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  １ 目  的 

大腸癌において、簇出などの腫瘍先進部の癌組織の病理学的所見が腫瘍の生

物学的悪性度をよく反映することが知られている。一方、近年では癌間質が注

目され、これが癌細胞と微小環境を構築し、腫瘍の浸潤・転移に影響を及ぼし

ていることが示されているが、腫瘍先進部に特異的に出現する癌間質の特徴は

十分に解明されていない。我々の教室では大腸癌の腫瘍先進部における線維性

癌間質の形態的特徴に基づき、成熟した間質（Mature stroma）、未熟な間質

（Immature stroma）、その中間にあたる間質（Intermediate stroma）に分類するこ

とが可能であることを報告してきたが、この所見の臨床応用と分子生物学的特

徴については十分に明確ではない。本研究では、予後予測の観点から線維性癌

間質の評価を大腸癌の治療選択の基準の一つとして用いる意義があるかどうか

を明らかにし、さらに線維性癌間質の形態を規定する分子生物学的因子の探索

を目的とした。 

 

  ２ 対象並びに方法 

大腸癌治癒切除症例において予後転帰の観点から両極にある Stage II症例（予

後良好症例）と N3 症例（予後不良症例）を対象とし、切除標本における腫瘍先

進部の線維性癌間質の形態を分類して再発との関連を検討した。また、原発巣

の手術標本において抗 α-smooth muscle actin抗体を用いた免疫組織化学染色にて



筋線維芽細胞を同定し、線維性癌間質の形態的所見との関連を検討した。さら

に、事前に同意の得られた症例については、術中に原発巣より新鮮凍結標本を

採取して periostin の mRNA およびタンパク質の発現を検討し、線維性癌間質と

の関連性を評価した。 

 

  3 結  果 

1）Stage II及び N3 大腸癌症例のいずれにおいても、線維性癌間質の成熟度に基

づく予後の層別化が可能であり、線維性癌間質は再発に関する独立した危険因

子であった。 

2）線維性癌間質の成熟度が低い症例群では筋線維芽細胞が有意に増殖していた。

筋線維芽細胞の分布が疎らである focal typeの症例に比較して分布が広範である

diffuse type の症例は有意に予後不良であった（3 年無再発生存率：各々84.4％、

61.5%）。 

3）免疫組織化学染色法による periostin 発現の陽性率は、筋線維芽細胞 focal type

の 28.9％に比較し、diffuse typeは 88.6％と有意に高率であった。また、3年無再

発生存率は periostin 陰性が 93.4%、periostin 陽性例は 55.1%と、陽性例で有意に

予後不良であった。 

4）線維性癌間質と periostin の関連について、線維性癌間質の形態別に成熟度が

低い症例において、periostin mRNAの発現が有意に増強していた。また、periostin

タンパク質の発現においても同様の結果を得た。一方、同一腫瘍内における

heterogeneityに注目して検討したところ、成熟度の高い部位に比較して低い部位

で periostin mRNAおよびタンパク質の発現が増強していた。 



  ４ 考  察 

大腸癌における線維性癌間質の形態分類は、根治的切除を施行した進行大腸

癌症例のうち、最も予後が不良な集団である N3症例と、最も予後が良好な集団

である Stage II症例のいずれにおいても高い予後分別能を示し、いずれの集団に

おいても既存の臨床病理学的因子を凌駕する独立した予後指標であった。線維

性癌間質を評価することで、術後補助化学療法の適応や術後サーベイランス方

法の個別化に寄与できる可能性があり、今後、大規模な多施設症例集積による

前向き研究による検証を行う価値があると考えられた。また、本研究において

線維性癌間質の形態的特徴は、筋線維芽細胞の分布と、筋線維芽細胞から分泌

される periostin の発現と密接に相関していることが明らかとなった。未熟な間

質を伴う腫瘍ほど転移・再発能が高いことの背景となっている可能性が示唆さ

れると共に、大腸癌細胞が浸潤・転移能獲得する上での癌微小環境の重要性を

示唆する所見であると考えられた。 

 

 

  ５ 結  論 

線維性癌間質の形態的特徴に基づく分類は大腸癌の生物学的悪性度をよく反

映しており、予後を適格に層別化することができることから、大腸癌症例にお

ける個別化治療に寄与しうる。筋線維芽細胞及び periostin が線維性癌間質の形

態学的特徴に関連していると考えられた。 
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第 1章 緒言 

 

本邦での大腸癌診療は、2005 年に刊行された大腸癌治療ガイドラインによっ

て標準治療が示され、治療の質の均霑化が図られている。しかしながら、解決

すべき臨床的課題も多く、術後再発の抑制と生命予後の改善を目的とした術後

補助化学療法の適応基準の確立も例外でない。 

補助化学療法の主たる対象は Stage III 大腸癌である。この Stage III 大腸癌に

ついて、大腸癌治療ガイドラインでは術後補助化学療法を 6 か月間施行するこ

とが推奨されている。しかしながら本邦での大腸癌の治療成績は良好であり、

大腸癌研究会による全国登録に基づくと、術後補助化学療法が確立されていな

かった 1990 年代においても Stage III 大腸癌の再発率は 30.8％と報告されている

[1]。すなわち、補助化学療法を施行する約 7 割の症例で結果的には不必要な治

療を行っていることになるが、これは副作用で患者が被る不利益や医療資源の

観点からは看過できない問題である。 

また、Stage III 大腸癌の補助化学療法において解決すべきもうひとつの臨床的

問題がレジメンの選択基準の確立である。大腸癌の術後補助化学療法に使用可

能な薬剤は、fluorouracil（5-FU）に代表されるフッ化ピリミジン系代謝拮抗剤で

あるが、近年では、白金製剤である oxaliplatin が使用可能となり、5-FU 系薬剤

と併用することにより、5-FU 系薬剤単独より高い治療効果が得られることが示

されている[2, 3]。しかしながら、oxaliplatin の副作用である末梢神経障害はほぼ

全例に出現し、治療終了後も持続する症例も少なくない[4, 5]。このような高侵

襲な治療を必要とする症例の選別において、再発リスクの評価は極めて重要で

ある。 
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一方、前述の大腸癌研究会による全国集計データによると、Stage II 大腸癌の

再発率は 13.3%である。比較的予後良好のこの集団において補助化学療法の有用

性は示されていない。大腸癌治療ガイドラインでは、全ての Stage II 大腸癌に対

して一律には補助化学療法を行わないと述べられ、具体的な適応症例について

言及されていない[1]。海外のガイドラインでは Stage II 大腸癌の再発リスク因子

が挙げられ、高リスク症例において術後補助化学療法を施行することが推奨さ

れている[6, 7]。しかしながら、再発高リスク因子の内容はガイドラインごとに

異なり、またいずれも高いエビデンスに基づいたものではない。 

以上の大腸癌術後補助療法に関する臨床上の問題点を解決するためには、各

Stage における予後の層別化が肝要である。現行の大腸癌取扱い規約にある主組

織型、深達度、腫瘍最大径、脈管侵襲等の既存の予後因子のみでは不十分であ

り、新たな悪性度指標が必要である。近年、腫瘍先進部の組織所見の重要性が

認識されている。腫瘍先進部において観察される簇出（budding)は、転移や再発

に関連する因子としての重要性が認識され、大腸癌取扱い規約に記載されるに

至った[8-11]。一方、最近では、癌細胞のみならずその周囲の微小環境を形成す

る間葉系組織の機能が重要であることが数々の基礎研究で示されている。 

これまで腫瘍先進部における癌組織周囲に存在する線維性癌間質を形態的に

分類する方法はなかったが、Ueno らは、先進部に特異的に出現する線維性間質

成分を基準に、成熟した間質（Mature stroma）、未熟な間質（Immature stroma）、

その中間にあたる間質（Intermediate stroma）に分類できること、形態学的多様

性が癌の生物学的悪性度と関連し予後分別能を有することを示している[12-16]。

しかしながら、この様な線維性癌間質の形態学的多様性の分子生物学的背景は

十分に研究されていない。 
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 癌の微小環境を規定する重要な細胞のひとつが線維芽細胞（fibroblast）であ

る。これが筋線維芽細胞（myofibroblast）に分化することで癌細胞の血管新生や

浸潤・転移を促進する機能が高まることが報告されており、癌関連線維芽細胞

（cancer-associated fibroblasts: CAFs）とも呼ばれている[17, 18]。近年、筋線維芽

細胞から分泌される periostin が注目され、これが癌の進展に関与し、予後因子

となるとの報告がある[19, 20]。 

 本研究ではこれらの背景を踏まえ、進行大腸癌症例における線維性癌間質

の形態学的特徴に関する臨床的意義を明らかにすることと、特に筋線維芽細胞

と periostin に着眼して、線維性癌間質の形態学的特徴との関連を明らかにする

ことを目的とした。前者に関しては、大腸癌治癒切除症例の予後を最も規定す

るリンパ節転移程度を一定にした母集団を選択して検討することにより、本因

子の予後分別能をより正確に評価した。 
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第 2 章 進行大腸癌における線維性癌間質の形態学的特徴の臨床病理学的意義 

 

第 1 節 Stage II 大腸癌における線維性癌間質の形態学的特徴の臨床学的意義 

 

1 背景・目的 

Stage II 大腸癌はリンパ節転移を有さない進行癌であり、本邦の大腸癌登録に

よると根治的切除により 84.8%の 5 年全生存率（OS）が得られ、比較的予後良

好な症例群である[1]。Stage II 大腸癌における最大の clinical question に、術後補

助化学療法の適応が挙げられる。大腸癌 Stage II+III 症例の術後補助化学療法に

関するランダム化比較試験である QUASAR 試験では 5-FU+Leucovorin を用いた

術後補助化学療法施行群と手術単独群を比較しているが、化学療法施行群の無

再発生存率（RFS）および OS がともに良好で、5 年 OS に 3～4%の上乗せ効果

が認められたが、Stage II のみに対象を絞った副次的解析では生存率に有意差は

認められなかった[21]。 

 また、QUASAR 試験以外にも pT3 pN0 症例を対象とし術後補助化学療法施行

群と手術単独群を比較したランダム化比較試験が複数存在するが[22]、いずれの

試験でも RFS、OS ともに有意差は認められず、メタアナリシスでも術後補助化

学療法施行群の生存期間が若干良好な傾向を認めるのみで統計学的な有意差は

得られていない[23, 24]。本邦においても Stage II 大腸癌における術後補助化学療

法のランダム化比較試験である SACURA trial[25] が施行され、手術単独群に対

する UFT 単剤内服群の優越性を検証したが、UFT を 1 年内服することによる予

後の上乗せ効果は示されなかった[26]。 

 現在、本邦の大腸癌治療ガイドラインでは、Stage II 大腸癌に対してすべて一
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律には補助化学療法を行わないよう勧められている[1]。一方、海外のガイドラ

インでは Stage II 大腸癌に再発高リスク因子を設定し、限られた症例において術

後補助化学療法を施行することが推奨されている。再発高リスク因子としては、

ASCO2005 ガイドラインでは郭清リンパ節個数 12 個未満、pT4、穿孔、低分化

腺癌・印環細胞癌・粘液癌の各因子が[27]、ESMO ガイドラインでは T4、低分

化腺癌または未分化癌、脈管侵襲、リンパ管侵襲、傍神経浸潤、初発症状が腸

閉塞または腸穿孔、郭清リンパ節個数 12 個未満の各因子が挙げられている[28, 

29]。また National Comprehensive Cancer Network（NCCN）診療ガイドラインで

は、リンパ節検索個数 12 個未満、低分化な組織型、脈管侵襲陽性、腸閉塞、神

経周囲浸潤、穿孔、切除断端陽性といった因子が挙げられているが、いずれも

高いエビデンスに基づいたものではない。 

 現状では予後不良なサブグループを抽出して選択的に補助化学療法を行う戦

略は妥当と考えられるが、上述のごとく再発高リスク因子はガイドラインごと

に異なる現状にある。そこで、本検討では Stage II 大腸癌における、最適な再発

高リスク要因を明らかにすることを目的とし、各ガイドラインに挙げられてい

る再発高リスク要因を含む既存の臨床病理学的因子に加え、新たな大腸癌の予

後層別化因子である線維性癌間質の形態学的分類の予後への影響を検討した。 
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2 対象・方法 

