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研究成果の概要（和文）： 
口腔癌の増殖・浸潤と予後判定の精度を高めることを長期課題として、交付期間においては、
癌実質と血管/リンパ管を含む間質要素を特異抗体により免疫標識した上で、癌微小環境におけ
る構成要素の空間情報を保持した３次元組織立体構築法を確立した。再構築した組織空間では、
癌実質・間質の境界形状、分断された癌胞巣の分布、血管・リンパ管の走行を可視化できると
ともに、癌細胞の脈管侵襲の有無について定量解析できることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The present study aimed at gaining 3D quantitative information about invasion front 
pattern, angiogenesis, and lymphangiogenesis in oral squamous cell carcinoma. 
During the approved 2-year-period, the P.I. developed the experimental protocol and 
procedures of histology-based 3D reconstruction comprising multiple immunolabeling 
of cancer constituents (e.g., carcinoma cells and blood/lymph endothelial cells), 
alignment and superposition of digitized images, and computer-assisted color 
segmentation of labeled targets. The reconstructed 3D images allow us to inspect 
visually and quantitatively the complex architecture of cancer lesions. 
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１．研究開始当初の背景 

 口腔領域に発症する悪性腫瘍の大部分

は口腔粘膜上皮に由来する扁平上皮癌であ

り、疫学調査では高齢者に限らず若年者でも

口腔癌の発症に至る症例が増えていること

が指摘されている。口腔癌の病理組織診断に



おいては、さまざまな組織染色を施した病理

組織標本を光学顕微鏡で観察することによ

り、癌病変の広がりと予後判定が試みられて

いる。これまでの研究成果のなかでは、口腔

癌のうちで最も発症頻度の高い舌癌の臨床

病理診断においては、癌の浸潤様式の組織所

見に基づく Y-K分類が所属リンパ節転移を含

む予後判定に有用であると報告されている。

ただし、組織標本に現れる癌病変の 2 次元観

察のみにおいては、癌胞巣の連続性や周囲の

血管、リンパ管への侵襲の有無を評価するの

が困難な場合も多い。近年、病理診断分野に

は組織染色画像を高分解能でデジタル記録

できるバーチャル・スライド装置が導入され

ており、多数枚数の連続組織画像を比較的短

時間で記録・保存し、3 次元構築ソフトによ

り組織立体構築を遂行できる環境が整って

きた。同時に、ヒト癌病変の組織診断におい

ては、多種多様な特異抗体による免疫組織化

学の手法が確立されるなかで、自動免疫装置

の併用により多数の組織標本の免疫標識も

日常的に行われている。これらの癌病理診断

の現状を踏まえて、新たな組織診断指標を探

る目的で口腔癌の組織立体構築と 3次元構造

解析を到達目標に設定した。 

 
２．研究の目的 

 本研究の到達目標として、舌扁平上皮癌を

対象として、癌細胞と脈管内皮細胞の免疫組

織化学マーカを併用した多重免疫標識法を

確立するとともに、連続標識画像から標識細

胞要素（癌細胞、血管・リンパ管内皮細胞）

を色調分画したうえで空間情報を揃えて立

体表示する組織立体構築法の確定を目指し

た。幸い、2 年間の交付期間においてバーチ

ャル・スライド装置（NanoZoomer、浜松ホト

ニクス）が大学予算により購入されるなかで、

個別抗体による免疫標識画像を高分解能で

バーチャル記録することにより多段階の免

疫標識プロトコールに拡張することができ

た。このことにより、癌実質と間質との境界

設定、複雑な走行を示す微細血管網とリンパ

管網を分画することが可能となり、舌癌原発

症例における浸潤能・転移能の判定根拠とな

りうる 3 次元空間での組織パラメータ（癌浸

潤の広がり範囲、血管・リンパ管内皮細胞と

癌細胞との近接度および脈管内浸潤の頻度）

の定量解析法について確立することを目的

とした。 

 
３．研究の方法 

 舌癌組織画像からの立体構築にあたっ

ては、舌扁平上皮癌の最深達部の領域を組織

アレイ法で円柱状（3mm 直径）に切り出し、

回転式ミクロトームで連続切片（4μｍ厚さ、

100 枚前後）を作製した。薄切片間の染色性

の均一化や組織像の撮影時間を短縮化する

ことを考慮して、ガラススライド上に薄切標

本を 9 連続切片×3 列で配列した。癌胞巣・

血管・リンパ管を分画した立体構築を実現す

るうえでは、上皮マーカとしてサイトケラチ

ンカクテル（AE1+AE3/34βE12/MNF116）抗体、 

立体画像間で空間座標を揃える 

…

分画要素を統合して立体表示する 

実質・間質・核の分画血管・リンパ管の分画

免疫標識・画像保存→免疫標識・画像保存 

組織アレイヤーでの切り出しと薄切 

…

 

 

