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研究成果の概要（和文）：早期大腸がんにおけるリンパ節転移の有無に関わる組織学的因子を選

出するため、浸潤形式、腫瘍の組織型、間質の性状、炎症細胞浸潤の程度、脈管侵襲、そして

浸潤先進部における蛋白の発現程度を比較した。その結果、浸潤先進部における腫瘍胞巣内好

中球浸潤の有無、LYVE-1 によるリンパ管同定後のリンパ管侵襲の有無、浸潤先進部における

腫瘍細胞の MMP7 発現の程度が、統計学的に有意な所見であった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Using early colorectal carcinoma cases, histopathological observations and 
immunohistochemistry for LYVE-1, von Willebrand factor, MMP-7, CXCL12, and 
ANGPTL4 were conducted. Relationships between LN metastasis and growth pattern, 
status of muscularis mucosae, depth of cancer invasion, histopathological type, tumour 
budding, neutrophil infiltration in cancer cells (NIC), fibrotic cancer-stroma type, 
Crohn’s-like lymphoid reaction, microscopic abscess formation, lymphatic invasion, the 
expression of MMP-7, CXCL12 and ANGPTL4 in cancer cells at the invasive front were 
determined. By multivariate analysis, lymphatic invasion, NIC, and MMP-7 
expression at the invasive front were independent predictors of LN metastasis. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2010 年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

2011 年度 900,000 270,000 1,170,000 

2012 年度 700,000 210,000 910,000 

年度  

  年度  

総 計 3,000,000 900,000 3,900,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：基礎医学・人体病理学 
キーワード：消化器 
 
１． 研究開始当初の背景 
がん症例の予後は腫瘍の浸潤・転移能に依存
している。転移の中でも、リンパ節転移は最
も早期に転移が確認される臓器の一つであ
り、患者の生命予後だけでなく、外科的手術
後補充療法の必要性を検討する上で重要な

因子であることは周知の事実である。培養細
胞レベルにおいては、リンパ節転移に関わる
分子機構が一部解明され始めているが、ヒト
がん組織におけるリンパ節転移に関わる分
子機構は実際には未だ明らかにされていな
い。 
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研究代表者は、リンパ管内皮細胞を同定出来
るペプチド抗体（LYVE-1 抗体）を作製し
[Akishima Y 等. Virchows Arch. 2004]、それ
まで観察できなかった実際のヒト組織にお
ける様々な病変（炎症や悪性腫瘍）のリンパ
管の分布を観察してきた  [Soh S. 等 , 
Prostate, 2004, Nakano T.等 Hum Pathol, 
2005, Ishikawa Y.等  Histopathol, 2006, 
Ishikawa Y.等 Cancer, 2007, Fujimoto A.等 
AJCP, 2007]。  
 がん細胞は発生後、その一部からより悪性
度を増したがん細胞が出現すると考えられ
ている。研究代表者は、がん浸潤先進部の浸
潤性発育を呈するがん細胞に発現する分子
（laminin5γ2、MMP7、Dysadherin 等）
の発現分布を多数観察し [Ochiai H. 等 
Oncology, 2008 等]、さらに、進行大腸がん
の浸潤先進部における CXCL12 の発現程度
と 予 後 と の 関 連 を 報 告 し た 
[Akishima-Fukasawa Y.等 AJCP, 2009]。以
上の経験より、がん浸潤先進部は、がんの浸
潤・転移能を決定する場ではないかと考えて
いる。また、がん浸潤先進部は、がん細胞自
身の特性だけではなく、そのがん周囲の微小
環境（がん間質）の関与が考えられることか
ら [Bhowmick NA.等 Science 2004, Raghu 
Kalluri.等 Nat Rev, 2006 等 ]、がん浸潤先
進部におけるがん間質組織を詳細に検討し
た。具体的には、進行大腸がん組織において、
浸潤性発育を呈するがん細胞の周囲の間質
と、膨張性発育を呈するがん細胞の周囲の間
質を、各々microdissection 法により回収し、
Affymetrix 社の GeneChip を用いた発現解
析を行い、有意に差のある分子を多数選出し
た[2006-2007 年度若手研究(B) ]。その後も、
がん浸潤先進部のがん細胞及びがん間質の
形態学的特性に関心をもち研究を継続して
いる。以上より、がん浸潤先進部におけるが
ん細胞を周囲の間質の変化を含めて総合的
に考えることが、今まで明らかでなかったリ
ンパ節転移機構の解明の一つの解決手段と
考えている。 