 

1）症例 

1998 から 2007 年の間、防衛医科大学校病院で D3 郭清を伴う根治切除術を施

行した Stage II 大腸癌症例 490 例（結腸癌 381 例、直腸癌 109 例）を対象とした。

患者背景の詳細を表 1 に示す。腫瘍占居部位の内訳は、結腸癌が 381 例、直腸

癌が 109 例であった。 

 

2) 方法 

線維性癌間質の評価のために用いた病理標本は、日常病理診断のために作製

された既存の hematoxylin-eosin 染色標本を使用した。漿膜下層を含んだ原発巣

の全切片を観察し、腫瘍先進部の線維性癌間質を既報の方法に従い Mature、

Intermediate、Immature の 3 群に分類した[12, 15, 16]。すなわち、先進部間質に極

性を維持したきめ細かい collagen 線維を認めるものを Mature、明るい好酸性の

ヒアリン化を伴う幅の広い断片状の collagen 線維（keloid-like collagen）が混在す

るものを Intermediate、myxoid な間質が対物 40 倍視野全体を占めるものを

Immature と判定した（図 1）。複数の線維性癌間質が存在する症例では、最も成

熟度の低い領域をその症例の線維性癌間質として判定した。 

また、海外のガイドラインで示されている既存の再発高リスク要因を含む臨

床病理学的因子に関しては診療録、病理報告書等を参照するとともに、簇出に

ついては、大腸癌取扱い規約（第 8 版）の基準に従って新たに評価した[30]。 

なお、線維性癌間質および簇出の評価は、予後転帰を含むすべての臨床病理

学的情報を blind にした状態で申請者（末山）が施行した。評価の再現性を検証
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するため、無作為に抽出した症例の病理標本を申請者以外の評価者（上野）が

独立して評価を行い、その評価者間の判定一致の程度をκ係数により評価した。 

 

3) 統計学的手法 

線維性癌間質とその他の臨床病理学的因子との関連は、χ２検定にて検討し、

母集団が少なく期待値が 5 未満となる場合には Fisher の直接確率法を用いた。  

また、各病理学的因子における OS と RFS の検討については、OS の生存率曲線

は全死亡を、RFSでは再発および全死亡を eventとしてKaplan-Maier法で算出し、

log-rank test にて有意差を検定した。単変量解析にて RFS に有意な相関を示した

因子に関しては Cox's proportional hazard model による多変量解析を行い、RFS に

関する寄与度を検討した。P 値が 0.05 以下を有意とし、各統計計算は JMP pro11.0

（SAS Institute, Cary, NC）を用いて行った。κ係数に基づく一致率の解釈は、

<0.4：一致度不良（poor）、0.4-0.6：中等度の一致（moderate）、0.6-0.8：良好な

一致（substantial）、0.8>：ほぼ完璧な一致（almost perfect）とした[31, 32]。 

 

3 結果  

 

1）線維性癌間質の評価の内訳および評価者間の一致率 

対象症例における線維性癌間質の分類の内訳は、Mature が 263 例（53.7％）、 

Intermediate が 173 例（35.3％）、 Immature が 54 例（11.0％）であった。判定の

再現性についてκ値を検討したところ、線維性癌間質の評価に関するκ値は 0.69

であり、substantialと評価された。これは簇出の評価に関するκ値（0.65；substantial）

をわずかながら上回るものであった。線維性癌間質の分類と相関を認めた病理

学的因子は、腫瘍占居部位（P = 0.011）、壁深達度（P = 0.001）、静脈侵襲（P < 
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0.0001）、リンパ管侵襲（P = 0.008）、簇出（P < 0.0001）、術前 CEA 値（P = 0.011）

であった（表 2）。 

 

2）線維性癌間質の形態学的分類別の予後 

 対象症例全体の 5 年 OS は 86.5％、5 年 RFS は 79.4％であった。線維性癌間

質の分類別の OS および RFS に関する生存曲線を図 2 に示す。5 年 RFS は Mature

群では 89.7%、Intermediate 群では 73.7%、Immature 群では 47.2%であり、線維

性癌間質の成熟度の低下に従って、有意に予後不良（P < 0.0001）であった。OS

に関しても、Mature 群、Intermediate 群、Immature 群での 5 年 OS 率各々93.2%、

83.3%、64.0%と、RFS と同様の結果であった（P < 0.0001）（図 2）。腫瘍占居部

位別に検討した場合にも、結腸癌、直腸癌のいずれにおいて線維性癌間質分類

による予後の層別化が可能であった（図 3）。 

3）Stage II 大腸癌の再発リスク因子 

線維性癌間質を含む臨床病理学的因子別の 5 年 RFS を 表 3 に示す。単変量解

析においては、性別（P = 0.022）、リンパ節検索個数（P = 0.0004）、線維性癌間

質（P < 0.0001）、リンパ管侵襲（P = 0.046）、静脈侵襲（P = 0.014）、簇出（P = 0.011）

が 5 年 RFS に有意な相関を示した。上記 6 因子に関して Cox's proportional hazard 

model による多変量解析を施行したところ、線維性癌間質：Intermediate/Immature

（P < 0.0001)、リンパ節検索個数：12 個未満（P = 0.011)、性別：男性（P = 0.045)

の 3 因子が独立した再発高リスク要因であった（表 4）。特に線維性癌間質のハ

ザード比は 3.19 と最も高値であった。多変量解析で選択された 3 因子について

再発高リスク要因の保有数別の予後を検討したところ、5 年 RFS は因子数 1 個
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以下で 90.7％、因子数 2 個で 69.2％、因子数 3 個で 53.9％となり、高リスク要

因の保有数が多いほど予後不良であった（P < 0.0001）（図 4）。 

4）線維性癌間質の分類と再発形式との関連 

Stage II 大腸癌における初発時再発臓器・部位別の 5 年 RFS は、肝が 83.8%、

肺が 82.9%、リンパ節が 84.5%、局所が 83.8%であった。再発臓器・部位別に線

維性癌間質分類と再発の関連を検討したところ、線維性癌間質分類はすべての

再発形式において再発リスクを有意に層別化した（全て P < 0.0001）（図 5）。 

 

4 考察 

根治切除可能な進行大腸癌の中では最も予後良好な集団である Stage II 大腸

癌において、線維性癌間質の評価による予後の層別化が可能であった。線維性

癌間質は大腸癌取扱い規約に掲載されている従来の臨床病理学的因子のいず

れをも凌駕する再発のリスク要因であり、Immature 症例の 5 年 RFS は 47.2%と

極めて不良であった。Stage II 大腸癌では術後補助化学療法の上乗せ効果が期待

できないとされる報告が散見されるが[6, 7, 21-24]、線維性癌間質の分類による

予後の層別により、リンパ節転移を有する Stage IIIa 症例よりも予後不良な集団

を抽出可能であった。このような症例においては、術後補助化学療法の施行が

妥当と考えられる。 

また、RFS に関する多変量解析で選択された再発高リスク要因の保有数別に

再発リスクの層別化が可能であったが、むしろ線維性癌間質単独の評価の方が

予後を良好に分別できており、線維性癌間質の予後因子としての有用性の高さ

が窺われた。 
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今回の検討では、ASCO ガイドラインや ESMO ガイドラインで示されている

再発高リスク要因の中でリンパ節検索個数 12 個未満が独立した再発リスク因

子として選択されたが、その他の因子はいずれも選択されなかった。特に主組

織型が低分化腺癌の場合、5 年 RFS は 90.9％と高分化・中分化腺癌よりも良好

であった。この原因としては、マイクロサテライト不安定性（microsatellite 

instability; MSI）との関連が考えられる。すなわち高度な MSI を有する大腸癌

（MSI high）は低分化腺癌が多いが、再発率が低く、予後良好とされており [33]、

低分化腺癌と判定される Stage II 大腸癌に少なからず MSI high 症例が含まれて

いるためと考えられた。また、術前腸閉塞や術前腸穿孔に関しては、本邦にお

いてそれらを呈する症例数が少なく、再発リスク因子としての意義は乏しい可

能性がある。 

転移再発形式別の検討では、肝転移、肺転移、リンパ節転移、局所再発の全

てにおいて線維性癌間質分類による再発の層別化が可能であった。線維性癌間

質の分類は特定の再発形式のみに関連しているわけではなく、再発の臓器に関

する特異性は認めなかった。 

今回の検討では、Stage II 大腸癌において、線維性癌間質の形態分類により予

後不良な集団を抽出することが可能であることが示された。このような症例で

は術後補助化学療法の施行が推奨されると考えられるがその妥当性に関しては、

今後前向き研究で検証する必要がある。 

 

5 小括 

原発巣における線維性癌間質の形態学的分類はStage II大腸癌における再発リ

スクの層別化に有用であり、術後補助化学療法の適応基準として用いることが

できると考えられた。 
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第 2 節 N3 大腸癌における線維性癌間質の形態学的分類を用いた予後の層別化 

 

1 背景・目的 

 大腸癌研究会の 2000 年から 2004 年における全国登録によると、登録され

た初発大腸癌 25,617 例のうち 42.9%にリンパ節転移が認められている。初発時

転移臓器・部位の頻度を比較すると、肝（10.9%）、腹膜（4.5%）、肺（2.4%）で

あり、リンパ節は大腸癌における転移の最好発部位である[1]。 

大腸癌のリンパ節の経路は主幹動脈の中枢側に向かうものが一般的であり、

大腸癌取扱い規約では主幹動脈の根部のリンパ節（主リンパ節）を最中枢の領

域リンパ節と規定し、腸管傍リンパ節や中間リンパ節と区別している[30] 。さ

らに、腫瘍下縁が腹膜反転部より肛門側に位置する下部直腸癌においては、解

剖学的に中枢側のみではなく内外腸骨動脈周囲や閉鎖腔などの側方向へのリン

パ流が存在し[34, 35]、この領域リンパ節（側方リンパ節）への転移率が 20.1％

と少なからず認められる[1]。本邦では従来から積極的に側方リンパ節の郭清（側

方郭清）を施行することにより局所再発の低減ならびに生命予後の改善に関す

る有用性が多数報告されており[36-40]、進行下部直腸癌においては、側方リン

パ節も領域リンパ節とされている[30]。 

大腸癌取扱い規約における N 分類は、リンパ節転移個数と転移リンパ節部位

により N1～N3 に分類されている。すなわち、病理学的に確認したリンパ節転

移個数が 3 個以下を pN1、転移個数が 4 個以上の場合を pN2、リンパ節転移個

数に関わらず主リンパ節または側方リンパ節に転移のあるものが pN3 と規定さ

れている[30]。 
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N3 大腸癌の頻度は全大腸癌の約 3.2％であり、遠隔転移を伴わないリンパ節

転移陽性症例（Stage III）の約 8.0％と比較的まれであるが、5 年生存率は 60.6％

と根治切除可能な大腸癌症例の中で最も予後不良である[1] 。一般的には補助化

学療法としては最も強力な 5-FU 系薬剤と oxaliplatin の併用が行われる集団であ

るが、新しい予後因子の臨床的意義を検討する上で重要な集団である。すなわ

ち、これまで N3 症例は一律に化学療法を施行すべきと考えられてきた予後不良

集団であるが、この集団においても予後層別化が可能となれば、補助化学療法

の適応の観点からもリスクに応じたレジメンを選択することを可能とする因子

の臨床的意義は高い。その観点から、本節では大腸癌 N3 症例において線維性癌

間質の予後予測能を評価した。 

2  対象・方法 

1）症例 

1983 から 2009 年の間、防衛医科大学校病院で D3 郭清を伴う根治切除術を施

行した N3 大腸癌症例 103 例（結腸癌 32 例、直腸癌 71 例）を対象とした。患者

背景の詳細を表 5 に示す。N3 リンパ節転移の内訳は、主リンパ節転移のみが 40

例（38.8％）、側方リンパ節転移のみが 59 例（57.3％）、主リンパ節及び側方

リンパ節の両方への転移が 4 例（3.9％）であった。このように、側方リンパ節

転移症例の割合が高く、本検討症例の約 7 割が直腸及び肛門管を主占居部位と

するものであった。 

術後補助化学療法は、2000 年以前の症例では診療録が入手できず詳細不明で

あった 43 例を除くと、43 例（71.7％）に施行されており、そのレジメンのすべ

てが tegafur-uracil（UFT）+leucovorin（LV）もしくは 5-FU 系薬剤であった。術

後補助化学療法非施行症例は 17 例（28.3%）であり、その理由は、年齢（5 例）、
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患者の希望（5 例）、併存疾患の存在（2 例）、術後合併症の遷延（2 例）等で

