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第１章 緒言 

 

本邦での大腸癌診療は、2005 年以降大腸癌治療ガイドラインによって標準治

療が示され、なかでもリンパ節転移を伴う Stage III 大腸癌については、根治術後

に再発予防を目的とした術後補助化学療法が推奨されている 1–5。大腸癌の術後補

助化学療法に使用可能な薬剤の代表は、5-フルオロウラシル (fluorouracil, 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

オキサリプラチンとフッ化ピリミジン系薬剤を併用することにより、フッ化ピリ

ミジン系薬剤単独より高い再発予防効果が得られることが示されている 6, 7。Stage 

III 結腸癌を対象とした術後補助化学療法において、オキサリプラチン併用療法は

5-FU+l-ロイコボリン (leucovorin, LV) と比較し再発・死亡の相対リスクを約 20%

減少させることが、欧米で実施された 3 つのランダム化比較試験で再現性をもっ

て確認されており、本邦の大腸癌治療ガイドライン (2019 年度版) でも術後 6 か

月間のオキサリプラチン併用療法が強く推奨されている 1, 2, 6, 8–11。一方、オキサリ

プラチンの有害事象の一つである末梢性ニューロパチーは、程度の差はあるもの

のほぼ全例に出現し、治療終了後も後遺症として持続する症例も少なくない 8, 12。

また本邦と欧米では Stage III 症例の予後が異なり、比較的予後良好な日本の症例

を同等に扱うことの是非について、未だコンセンサスが得られていない。Stage III

大腸癌の術後補助化学療法施行率は年々増加傾向にあるが 13、効果予測に基づい
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たオキサリプラチンの明確な使用基準がないのが現状で、本邦での使用頻度は 20

～30％程度にとどまっている。 

大腸癌に対する術前化学療法の有効性は未確立ではあるが、高度な浸潤を伴

うなど、治癒切除が危ぶまれる大腸癌症例に対し術前化学療法を施行すること

で、根治性を高めることができるとの報告が散見される。一方、化学療法による

治療効果が乏しい場合には、腫瘍増大に伴い切除そのものが不可能となる危険性

があり、実用化を目指した化学療法に対する効果予測法の確立が期待されてい

る。また、切除不能進行再発大腸癌に対する化学療法も同様に、無効であった際

の腫瘍増大や有害事象による治療中断は生命予後に直結し、効果予測に基づいた

過不足ないレジメンの選択が求められる。大腸癌領域では使用可能な薬剤の種類

が増えたことにより、生存期間の延長に大きく寄与することになった。しかし、

効果予測に基づいて選択できる薬剤は限定的であり、精緻な効果予測が今なお未

解決の課題として残されている。  

大腸癌における簇出 (budding) は、癌発育先進部間質に浸潤性に存在する単

個または 5 個未満の癌細胞から構成される病巣と定義されており (図 1)、悪性度

規定因子の一つとされてきた 14–17。budding は pT1 大腸癌におけるリンパ節転移の

危険因子の一つとして重要視されるようになり、現在では内視鏡的腫瘍切除した

検体において大腸癌取扱い規約第 8 版で規定される Grade 2 以上の budding が認め

られる症例では、その後にリンパ節郭清を含めた標準的な外科的切除が推奨され
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ている 1, 18, 19。また、進行大腸癌のうちリンパ節転移を有しない Stage II 大腸癌に

おいて詳細な検討が重ねられ、budding が高度に認められる症例は再発リスクが高

く、予後不良であることが明らかとなっている 17–25。 

budding の評価法についてはヘマトキシリン・エオジン (HE) 染色のプレパラ

ートにより評価する方法と、cytokeratin 免疫組織化学染色による評価法がある。

この 2つの評価法の間で pT1 癌におけるリンパ節転移との相関の強さを比較検討

した報告によると、HE 染色による判定の方が転移とより強く相関し、臨床的利用

価値が高いことが示されたが 26、pT2 以上の進行癌においてどちらの染色法が優

位であるかは明確でない。 

また、これまでの分子病理学的な検討から budding は上皮間葉転換 (EMT) を

組織形態学的に反映している可能性が示唆されてきた 27–29。加えて近年、EMT の

性格を備えた癌細胞は化学療法抵抗性を示すとの報告がある 30–32。budding の程度

と化学療法抵抗性との関連が明らかとなれば、今後、術後補助化学療法の適応症

例を選別する上で臨床上有用なマーカーとなる可能性があるが、化学療法効果予

測因子としての意義について検討された報告は少ない。 

budding は癌先進部において評価されるため、外科的に切除して初めて検討が

可能となる。手術術式決定や術前療法選択に利用することが困難である点は

budding の臨床応用を考えた場合に最大の弱点となる。2011 年に Lugli らによって

intratumoral budding (ITB)という概念が提唱された。ITB とは、腫瘍表層や中心部
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に存在し budding と同様の所見を有した癌胞巣と定義される。その後、癌の浸潤

先進部における本来の budding と ITB との相関や臨床的意義を検討した報告が散

見される 33–36。しかし、ITB の標準化された評価法は定まっておらず臨床的有用

性も明確ではない。内視鏡下生検組織により budding の程度が予測可能となれ

ば、原発巣切除前の段階で術前化学療法の必要性や郭清範囲などの治療方針決定

に利用できる等、budding の臨床的意義を更に大きくすることができる。 

本研究では、まず、budding の予後因子としての意義が確立している Stage II

を対象として HE 染色を利用した budding の評価の妥当性を cytokeratin 染色と比較

することで検証し、その上で、臨床的意義の明確でない Stage III 大腸癌症例に同

一評価法を適用し、Stage III 大腸癌における budding の臨床的意義を確認した。 

次に、budding と化学療法抵抗性との関連について Stage III および IV 症例を

用い後方視的研究を実施した。術後経過の解析可能な Stage III 症例においては術

後補助化学療法として、現今の標準的治療のキードラッグであるオキサリプラチ

ンが使用されている症例は未だ少なく、フッ化ピリミジン単独もしくは術後補助

化学療法未実施症例が大多数を占める。そこで、Stage III 症例を対象に、budding

の程度がフッ化ピリミジン単独療法の効果予測因子となりうるかを検討した。ま

た、近年の原発巣切除かつ遠隔転移巣非切除の Stage IV 症例では、全身状態の不

良な場合を除きオキサリプラチンを併用した化学療法をほぼ全例に使用している

ことから、budding の程度とオキサリプラチンを含む化学療法の治療効果との関連
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について検討した。 

また、術前に生検組織から budding の程度を予測できた場合、原発巣を切除せ

ずとも術前化学療法のレジメン選択に有用な情報が得られる可能性がある。本研

究では、術前生検組織中の ITB がこの予測に利用可能かを検討する目的で同一症

例の術前生検標本における ITB と手術検体での budding の評価ならびに相関を解

析した。 
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第２章 HE 染色による budding 評価の妥当性の検証 

 

１ 背景・目的 

budding の評価法については HE 染色での評価のほかに、cytokeratin 免疫組織

化学染色による評価法があり、臨床的有用性については controversial である 18。

pT1 大腸癌では HE 染色による判定の方がリンパ節転移予測に関して有用である

ことが報告されている 26。本章では Stage II 大腸癌根治切除標本において HE 染

色を利用し budding を評価することの妥当性を、cytokeratin 免疫組織染色の結果と

比較することで明らかにすることを目的とした。 

 