早期がんは、既存の構築が保たれており、
転移能の高いがん細胞の特性を見極めやす
いと考え、今回の研究では、早期消化管がん
を対象とする。近年、早期消化管がん病変に
対する内視鏡的粘膜切除術あるいは内視鏡
的粘膜下層切除術が増加していることから
も、原発巣の組織からリンパ節転移を予測す
ることは、臨床的に追加外科的治療が必要か
否かを決める重要な臨床情報に直結する所
見となり、患者にもたらす利益は多大なもの
と考える。 
 
２．研究の目的 
早期消化管がんのリンパ管侵襲・リンパ節

転移の分子機構の一端を解明することを目

的とする。本研究では、手術検体から採取し
たヒト早期大腸がん組織を用い、リンパ節転
移陽性症例と陰性症例の間のがん細胞およ
びがん間質の形態学的特徴を詳細に検討す
る。これらの形態学的な解析から見出した組
織像を裏付けるリンパ節転移に関わる重要
な分子を選出する。免疫組織化学染色により、
実際のヒトがん組織でのそれら分子の発現
程度・分布を検討し、実際のリンパ節転移の
有無との相互の関係を解析することにより、
がんのリンパ節転移に関連する分子機構の
解明を目指す。 

 
３．研究の方法 
(1) ヒト早期大腸がん（sm 浸潤がん）の形
態学的特徴とリンパ節転移との関係の統計
学的解析 
ヒト sm 浸潤がんより、リンパ節転移陽性群
（35 例）、リンパ節転移陰性群（70 例）を収
集し、年齢、性別において統計学的な有意差
のない 2群を選出する。それらにおいて、東
邦大学医療センター大森病院より、腫瘍の最
大割面および最深部を含むパラフィン包埋
ブロックを借用する。パラフィン包埋ブロッ
クより約 3～3.5μm 厚の連続切片を HE 染色
と共に各 20 枚作成する。さらに特殊染色、
免疫組織化学染色により、脈管侵襲を調べる。
下記の病理組織学的所見を観察し、リンパ節
転移陽性群とリンパ節転移陰性群における
差異を検討するため、統計学的解析を行う。 
①腫瘍細胞：  
・組織型：高分化、中分化、低分化のうち優
位な組織型を判定。さらに、浸潤先進部にお
ける腫瘍の組織型を別に判定（WHO 分類に準
ずる）。 
・発育形式：膨張性増殖あるいは浸潤性増殖
に分類。 
・粘液がん成分の混在の有無を判定。 
・Tumor budding（1－5 個の腫瘍細胞塊）の
有無：弱拡大において、最も tumor budding
の目立つ 1視野を探し、強拡大(200 倍)にお
いて budding の数を数える。 
・micropapillary pattern の有無の判定。 
・腫瘍内への好中球浸潤の有無の判定。 
②がん間質：  
・浸潤先進部におけるがん間質を、形態学的
に mature type、immature type、intermediate 
type に分類。[Ueno H. Gut, 2004] 。 
・浸潤先進部を囲う様にリンパ球浸潤を認め
る PLI: peritumoral lymphocytic 
infiltration の程度と CLR: Crohn’s-like 
lymphoid reaction の程度を判定[Jass JR. 
Lancet, 1987 ]。 
・浸潤先進部における好中球の集簇の有無を
判定 [Uehara K. Br J Surg., 2007]。 
③リンパ管・血管： 
ビクトリア青染色による弾性線維の染色お