あった。 

 

2）方法 

日常の病理診断用に作製された hematoxylin-eosin 染色標本を使用して検討を

行った。第 2 章第 1 節での検討と同様に、漿膜下層を含む原発巣の全切片を観

察し、腫瘍先進部の線維性癌間質を Mature、Intermediate、Immature の 3 群に分

類した。 

腫瘍径、肉眼型、腫瘍組織型、脈管侵襲等の大腸癌取扱い規約に定められて

いる既存の因子に関しては病理診断報告等に記載されていたものを用い、簇出

については大腸癌取扱い規約に基づく基準に従って新たに評価した[30]。 

 

3）統計学的手法 

線維性癌間質とその他の臨床病理学的因子との関連は、χ２検定にて検討し、

母集団が少なく期待値が 5 未満となる場合には Fisher の直接確率法を用いた。

また、各病理学的因子における OS と RFS の検討については、OS は全死亡を、

RFS は再発および全死亡を event として Kaplan-Maier 法で算出し、log-rank test

にて有意差を検定した。RFS に関しては、有意な再発危険因子を対象に Cox's 

proportional hazard model による多変量解析を行い、再発に関する独立性と寄与度

を評価した。P 値が 0.05 以下を有意とし、各統計計算は JMP pro11.0（SAS Institute, 

Cary, NC）を用いて行った。 
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3  結果 

 

1）線維性癌間質の分類と臨床病理学的因子の関連 

 N3症例103例においてMatureが16例（15.5％）、 Intermediateが48例（46.6％）、 

Immature が 39 例（37.9％）と判定された。第 2 章第 1 節における対象母集団で

ある Stage II 大腸癌と比較すると Immature の割合が著明に高率であった。 

線維性癌間質と有意な相関を認めた臨床病理学的因子は、静脈侵襲（P = 0.006）

であった。その他の臨床病理学的因子との関連には統計学的有意差は認めなか

った。（表 6） 

 

2）線維性癌間質の分類別の予後 

線維性癌間質の分類別の OS および RFS に関する生存曲線を図 6 に示す。5 年

RFS は、Mature 群が 86.7％、Intermediate 群が 27.2％、Immature 群が 10.3％であ

り、線維性癌間質の成熟度の低下に従って有意に予後不良であった（P < 0.0001）。

また、Immature 群では 1 年 RFS が 56.4%と、Intermediate （67.8%）および Mature

（100%）と比較して、早期に再発を来す症例が多かった。 

一方、5 年 OS は、Mature が 86.7％、Intermediate が 37.0％、Immature が 22.0％

であり、RFS と同様に線維性癌間質の分類により分別された（P = 0.0005）。 

3）N3 大腸癌の再発危険因子 

本検討の全対象症例中 65 例（63.1％）に再発を認めた。線維性癌間質を含む

臨床病理学的因子別の 5 年 RFS を 表 7 に示す。単変量解析において、線維性癌

間質（P < 0.0001）、壁深達度（P = 0.007）、静脈侵襲（P = 0.011）、リンパ管侵襲

（P = 0.001）、簇出（P = 0.002）リンパ節転移陽性個数（P = 0.008）が再発と有

意な相関を示した。上記 6 因子に関して、Cox's proportional hazard model による
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多変量解析を施行したところ、線維性癌間質（Intermediate/Immature）、リンパ節

転移陽性個数（≧12 個）、簇出（G2,3）が独立した再発リスク因子であった（表

8）。線維性癌間質のハザード比は 8.93（Mature vs. Intermediate/Immature）と最も

高値であった。 

 

4）線維性癌間質の分類と再発形式の関連 

N3 大腸癌における初発時再発臓器・部位別の 5 年 RFS は、肝が 63.8%、肺が

52.2%、リンパ節が 58.8%、局所が 58.3%であった。再発臓器・部位別に線維性

癌間質の分類と再発の関連を検討したところ、 肝、肺、リンパ節及び局所のい

ずれの再発形式においても線維性癌間質は再発率に関連し、Mature 症例に比較

して Intermediate/Immature 症例で有意に高率であった（図 7）。第 2 章第 1 節の

Stage II 大腸癌における検討と同様に、線維性癌間質の分類は特定の再発形式の

みに関連しているわけではなく、再発の臓器・部位に関する特異性は認めなか

った。 

 

4 考察 

本検討において、根治切除可能な大腸癌の中で最も予後不良とされる N3 大腸

癌症例においても線維性癌間質分類による予後の層別化が可能であることが判

明した。また、予後因子として広く認められている壁深達度、リンパ節転移個

数、脈管侵襲、簇出等といった既存の臨床病理学的因子とともに多変量解析を

用いて検討したところ、線維性癌間質の Intermediate/Immature はリンパ節転移陽

性個数、簇出とともに独立した再発危険因子として選択され、RFS に関するハ

ザード比は最も高かった。線維性癌間質の分類は既存の病理組織学的因子を凌

駕する優れた予後指標因子であると考えられた。 
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 線維性癌間質を用いた予後不良な集団の層別化に関しては、切除可能な肝転

移を伴う Stage IV大腸癌症例を対象としたUenoらの検討においても示されてお

り、線維性癌間質の分類別の 5 年全生存率は、Mature 58.9%、Intermediate 42.1%、

Immature 26.7%であることが報告されている[15]。本研究では予後不良な症例群

における線維性癌間質の評価の有用性を、N3 症例という従来の予後因子では均

一な集団において改めて確認したこととなる。 

 リンパ節転移を有する Stage III 大腸癌においては、再発抑制および生命予後

の改善を目的とした術後補助化学療法が推奨されている[1]。術後補助化学療法

に用いられるレジメンとしては、経口薬である tegafur-uracil (UFT)＋leucovorin 

(LV)、capecitabine (Cape)、tegafur-gimeracil-oteracil potassium (S-1)と点滴・静注薬

を用いた 5-FU+ℓ-leucovorin (ℓ-LV)、FOLFOX、そして経口薬（Cape）と点滴・静

注薬（oxaliplatin；OX）を併用する CapeOX が挙げられる。海外において Stage III

大腸癌では oxaliplatin を基軸とした比較的強力なレジメン（FOLFOX または

CapeOX）を用いることにより、oxaliplatin を含まない従来のレジメンに比較し

て、再発抑制及び生存期間に対する上乗せ効果が得られることがランダム化比

較試験により示されている[2, 3, 5, 41-43]。一方で、oxaliplatin を使用するレジメ

ンは Grade3 以上の末梢神経障害や下痢等の有害事象が高頻度に出現し、末梢神

経障害については投薬終了後も持続する場合があることから[5, 44]、その適応は

慎重になされるべきと考えられている [1]。このような観点から、Stage III 大腸

癌症例における再発リスクの絞り込みは、Stage II と同様に、副作用のリスク軽

減及び医療経済の観点からも重要である。 

 本検討において、N3 大腸癌であっても、Mature 群では 5 年 RFS は 86.7％と良

好であり、リンパ節転移を伴わない Stage II 症例とほぼ同等の治療成績であった

[1]。Mature 群は N3 症例中の 15.5%のみと多くはないが、これらの症例では、
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oxaliplatin を含まないレジメン選択の可能性が示唆された。一方で、Immature 群

では 5 年 RFS が 10.3%と高率に再発を来していた。5 年 OS も 22.0%と Stage IV

大腸癌と同程度なほど不良であるため、術後補助化学療法は oxaliplatin を基軸と

した強力なレジメンが妥当であると考えられた。検討対象期間の影響で

oxaliplatin の使用症例がなく、今回の検討症例ではレジメン別の治療効果予測は

評価不能であったが、今後は検討症例数を増やし、線維性癌間質の分類と化学

療法の奏効率についてさらに検討する必要があると考えられた。 

 

5 小括 

原発巣の線維性癌間質の形態学的分類により N3 大腸癌症例においても再発

リスクの層別化が可能であり、補助化学療法の適応選択に応用できる可能性が

示唆された。 
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第 3章 大腸癌における線維性癌間質と筋線維芽細胞の関連に関する検討 

 

1 背景・目的 

線維芽細胞は 19 世紀後半に同定された間質細胞で、細胞外マトリックスの蓄

積、上皮分化や炎症の調節、創傷治癒に関与する[45, 46]。線維芽細胞が成長因

子を分泌することで上皮細胞同士や間葉―上皮細胞間の接着を促し、ホメオス

ターシスを維持し、創傷の修復に重要な役割を担っているとされる[47, 48]。 

一方、癌組織中に存在する線維芽細胞は腫瘍の浸潤・転移を促進させること

が示されており、正常組織（非癌組織）と癌組織における fibroblasts の働きの違

いは長年疑問とされてきた[17, 49, 50]。その疑問の解決の糸口として、癌組織に

おける α-smooth-muscle actin（α-SMA）を発現マーカーとする筋線維芽細胞が注

目さるようになった。筋線維芽細胞は活性化された線維芽細胞であり、癌間質

に多様な影響を及ぼして腫瘍の浸潤・転移を惹起すると考えられている。また

悪性腫瘍の増殖には癌細胞のみならず、癌間質も重要な役割を果たしているこ

とを Kalluri らが報告し、desmoplastic reaction として認識されるようになった[17, 

51, 52]。 

癌組織の間質における筋線維芽細胞は、癌関連線維芽細胞(cancer-associated 

fibroblasts: CAFs)とも呼ばれ、乳癌領域においては間質の線維芽細胞の約 80％が

活性化した CAFs であるとの報告もある。皮膚や心筋等に存在する線維芽細胞と

は異なり、α-SMA を発現することが CAFs の特徴である[53-55]。大腸癌領域に

おいても、Tsujino らは筋線維芽細胞の個数が大腸癌の再発・予後と有意に相関

することを報告している[56]。それ以後、筋線維芽細胞が大腸癌の予後因子とし

て重要な役割を担っているという研究結果が相次いで報告され、近年では、癌
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細胞を取り巻く筋線維芽細胞を標的とした治療戦略も注目されている[18, 

57-63]。 

このように癌の浸潤・転移のメカニズムに関わる癌微小環境(cancer 

microenvironment)を理解する上で、癌間質形成の key player となる筋線維芽細胞

の機能解明は重要であるが、癌先進部の筋線維芽細胞に注目した研究は乏しい。

第１章、第２章の検討結果から、大腸癌の腫瘍先進部では、各腫瘍に特異的な

癌微小環境が構築され、この特性により腫瘍の浸潤・転移の程度が規定される

という仮説が成り立つ[17, 64]。我々は、これまでに腫瘍先進部における線維性

癌間質の形態的特徴が大腸癌の予後をよく反映することを示してきたが、この

ような形態的特徴を示す背景には、筋線維芽細胞を主体とした癌微小環境の差

が存在する可能性が考えられる。本章では、線維性癌間質の形態学的分類と筋

線維芽細胞との関連を検討し、特徴的な線維性癌間質の形態が形成される要因

として筋線維芽細胞が関与しているかを明らかにした。 

 

2 対象・方法 

 