２ 対象・方法 

 

１） 対象 

1997 年 1 月から 2005 年 12 月までの間に防衛医科大学校病院で根治切除 (R0

手術) が施行された Stage II 大腸癌の中から、術前治療として化学療法または化

学放射線療法が施行された症例を除外した 314 例を対象とした。進行度は TNM 

(Tumor, node, metastasis) 分類第 8 版に基づき判定し、組織型や脈管侵襲などの病

理組織学的所見については大腸癌取扱い規約第 8 版に基づき評価した 37, 38。 

最低 5 年間にわたり術後サーベイランスを全例に対して実施した。外来にて 3
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か月ごとに診察および腫瘍マーカー (血清 CEA 値と血清 CA19-9 値) を含む血液

検査、6 か月ごとに胸腹部 CT、1～2 年ごとに大腸内視鏡検査を実施した。本研究

は防衛医科大学校の倫理委員会において承認を得た (承認番号：簡-126, 1131)。 

症例の臨床病理学的背景を表 1 に示す。年齢は 26 歳から 96 歳で中央値 66.5

歳、平均値 66.0 歳であった。男性が 183 人、女性が 131 人で、結腸癌が 73.3%、

直腸癌が 26.7%であった。術前の血清 CEA 値が高値 (5.0 ng/ml 以上)であった症例

は 29.1%であった。リンパ節郭清個数の中央値は 20 個であり、12 個以上郭清され

た症例は全体の 77.7%存在した。30 例でフッ化ピリミジン系薬剤による術後補助

化学療法が施行された。再発例は 33 例認められた。死亡例は 40 例認め、原癌死

が 22 例、他癌死が 5 例、他病死または死因不明が 13 例であった。死亡例におけ

る生存期間の中央値は 42.7 か月 (4.9–123.3 か月)であった。生存例 274 例におけ

るフォローアップ期間の中央値は 61.5 か月 (49.5–135.2 か月)であった。 

 

２） budding の評価 

癌発育先進部に浸潤性に認められる単個または 5 個未満の構成細胞からなる

癌胞巣を budding と定義し 16、腫瘍先進部を含む代表切片 1 切片を用いて評価し

た。パラフィン包埋ブロックを 4 m 厚に薄切し HE 染色用と cytokeratin 染色用に

連続 2 切片を作製。HE 染色標本および cytokeratin 染色標本のそれぞれにおいて、

budding が最も高度に認められる領域を検索し、200 倍視野内の budding の個数を
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カウントした。budding の判定にあたっては、予後転帰を含む全ての臨床病理学的

情報を blind にした状態で申請者 (山寺) が施行した。統計学的解析によって設定

された budding 個数のカットオフ値によって budding 高度症例と budding 軽度症例

の 2 群に分類して検討した。評価の再現性を検証するため、無作為に抽出した 50

症例の病理標本を申請者以外の評価者 (神藤) が独立して評価した。 

 

３） 免疫組織化学染色 

キシレンで脱パラフィン後、エタノール濃度を漸減し、親水処理を行った。

オートクレーブにて 121°C 15 分間の抗原賦活化の後、5%過酸化水素水を用いて

内因性ペルオキシダーゼの抑制を行った。非特異的反応の抑制にはスキムミルク

を使用した。マウス抗 cytokeratin モノクローナル抗体 (MNF116; dilution 1:50; 

Dako, Santa Clara, CA, USA) を一次抗体として 4°C で 24 時間反応させた。その

後、二次抗体 (Envision system anti-mouse; DakoCytomation, Glostrup, Denmark) を加

え、室温にて 2 時間反応させた。0.1% diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) 

溶液で 5 分間の発色の後、ヘマトキシリンで核染色を施行した。一次抗体を加え

ないものを陰性コントロールとし、正常の大腸粘膜を内因性陽性コントロールと

して染色性を判定した。 
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４） 統計的解析 

統計的解析にあたっては、連続変数については Student の t 検定あるいは Mann–

Whitney の U 検定を用いた。カテゴリカル変数についてはカイ２乗検定あるい

は Fisher の正確検定を用いた。連続変数の相関については Spearman の順位相関

係数を用いて解析した。receiver operating characteristic (ROC) 解析によるカット

オフ値の決定には Youden index を用いた。budding 判定の評価者間一致度は

Cohen のκ係数を用いて評価した。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 39, 40。無再発生存 

(RFS) は手術から全ての死亡または初回再発までの期間と定義した。生存曲線

は Kaplan–Meier 法によって計算し、log-rank 検定によって解析した。統計モデ

ル同士を比較するために赤池の情報量基準 (Akaike Information Criterion; AIC) を

用いた 41。AIC は統計モデルの良さを評価する統計量であり、AIC 値が小さい

ほど良好なモデルとされている。再発リスクに関する単変量および多変量解析

については、術後 5 年の時点での再発死亡を目的変数としてロジスティック回

帰分析により行い、変数の投入にはステップワイズ法を用いた。統計学的解析

は JMP 13 software (SAS Institute, Cary, NC, USA) を用いて行い、P < 0.05 を有意

差ありとした。 
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３ 結果 

 

Cytokeratin 免疫組織染色を用いた HE 染色による budding 判定の妥当性の検討 

budding の組織像を図 2 に示す。HE 染色では同定困難であった budding が

cytokeratin の免疫組織染色によって認識可能となった (図 2A, 2B)。Cytokeratin 染

色で評価された budding の個数についての評価者間の相関度は HE 染色と比較し優

れていた (Spearman の順位相関係数,  = 0.774 vs.  = 0.736)。budding の個数の中

央値は HE 染色を用いた評価で 4 個 (0–20 個)、cytokeratin 染色では 8 個 (0–40 個) 

であり、cytokeratin 染色で有意に budding 個数が増加した (P < 0.0001, 図 3)。

budding 個数に関して HE 染色と cytokeratin 染色には強い正の相関が認められた 

( = 0.747; P < 0.0001, 図 4)。 

budding 個数のカットオフ値の設定にあたり、5 から 20 まで 16 通りで、DFS

を指標とした AIC 値を算出した (図 5)。5 から 20 までのカットオフの範囲では、

AIC 値は全般的に HE 染色による評価が cytokeratin 染色と比較し優れていた。最

も良好な AIC 値を示すカットオフ値は HE 染色で 7 個、cytokeratin 染色で 17 個で

あった。HE 染色において 7 個から 11 個までカットオフ値を用いた場合、

cytokeratin 染色のどのカットオフ値の AIC 値よりも優れていた。 

再発をアウトカムとした budding 個数の至適カットオフ値を求めるために

ROC 解析を行ったところ、HE 染色では AUC = 0.64 (95%信頼区間, 0.53–0.74; P = 
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0.0021)、cytokeratin 染色では AUC = 0.60 (95%信頼区間, 0.48–0.70; P = 0.028) であ

り両者の AUC に統計学的有意差はみられなかった (図 6)。budding 個数の至適カ

ットオフ値は HE 染色で 7 個となり、感度 51.5%、特異度 73.7%であった。 一

方、cytokeratin 染色では 16 個となり、感度 36.4%、特異度 83.3%であった。これ

らのカットオフ値による判定の評価者間一致度は HE 染色では = 0.52、

cytokeratin 染色では = 0.73 であった。HE 染色、cytokeratin 染色の両者で budding

高度と判定されたのは 45 例 (14.3%)、両者で budding 軽度と判定されたのは 209

例 (66.6%) であった (表 2). 

