を基盤とした染色別の族出検出個数の

ROC曲線

ROC曲線から簾出高度陽性と判定する族出個数の間値はHE染色,CAM5.2免疫染色で各々

5,8と算定される.リンパ節転移予測の正確度は,HE染色を用いて族出を検出したほうが高い.

3.リンパ節転移との関連の検討

各染色で,族出個数とリンパ節転移の関係から

ReceiverOperatingCharacteristic(Ro°)曲線 を

作製し,Youdenlndexを用いてリンパ節転移予測

の正確度が最も高い族出個数の閥値を決定した.

統計学的検討は,PASWstatisdcs17(SPSSJapan

Inc.,Tokyo,Japan)を使用 し,Mann-Wh itney

U検定および Fisherの直接確率法を用いて,p<

0.05を有意差ありと定義 した.

結 果

1.簾出検出個数の比較

HE染色を用いて評価 した簾出検出個数の平

均±標準誤差は3.5±0.2であった.一方,CAM

5.2免疫染色を用いて評価 した族出検出個数の平

均±標準誤差は8.4±0.5であり,CAM5.2免疫染

色を用いて評価した方が有意に族出検出個数は増

加 した (p<0.001;図 3).リンパ節転移陰性で

あった279例におけるHE染色で評価 した族出検

出個数の平均±標準誤差は3.3± 0.2であった.

一方,CAM5.2免疫染色を用いて評価 した族出検
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出個数の平均 ±標準誤差 は 8.1±0.5であり,

CAM5.2免疫染色を用いて評価 した方が,有意に

族出検出個数は増加 した (p< 0.001;図 4A).

リンパ節転移陽性であった31例におけるHE染

色で評価 した族出検出個数の平均±標準誤差は

5.7±0.8であった.一方,CAM5.2免疫染色を用

いて評価 した族出検出個数の平均±標準誤差は

ll.6±1.5であり,CAM5.2免疫染色を用いて評

価 した方が,有意に族出検出個数は増加 した (p

<0.001;図4B).

2.染色別の簾出高度陽性判定とリンパ節転移

との関連

染色別に族出検出個数を比較すると,両染色と

もリンパ節転移陰性例に比べリンパ節転移陽性例

では有意に族出検出個数が増加 した (各々 p<

0.001;図 4).ROC曲線を用いたYoudenlndexの

算出から,HE染色における族出高度陽性 と判定

する族出個数の闘値は5個と算定 された (図 5).

同様の方法で CAM5.2免疫染色における族出高度

陽性と判定する族出個数の開値は8個と算定され

た (図5).
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表 1 染色別の族出個数とリンパ節転移との関連

評価項目 井出個数の リンパ節転移 オッズ比 p 感度 (%) 特異度 (%) 正確度 (%)

開催 陰性 陰性 (95%信頼区間)

HE <5

≧5

CAM5.2 <S

と8

208 12 1.000

71 19 4,638(2.145-10.031) <0.001 61.3 74.6 73.2

165 11 1.000

I14 20 2.632(1.214-5.703) 0.010 64.5 59.1 59.7

表2 大腸 SM癌の族出評価に免疫染色を用いた過去の報告

著者 免疫染色を用いた簾出評価の 簾出評価に用いた染色方法 井出陽性 と判定 した基準

リンパ節転移予測の有用性に関する見解

K且2:amaら21) 簾出評価に免疫鞄色は有用である 免疫鞄色のみで評価 癌の発育先進部に簾出を 1傭以上

認めるものを陽性

Ishikawaら22) 簾出評価に免疫染色は有用である HE典色と免疫染色を併用 して評価 400倍 1視野に 5個以上の譲出を

静めるものを陽性

suzukiら 23) HE染色で評価 した集出判定が,免疫染色 HE艶色と免疫染色の各々で評価 200倍 1視野に 10個以上の簾出

で評価 した簾出判定よりリンパ節転移と を課めるものを陽性

関連する

HE染色を用いて評価 した乗出高度陽性 (族出

個数5個以上)におけるリンパ節転移のオッズ比

は4.638倍であり,CAM5.2染色を用いて評価した

族出高度陽性 (族出個数 8個以上)におけるリン

パ節転移のオッズ比は2.632倍であった (表 1).

HE染色およびCAM5.2免疫染色でのリンパ節転

移予測の正確度は各々 73.2%,59.7%であり,

HE染色を用いて評価した族出判定基準の方がリ

ンパ節転移予測の正確度が高かった (表 1).