1）症例 

2011 年から 2013 年の間、防衛医科大学校病院で D3 郭清を伴う根治切除術を

施行した Stage III 大腸癌症例 78 例（結腸癌 56 例,直腸癌 22 例）を対象とした。

対象症例の患者背景の詳細を表 9 に示す。 
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2）方法 

病理診断用として作成された既存のパラフィン包埋ブロックを使用して検討

を行った。腫瘍の最大割面に含まれる代表的 1 割面を 4μm 厚に薄切し、マウス

抗 α-SMA モノクローナル抗体（clone1A4,dilution 1:2; R&D SYSTEMS, 

Minneapolis, USA）を用いた免疫組織化学染色を行った。まず、キシレンで脱パ

ラフィン後、濃度勾配をつけたエタノール濃度を用いて、親水処理を行った。

オートクレーブにて 121℃15 分間の抗原賦活を施行し、5％過酸化水素水を用い

て内因性ペルオキシダーゼを抑制した。非特異性反応の抑制には 10％ヤギ血清

を使用した。抗 α-SMA 抗体を一次抗体とし、4℃で一晩反応させた。二次抗体

は Envision system anti-mouse（DAKO Cytomation）を使用し、室温で 2 時間反応

させた。0.1％diaminobezidine（DAB）溶液で8分間の発色を施した後にhematoxylin

で核染色を施行した。 

 筋線維芽細胞は α-SMAで染色される細長い紡錘形の核を有する細胞として定

義した（図 8；A）。抗 α-SMA 抗体で検出された筋線維芽細胞の発現の評価は腫

瘍先進部における筋線維芽細胞の広がり（分布）と密度の 2 つの観点から行っ

た。前者に関しては、腫瘍先進部領域の対物 20 倍視野にて抗 α-SMA 抗体で検

出された筋線維芽細胞の存在領域が間質領域に占める割合が 50％以上のものを

Diffuse type、50％未満のものを Focal type と判定した（図 8；B,C）。後者につい

ては、腫瘍先進部において筋線維芽細胞が密集する hot spot を 2 か所選定して、

同部位の筋線維芽細胞の個数を対物 40 倍視野にて測定し、その平均値をもって

評価した。筋線維芽細胞の密度の評価に関して、密度と再発有無についての ROC

曲線にて、感度-（1-特異度）が最大値となる筋線維芽細胞の個数を密度の cutoff

値として設定し、高密度群と低密度群の 2 群に分類した。得られた筋線維芽細
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胞分布ならびに密度と線維性癌間質の形態学的分類との関連を検討した。また

対物 40 倍視野における筋線維芽細胞の個数そのものでの比較も併せて検討した。 

線維性癌間質の評価に関しては、第 2 章での検討と同様に、原発巣における

漿膜下層を含む既存の hematoxylin-eosin 染色病理標本の全てを用いて腫瘍先進

部を評価し、Mature、Intermediate、Immature の 3 つに分類した。 

3）統計学的手法 

線維性癌間質と筋線維芽細胞との関連は、χ２検定にて検討した。また、無再

発生存率（RFS）は再発および全死亡を event として Kaplan-Maier 法で算出し、

log-rank test にて有意差を検定した。全ての検討において P 値が 0.05 以下を有意

とした。各統計計算は JMP pro11.0（SAS Institute, Cary, NC）を用いて行った。 

 

3 結果 

Matureが33例（42.3％）、Intermediateが25例（32.1%）、Immatureが20例（25.6%）

であった。筋線維芽細胞の分布は、Focal type が 38 例（48.7%）、Diffuse type が

40 例（51.3%）であった。また筋線維芽細胞の個数の密度については再発に関連

する cutoff 値が 47 個であったため、46 個未満の症例を低密度群（41 例、52.6％）、

47 個以上の症例を高密度群（37 例、47.4％）とした。 

 

1）筋線維芽細胞と臨床病理学的因子との関連 

 筋線維芽細胞分布と臨床病理学的因子との関連について検討したところ、既

存の臨床病理学的因子と有意な相関は認められなかった（表 10）。 
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2）線維性癌間質と筋線維芽細胞との関連 

線維性癌間質と筋線維芽細胞の分布には有意な相関を認めた（P < 0.0001）（表

11；A）。すなわち Mature 群（33 例）では、93.9%の症例が focal type であったの

に対し、Immature 群では 20 例全例が diffuse type であった。 

また、線維性癌間質と筋線維芽細胞の密度に関しても、成熟度の低下に従い

筋線維芽細胞の密度が高度となり、高密度群の頻度はMature症例では 2/33（6.1％）

に対して Immature 症例では 19/20（95.0％）と、Immature 症例で高密度群が有意

に多く存在していた（P < 0.0001）（図 11；B）。筋線維芽細胞の個数そのもので

の検討でも、Mature では中央値 8 個、Intermediate では中央値 55 個、Immature

では中央値 72 個であり、線維性癌間質の成熟度が低下するに従って筋線維芽細

胞の密度が有意に高くなる結果となった（図 9）。 

 

3）筋線維芽細胞と予後との関連 

筋線維芽細胞の分布と RFS の関連について、筋線維芽細胞の分布が Diffuse  

type の 3 年 RFS（61.5％）は Focal type の 3 年 RFS （84.4％）と比較して有意に

予後不良であった（P = 0.016)（図 10； A）。また、低密度群の 3 年 RFS が 83.2％

であったのに対して、高密度群では 61.2％であり、筋線維芽細胞の密度が高い

群で有意に予後不良であった（P = 0.015)（図 10；B）。 

4 考察 

Stage III 大腸癌症例において線維性癌間質の形態学的特徴は筋線維芽細胞の

発現と有意な相関を有しており、筋線維芽細胞が癌間質の形態学的特徴や癌の

悪性度に関与している可能性が示唆された。また、本検討では比較的主観的な

指標である分布と、より客観的な指標である密度の両面から筋線維芽細胞の特

徴を評価したが、いずれも予後と良く相関した。 
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近年、腫瘍先進部の癌微小環境において筋線維芽細胞が重要な役割を担って

いる可能性が報告されている[18, 58, 65, 66]。Ueno らは線維性癌間質の成熟度が

低下するに従い簇出の程度が高度となり、癌間質内への T リンパ球の分布が減

少し、筋線維芽細胞の分布が広範となることを報告している[16]。本検討におい

ても筋線維芽細胞の分布および密度のいずれの評価においても線維性癌間質の

成熟度の低下に従って筋線維芽細胞が有意に高度に存在していることが確認さ

れた。特に Immature 群では Ueno らの報告と同様に全例で筋線維芽細胞の分布

が diffuse type であった。これは、線維性癌間質の形態学的特徴の形成、特に成

熟度が低い間質の形成に筋線維芽細胞の増生が密接に関与していることを示す

結果と考えられた。 

このように本検討において線維性癌間質の形態的特徴と筋線維芽細胞の増生

との強い相関が明らかとなったが、筋線維芽細胞がどのような機序で線維性癌

間質に影響を及ぼしているのかという点については解明できていない。そこで、

次章では、筋線維芽細胞から分泌され、大腸癌の予後に関連していると報告さ

れている periostin に着目し、筋線維芽細胞と periostin との関連、periostin と線維

性癌間質との関連を検討することで、筋線維芽細胞が線維性癌間質の形態学的

特徴の形成に及ぼす機序の一端を探索することとした。 

 

5 小括 

筋線維芽細胞と線維性癌間質を含む各種臨床病理学的因子との関連について

検討し、筋線維芽細胞は線維性癌間質の形態的特徴と有意な相関があることを

明らかとした。すなわち、線維性癌間質の成熟度が低下するに従って、筋線維

芽細胞の分布が広範囲となり密度が高度となった。 
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第 4章 大腸癌腫瘍先進部における periostin の発現 

第 1 節 免疫組織化学染色による periostin の発現と筋線維芽細胞および線維

性癌間質との関連 

1 背景・目的 

悪性腫瘍における転移・浸潤能の獲得には、間質を含めた癌微小環境の構築

の内容が重要とされていることはすでに述べてきたが、癌微小環境構築の key 

player である筋線維芽細胞から分泌される matricellular タンパク質、特に periostin

が癌の生物学的悪性度と深く関連していることが最近明らかになってきた[20, 

67]。periostin は osteoblast-specific factor 2 として 1993 年に同定され、骨髄におけ

る成長・変異、組織修復、間葉再構築、上皮間葉転換（Epithelial-Mesenchymal 

Transition; EMT）に関与するとされている[19, 68]。これまで、膵癌、卵巣癌、前

立腺癌、食道癌（腺癌）、胃癌、乳癌、胆管癌等の固形癌腫において、CAFs を

はじめとする間質細胞において periostin が発現しており、この程度がそれぞれ

の癌腫の悪性度と関連していることが示されている[69-76]。大腸癌領域におい

ても periostin が上皮細胞に発現することが以前から知られていたが、最近では

癌間質にも発現しており、癌間質における periostin の過剰発現が大腸癌の生物

学的悪性度に関連することが報告されている[20, 77, 78]。 

筋線維芽細胞から間質に分泌される periostin は間質の線維化を惹起すると報

告されている[79]（図 11；A）。大腸癌において、periostin は phosphoinositide 3-kinase 

(PI3K) / protein kinase B (AKT) シグナル伝達機構 を活性化させ、これにより転

移能を促進させるとされている[69, 80] （図 11；B）。また、Ben らは、大腸癌症

例における血清中の periostin 濃度の上昇は予後不良の指標になることを報告し

ており、濃度依存性に生物学的悪性度を惹起する可能性が示唆されている[81]。 
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近年、上皮性の癌細胞がより高い運動能を有する間葉系細胞の性質を有して

高転移・浸潤能を獲得する現象である EMT が注目されている。Periostin は EMT

にも関与し、癌細胞の migration を惹起したり、癌細胞の増殖を促進させるとの

報告もある[79]。EMT は転移・浸潤のみならず、腫瘍増殖、血管新生、抗癌剤

への抵抗性獲得といった癌の特性とも関連しており、この EMT を制御すること

が新しい癌治療戦略の 1 つとして重要であると考えられている。大腸癌におけ

る periostin の臨床病理学的特徴に関する検討はまだ僅かであり、その意義は十

分に明らかにされておらず、特に periostin と線維性癌間質の形態学的特徴との

関連を検討した報告はない。periostin が癌間質に及ぼす影響を明らかにすること

は、癌微小環境の構築の機序や、EMT を含めた癌の浸潤・転移のメカニズムを

解明する上で有意義と考えられる。 

そこで本章では、免疫組織学的染色法を用いて大腸癌間質における periostin

の発現を評価し、筋線維芽細胞および線維性癌間質との関連を検討するととも

に、periostin の発現と大腸癌の生物学的悪性度との関連を評価した。 

 

2 対象・方法 

 

1）対象 

2011 年から 2013 年の間に防衛医科大学校病院で根治切除術を施行した Stage 

III 大腸癌症例 73 例（結腸 52 例、直腸 21 例）を対象とした（表 12）。 

 

2）方法 

腫瘍組織の最大割面を含む代表的 1 切片（ホリマリン固定後パラフィン切片）

を 4μm 厚に薄切し、50 倍希釈マウス抗 periostin モノクローナル抗体（clone2F7, 1
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μg/ml, LifeSpan BioSciences Inc, Seatle, USA）を用いた免疫組織化学染色を行っ

た。手順は以下の通りである。キシレンで脱パラフィン後、濃度勾配をつけた

エタノール濃度を用いて、親水処理を行った。オートクレーブにて 121℃,15 分

間の抗原賦活を施行し、5％過酸化水素水を用いて内因性ペルオキシダーゼを抑

制した。非特異的反応の抑制には 10％ヤギ血清を使用した。抗 periostin 抗体を

150 倍希釈し、一次抗体とし、4℃で一晩反応させた。二次抗体は Envision system 

anti-mouse（DAKO Cytomation）を使用し、室温で 2 時間反応させた。0.1％

diaminobezidine（DAB）溶液で 8 分間の発色を施した後に hematoxylin で核染色

を施行した。 

作製した標本を用いて腫瘍先進部におけるperiostinの発現を評価した（図12）。

periostin の評価方法は、抗 periostin 抗体で染色される間質部が腫瘍先進部の間質

全体に占める割合を評価し、50％を cutoff 値として、periostin 陽性群と陰性群の

2 群に分類した。periostin の発現と筋線維芽細胞および線維性癌間質の形態学的

分類との関連を検討し、さらに periostin 発現と再発との関連についても検討し

た。 

線維性間質の形態分類は第 2 章にならって、筋線維芽細胞の免疫組織化学染

色および分布・密度分類、個数測定法は第 3 章にならってそれぞれ行った。 

 