よび LYVE-1 抗体、von Willebrand 抗体の免
疫組織化学染色を用いリンパ管侵襲、静脈侵
襲の個数と分布の検索をする。 
④組織標本を用いた筋板の性状と浸潤部の
測定： 
・HE 染色標本にて粘膜筋板(MM)の走行を確認
する。HE 染色標本で MM の走行が追えるもし
くは推測できるタイプ（Type A）と完全に MM
が断裂しているタイプ（Type B）に分類 [立
石陽子, 胃と腸,2007]。 
・浸潤距離：MM の走行が確認できる場合は、
MM の下縁より腫瘍の最深部までの距離を測
定。MM が断裂している場合は、腫瘍表面から
最深部までの距離を測定。 
・浸潤の広がり：浸潤距離と腫瘍浸潤の幅を
測定し、それらを掛け合わせる。 
 
(2) Real-time PCRによるがん浸潤先進部の
発現解析 
①ヒト早期大腸がん組織のパラフィン包埋
切片からの RNA 抽出：ヒト早期大腸がん症例
の中で、リンパ節転移陽性群およびリンパ節
転移陰性群より、浸潤部の腫瘍組織が十分量
存在する症例を約 10 例ずつ選出する。上記
１で見出した形態学的特徴を呈する組織の
みを回収する。具体的には 10μm 厚パラフィ
ン標本を作製し、脱パラフィン後、HE 染色を
行う。microdissection は Laser 
Microdissection System (LSLMD-1)（ライカ）
を用いる。パラフィン包埋切片用の RNA 抽出
キット（High Pure RNA Paraffin Kit, Roche）
を用いて RNA を抽出する。 
②抽出した RNA を用いた real-time PCR によ
る差異のある遺伝子発現の解析：マトリック
ス分解酵素(MT1-MMP,ＭＭＰ1,2,3,7,9,13
等)、ケモカイン（CCR7,CCL12,CXCR5,CXCR7
等）、接着因子（Cadherin family）等の候補
遺伝子のプライマーを設計し、real-time PCR
により癌細胞における発現量を測定する。統
計学的に有意な差異を示す候補遺伝子を選
出する。 
 
(3) 選出した分子に対する抗体を用いた免
疫組織化学染色の施行  
免疫組織化学染色は、3％過酸化水素溶液に
て内因性ペルオキシダーゼブロック後、
pH6.0 のクエン酸バッファー緩衝液を用いた
熱処理を施行（microwave を使用）する。5％
スキムミルクにて非特異的反応をブロック
した後、各一次抗体を反応させ、Dako 社の
Envison kit および DAB 発色試薬を用い、候
補遺伝子のコードするタンパク質に対する
抗体を用いた免疫組織化学染色を施行する。
HE染色にて形態を観察した約100例のヒト早
期大腸がん組織切片を使用し、それら分子の
発現および分布とリンパ節転移の有無との
関連を統計学的に検討する。 

 
(4) 早期胃がんを用いた免疫組織化学の施
行と統計学的解析 
早期大腸がんでリンパ節転移陽性群と陰性
群の間で有意な差を認めた分子の発現を、早
期胃がんにも応用する。早期胃がんにおける
リンパ節転移陽性群 66 例、リンパ節転移陰
性群 66 例を用い（[Fujimoto A. Am J Clin 
Pathol ]と同一症例群）、免疫組織化学染色
を施行する。目的分子の発現および分布とリ
ンパ節転移の有無との関連を統計学的に検
討する。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト早期大腸がん（sm 浸潤がん）の形
態学的特徴とリンパ節転移との関係の統計
学的解析 
早期大腸がん（sm 浸潤がん）111 例（リンパ
節転移陽性症例 36 例、陰性症例 75 例）を用
い、組織形態学的項目 13 項目、免疫組織化
学染色を用いた脈管侵襲の同定 2項目につい
て、検討した。 
リンパ節転移陽性群と陰性群を比較し、腫瘍
の発育様式、浸潤部の粘膜筋板の性状、浸潤
距離、主となる組織型、浸潤先進部の組織型、
Tumor budding の有無、腫瘍胞巣内好中球浸
潤の有無、がん間質の線維化における形態学
的分類、Crohn’s-like lymphoid reaction、
浸潤先進部における好中球の集簇の有無、リ
ンパ管侵襲が、両群において統計学的に有意
な差を認めた。 
 