 

再発および予後との相関 

これまでの検討結果を踏まえて 200 倍視野当たりの budding が、HE 染色では 7

個以上を budding 高度、cytokeratin 染色では 16 個以上を budding 高度と定義し

た。染色方法ごとに budding 程度別の RFS に関する生存率曲線を図 7 に示す。

budding 高度群では budding 軽度群と比較し、HE 染色 (5 年 RFS 率, 80.3% vs. 

93.2%; P = 0.0022)、cytokeratin 染色 (5 年 RFS 率, 79.9% vs. 91.7%; P = 0.0057) とも

に有意に予後不良であった。ロジスティック回帰モデルによる再発リスクに関す

る単変量解析の結果、占居部位 (P = 0.022)、リンパ管侵襲 (P = 0.012)、静脈侵襲 

(P = 0.0083)、郭清リンパ節個数 (P = 0.044)、術前血清 CEA 値 (P = 0.011) および

budding の程度 (HE 染色, P = 0.0036; cytokeratin 染色, P = 0.0082) で有意差が認め
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られ (表 3)、これら全てを共変量としてステップワイズ法による多変量解析を行

った結果、静脈侵襲 [オッズ比 (OR) 2.25; P = 0.037], 術前血清 CEA 値 (OR 2.46; 

P = 0.019) および HE 染色で評価した budding の程度 (OR 2.53; P = 0.016) が独立

した予後規定因子として選択された。cytokeratin 染色で評価した budding の程度は

独立した予後規定因子として選択されなかった。 

 

４ 考察 

budding の評価については cytokeratin 染色を用いることで、より明瞭に同定が

可能となり、診断能の向上に寄与するとの報告がある 23, 26, 42–45。しかし本検討で

は、cytokeratin 染色で評価した場合に、HE 染色での評価と比較して同定される

budding の個数は増加し、かつ判定者間の再現性はより良好であったものの、AIC

による予後分別能の検討ではむしろ HE 染色で評価した場合の方が優れているこ

とが示された。臨床的利用価値の点から HE 染色が優れているとの評価は、すで

に pT1 症例におけるリンパ節転移との相関に注目した検討から報告がなされてい

るが 26、本検討で初めて進行大腸癌の予後予測能においても HE 染色が優れてい

ることが明らかとなった。 

大腸癌細胞の細胞質は cytokeratin の免疫染色によって明瞭に識別されるた

め、単個から 5 個未満の癌胞巣が容易に同定できる点に異論はない。しかし、

cytokeratin 染色で budding を評価した場合、腫瘍免疫反応等によって変性やアポト
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ーシスに陥った細胞が偽陽性としてカウントされる可能性があり、結果として

budding の予後因子としてのインパクトが低下したと推測できる。 

200 倍 1 視野当たりの budding 個数の至適カットオフ値について、大腸癌の

Stage ごとに様々な報告がされているが 23, 26, 46、文献的検索では上野らが提唱す

る、HE 染色で 5 個および 10 個が最も広く利用されている 16–18。今回の検討結果

から Stage II 大腸癌の評価にあたって、7 から 11 個程度をカットオフ値とした場

合に良好な分別能が得られた。上野らの評価基準の妥当性を裏付ける結果であ

る。一方、cytokeratin 染色で評価した場合には至適カットオフ値が大きく異なる

ことが示され、再現性を重視して cytokeratin 染色を導入する場合は HE 染色の判

定基準が利用できないことに注意を払う必要がある。 

本検討の limitation について記載する。本検討での budding の評価は癌組織の

代表切片 1 切片で実施した。一般的に budding は、全切片を観察したうえで判定

する方法が一般的であり、今回採用した判定法では budding の程度を過小評価し

てしまう可能性がある。しかし日常病理診断において免疫染色は代表 1 切片で施

行されるのが常であることから、本検討では代表切片 1 切片で budding を評価

し、検討に供する方法を採用した。 

 

５ 小括 

Stage II 大腸癌において HE 染色による budding 評価の妥当性を cytokeratin 染
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色との比較により明らかにした。両染色法の意義の差異については、cytokeratin

染色では budding と判定される病巣数は増加し、観察者間の判定一致率が向上し

た。一方、予後分別能の点では HE がより優れており、予後予測因子としての観

点からは HE での budding 評価の方がインパクトが強かった。 
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第３章 Stage III 大腸癌における budding の予後因子としての意義 

 

１ 背景・目的 

budding は pT1 大腸癌におけるリンパ節転移の危険因子の一つとして重要視さ

れている 1, 18, 19。また、Stage II 大腸癌において budding の再発リスク因子として

の意義が明らかとなっている 17–25。本章では Stage III 大腸癌において、budding

の予後不良因子としての意義を明らかにすることを目的とした。 

 

２ 対象・方法 

 

１）対象 

1999 年から 2012 年の間に防衛医科大学校病院にて根治手術 (R0 手術) を施行

し、術後、TNM 分類第 8 版に基づき 37、病理組織学的に診断された Stage III 大腸

癌 616 例を対象として後方視的に検討した。術前化学療法あるいは術前化学放射

線療法を施行した 3 例は本検討から除外した。また化学療法の薬剤を均一とする

ため、オキサリプラチンを術後補助化学療法として投与された 27 名は除外した。

最終的に 586 例を検討対象とした。 

術後サーベイランスは第 2 章と同様に実施された。本研究は防衛医科大学校

の倫理委員会において承認を得た (承認番号：2414）。 
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２）budding の評価 

癌発育先進部に浸潤性に認められる単個または 5 個未満の構成細胞からなる

癌胞巣を budding と定義し、HE 染色の切片で評価した。200 倍視野での budding

の個数が 9 個以下の症例を budding 軽度群、10 個以上認められる症例を budding

高度群と分類した 16。この際のカットオフ値の決定は上野ら(2002)の検討結果に基

づいて行われた。budding の判定にあたっては、予後転帰を含む全ての臨床病理学

的情報を blind にした状態で申請者 (山寺) が施行した。評価の再現性を検証する

ため、無作為に抽出した 50 症例の病理標本を申請者以外の評価者 (神藤) が独立

して評価し、評価者間一致度をκ係数により評価した。 

 

３）他の病理学的因子の判定 

進行度は TNM 分類第 8 版に基づき判定し、組織型や脈管侵襲などの病理組織

学的所見については大腸癌取扱い規約第 8 版に基づき評価した 37, 38。 

 

４）統計的解析 

統計的解析にあたっては、カテゴリカル変数についてはカイ２乗検定あるい

は Fisher の正確検定を用いて行った。OS は手術から全ての原因による死亡までの

期間、RFS は手術から全ての死亡または初回再発までの期間と定義した。生存解

析については Cox 比例ハザードモデルを用いた。生存曲線は Kaplan–Meier 法によ
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って計算し、log-rank 検定によって解析した。単変量解析によって P < 0.05 が得