3）統計学的手法 

periostin と線維性癌間質の形態分類および筋線維芽細胞との関連は、χ２検定

にて検討した。RFS は、再発および全死亡を event として Kaplan-Maier 法で算出

し、log-rank test にて有意差を検定した。P 値が 0.05 以下を有意とした。各統計

計算は JMP pro11.0（SAS Institute, Cary, NC）を用いて行った。 
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3 結果 

1）periostin と臨床病理学的因子との関連 

 periostin と既存の臨床病理学的因子との関連を検討した結果、相関する因子

は認めなかった（表 13）。 

 

2）periostin の発現と筋線維芽細胞との関連 

筋線維芽細胞の分布の関連に関して、diffuse type（35 例）において periostin

陽性率は 88.6％であり、focal type （38 例）の 28.9％に比較して有意に高率であ

った（P < 0.0001）（表 14；A）。一方、筋線維芽細胞の密度についても、 periostin

陽性率は低密度群（14 例）の 34.1%と比べて高密度群（28 例）で 87.5％と有意

に高率であった。（P < 0.0001）（表 14；B）。 

periostin 発現と筋線維芽細胞個数との関連についても、periostin 陰性（中央値

10 個）に比べ、periostin 陽性（中央値 60 個）で有意に筋線維芽細胞の個数が多

かった（P < 0.0001）（図 13）。 

 

3）periostin の発現と線維性癌間質の分類との関連 

Immature 群（18 例）では全例 periostin が陽性であった。一方、Intermediate 群

では 68.2%、Mature 群で 27.3%であり、線維性癌間質の成熟度が高くなるにした

がって periostin 陽性率は有意に低くなった（P < 0.0001）（表 15）。 

 

4）periostin 発現と予後 

periostin 陰性例の 3 年 RFS は 93.4%であったのに対し、periostin 陽性例では

55.1％と有意に予後不良であった（P=0.007）（図 14）。初発時再発臓器・部位別
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に periostin 発現と再発の関連を検討したところ、肺転移以外の再発臓器・部位

において有意な相関を認めた（肝転移；P = 0.03、リンパ節転移；P = 0.02、局所

再発；P = 0.02）。肺転移に関しても相関する傾向を認めた（P = 0.07）。 

 

4 考察 

 培養細胞を用いて periostin を検討した Xu らは、筋線維芽細胞から periostin

が分泌されており、大腸癌細胞株との共培養にて periostin が高発現するととも

に癌細胞の細胞数増加や遊走能の獲得を認めたと報告している[20]。本検討では

筋線維芽細胞の細胞数と periostin の発現が有意に相関し、腫瘍先進部の癌間質

における periostin の発現は筋線維芽細胞の多寡に依存している可能性が示唆さ

れた。 

また、periostin の発現が大腸癌の予後を反映するとの報告があるが[20, 82]、本

検討においても periostin 陽性症例は再発率が高く予後不良な集団であった。

periostin の発現は大腸癌の生物学的悪性度に影響を与え、より強力な転移能を獲

得する原因となっている可能性があると考えられる。 

本検討では、periostin の発現は他の既存の臨床病理学的因子と関連を有さず、

線維性癌間質ならびに筋線維芽細胞とのみ有意な相関を認めた。これは、筋線

維芽細胞に関連する因子が、一般臨床で汎用されている腫瘍悪性度因子とは別

の機序で腫瘍悪性度を規定している可能性を示唆するものであり興味深い。 

これまで、periostin の癌細胞浸潤・転移の促進による生物学的悪性度への関与

を論じた報告は複数あるが[20, 80, 82]、線維性間質の形態学的特徴との関連に着

目した報告はない。腫瘍先進部においても、線維性癌間質の形態学的特徴には

heterogeneity がある。periostin の発現と線維性癌間質の形態との直接的な関連を
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裏付けるためには、異なる形態学的特徴を示す癌間質部位での periostin の発現

の差を検討する必要があると考えられる。 

 

5 小括 

periostin の発現は筋線維芽細胞分布が focal type に比較して、diffuse type で有

意に高度であった。また線維性癌間質とも有意な相関を認め、線維性癌間質の

成熟度が低下するに従って periostin 陽性率が高率であった。さらに、3 年無再発

生存率は、periostin 陰性例に比べ periostin 陽性例で有意に不良であった。  
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第 2 節 periostin と線維性癌間質との関連 

1 背景・目的 

大腸癌において periostin 発現の予後への影響を検討したこれまでの報告では、

periostin は主に免疫組織化学染色法により評価されている[20]。本研究でも第 4

章第 1 節では免疫組織化学染色法において periostin を評価し、この発現の有無

は線維性癌間質の形態分類、筋線維芽細胞の分布や密度、臨床的予後転帰と有

意な関連があることを確認した。 

大腸癌組織において癌組織が部位により不均一であるのと同様に、線維性癌

間質の形態にも heterogeneity が存在するが、これは浸潤先進部に限局しても同

様である。線維性癌間質の形態分類の判定に関しても、同一症例内で異なる線

維性癌間質のタイプが浸潤先進部に混在している場合には、その症例における

最も成熟度の低い部位の所見をもって判定したことは第 2 章で述べた通りであ

る。本検討では、異なる線維性癌間質を有する症例において、各タイプの部位

より癌間質標本を選択的に採取し、mRNA レベルまたはタンパク質のレベルで

periostin 発現の差異の有無について検討し、periostin と線維性癌間質の形態との

関連をより深く検討した。 

 

2 対象・方法 

 

1）対象 

2014 年から 2016 年の間、防衛医科大学校病院で手術を施行した大腸癌 41 例

（男性 18 例、女性 23 例）を対象とした。症例の内訳の詳細を表 16 に示す。本

検討では術前補助化学療法を施行した症例は除外した。術前にすべての対象患
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者に対し、防衛医科大学校倫理委員会に承認を得た文書により説明を行い、同

意を取得した。 

 

2）マニュアルダイセクション 

手術標本の摘出直後に切り出しされた正常粘膜及び腫瘍部分を含む一割面分

の標本を Tissue Tek OCT CompoundTM (SAKURA Tek、Tokyo、Japan)を用いて包

埋し、液体窒素で急速凍結を施行した後、-80℃に保存した。保存した標本から

10μm 厚の連続凍結切片を作製し、70％エタノールにて 3 分間固定を行った。

RNase free水で洗浄した後に hematoxylin液で 30秒染色を行い、切片を風乾した。

顕鏡下にて 26G 注射針を用いて正常粘膜、腫瘍中央部癌組織、腫瘍先進部癌組

織及び腫瘍先進部間質組織をそれぞれ選択的に採取した（図 15）。また、腫瘍先

進部間質組織については、同一症例内に形態分類的に異なる線維性癌間質を有

する場合は、連続した薄切標本を用いて hematoxylin-eosin（HE）標本を作製し、

HE 標本を参照して間質分類別に選択的にサンプルを採取した。それぞれの検体

を mRNA 発現解析用（リアルタイム RT-PCR 法）、タンパク質発現解析用（western 

blotting 法および ELISA 法）に各々分割して保存した。リアルタイム RT-PCR 法

では 1 症例につき 10 枚、western blotting 法および ELISA 法では 15 枚の連続凍

結切片のプレパラートを用いた。 

 

3）リアルタイム RT-PCR 法による periostin の発現検討 

 

ア）total RNA の抽出及び cDNA 合成 

マニュアルダイセクションで選択的に採取したサンプルについて NucleoSpin 

RNATM (TAKARA Bio Inc.、Otsu、Japan)を用いて total RNA の抽出を行った。単
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鎖 cDNA の合成には上述の方法で抽出した total RNA を鋳型として Prime Script 

RT-reagent KitTM (Takara Bio Inc.)を用いて行った。単鎖 cDNA の合成には前述の

方法で抽出した total RNA を鋳型として Prime Script RT-reagent KitTM (Takara Bio 

Inc.)を用いた。 

 

イ）リアルタイム RT-PCR 

cDNA を鋳型として SYBR Premix Ex Taq II（Takara Bio Inc.）を用いて

periostin の mRNA 発現を半定量的に解析した。リアルタイム RT-PCR に用い

たプライマー（Perfect Real Time Support SystemTM、Takara Bio Inc.）と反応条

件は下記のとおりである。 

 periostin： （forward）5’-AAATCCCATCACCATCTTCC-3’ 

            （reverse）5’-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’ 

 

 PCR プロトコール：（初期変性）95℃、30 秒。 

（アニーリング・伸長）95℃、5 秒 → 60℃、30 秒（40 サイクル） 

全ての反応は二重反復試験で施行し、平均値をもって結果とした。PCR 反応

終了後、融解曲線分析にて増幅産物の特異性を確認した。mRNA の相対的発現

量の評価は内因性標準遺伝子である glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

（GAPDH）により発現を補正し、Multiplate RQTM (Takara Bio Inc.)ソフトウェア

を用いて⊿⊿Ct 法にて行った。 
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4）ウエスタンブロッティング法による periostin の発現検討 

マニュアルダイセクションで選択的に採取したサンプルに SDS-sample buffer 

を加え Bioruptor (BM Equipment Co., Ltd., Tokyo, Japan)で超音波処理し、

12,000rpm で 10 分間遠心した後、100℃で 10 分間インキュベートした。試料中

のタンパク質を SDS-PAGE(10%アクリルアミドゲル)により分離し PVDF 膜に転

写した。PVDF 膜を Block-Ace (DS Phama Biomedical Co, Ltd, Osaka, Japan)と 2 時

間室温でインキュベート後、マウス抗 periostin モノクローナル抗体（clone 2F7, 

1μg/ml, LifeSpan BioSciences Inc., Seatle, USA）もしくはマウス・モノクローナル

GAPDH 抗体（0.2 μg/ml、Abcam, Cambridge, UK）と 4℃で一晩インキュベート

した。一次抗体と反応後、0.1%の tween-20 を含む PBS(PBS-T)で 10 分間、3 回

洗浄後、抗マウス HRP 抗体 (DAKO JAPAN, Tokyo, Japan)と室温で 2 時間反応さ

せた。免疫反応性のバンドは、ECL 試薬 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 

USA)と反応させ、LAS4000 (GE Healthcare Japan, Tokyo, Japan)により検出した。

タンパク質の発現変化は、Image J (https://imagej.nih.gov/ij/)で解析した。 

 

5）ELISA 法による periostin タンパク質の定量 

マニュアルダイセクションで選択的に採取したサンプルを TNCB バッファー

(10mM Tris-HCl, 150mM NaCl, 10mM CaCl2, 0.1% NP-40, pH7.5)で可溶化し、超音

波処理を行った。タンパクライセートを 12000rpm で 10 分間遠心した後に、

Nanodorop を用いて総タンパクを定量した。periostin の定量は、periostin ELISA

キット（BI-20433, Biomedica, S.A.,Vienna, Austria）を用いて行い、キットの推奨

手順に従って行い、特異的に periostin と結合する抗 periostin 抗体がコーテイン

グされた 96 well-plate でサンプルをインキュベートするサンドイッチ法で定量

した。Positive control は、添付されている精製リコンビナント periostin を用いた。
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発色強度は、iMark microplate reader (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) を用いて行っ

た。Positive control の吸光度を標準曲線とし、サンプル中の periostin 濃度を決定

した。 

 