 
組織アレイ法による標的領域の切り出し、多重免疫

標識とバーチャル画像記録に基づく立体構築過程。 



リンパ管内皮細胞特異マーカには D2-40抗体、

血管内皮細胞特異マーカとして CD31 抗体を

使用した免疫多重染色を実施し、抗体反応は

ABC 法により異なる発色剤（Vector SG と DAB）

で識別した。連続薄切標本全域の染色画像に

ついては、NanoZoomer で対物×20 倍の分解

能でデジタル記録した。この作業工程を繰り

返すことにより、同じ組織標本に複数回の免

疫標識→画像保存を実施できる。画像分解能

は 0.92μm/ピクセルで、この画像分解能では

単独の癌細胞の分離・計測が可能である。連

続デジタル画像の積層・座標位置合わせ、組

織要素の色調抽出、3 次元画像の観察と形態

計測には RATOC TRI-SRF2 ソフトウェアを使

用した。 

 
４．研究成果 

多段階・多重免疫標識による癌実質と脈管網

の立体構築：現在までに確立した舌癌の免疫

標識の標準プロトコールでは、108 枚の連続

薄切切片にCD31/D2-40 の二重免疫染色とサ

イトケラチンカクテル/Ki67 二重免疫標識を

逐次実行することにより、癌実質とその周囲

に発達した脈管網を立体構築できる。例示し

た癌組織領域（3 mm 径、4 μm厚×108 枚、

3 mm3 の組織空間）の立体構築像では、血管

内皮、リンパ管内皮、癌細胞をそれぞれ色調

分画して 3 次元表示している。この組織空間

では 104個オーダーの細胞が含まれているが、

個々の細胞核を分画するとともに、Ki-67 陽

性を示す分裂細胞の局在を俯瞰することも

できた。今回の立体構築・3 次元構造解析で

は、画像積層処理と観察対象物の形状・色調

抽出処理をすべて演算アルゴリズムに基づ

いて遂行しており、立体構築の精度と再現性

の保証とともに、立体構築工程に要する労

力・時間も大幅に短縮することが可能となっ

た。3 次元空間に再現された癌実質と脈管網

の各組織要素については、その容積・表面

積・数・長さ・3 次元座標位置に基づいた連

結性と空間距離を計測することができる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

舌癌の浸潤先端での癌実質（左）と癌実質周囲の微

小血管網（右）の組織立体構築像。 

腫瘍血管・リンパ管の新生誘導と癌胞巣に

よる脈管侵襲：立体構築した組織空間には

癌胞巣周囲にCD31 陽性の新生された血

管が密度高く分布しており、癌胞巣を籠状

に囲む微細な毛細血管網も再現できた。連

続薄切片からの立体構築においては、画像

の位置合わせ精度が課題となる。例示した

癌胞巣周囲に発達した血管網から連続した

単一の血管構造を抽出すると、太い血管か

ら分枝した末梢血管網が連続して再構築で

きており、連続する血管の走行距離は

110mmに達することも計測できた。癌胞巣

の血管・リンパ管への侵襲の有無を判定す

るうえで、3 次元空間座標で癌細胞マーカ、

血管内皮マーカ、リンパ管内皮マーカがそ

れぞれ接する座標点を自動抽出できる。舌

癌の複数症例についての立体構築画像での

解析結果では、リンパ節転移の有無に関係

なく癌胞巣は血管・リンパ管とは非常に多

くの箇所（10 ～103 4オーダー）で接触して

いることが確かめられた。さらに、癌胞巣

と脈管の位置関係をモニター上で俯瞰する

ことにより、血管・リンパ管との接触点が

分散するのではなく、特定領域に集中する

“ホットスポット”も発生していることも

確かめられた。これらの“ホットスポット”

領域をマウス操作により網羅的に拡大・精

査することにより、癌胞巣がリンパ管壁を



突き破るように侵襲している箇所を検出す

ることも容易であった。なお、これまでの

検索例においては血管内腔へ浸潤した癌胞

巣は検出されておらず、舌癌症例が早期に

リンパ節転移を起こすことと関連する組織

所見として注目している。 
 

まとめ 

本研究課題では、口腔癌の浸潤様式と予後判

定の科学的根拠となる診断基準を確立する

ことを到達目標として、口腔扁平上皮癌の症

例から 3次元空間での腫瘍宿主境界部を可視

化するとともに、癌細胞と脈管内皮細胞の免

疫組織化学マーカを併用した多重免疫染色

画像の立体構築に基づいて、癌胞巣周囲での

血管・リンパ管網の空間分布を 3 次元形態解

析した。免疫表現型の異なる組織要素の分画

と連続画像の積層により、血管内皮、リンパ

管内皮、粘膜上皮・癌胞巣を統合した 3 次元

観察が可能であり、癌胞巣内部と周辺領域に

おける微小脈管網の走行・密度・増殖活性を

定量解析できた。3 次元情報による癌の構造

解析では、癌実質と脈管要素との空間配列に

注目して、癌胞巣の脈管内侵襲の部位を半自

動的に網羅的に特定できるとともに、脈管侵

襲部位を任意の方位から診断できる。以上の

成果に基づき、本研究課題で確立した組織立

体構築法は口腔腫瘍の臨床病理診断に寄与

できると考えている。 
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