られた因子を共変量とし、ステップワイズ法によって多変量解析を行った。

budding 判定の評価者間一致度はκ係数を用いて第 2 章と同様の手法により評価し

た。統計学的解析は JMP 13 software (SAS Institute, Cary, NC, USA) を用いて行い、

P < 0.05 を有意差ありとした。 

 

３ 結果 

 

budding と他の病理組織学的所見との相関  

budding 高度症例は 234 例で全体の 39.9％であった。budding の程度に関する

評価者間の一致率は 81.0%であり、 = 0.62 と良好な一致 (substantial) であった。

患者背景を表 4 に示す。budding の程度と他の病理学的悪性度因子との相関につい

ては、budding 高度症例は軽度症例と比較し、深達度が深く (P = 0.023)、リンパ

節転移が高度で (P < 0.0001)、脈管侵襲高度症例がより多かった (リンパ管侵襲, P 

< 0.0001; 静脈侵襲, P = 0.030)。年齢、性別、腫瘍占居部位および組織型との相関

はみられなかった。 

 

budding と予後との相関 

観察期間中の死亡は 129 例であり、生存期間の中央値は 30.2 か月 (4.7–97.2 か
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月) であった。129 例中、110 例は原癌死、8 例は他癌死、11 例は他病死であっ

た。生存症例 457 例での生存期間は中央値で 61.7 か月 (5.0–122.0 か月) であっ

た。再発例 191 例のうち、79 例 (41.4%) で再発巣に対する外科的切除が施行され

た。 再発に対する非手術例の 112 例のうち、53 例 (47.3%) でオキサリプラチン

またはイリノテカンを用いた化学療法が施行された。再発に対する治療内容は

budding の程度によって差は認められなかった。 

budding の程度別の OS および RFS についての生存率曲線を図 8A および 8B

に示す。budding 高度症例の OS 率は budding 軽度症例と比較し有意に低率であっ

た (5 年 OS 率, 72.7% vs. 83.0%; P = 0.0012)。RFS 率についても budding 高度症例

は budding 軽度症例と比較し有意に低率であった (5 年 RFS 率, 56.4% vs. 70.6%; P 

= 0.0003)。RFS に関し、Cox 比例ハザードモデルを用いた単変量解析の結果では

深達度、リンパ節転移、リンパ管侵襲、静脈侵襲、budding ならびに術後補助化学

療法が有意な再発リスク因子であった (表 5)。これらの有意なリスク因子を用い

た多変量解析の結果では、深達度 (ハザード比 [HR], 1.50; P = 0.010)、リンパ管侵

襲 (HR, 1.39; P = 0.028)、静脈侵襲 (HR, 1.58; P = 0.0016)、リンパ節転移 (HR, 

1.92; P < 0.0001)、術後補助化学療法 (HR, 1.90; P < 0.0001) に加え、budding (HR, 

1.39; P = 0.023) が独立した予後規定因子として選択された。 
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４ 考察 

本章では Stage III 大腸癌において budding の予後不良因子としての臨床的意

義が明らかになった。後方視的検討であるが、Stage III で確固たる予後因子とみ

なされているリンパ節転移程度、深達度、術後補助化学療法の有無を共変量とし

た多変量解析においても budding が独立した予後因子として選択された。大腸癌

は上皮由来であるが一部で EMT をおこし浸潤転移能が上昇する。その現象を病理

学的に捉えた所見が budding であるとする報告が散見される 27–29。今回の結果

は、すでに原発巣を離れリンパ節に転移が成立した癌においても、EMT を引き起

こしている転移能の高い癌細胞の原発巣における存在が、生命に影響を及ぼすよ

うなさらなる癌の浸潤転移に影響していることを示しており注目に値する。 

一方、EMT を起こした癌細胞は浸潤転移能が上昇するのみでなく、概して抗

癌剤に抵抗性を示すことが知られている 30–32。EMT では SNAIL、ZEB、TWIST

といった転写因子が細胞内エフェクターとして重要な役割を担っているが、一方

で SNAIL は大腸癌における 5-FU やオキサリプラチンに対する治療抵抗性に関与

する可能性が報告されている 32, 47。さらに、膵癌ではゲムシタビンの治療抵抗性

に ZEB1 31が、肝細胞癌では 5-FU 抵抗性に TWIST1 48がそれぞれ関与するとされ

る。また、EMT が幹細胞性を誘導することで癌幹細胞が増加し、間接的に抗癌剤

耐性能が強化される可能性もある。Stage III 大腸癌症例では術後補助化学療法の

実施率が高く、budding 高度症例では EMT の特性を備えた癌細胞が密に含まれて
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いるとすると、抗癌剤抵抗性も予後悪化の一因となっている可能性がある。

「budding を高度に呈する大腸癌は抗癌剤抵抗性を示すか」、「その場合にはいかな

る種類の抗癌剤の治療効果に関与するか」は、重要性が高い臨床的疑問であり、

次章で検討を行う。 

 

５ 小括 

Stage III 大腸癌において budding は独立性の高い予後不良因子の一つであるこ

とが明らかになった。 
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第４章 budding の化学療法効果予測因子としての意義 

 

第１節 Stage III 大腸癌におけるフッ化ピリミジン製剤の効果予測についての検

討 

 

１ 背景・目的 

近年では様々な種類の抗癌剤が臨床活用されるようになってきたが、依然と

してフッ化ピリミジン製剤は主要薬剤の一つとして利用されている 1。本研究で

は、Stage III 大腸癌において、フッ化ピリミジン製剤単独投与による術後補助化

学療法の効果予測に budding が有用であるかを明らかにすることを目的とした。

なお、一般的に、マイクロサテライト不安定性 (microsatellite instability, MSI) を有

する大腸癌症例 (MSI-H 症例) では、アルキル化剤、フッ化ピリミジン製剤、白

金製剤に対して抵抗性を示すことが証明されている 49–53。今回の検討はフッ化ピ

リミジン製剤の効果予測を明らかにすることを目的としているため、DNA ミスマ

ッチ修復機能の保たれた (mismatch repair-proficient, MMR-p) 症例のみを対象とし

た。なお、本邦では 2005 年に大腸癌治療ガイドラインが発刊され、Stage III 大腸

癌に対する術後補助化学療法が標準治療であることが示された。これを機に術後

補助化学療法施行率が上昇しており、治療患者の背景も変化していると考え、

2005 年を境に 2 つのコホートに分割し解析を実施した。 
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２ 対象・方法 

 

１）対象 

第 3 章の対象のうち、MSI のスクリーニングとして MLH1 および MSH2 の免

疫組織化学染色を施行し、いずれか一方が陰性のものを DNA ミスマッチ修復機

能異常 (mismatch repair-deficient, MMR-d) 症例として本検討から除外した 54–56。

その結果、586 例中、37 例が除外症例となった。治療時期により２つのコホート

に分けて検討した。即ち、1999 年～2005 年の間に手術が施行された症例をコホー

ト１、2006 年～2012 年の間に手術が施行された症例をコホート２とした。解析対

象とした症例は、コホート１が 203 例、コホート２が 346 例であった。 

コホート１では、フッ化ピリミジン製剤単独の術後補助化学療法施行群が 128

例、補助化学療法を施行しなかった手術単独群が 75 例であった。コホート２で

は、補助化学療法施行群が 203 例、手術単独群が 143 例であった。術後補助化学

療法施行群は全例で 5-FU 製剤単独の化学療法レジメンを完遂した。適用されたレ

ジメンの内訳は、コホート１では 5 フルオロウラシル(5FU) /ロイコボリン(LV) 