6）統計学的手法 

正常粘膜、腫瘍中央部、先進部癌部、先進部間質それぞれの mRNA 発現量に

ついての評価はノンパラメトリック検定を用いて行い、発現量の差異の有意差

が存在するものを発現増強（または発現減弱）とした。 

線維性癌間質の形態分類別の mRNA 発現量の差異に関する検討には

Mann-Whitney U 検定を使用した。さらに同一症例内の先進部間質部における異

なる線維性癌間質成熟度の部位別の periostin の mRNA 発現量の差異の有無につ

いては Wilcoxon 符号順位検定を用いた。全ての解析で P 値が 0.05 以下を有意と

し、各統計計算は JMP pro11.0（SAS Institute, Cary, NC）を用いて行った。 

 

3 結果 

1）局在別での periostin の発現 

 正常粘膜組織を control として、腫瘍中央部癌部、腫瘍先進部癌部、腫瘍先

進部間質部における periostin mRNA 発現強度の比を求めた（図 16）。 

 periostin mRNA は癌部においては、腫瘍中央部に比較して腫瘍先進部で発現

が増強している傾向を認めたが、腫瘍先進部間質部において最も強い発現を認

めた（各々P < 0.0005）（図 16）。 

 Western blotting 法により、periostin のタンパク質の発現量を、正常粘膜組織、

腫瘍先進部癌部および腫瘍先進部間質部の間で比較したところ、正常粘膜組織
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および腫瘍先進部癌部に比較して、腫瘍先進部間質部で periostin タンパク質の

発現は強く、mRNA 発現と同様の結果であった（図 17）。 

 

2）線維性癌間質分類別の periostin の発現 

腫瘍先進部間質組織について線維性癌間質の形態分類別に検討したところ、

線維性癌間質の成熟度が低い間質を有する腫瘍ほど、腫瘍中央部癌部に対する

腫瘍先進部間質部での periostin mRNA の発現は高度であった。特に、Mature 群

では腫瘍中央部癌部に比較して腫瘍先進部間質部では中央値で 4.7 倍の増強の

みであったのに対し、Immature 間質では、中央値で 57.8 倍の発現増強を認め、

有意にperiostin mRNAが高発現していた（図18）（Mature vs. Immature; P < 0.005）。 

同様に、ELISA 法による periostin のタンパク質発現に関しても、Mature 群に

比較して Intermediate 群、Immature 群で periostin の有意な発現増強を認めた

（Mature vs. Immature ：P < 0.01）（図 19）。 

 

3）同一症例内における線維性癌間質の形態分類別の periostin の発現 

同一症例内で Mature な間質と Immature な間質を有する 11 例を検討したとこ

ろ、periostin mRNA の発現は全症例で Mature な間質に比較して、Immature な間

質で高度であった（中央値 82.1 倍（6－946 倍）、P < 0.0001）（図 20）。 

 ELISA 法による periostin タンパク質の発現についても同様に、Mature な間質

に比較して、Immature な間質において有意に発現が増強していた（P < 0.05）（図

21）。 
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4  考察 

腫瘍内の部位別の検討にて、periostin は大腸癌組織の中で腫瘍先進部の線維性

間質組織において最も強く発現していることが明らかとなった。これまで免疫

組織学的染色法での検討にて同様の結果が報告されているが[20]、mRNA やタン

パク質レベルで腫瘍先進部の癌間質における periostin 発現の増強を明らかにし

た意義は大きいと考える。 

さらに線維性癌間質別での検討では、成熟度の低い群ほど、periostin mRNA の

発現が有意に増強しており、Mature 群に比較して Immature 群では発現が 10 倍

以上増強していた。ELISA 法によるタンパクレベルでの解析でも、Mature 群に

比べ、Immature 群では６倍程度 periostin が高発現しており、成熟度の低い線維

性癌間質では periostin が過剰発現していることが示された。この過剰発現の現

象について確証を得るため、同一症例内に Mature および Immature の両方の間質

を有する症例において、線維性癌間質分類別に periostin の発現の差異を検討し

た結果、やはり periostin の mRNA は Mature な部位に比べ Immature な部位では

80 倍程度、ELISA 法によるタンパク質発現でも Mature な部位に比較して

Immature な部位では 4 倍程度高発現しており、periostin 発現が線維性癌間質の形

態学的特徴に関連していることを裏付ける結果となった。 

今回の検討により、線維性癌間質を形態学的に特徴づける要因として periostin

が寄与している可能性が示された。Immature な間質が治癒切除後の再発に深く

関連する因子であるとの臨床的な検討結果と併せ考えると、periostin は癌の転

移・浸潤能を惹起する癌微小環境の形成に重要な役割を担っており、将来の新

しい癌治療戦略の標的因子となる可能性を秘めている分子であると考えられた。 
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   5 小括 

 periostin は大腸癌の腫瘍先進部の間質に高発現しており、筋線維芽細胞の増

生が高度な部分で発現が高度であった。更に、腫瘍先進部の線維性癌間質の形

態学的分類と強く相関していた。特に、成熟度の低い線維性癌間質において過

剰発現していることが mRNA レベルおよびタンパク質レベルで確認されたこと

から、periostin 発現の多寡が線維性癌間質の形態学的特徴に関連していると考え

られた。 
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第 5章 総括 

本研究では、大腸癌の個別化治療を目指して、腫瘍先進部における線維性癌

間質の形態分類の臨床的意義について検証した。また、癌間質の形成に重要な

役割を果たしている筋線維芽細胞および periostin に着目し、線維性癌間質の形

態学的特徴を規定している因子について分子生物学的手法を用いて検討した。 

まず、根治切除可能な進行大腸癌の中で最も予後良好とされる Stage II 大腸癌

症例において、線維性癌間質の評価による予後の層別化が可能であった。線維

性癌間質は大腸癌取扱い規約に掲載されている従来の臨床病理学的因子を凌駕

する再発の高リスク要因であった。線維性癌間質の分類を用いることで、リン

パ節転移を有する Stage IIIa 症例よりも予後不良な集団を抽出可能であり、この

ような症例においては、術後補助化学療法施行を検討すべきと考えられた。 

また、根治切除可能な大腸癌の中で最も予後不良とされる N3 大腸癌症例を対

象として同様の予後解析を行った。その結果、線維性癌間質の評価により再発

リスクの層別化が可能であることが判明した。N3 大腸癌症例においても、術後

補助化学療法が必須とされていないStage II大腸癌と同等の予後を示す集団やよ

り強力な術後補助化学療法の適応となりうる予後不良な集団を抽出することが

可能であった。 

 

Stage II 症例、N3 症例共に、解剖学的な癌進展程度からは homogenous とみな

される集団であるが、このような母集団においても予後を効率的に分別するこ

とができる線維性癌間質の形態分類は、臨床的に価値のある病理学的指標にな

ると考えられる 
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次に大腸癌の線維性癌間質の形態的分類を特徴づける因子の背景に、筋線維

芽細胞を主体とした癌微小環境が存在すると考え、まず線維性癌間質の形態学

的分類と筋線維芽細胞との相関を検討し、両者に密接な関連があることを明ら

かにした。 

更に筋線維芽細胞から分泌される periostin に着目し、免疫組織学的染色法を

用いた検討の結果、periostin の発現と線維性癌間質の分類および筋線維芽細胞の

分布等に有意な相関を認めることを確認した。periostin 陽性症例は再発率が高く

予後不良であったことから、periostin の発現が大腸癌の生物学的悪性度の増強に

影響を与えている可能性が示唆された。 

また mRNA レベルとタンパク質のレベルでも periostin が線維性癌間質の形態

と密接に相関していることが示された。periostin は大腸癌組織の中で腫瘍先進部

の間質組織において最も発現していることが mRNA およびタンパク質レベルで

示されたが、特に Immature な間質を有する症例で有意に増強していることが判

明した。同一症例内に Mature および Immature の両方の間質を有する症例での検

討でも、mature な部位に比べ Immature な部位で periostin が高発現しており、

periostin の発現が線維性癌間質の形態学的特徴に関連していることを裏付ける

結果となった。今後は、Stage 別での検討を行うことで、個別化治療へ反映させ

ていくことが期待される。また分子生物学的アプローチにより periostin 発現が

線維性癌間質の形態学的特徴に及ぼす影響についてより詳細なメカニズムの解

明が望まれる。 

以上の検討結果より、大腸癌腫瘍先進部における線維性癌間質の形態分類は

予後を的確に層別化でき、大腸癌症例における個別化治療の確立に寄与しうる

と考えられた。また、筋線維芽細胞及び periostin が線維性癌間質の形態学的特
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徴に強く関連しており、これらが大腸癌の臨床転帰を規定する癌微小環境を形

成する上で非常に重要な役割を担っている可能性が示唆された。  
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第 6章 結論 

 大腸癌原発巣における腫瘍先進部の線維性癌間質に関して以下のことを明ら

かにした。 

1）原発巣の線維性癌間質の形態学的分類による評価により Stage II 大腸癌に

おける再発リスクの層別化が可能であり、術後補助化学療法の適応基準として

用いることができる可能性が窺われた。線維性癌間質は独立した再発の危険因

子であり、そのハザード比は 2.63 と既存の予後因子のいずれより高値であった。 

2）この分類は N3 大腸癌症例における再発リスクの層別化にも有用であり、

治療選択に応用できる可能性が示唆された。線維性癌間質は独立した再発危険

因子であり、そのオッズ比は 8.93 と極めて高値であった。 

3）腫瘍先進部における線維性癌間質にみられた筋線維芽細胞の分布と密度は

既存の臨床病理学的因子との関連は乏しく、線維性癌間質の形態学的分類との

み有意な相関を認めた。すなわち、線維性癌間質の成熟度が低下するに従って

筋線維芽細胞の分布や密度は高度となった。 

4） periostin 発現は筋線維芽細胞の分布・密度と有意な相関を示した。すなわ

ち、筋線維芽細胞分布が広範囲な腫瘍で periostin 陽性率が有意に高かった。ま

た線維性癌間質の形態学的分類とも有意な相関を認め、線維性癌間質の成熟度

が低下するにしたがって有意に periostin 陽性率が高率であった。さらに、periostin

陽性例では陰性例に比べ無再発生存率は有意に不良であった。 

5） periostin の mRNA およびタンパク質発現は大腸癌の腫瘍先進部の間質に

高発現しており、腫瘍先進部の線維性癌間質の形態学的分類および筋線維芽細



- 42 - 

 

胞の分布・密度と強く相関していた。特に、成熟度の低い線維性癌間質におい

て過剰発現していることが確認され、periostin 発現の多寡が線維性癌間質の形態

学的特徴に関連していることが裏付けられた。 
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表 1. Stage II 大腸癌 490 例の患者背景 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

               

      a平均値（範囲） 

 

 

  

因子 カテゴリー 症例数（%） 

性別 

 

年齢（歳） 

腫瘍主占居部位 

 

壁深達度 

 

 

リンパ節検索個数 

主組織型 

 

 

腫瘍肉眼型 

 

 

 

 

腫瘍最大径 (mm) 

術前 CEA 値 (ng/ml) 

術前腸穿孔 

 

術前腸閉塞 

男性 

女性 

 

結腸 

直腸 

pT3 

pT4a 

pT4b 

 

高分化腺癌 

中分化腺癌 

その他 

1 型 

2 型 

3 型 

4 型 

5 型 

 

 

あり 

なし 

あり 

なし 

302   (61.6) 

188   (38.8) 

 66.5 (26-96)a 

381   (77.8) 

109   (22.2) 

442   (90.2) 

23   ( 4.7) 

25   ( 5.1) 

22.7 (2-119)a 

222   (45.3) 

234   (47.8) 

34   ( 6.9) 

33   ( 6.7) 

409   (83.5) 

32   ( 6.5) 

3   ( 0.6) 

13   ( 2.7) 

56.0 (10-200)a 

8.5 (0.5-328)a 

6    ( 1.2) 

484    (98.8) 

19    ( 3.9) 

471    (96.1) 
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表 2. Stage II 症例における臨床病理学的因子と線維性癌間質との関連 

aχ2
test   

b1 データ欠損を除く 470 例で検討、b2 データ欠損を除く 387 例で検討 

c Fisher の直接確率法による検定 

N.S., no significant difference 

因子 カテゴリー 症例数（%） P 値 a 

Mature Intermediate Immature 

性別 

 

男性 

女性 

159 (60.5) 

104 (39.5) 

108 (62.4) 

65 (37.6) 

35 (64.8) 

19 (35.2) 

N.S. 