考 察

簾出は,元来,癌の発育様式を表現する用語で

あり,癌発育先進部において,①平均 して2-3

個の幅に相当する細胞索で発育するもの,②癌細

胞が個々に遊離して発育するもの,と定義されて

いたが 25),大腸 SM癌のリンパ節転移 リスク因

子としては,後者の ｢癌細胞の遊離発育｣が重要

であり,大腸癌治療ガイドラインでは後者のみを

族出と定義している2).HE染色における簾出の

評価では,Grade2/3(族出検出個数 5個以上)

のリンパ節転移率はGradel(簾出検出個数 5個

未満)よりも有意に高率であり,Grade2/3は独

立したリンパ節転移の予測因子であることが大腸

癌研究会の多施設共同研究から明らかになってい

る26).一方,大腸SM癌の族出の評価に上皮性サ

イトケラチンを使用した報告は過去に3編存在す

るが 22ト 24),免疫染色を用いた族出判定のリン

パ節転移の予測因子としての有用性に関する見解

は定まっていない.いずれの報告 22)~24)も離散

連続変数である族出検出個数を悪意的な闘値によ

り族出陽性または陰性にカテゴリー化して評価し
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ているという統計学上の問題点があった (表 2).

我々は,離散連続変数である族出検出個数を,リ

ンパ節転移予測のTF.確度を基盤としたROC曲線

を作製し,Youdenlndexを用いて族出個数の閲値

を決定することにより,免疫染色における族出評

価の判定基準を初めて立案した.

HE染色,CAM5.2染色を用いた族出検出個数

は,CAM5.2免疫染色を用いた方が有意に増加 し

た (図3).過去の研究でも本研究と同様に,免疫

染色を用いて評価することにより族出検出個数は

有意に増加することが示されていた21).HE染色

では,単個から少数個の癌細胞を,幼弱な線維芽

細胞の増生や,種々の炎症細胞浸潤に取 り囲まれ

た癌の発育先進部の間質中で検出することは,時

に困難である.一方,CAM5.2免疫染色は上皮性

サイ トケラチンに対する染色であり,CAM5.2免

疫染色を用いることで間質中に存在する癌胞巣で

ある放出を検出することは容易になり,族出検出

個数が増加すると考えられる.ただし,CAM5.2

免疫染色は形質細胞も染色するため 27),族出を

評価する際にはCAM5.2免疫染色陽性細胞から形

質細胞を除外する必要がある.

リンパ節転移予測の正確度を基盤としたROC

曲線を作製 し,Youdenlndexを用いて族出検出個

数の閲値を決定 した.HE染色における族出検出

個数の闘値は,大腸癌研究会の多施設共同研究 26)

でリンパ節転移予測の有用性が検討され明らかと

なった開値 (族出検出個数 5個)と同じ結果であ

り,HE染色における族出評価の判定基準の有用

性を再確認できた.CAM5.2免疫染色における族

出高度陽性と判定する族出個数の閲値は,族出検

出個数 8個と算定された.ただし,リンパ節転移

との関連ではHE染色を用いて評価 した族出判定

基準の方が,リンパ節転移予測の正確度が高かっ

た.CAM5.2免疫染色で族出高度陽性と判定 され

る症例で,リンパ節転移を有する頻度が高くない,

すなわち検査の偽陽性が多いことが問題点であ

る.CAM5.2免疫染色は細胞骨格を認識している

ため,免疫応答によりすでに生物学的活性を失っ

ている癌細胞の細胞骨格も族出として検出してい

る可能性が考えられる.CAM5.2免疫染色で検出
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される間質中の癌細胞の中で増殖能を有する細

脂,アポ トーシスに陥っている細胞がどの程度存

在するか検討することが,今後の課題である.

本研究では外科切除された大腸 SM 癌を対象と

しているため,本来対象とすべき内視鏡切除 され

た大腸 SM癌と検討対象が異なっているという制

限がある.すなわち,内視鏡切除は粘膜内癌の切

除を目的としているため,臨床的に粘膜内癌と診

断 されたもののみを対象とし,あきらかな粘膜下

層浸潤癌は内視鏡治療前に対象から除外 される.

今回は多数例を検討するために,リンパ節部活を

伴う外科切除された大腸 SM癌を対象とした.今

後の課題として,内視鏡切除後に病理診断で癌の

粘膜下層浸潤が認められ,追加治療として外科切

除 された症例を集積して,検討することが必要で

あろう,

リンパ節転移予測の正確度を基盤 とした大腸

SM癌における族出評価の判定基準は,族出が最

頻出するSM浸潤部を選定後,20× 10倍 1視野

当たりの簾出を算出 し,HE染色では 5個以上,

CAM5.2染色では8個以上の簸出検出個数をもっ

て簾出高度陽性と定義できる.ただし,リンパ節

転移予測の正確度はHE染色を用いて族出を検出

した方が高い.
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