(Mayo レジメン) 57が 54 例、レボホリナート・テガフール・ウラシル内服 58 

(UFT/LV) が 59 例、5FU/LV [Roswell Park Memorial Institute (RPMI)レジメン] 59が 8

例、 および simplified bimonthly LV and 5-FU 60 (sLV5FU2) が 7 例であり、コホー

ト２では、RPMI レジメンが 3 例、UFT/LV 内服が 171 例、S-1 内服 61が 13 例、お
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よびカペシタビン内服 62が 16 例であった。Mayo レジメン、RPMI レジメン、

sLV5FU2 は 5-FU および LV の点滴静注によるレジメンで、UFT/LV、S-1、カペシ

タビンは経口剤内服による治療で、それぞれの治療は効果が同等であることが示

されている。全ての症例において、レジメンの管理は既報の要領によって実施さ

れた 57–62。 

術後サーベイランスは 549 例全てに対して第 2 章と同様に実施された。本研

究は防衛医科大学校の倫理委員会において承認を得た (承認番号：2414）。 

 

２）budding の評価 

第３章と同様に評価した。 

 

３）免疫組織化学染色 

本研究では、MSI のスクリーニングとして MLH1 および MSH2 の免疫組織化

学法を実施した (図 9) 63–67。免疫組織染色に用いた一次抗体は、マウス抗 MLH1

モノクローナル抗体 (Clone G168-15; BD Biosciences, San Jose, CA, USA) およびマ

ウス抗 MSH2 モノクローナル抗体 (FE11; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) である。4 

m に薄切した組織切片をキシレンで脱パラフィン後、エタノール濃度を漸減し、

親水処理を行った。オートクレーブにて 120°C 15 分間の抗原賦活化の後、3%過

酸化水素水を用いて内因性ペルオキシダーゼの抑制を行った。非特異的反応の抑
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制にはスキムミルクを使用した。抗 MLH1 抗体、抗 MSH2 抗体はそれぞれ 50

倍、100 倍希釈して切片と 24 時間反応させた。二次抗体は Envision system anti-

mouse (DakoCytomation) を使用し、室温にて 2 時間反応させた。0.1%の DAB 溶液

で 8 分間の発色の後、ヘマトキシリンで核染色を施行した。一次抗体を加えない

ものを陰性コントロール、正常の大腸粘膜を内因性陽性コントロールとして、

MLH1 陰性または MSH2 陰性の症例を MMR-d とした 54–56。 

 

４）統計的解析 

統計的解析にあたっては、カテゴリカル変数をカイ２乗検定あるいは Fisher

の正確検定を用いて行った。疾患特異的生存 (DSS) は手術から大腸癌による死亡

までの期間、RFS は手術から全ての死亡または初回再発までの期間と定義した。

生存曲線は Kaplan–Meier 法によって計算し、log-rank 検定によって解析した。生

存解析については Cox 比例ハザードモデルを用いた。単変量解析によって P < 

0.05 が得られた因子を共変量とし、強制投入法によって多変量解析を行った。統

計学的解析は JMP 13 software (SAS Institute, Cary, NC, USA) を用いて行い、P < 

0.05 を有意差ありとした。 
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３ 結果 

 

コホート１とコホート２の患者背景 

コホート１の患者背景を表 6 に示す。化学療法施行群は 128 例、手術単独群

は 75 例であった。補助化学療法群では手術単独群と比較し、年齢が若く (P < 

0.0001)、深達度が深く (P = 0.006)、リンパ節転移が高度 (P = 0.049) で、budding

が高度 (P = 0.009) の症例が多かった。budding の程度は深達度 (P = 0.002) やリ

ンパ節転移 (P = 0.005) と相関がみられたが、年齢、性別、腫瘍占居部位、組織型

や静脈侵襲との相関はみられなかった。観察期間中、死亡例は 59 例であり、生存

期間は中央値で 30.9 か月 (6.1–92.1 か月) であった。59 例中、56 例は原癌死、３

例は他癌死または他病死であった。生存症例 144 例での生存期間は中央値で 60.9

か月 (8.3–105.3 か月) であった。再発例 66 例のうち、25 例 (37.9%) で再発巣に

対する手術療法が施行された。再発に対する非手術例 41 例のうち、12 例 (29.3%) 

でオキサリプラチンまたはイリノテカンを用いた化学療法が施行された。本邦で

は 2005 年までオキサリプラチンの使用が認められておらず強力なレジメンでの化

学療法施行率は低率であった。再発症例に対する治療内容や程度については

budding 程度によって差は認められず、再発巣切除施行率は budding 高度症例で

15.2%、budding 軽度症例 18.2%であった。 

コホート２では、補助化学療法施行群では手術単独群と比較し年齢が有意に
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若かった (P < 0.0001; 表 7)。他の臨床病理学的因子に統計学的有意差は認めなか

った。死亡例は 82 例で平均生存期間は中央値で 31.4 か月 (3.9–97.2 か月) であっ

た。死亡例のうち、69 例は大腸癌再発による死亡、4 例が他癌死、9 例が他病死

であった。生存例 264 例の観察期間中央値は 64.4 か月 (13.4–128.5 か月) であっ

た。術後再発が認められた 106 例のうち、48 例 (45.3%) で再発巣に対する手術療

法が施行された。再発に対する手術が施行されなかった 58 例のうち、34 例 

(58.6%) でオキサリプラチンまたはイリノテカンを用いた化学療法が施行され

た。再発症例における外科的切除率は、budding 高度症例で 43.4%、budding 軽度

症例で 47.2%と、budding 程度による差を認めなかった。 

 

MMR タンパク発現の検討 

抗 MLH1 抗体陰性は 30 例 (5.1%)、抗 MSH2 抗体陰性は 11 例 (1.9%) であっ

た。抗 MLH1 抗体または抗 MSH2 抗体が陰性を示した症例は 37 例であり全体の

6.3% であった。コホート 1 では抗 MLH1 抗体陰性は 14 例 (6.4%)、抗 MSH2 抗

体陰性は 4 例 (1.8%) であり、抗 MLH1 抗体または抗 MSH2 抗体が陰性を示した

症例は 16 例 (7.3%) であった。コホート 2 では抗 MLH1 抗体陰性は 16 例 

(4.4%)、抗 MSH2 抗体陰性は 7 例 (1.9%) であり、抗 MLH1 抗体または抗 MSH2

抗体が陰性を示した症例は 21 例 (5.7%) であった。これらの MMR タンパク発現

陰性 37 例を除外したコホート 1: 203 例、コホート 2: 346 例につき予後解析を実施
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した。 

 