年齢（歳） 

 

< 65 

≥ 65 

113 (42.7) 

150 (57.3) 

65 (37.6) 

108 (62.4) 

22 (40.7) 

32 (59.3) 

N.S. 

腫瘍占居部位 結腸 

直腸 

218 (82.9) 

45 (17.1) 

126 (72.8) 

47 (27.2) 

37 (68.5) 

17 (31.5) 

0.011 

壁深達度 

 

pT3 

pT4 

245 (93.2) 

18 ( 6.8) 

155 (89.6) 

18 (10.4) 

42 (77.8) 

12 (22.2) 

0.001 

リンパ節検索個数（個） < 12 

≥ 12 

59 (22.4) 

204 (77.6) 

53 (30.6) 

120 (69.4) 

17 (31.4) 

37 (68.6) 

N.S. 

主組織型 

 

高・中分化腺癌 

その他 

247 (93.9) 

16 ( 6.1) 

157 (90.8) 

16 ( 9.2) 

52 (96.3) 

2 ( 3.7) 

N.S.c 

腫瘍肉眼型（型） 1－2 

3－5 

238 (90.5) 

25 ( 9.5) 

155 (89.6) 

18 (10.4) 

49 (90.7) 

5 ( 9.3) 

N.S. 

リンパ管侵襲 ly0/1 

ly2/3 

247 (93.9) 

16 ( 6.1) 

156 (90.2) 

17 ( 9.8) 

43 (76.2) 

11 (23.8) 

0.008 

静脈侵襲 v0/1 

v2/3 

222 (84.4) 

41 (15.6) 

106 (61.3) 

67 (38.7) 

32 (59.3) 

22 (40.7) 

<0.0001 

簇出 G1 

G2/3 

163 (62.0) 

100 (38.0) 

61 (35.3) 

112 (64.7) 

9 (16.7) 

45 (83.3) 

<0.0001 

腫瘍最大径（cm）b1 < 5 

≥ 5 

106 (41.7) 

148 (58.3) 

78 (47.0) 

88 (53.0) 

18 (36.0) 

32 (64.0) 

N.S. 

術前 CEA 値（ng/ml）b2 < 5.3 

≥ 5.3 

154 (76.2) 

48 (23.8) 

92 (64.3) 

51 (35.7) 

24 (57.1) 

18 (42.9) 

0.011 
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表 3. Stage II 症例における臨床病理学的因子別の無再発生存率 

alog-rank test   b 5yr-RSF：5 年無再発生存率 

N.S., no significant difference 

因子 カテゴリー 症例数  

5yr-RFSb 

 P 値 a 

性別 

 

男性 

女性 

302 

188 

75.8％ 

85.1％ 

0.022 

年齢（歳） 

 

< 65 

≥ 65 

200 

290 

83.2% 

76.7% 

N.S. 

腫瘍占居部位 結腸 

直腸 

381 

109 

80.8% 

74.7% 

N.S. 

壁深達度 

 

pT3 

pT4 

442 

48 

80.3% 

73.4% 

N.S. 

リンパ節検索個数（個） < 12 

≥ 12 

129 

361 

69.2% 

83.0% 

0.0004 

主組織型 

 

高・中分化腺癌 

その他 

456 

34 

78.8% 

90.9% 

N.S. 

腫瘍肉眼型（型） 

 

1-2 

3-5 

442 

48 

80.6% 

68.5% 

N.S. 

リンパ管侵襲 

 

ly0/1 

ly2/3 

446 

44 

80.5% 

67.9% 

0.046 

静脈侵襲 

 

v0/1 

v2/3 

360 

130 

82.1% 

71.7% 

0.014 

簇出 G1 

G2/3 

233 

257 

84.7% 

74.7% 

0.011 

腫瘍最大径（cm） 

 

< 5 

≥ 5 

202 

268 

77.1% 

84.0% 

N.S. 

術前腸穿孔 あり 

なし 

6 

484 

66.7% 

79.8% 

N.S. 

術前腸閉塞 

 

あり 

なし 

19 

471 

60.6% 

80.0% 

N.S. 

線維性癌間質 

 

Mature 

Intermediate 

Immature 

263 

173 

54 

89.7% 

73.7% 

47.2% 

<0.0001 
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表 4.  Stage II 症例における多変量解析による再発リスク因子 

a Cox’s proportional hazard model 

CI, confidence interval, N.S., no significant difference 

 

 

 

 

 

 

 

因子 カテゴリー Hazard ratio 95% CI  P 値 a 

線維性癌間質 

 

Mature  

Intermediate /Immature 

1 

3.19 

2.01-5.18 < 0.0001 

 

リンパ節検索個数（個） ≥ 12 

< 12 

1 

1.73 

1.15-2.58 0.009 

性別 女性 

男性 

1 

1.61 

1.05-2.52 0.027 

リンパ管侵襲 ly0/1 

ly2/3 

1 

1.34 

0.72-2.33 N.S. 

静脈侵襲 v0/1 

v2/3 

1 

1.21 

0.79-1.84 N.S. 

簇出 G1 

G2/3 

1 

1.08 

0.70-1.68 N.S. 
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表 5. N3 大腸癌 103 症例の患者背景 

 

a 平均値（範囲）  

因子 カテゴリー 症例数（％） 

性別 

 

年齢（歳） 

腫瘍主占居部位 

 

 

 

 

 

 

壁深達度 

 

 

 

リンパ節検索個数 

リンパ節転移個数 

pN3 内訳 

 

 

主組織型 

 

 

腫瘍肉眼型 

 

 

 

 

腫瘍最大径（mm） 

術前 CEA 値（ng/ml） 

術後補助化学療法 

男性 

女性 

 

盲腸 

上行結腸 

横行結腸 

下行結腸 

S 状結腸 

直腸 

肛門管 

pT2 

pT3 

pT4a 

pT4b 

 

 

主リンパ節転移 

側方リンパ節転移 

主＋側方リンパ節転移 

高分化腺癌 

中分化腺癌 

その他 

1 型 

2 型 

3 型 

4 型 

5 型 

 

 

施行 

非施行 

不明 

59  (57.3) 

44  (42.7) 

61.2 (25-86)a 

9  ( 8.7) 

5  ( 4.9) 

3  ( 2.9) 

1  ( 1.0) 

14  (13.6) 

63  (61.2) 

8  ( 7.8) 

7  ( 6.8) 

48  (46.6) 

34  (33.0) 

14  (13.6) 

33.3 (6-90)a  

7.0 (1-36)a 

40  (38.8) 

59  (57.3) 

4  ( 3.9) 

15  (14.6) 

64  (62.1) 

24  (23.3) 

6  ( 5.8) 

72  (69.9) 

19  (18.5) 

3  ( 2.9) 

3  ( 2.9) 

58.3 (20-170)a 

17.0 (0.5-422)a 

43  (41.7) 

17  (16.5) 

43  (41.7) 
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表 6. N3 大腸癌における臨床病理学的因子と線維性癌間質の形態分類との関連 

 

a χ2 test；Mature vs. Intermediate/Immature 

b1 データ欠損を除く 102 例で検討、b2 データ欠損を除く 98 例で検討 

N.S., no significant difference 

 

 

 因子 カテゴリー 症例数（%）  P 値 a 

Mature Intermediate Immature 

性別 

 

男性 

女性 

7 (36.8) 

9 (63.2) 

30 (62.5) 

18 (37.5) 

22 (56.4) 

17 (43.6) 

N.S. 

年齢（歳） 

 

< 60 

≥ 60 

5 (31.3) 

11 (68.7) 

19 (39.6) 

29 (60.4) 

21 (53.8) 

18 (46.2) 

N.S. 

壁深達度 

 

≥ T3 

T4 

11 (68.8) 

5 (31.2) 

28 (58.3) 

20 (41.7) 

16 (41.0) 

23 (59.0) 

N.S. 

リンパ節転移個数 

 

1-3 個 

≥ 4 個 

7 (36.8) 

9 (63.2) 

18 (37.5) 

30 (62.5) 

8 (20.5) 

31 (79.5) 

N.S. 

pN3 内訳 

 

主リンパ節 

側方リンパ節 

主＋側方リンパ節 

6 (37.5) 

9 (56.2) 

1 ( 6.3) 

24 (50.2) 

22 (45.8) 

2 ( 4.2) 

10 (25.6) 

28 (71.8) 

1 ( 2.6) 

N.S. 

主組織型 

 

高・中分化腺癌 

その他 

13 (81.3) 

3 (18.7) 

37 (77.1) 

11 (22.9) 

31 (88.6) 

8 (11.4) 

N.S. 

腫瘍肉眼型（型） 

 

1－2 

3－5 

11 (68.8) 

5 (31.2) 

36 (75.0) 

12 (25.0) 

31 (79.5) 

8 (20.5) 

N.S. 

リンパ管侵襲 

 

ly0,1 

ly2,3 

8 (50.0) 

8 (50.0) 

12 (25.0) 

36 (75.0) 

8 (11.4) 

31 (88.6) 

0.091 

静脈侵襲 

 

v0/1 

v2/3 

13 (81.3) 

3 (18.7) 

19 (39.6) 

29 (60.4) 

15 (38.5) 

24 (61.5) 

0.006 

簇出 

 

G1 

G2/3 

6 (40.0) 

10 (60.0) 

12 (25.0) 

36 (75.0) 

6 (15.4) 

33 (84.6) 

N.S. 

腫瘍最大径（mm）b1 

 

< 50 

≥ 50 

8 (50.0) 

8 (50.0) 

17 (36.2) 

30 (63.8) 

16 (41.0) 

23 (59.0) 

N.S. 

術前 CEA 値（ng/ml）b2 

 

< 10 

≥ 10 

11 (73.3) 

4 (26.7) 

35 (79.5) 

9 (20.5) 

27 (69.2) 

12 (30.8) 

N.S. 
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表 7.  N3 大腸癌における臨床病理学的因子別の無再発生存率 

a log-rank test 

 b1 データ欠損を除く 102 例で検討、b2 データ欠損を除く 98 例で検討 

c 5yr-RFS：5 年無再発生存率 

N.S., no significant difference 

  

因子 カテゴリー 症例数 5yr-RFSc  P 値 a 

性別 

 

男性 

女性 

59 

44 

22.9％ 

37.8％ 

N.S.  

年齢（歳） 

 

< 60 

≥ 60 

45 

58 

 35.4% 

35.4% 

N.S. 

壁深達度 

 

≤ pT3 

pT4 

55 

48 

38.4% 

18.8% 

0.007 

リンパ節検索個数（個） < 12 

≥ 12 

8 

95 

12.5％ 

30.7％ 

0.076 

リンパ節転移個数（個） 1-3 

≥ 4 

33 

70 

49.6% 

19.4% 

0.008 

主組織型 

 

高・中分化腺癌 

その他 

81 

22 

29.5% 

28.6% 

N.S. 

肉眼型（型） 

 

1－2 

3－5 

78 

25 

33.0% 

18.3% 

N.S. 

リンパ管侵襲 ly0/1 

ly2/3 

28 

75 

50.8% 

21.1% 

0.001 

静脈侵襲 

 

v0/1 

v2/3 

47 

56 

41.2% 

19.7% 

0.011  

簇出 

 

G1 

G2/3 

24 

79 

 56.4% 

21.1% 

0.002 

腫瘍最大径（mm）b1 < 50 

≥ 50 

41 

61 

25.3% 

32.1% 

N.S. 

術前 CEA 値（ng/ml）b2 < 10 

≥ 10 

73 

25 

32.2% 

24.9% 

N.S. 