（2）がん浸潤先進部における蛋白発現程度
とリンパ節転移との関係の統計学的解析 
(1)で用いた症例と同様の症例群を用いて免
疫組織化学染色を施行した。MT1-MMP1、MMP1、
MMP2、MMP7、CXCR7、CXCL12、CCR7、ANGPTL4
など、文献的に消化器がんにおいてリンパ節
転移に関わると報告される抗体で、入手可能
な抗体を多数選出した。MT-MMP1、MMP1、MMP2
は腫瘍の一部に染色されたが、リンパ節転移
との関連は認めなかった。CXCR7、CCR7 にお
いては、免疫組織化学染色において、評価可
能な陽性像を確認することはできなかった。
MMP7は、腫瘍細胞の、特に浸潤先進部の tumor 
budding の部分にほぼ一致して強い陽性像が
確認された。CXCL12 は、腫瘍細胞に様々な割
合で陽性像を認め、MMP7 ほどではないが、同
様に浸潤先進部の tumor budding の部分に強
い陽性像を認めた。ANGPTL4 は CXCL12 と類似
する分布であるが、CXCL12 よりは発現する腫
瘍細胞が少なかった。それぞれのカットオフ
値は、MMP7 は文献で報告のある 30％、CXCL12
は過去の検討と同様 30％、ANGPTL4 は 20％と
して比較した。いずれの 3項目も、統計学的
にリンパ節転移の有無との有意な相関を認
めた。 



 

(3)統計学的にリンパ節転移の有無と相関の
あった項目を用いた多変量解析 
リンパ節転移との関係が統計学的に認めら
れた発育様式、浸潤部の粘膜筋板の性状、浸
潤距離、主となる組織型、浸潤先進部の組織
型、Tumor budding の有無、腫瘍胞巣内好中
球浸潤の有無、がん間質の線維化における形
態 学 的 分 類 、 Crohn’s-like lymphoid 
reaction、浸潤先進部における好中球の集簇
の有無、リンパ管侵襲と共に、上記の MMP7、
CXCL12、ANGPTL4 の腫瘍における発現を加え、
計 13 項目を用いて多変量解析を施行した。
その結果、腫瘍胞巣内好中球浸潤の有無、リ
ンパ管侵襲の有無、MMP7 の発現程度の 3項目
が、早期大腸がんにおけるリンパ節転移の有
無に関して独立した因子であることがわか
った。 
 

 
（4）大腸がん浸潤先進部におけるがん間質
の発現解析 
ヒト大腸がん組織の切片より、浸潤先進部で
のがん細胞周囲の間質を、レーザーマイクロ
ダイセクションにて切り出し、RNA の抽出を
行った。（3）でリンパ節転移の有無との間で
有意な差を認めた所見である、浸潤先進部の
がん細胞の MMP7 発現の高い症例と低い症例
を約 10 例選出し、レーザーマイクロダイセ
クションを施行した。早期がん病変では、病
変が小範囲であるため、RNA の採取量が少な
く解析が困難な症例が多かった。統計学的検
討までは至っていないが、さらに症例を増や
し、検討中である。 
 
（5）免疫組織化学染色による大腸がん浸潤
先進部の解析 
（3）でリンパ節転移の有無との間で有意な
差を認めた所見である腫瘍胞巣内好中球浸
潤の目立つ症例と目立たない症例を比較す
るために、免疫組織化学染色を施行した。レ
ーザーマイクロダイセクション法では好中
球の混在が多く、純粋ながん細胞の相違を検
討できないことから、組織構築と共に検討で
きる免疫組織化学染色を選んだ。好中球の遊
走に関わるとされるインターロイキン 8の発
現を免疫組織化学染色にて観察した。一部の

症例において、主に浸潤先進部の tumor 
budding を来しているがん細胞においてイン
ターロイキン 8の強発現が観察された。腫瘍
胞巣内好中球浸潤の目立つ症例にも比較的
強い発現を認めたが、明らかな差は認められ
なかった。しかし、興味深い分布を示してお
り、今後詳細な観察が必要と考える。 
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