探索的検討 

まずコホート１を用いて探索的検討を行った。化学療法施行群と手術単独群

での予後の比較について図 10 に示す。budding 程度別の DSS において、budding

軽度症例では術後補助化学療法による有意な予後改善効果が示されたが (5 年

DSS 率, 93.1% [化学療法施行群, N = 74] vs. 65.5% [手術単独群, N = 57]; P = 

0.0013)、budding 高度症例では有意差を認めなかった (59.7% [N = 54] vs. 52.4% [N 

= 18]; N.S.; 図 10A, 10B)。さらに、RFS に関する検討においても、budding 軽度症

例では術後補助化学療法施行群と手術単独群の間で有意差を認めるも (5 年 RFS

率, 84.4% vs. 63.1%; P = 0.011)、budding 高度症例では有意差は認められなかった 

(50.5% vs. 50.0%; N.S.; 図 10C, 10D)。 

DSS について、budding 程度別の単変量解析および多変量解析を実施した。そ

の結果を表 8 に示す。予後規定因子としての術後補助化学療法は budding の程度

によって意義が異なり、budding 軽度群においては単変量解析で有意なリスク因子

であった (HR, 3.54; P = 0.0015)。budding 高度群においては単変量解析にて深達度

とリンパ節転移が有意な予後因子であったが、術後補助化学療法施行の有無は有

意ではなかった (P = 0.58)。多変量解析においても深達度のみが有意であり、術後

補助化学療法は独立した予後因子として選択されなかった。 
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なお、コホート 1 において budding のほかに予後規定因子となる深達度および

リンパ節転移程度が術後補助化学療法効果と関連するか否かを検討した。T3 症例

において術後補助化学療法施行群は手術単独群と比較し有意に予後良好であり (5

年 DSS 率, 83.7% vs. 67.0%; P = 0.043)、T4 症例においても手術単独群での 5 年

DSS 率は 29.6%に対し、術後補助化学療法施行群は 68.9%と予後良好な傾向を示

した (P = 0.07; 図 11A, 11B)。リンパ節転移程度別の検討でも、N1 症例において

術後補助化学療法施行群は手術単独群と比較し有意に予後良好であり (5 年 DSS

率, 84.3% vs. 66.0%; P = 0.026)、N2 症例においても手術単独群での 5 年 DSS 率は

50.0%に対し、術後補助化学療法施行群は 70.3%と予後良好な傾向を示した (P = 

0.09; 図 11C, 11D)。T4 および N2 では症例数が少なく統計学的に差は認めていな

いものの、治療の有無による 5 年 DSS の差は T3 あるいは N1 と同程度と見積も

られ、T 分類やリンパ節転移程度を利用した効果予測は困難と考えられた。 

 

検証的検討 

次にコホート 2 を用いた検討では、budding 軽度症例において術後補助化学療

法施行群は手術単独群と比較し有意に予後良好であった (5 年 DSS 率, 94.0% vs. 

76.0%; P < 0.0001; 5 年 RFS 率, 78.2% vs. 64.7%; P = 0.014; 図 12A, 12C)。一方、

budding 高度症例においては、術後補助化学療法施行群と手術単独群の予後に有意

差を認めなかった (5 年 DSS 率, 83.1% vs. 75.6%; N.S.; 5 年 RFS 率, 59.9% vs. 
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50.9%; N.S.; 図 12B, 12D)。コホート 2の DSS に関する単変量解析および多変量解

析の結果を表 9 に示す。術後補助化学療法は budding 軽度群においては独立した

予後規定因子として選択されたが (HR, 4.44; P < 0.0001)、budding 高度群において

は有意ではなかった (P = 0.19)。 

 

４ 考察 

治療時期の異なる 2 つのコホートのいずれの解析結果においても、budding の

フッ化ピリミジン製剤の効果予測因子としての意義が示された。budding 高度症例

では DSS、RFS ともに補助化学療法施行群と手術単独群の間で差を認めなかった

ことから、フッ化ピリミジン製剤単独での補助化学療法による再発抑制効果が乏

しい症例群であることが窺われる。一方、budding 軽度症例ではフッ化ピリミジン

製剤単独での補助化学療法であっても再発抑制効果が期待でき、例えば基礎疾患

を持つ高齢者や全身状態が十分良好でない患者に対する妥当な治療選択肢の一つ

となる可能性が考えられる。なお、癌の進展程度を示す T 因子や N 因子は抗癌剤

治療効果との関連に乏しかった。T や N 因子は budding と同様に予後規定因子で

あるが、T や N が癌の広がりを規定する一方で、budding は生物学的特性を表現し

ている。形態として budding を作りなす何らかのメカニズムが抗癌剤抵抗性にも

関与している可能性が示唆される。 

本検討の欠点として、後方視的研究である点、患者背景の点で術後補助化学
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療法施行群と手術単独群の間に大きな相違を認めた点などが挙げられる。後者に

ついては両群間にいくつかのバイアスが含まれていると考えられ、慎重なデータ

の解釈が求められる。考慮すべきバイアスの一つ目は、年齢や既往症等により化

学療法の耐容能の低い症例が手術単独群に含まれた可能性、二つ目は、癌の進行

などにより再発リスクが高いと判断された症例に抗癌剤治療が行われた可能性で

ある。これらの群間の背景の差が結果に影響を及ぼす可能性を鑑みて、今回の検

討では DSS および RFS の 2 通りで解析を実施した。上に述べた一つ目のバイアス

を考慮した場合、手術単独群で再発後に十分な治療が実施できない症例が多いと

予想され、DSS の検討では手術単独群に不利に働く。一方、二つ目のバイアスを

考慮した場合に、術後補助化学療法施行群に再発リスクの高い症例が偏ることか

ら、再発率も上昇すると予想でき、RFS の検討では術後補助化学療法施行群に不

利となる。しかし結果的に、DSS、RFS のいずれの検討でも、また異なる 2 つの

コホートにおいても、budding 高度症例では治療の有無によって生存率曲線に差は

認められず、budding 軽度症例では術後補助化学療法施行群で予後良好となる結果

が示された。後方視的研究であるため断定は困難であるが、budding 軽度症例での

みフッ化ピリミジン製剤の効果が期待できる可能性を示唆したデータであると解

釈した。一方、budding 高度症例に対してはフッ化ピリミジン製剤では予後の改善

は期待できず、フッ化ピリミジン製剤以外の術後補助化学療法が必要であると考

えられ、今後の課題と思われた。近年オキサリプラチンの有用性が示され、使用
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頻度も上昇している。今後、Stage III 大腸癌患者の手術単独例、術後補助化学療

法施行例に対し、prospective に同様の検討を実施し、オキサリプラチン効果予測

における budding の意義の解明を試みたいと考えている。 

 

５ 小括 

大腸癌において budding の程度はフッ化ピリミジン製剤の治療効果を予測する

指標として利用できる可能性が示唆された。すなわち、Stage III 大腸癌症例にお

いて術後補助化学療法の適応選別に利用できる可能性がある。 
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第２節 Stage IV 大腸癌におけるオキサリプラチンの治療効果との相関 

 