線維性癌間質 

 

Mature 

Intermediate 

Immature 

16 

48 

39 

86.7% 

27.2% 

10.3% 

<0.0001 
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表 8.  N3 大腸癌における多変量解析による再発リスク因子 

a Cox’s proportional hazard model 

CI, confidence index, N.S., no significant difference  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

因子 カテゴリー    Hazard  

 ratio 

  95% CI  P 値

a 

線維性癌間質 

 

Mature  

Intermediate/Immature 

1 

8.93 

2.74-54.93 

 

<0.0001 

 

リンパ節転移個数（個） 1－3 

≥ 4 

1 

2.05 

1.15-3.83 0.015 

簇出 G1 

G2/3 

1 

2.05 

1.05-4.42 0.035 

リンパ管侵襲 

 

ly0/1 

ly2/3 

1 

1.53 

0.80-3.08 N.S. 

静脈侵襲 v0/1 

v2/3 

1 

1.48 

0.48-2.61 N.S. 

壁深達度 ≤ pT3 

pT4 

1 

1.40 

0.84-2.34 N.S. 
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表 9. 線維性癌間質と線維芽細胞の関連に関する検討における患者背景 

a平均値（範囲） 

 

 

 

因子 カテゴリー 症例数（%） 

性別 

 

年齢（歳） 

腫瘍主占居部位 

 

壁深達度 

 

 

リンパ節転移個数 

リンパ節検索個数 

主組織型 

 

 

腫瘍肉眼型 

 

 

 

 

腫瘍最大径 (mm) 

術前 CEA 値 (ng/ml) 

男性 

女性 

 

結腸 

直腸 

pT3 

pT4a 

pT4b 

 

 

高分化腺癌 

中分化腺癌 

その他 

1 型 

2 型 

3 型 

4 型 

5 型 

 

 

54   (69.2) 

24   (30.8) 

65.5 (28-87)a 

56   (71.8) 

22   (28.2) 

53   (68.0) 

19   (24.4) 

 6   ( 7.7) 

2.4 (1-11)a 

24.6 (1-69)a 

27   (34.6) 

48   (61.5) 

3   ( 3.8) 

2   ( 2.5) 

73   (93.6) 

2   ( 2.5) 

0   ( 0.0) 

1   ( 1.3) 

53.4( 18-126)a 

10.8 (0.9-126)a 
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表 10. 筋線維芽細胞の分布と臨床病理学的因子との関連 

a χ2 test 

b Fisher の直接確率法による検定 

N.S., no significant difference 

 

因子 カテゴリー 症例数 diffuse type focal type  P 値 a 

性別 

 

男性 

女性 

54 

24 

26 (65.0) 

14 (35.0) 

28 (73.7) 

10 (26.3) 

N.S. 

年齢（歳） 

 

< 70 

≥ 70 

49 

29 

23 (57.5) 

17 (42.5) 

26 (68.4) 

12 (31.6) 

N.S. 

腫瘍占居部位 結腸 

直腸 

56 

22 

27 (67.5) 

13 (32.5) 

29 (76.3) 

9 (26.7) 

N.S. 

壁深達度 pT3 

pT4 

53 

25 

25 (62.5) 

15 (37.5) 

28 (73.7) 

10 (26.3) 

N.S. 

リンパ節転移個数（個） 1－3 

≥ 4 

57 

21 

28 (70.0) 

12 (30.0) 

29 (76.3) 

9 (23.7) 

N.S. 

リンパ節検索個数（個） < 12 

≥ 12 

9 

69 

6 (15.0) 

34 (85.0) 

3 ( 7.9) 

35 (92.1) 

N.S. 

主組織型 

 

高・中分化腺癌 

その他 

75 

3 

39 (97.5) 

1 ( 2.5) 

36 (94.7) 

3 ( 5.3) 

N.S.b 

リンパ管侵襲 ly0/1 

ly2/3 

58 

20 

29 (72.5) 

11 (27.5) 

29 (76.3) 

9 (23.7) 

N.S. 

静脈侵襲 v0/1 

v2/3 

26 

52 

16 (34.8) 

30 (65.2) 

10 (31.3) 

22 (68.7) 

N.S. 

簇出 G1 

G2/3 

24 

54 

10 (25.0) 

30 (75.0) 

14 (36.8) 

24 (63.2) 

N.S. 

肉眼型（型） 1－2 

3－5 

74 

4 

40 (100) 

0 ( 0.0) 

34 (97.4) 

4 ( 2.6) 

N.S. 

腫瘍最大径（mm） 

 

< 50 

≥ 50 

33 

45 

17 (42.5) 

23 (57.5) 

16 (42.1) 

22 (57.9) 

N.S. 

術前 CEA 値 （ng/ml） < 5.3 

≥ 5.3 

43 

35 

21 (52.5) 

19 (47.5) 

22 (57.9) 

16 (42.1) 

N.S. 
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表 11. 筋線維芽細胞と線維性癌間質との関連 

A. 筋線維芽細胞の分布と線維性癌間質との関連 

a χ2 test 

 

B. 筋線維芽細胞の密度と線維性癌間質との関連 

a χ2 test 

 

 

 

 

 

  

因子 カテゴリー 総数 症例数（%）  P 値 a 

 Focal type Diffuse type 

線維性癌間質 

 

Mature 

Intermediate 

Immature 

33 

25 

20 

31 (93.9) 

7 (28.0) 

0 (0.0) 

2 ( 6.1) 

18 (72.0) 

20 (100) 

< 0.0001 

因子 カテゴリー 総数 症例数（%）  P 値 a 

 低密度群 高密度群 

線維性癌間質 

 

Mature 

Intermediate 

Immature 

33 

25 

20 

31 (93.9) 

9 (36.0) 

1 (5.0) 

2 ( 6.1) 

16 (64.0) 

19 (95.0) 

< 0.0001 
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表 12. periostin と筋線維芽細胞との関連に関する検討における 

患者背景 

 a 平均値（範囲） 

 

 

 

因子 カテゴリー 症例数（%） 

性別 

 

年齢（歳） 

腫瘍主占居部位 

 

壁深達度 

 

 

リンパ節転移個数 

リンパ節検索個数 

主組織型 

 

 

肉眼型（型） 

 

 

 

 

腫瘍最大径 (mm) 

術前 CEA 値 (ng/ml) 

術前CA19-9値 (U/ml) 

男性 

女性 

 

結腸 

直腸 

pT3 

pT4a 

pT4b 

 

 

高分化腺癌 

中分化腺癌 

その他 

1 

2 

3 

4 

5 

 

 

50   (68.5) 

23   (31.5) 

65.1 (28-87)a 

52   (69.9)  

21   (30.1) 

48   (65.7) 

17   (23.3) 

 8   (11.0) 

2.4 (1-11)a 

24.6 (1-69)a 

26   (35.6) 

42   (57.5) 

5   ( 6.8) 

2   ( 2.7) 

65   (89.0) 

4   ( 5.5) 

0   ( 0.0) 

2   ( 2.7) 

53.4 (18-126)a 

10.8 (0.9-256)a 

13.5(0.4-1600)a 
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表 13. Periostin の発現と臨床病理学的因子の関連 

a x2 test 

b Fisher の直接確率法による検定 

c データ欠損を除く 72 例で検討 

N.S., no significant difference 

因子 カテゴリー 総数 症例数（%）  P 値 a 

 陽性 陰性 

性別 

 

男性 

女性 

50 

23 

28 (66.6) 

14 (33.4) 

22 (71.0) 

9 (29.0) 

N.S. 

年齢（歳） 

 

<70 

≥70 

47 

26 

25 (59.5) 

17 (40.5) 

22 (71.0) 

9 (29.0) 

N.S. 

腫瘍占居部位 結腸 

直腸 

52 

21 

28 (66.6) 

14 (33.4) 

24 (77.4) 

7 (22.6) 

N.S. 

壁深達度 

 

≤ pT3 

pT4 

48 

25 

26 (61.9) 

16 (38.1) 

22 (71.0) 

9 (29.0) 

N.S. 

リンパ節郭転移個数（個） 

 

1－3 

≥ 4 

54 

19 

31 (73.8) 

11 (26.2) 

23 (74.2) 

8 (25.8) 

N.S. 

リンパ節検索個数（個） < 12 

≥ 12 

8 

65 

4 ( 9.5) 

38 (90.5) 

4 (12.9) 

27 (87.1) 

N.S.b 

主組織型 

 

高・中分化腺癌 

低分化腺癌 

68 

5 

39 (92.9) 

3 ( 7.1) 

29 (93.5) 

2 ( 6.5) 

N.S.b 

肉眼型（型） 1－2 

3－5 

67 

6 

39 (92.9) 

3 ( 7.1) 

28 (90.3) 

3 ( 9.7) 

N.S.b 

リンパ管侵襲 

 

ly0/1 

ly2/3 

55 

18 

34 (81.0) 

8 (19.0) 

21 (67.7) 

10 (32.3) 

N.S. 

静脈侵襲 

 

v0/1 

v2/3 

23 

50 

11 (26.2) 

31 (73.8) 

12 (38.7) 

19 (61.3) 

N.S. 

簇出 G1 

G2/3 

24 

49 

13 (31.0) 

29 (69.0) 

11 (35.5) 

20 (64.5) 

N.S. 

腫瘍最大径（mm） 

 

< 50 

≥ 50 

32 

41 

20 (47.6) 

22 (52.4) 

12 (67.7) 

19 (32.3) 

N.S. 

術前 CEA 値（ng/ml）c < 5 

≥ 5 

37 

35 

21 (50.0) 

21 (50.0) 

16 (33.3) 

14 (66.7) 

N.S. 
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表 14. periostin と筋線維芽細胞の分布・密度との関連 

A. periostin と筋線維芽細胞の分布との関連 

a χ2 test 

 

B. periostin と筋線維芽細胞の密度との関連 

a χ2 test 

 

 

 

 

  

因子 カテゴリー 総数 症例数（%）  P 値 a 

 陰性 陽性 

筋線維芽細胞の分布 

 

Focal type 

Diffuse type 

38 

35 

27 (71.1) 

4 (11.4) 

11 (28.9) 

31 (88.6) 

< 0.0001 

因子 カテゴリー 総数 症例数（%）  P 値 a 

 陰性 陽性 

筋線維芽細胞の密度 低密度 

高密度 

41 

32 

27 (65.9) 

4 (12.5) 

14 (34.1) 

28 (87.5) 

< 0.0001 
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表 15. periostin の発現と線維性癌間質の形態学的分類との関連 

 

a χ2test 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

因子 カテゴリー 総数 症例数（%） P 値 a 

 陰性 陽性 

線維性癌間質 

 

Mature 

Intermediate 

Immature 

33 

22 

18 

24 (72.7) 

 7 (38.1) 

 0 ( 0.0) 

 9 (27.3) 

15 (68.2) 

18 ( 100) 

< 0.0001 
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- 74 - 

 

    表 16. periostin と線維性癌間質との関連に関する検討における患

者背景  

 

 

 

 

 

 

 

   

 

         a平均値 (範囲) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

因子 カテゴリー     症例数（%） 

性別 

 

年齢 (歳) 

腫瘍主占居部位 

 

 

 

 

 

pStage 

 

 

壁深達度 

 

 

主組織型 

 

 

腫瘍径（mm） 

男性 

女性 

 

盲腸 

上行結腸 

横行結腸 

下行結腸 

S 状結腸 

直腸/肛門管 

II 

III 

IV 

pT3 

pT4a 

pT4b 

高分化腺癌 

中分化腺癌 

その他 

 

18    (43.9) 

23    (56.1)  

71.0 (44-104)a  

3    ( 7.3)  

6    (14.6)  

3    ( 7.3)  

3    ( 7.3)  

7    (17.1)  

19    (46.3)  

16    (39.0)  

21    (51.2)  

4    ( 9.8)  

28    (68.3)  

9    (22.0)  

4    ( 9.7)  

14    (34.1)   

26    (63.4)  

1    ( 2.4)  

46.1  (22-87)a  
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- 77 - 
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