１ 背景・目的 

前節で Stage III 大腸癌においては、budding の程度によって化学療法の治療効

果に相違があることが示唆された。とくに budding 高度症例ではフッ化ピリミジン

製剤の化学療法に治療抵抗性を示し、より強力なレジメンでの治療が必要となる可

能性がある。本邦では 2005 年以降になりオキサリプラチンの使用が普及してきた

が、Stage III 大腸癌に対する術後補助化学療法としての使用は限定的で、主として

治癒切除不能進行再発症例に使用された経緯がある。本章では Stage IV 大腸癌を

利用し budding 高度症例に対するオキサリプラチンの治療効果を budding 軽度症例

と比較することで明らかにすることを目的とした。 

 

２ 対象・方法 

 

１）対象 

2005 年から 2012 年の間に防衛医科大学校病院で原発巣切除の後、転移巣に対

する化学療法の一次治療としてオキサリプラチンを含む化学療法を施行した Stage 

IV 大腸癌 106 例を対象として後方視的に検討した。106 例中、79 例が FOLFOX

療法 (フルオロウラシル、レボホリナート、オキサリプラチン)、20 例が XELOX
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療法 (カペシタビン、オキサリプラチン)、7 例が SOX 療法 (S1、オキサリプラチ

ン) であった。分子標的薬の併用は 63 例で施行され、抗 EGFR (epidermal growth 

factor receptor) 薬が 12 例、抗 VEGF (vascular endothelial growth factor) 薬が 51 例

であった。転移臓器は肝が 83 例、肺が 45 例、腹膜播種が 17 例、その他の臓器が

22 例であった。複数臓器に転移がみられた症例は 52 例であった。本研究は防衛

医科大学校の倫理委員会において承認を得た (承認番号：2415）。 

 

２）budding の評価 

第３章と同様に評価した。 

 

３）化学療法効果の判定 

化学療法開始前の転移巣のうち、主要な計測可能病変の腫瘍径を CT で評価

した。効果判定は治療開始以降、２～３か月おきに CT で対象病変の腫瘍径の変

化を評価した。 

 

４）統計的解析 

統計的解析にあたっては、連続変数については Student の t 検定あるいは

Mann–Whitney の U 検定、カテゴリカル変数についてはカイ２乗検定を用いて行

った。OS は手術から全ての原因による死亡までの期間、疾患特異的生存 (DSS) 
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は手術から大腸癌による死亡までの期間と定義した。生存曲線は Kaplan–Meier 法

によって計算し、log-rank 検定によって解析した。無増悪期間 (TTP) は原発巣切

除後から客観的な転移巣増悪までの期間と定義した。客観的奏効割合 (ORR) は

最良総合評価が完全奏効 (CR) および部分奏効 (PR) の割合とした。統計学的解

析は JMP 13 software (SAS Institute, Cary, NC, USA) を用いて行い、P < 0.05 を有意

差ありとした。Water fall plotting は CT で計測された評価可能病変の最大径を基準

として変化率 (治療後最も縮小が得られた際の腫瘍径／治療前腫瘍径－1) を算出

し、効果の低い症例順に左から配列した。 

 

３ 結果 

 

臨床病理学的背景および budding との相関 

原発巣切除時年齢の中央値は 63 歳 (28–85 歳) で男性 62 例、女性 44 例であっ

た。原発巣の腫瘍占居部位は結腸が 53 例、直腸が 53 例であった (表 10)。原発巣

の budding 高度群では軽度群と比較し、深達度 T4 症例 (P = 0.0034) やリンパ管侵

襲高度症例 (P = 0.029) の割合が有意に高かったが、リンパ節転移の有無や遠隔転

移程度については両群間で差を認めなかった。RAS 遺伝子の検索は 77 例に実施さ

れ、変異陽性は 35 例に認められた。budding 程度による RAS 遺伝子変異の頻度や

選択された治療レジメン、また分子標的薬の使用頻度に差はみられなかった。生存
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期間の中央値は 23.2 か月 (2.1–99.5 か月) であった。死亡例 82 例のうち、原癌死

が 78 例、他病死が 4 例であった。 

 

budding と予後との相関 

budding の程度別の OS および DSS についての生存率曲線を図 13A および 13B

に示す。budding 高度症例の OS 率は budding 軽度症例と比較し有意に低率であっ

た (5 年 OS 率, 16.9% vs. 38.2%; P = 0.029)。DSS 率についても budding 高度症例は

budding 軽度症例と比較し有意に低率であった (5 年 DSS 率, 17.5% vs. 38.9%; P = 

0.027)。 

 

budding 程度別のオキサリプラチンの治療効果 

腫瘍の平均縮小率は budding 軽度症例で 19.8%、budding 高度症例で 11.8%で

あり、統計学的有意差は認められなかった。ORR は budding 軽度症例で 44.4%、

budding 高度症例で 40.4%であった (表 11)。図 14 に water fall plotting による腫瘍

変化率を図示したものを示す。統計学的に差は出なかったが CR が得られた症例

は budding 軽度症例では 2 例、budding 高度症例で 0 例であったのに対し、PD と

なった症例は budding 軽度症例で 5 例、budding 高度症例で 4 例であった。TTP の

中央値は budding 軽度症例で 9.5 か月、budding 高度症例で 9.6 か月と同等であっ

た。 
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４ 考察 

本章の検討において Stage IV 大腸癌 106 例を budding 高度症例と軽度症例と

に分けて比較したところ、ほぼ同等のオキサリプラチンによる腫瘍縮小効果が確

認された。前節の結果から budding 高度症例のフッ化ピリミジン製剤に対する治

療抵抗性が示唆されたが、本節の結果からオキサリプラチンを併用することで

budding 高度であっても軽度と同等の腫瘍縮小が得られることが確認された。これ

はオキサリプラチンの budding 高度症例への有効性と理解することができる。本

章前節では Stage III 大腸癌の budding 高度症例に対して適用できる術後補助化学

療法の探索が今後の課題とされた。本節では stage IV 大腸癌の budding 高度症例

に対してオキサリプラチンの有用性が示唆される結果であったことから、オキサ

リプラチンは stage III 大腸癌の budding 高度症例に用いる薬剤として有力な候補と

なりうると考えられる。今後、budding 高度症例に対しオキサリプラチンを積極的

に使用することを推奨するデータとなりうると考えられた。一方、water fall 

plotting の結果を細かく見てみると、CR が得られた 2 症例はすべて budding 軽度

であった。症例数が少ないため、統計学的に差は出なかったものと考える。今後

症例を増やして Stage IV での budding とオキサリプラチンを用いた化学療法の効

果との関連について、より詳細に明らかにしていきたいと考えている。 

Stage IV 症例での budding の意義について検討された報告は少なく 18, 19, 68、と

くに化学療法の効果予測に関する文献的報告は皆無である。Stage IV 症例は個々
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の症例で治療法が多様であり、後方視的検討ではとくにバイアスが大きくなる。

OS や DSS については、2 次治療、3 次治療の影響が含まれ、1 次治療で使用され

たオキサリプラチンの効果を検討することは困難である。この点を考慮し、今回

の検討では Water fall plotting や TTP を指標として用いた。しかし、1 次治療で用

いられた抗癌剤のレジメンの種類や治療強度、併用する分子標的薬の影響は無視

できず、オキサリプラチンの治療効果のみを正確に反映していない可能性もあ

り、今回の研究の限界と考える。 

 

５ 小括 

Stage IV 大腸癌の budding 高度症例におけるオキサリプラチンの治療効果につ

いて検討した。budding 高度症例であってもオキサリプラチン併用の化学療法レジ

メンにより budding 軽度症例と同等の治療効果が期待できる。 
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第５章 術前内視鏡下生検組織における ITB と先進部における budding との相関 

 

１ 背景・目的 

前章までで budding の化学療法抵抗性の指標としての意義が示唆された。しか

しながら budding の評価は癌先進部においてなされるため、外科的に切除して初

めて評価が可能であり、手術術式決定や術前療法選択に利用することが困難であ

る。 

2011 年に Lugli らは、腫瘍表層や中心部に存在し budding と同様の所見を有し

た癌胞巣を ITB と称し、その臨床的意義を提唱した。ITB と本来の先進部におけ

る budding との相関や、直腸癌に対する術前化学放射線療法前の生検組織内 ITB

と治療効果との相関、あるいは pT1 癌におけるリンパ節転移との関連などについ

て報告があり、今後の臨床応用に向けての研究の発展が期待されている 18, 33–36。

大腸内視鏡下生検組織中の ITB と切除検体の癌浸潤先進部の budding との相関を

検討した報告もあるが、ITB の標準的な評価法は定まっておらず、その臨床的有

用性の検証も不十分である。術前の内視鏡下生検組織により budding の程度が予

測可能となれば、原発巣切除前の段階で術前化学療法の適応選別に利用できる

等、budding の臨床的意義を更に大きくすることができる。 
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そこで、本章の検討では ITB を生検組織で評価可能か、さらには ITB が切除

検体の budding の程度を予測する指標となりうるかを明らかにすることを目的と

した。 

 

２ 対象・方法 

 

１）対象 

1999 年から 2012 年までの間に防衛医科大学校病院にて根治切除 (R0 手術) が

施行された Stage III 大腸癌症例のうち、術前内視鏡下生検が施行された 481 例を

対象とした。癌間質を含む癌組織が 200 倍視野全体に認められる生検検体が 1 検

体以上存在する症例を評価可能症例とした。癌の質的診断は可能なものの、ITB

の評価に適切な検体を有さない症例が 63 例存在し、これらは解析対象から除外し

た。481 例中、418 例が解析対象となり、その臨床病理学的背景については、手術

時年齢の中央値は 65 歳 (28–88 歳) で男性 243 例、女性 175 例であった (表 12)。

結腸癌は 231 例、直腸癌は 187 例であった。手術検体における癌浸潤先進部の

budding 高度症例は 162 例 (38.8%) に認められた。本研究は防衛医科大学校の倫

理委員会において承認を得た (承認番号：2568）。 
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２）ITB の評価 

ITB とは、腫瘍表層や中心部に存在し budding と同様の所見を有した癌胞巣と

定義されている 36。生検組織の HE 染色標本にて ITB を検索し、200 倍視野当たり

の最大個数を ITB の個数とした。複数の生検検体が存在する場合には最も個数が

多く認められる検体の ITB の個数を採用した。 

 

３）budding の評価 

手術検体における癌浸潤先進部の budding は大腸癌取扱い規約第 8 版に基づい

て第 3 章と同様に判定した 38。評価の再現性の検証も第 2 章第 1 節と同様に行っ

た。 

 

４）統計的解析 

統計的解析において、連続変数については Mann–Whitney の U 検定を用い、2

変量の相関については Spearman の順位相関係数を用いた。budding 高度を陽性ア

ウトカムとした ROC 解析によるカットオフ値の決定には Youden index を用いた。

budding 判定の評価者間一致度はκ係数を用いて第 2 章と同様に評価した。統計学

的解析は JMP 13 software (SAS Institute, Cary, NC, USA) を用いて行い、P < 0.05 を

有意差ありとした。 
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３ 結果 

 

ITB 個数と切除検体の budding 程度との相関 

術前生検検体の組織像を図 15 に示す。ITB の個数は中央値が 1 個 (0–20 個) 

であり、ITB が認められなかった症例は 179 例 (42.8%) であった。手術検体の

budding 高度症例では budding 軽度症例と比較し有意に ITB の個数が高値であった

｛中央値 2 個 (0–20 個) vs. 1 個 (0–16 個); P < 0.0001; 図 16｝。手術検体の budding

高度を陽性アウトカムとした ROC 解析の結果、AUC = 0.66 (95%信頼区間, 0.60–

0.71; P < 0.0001) で ITB 個数の至適カットオフ値は 3 個であった (図 17)。術前生

検における ITB の評価による、手術検体の budding 高度症例の予測能は、感度

46.9%、特異度 81.6%、陽性的中率 61.8%、陰性的中率 70.9%であった。ITB 個数

で層別に検討した結果、ITB 個数が 2 個以下の症例では切除検体の budding が軽

度であるものが多く認められた。一方、ITB 個数が 3 個以上の症例では切除検体

の budding が高度である症例の割合が多かった (表 13)。ITB 個数が 2 個以下の症

例と 3 個以上の症例を比較すると、切除検体の budding が高度の症例は ITB 個数

が 3 個以上の場合に有意に高頻度であった (P < 0.0001)。 
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ITB の評価者間一致度 

評価者 2 名の計測した ITB 個数には強い正の相関がみられた (Spearman の順

位相関係数,  = 0.71; P < 0.0001)。一方の判定者のデータを用いて得られたカット

オフ値によって ITB 軽度群と ITB 高度群の 2 群に分類した際の評価者間一致率は

76.7%であり、 = 0.51 で中等度一致であった。 

 

４ 考察 

近年、臨床的利用価値の観点から ITB の有用性を主張する報告が認められる

33–36。本章の検討から、大腸癌の術前内視鏡下生検組織中の ITB を評価し、その

個数が外科的切除検体の budding の程度と相関することが明らかとなった。ITB

の臨床応用を考えた場合、budding 予測の特異度の高さから、ITB 高度と判定され

た場合に高い確度で budding 高度と考えられ、強力な術前療法の適応を考慮する

にあたり利用できる可能性がある。一方、ITB の有用性については懐疑的見解を

示す報告も存在する 18, 69。要因の一つとして、検体の質に起因する ITB の評価の

不確実性が存在すると考えられる。実臨床では癌の質的診断の精度を高めるため

に複数個の検体を採取するものの、採取された生検検体の中には、癌組織が観察

視野の一部のみに認められるものや、癌間質のない断片化された癌組織のみが含

まれる検体があり、これらの症例では正確な ITB が評価困難である。本検討では

癌の質的診断は可能なものの、ITB の評価に適切な検体を有さない症例が 2 割程
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度存在し、これらは解析対象から除外した。また、同一患者から採取された生検

検体間で ITB の所見に差がある症例も存在することから、ITB の分布に関する腫

瘍内 heterogeneity も過去の報告における結論が一致しない原因となった可能性が

ある。すなわち ITB の臨床的価値を高めるためには、今後は生検標本に特化した

評価方法を確立すると共に、適切な標本を採取するための生検手法と、適切な評

価が可能な標本の作製方法を検討していく必要があろう。 

大腸癌では先進部と表層部とでは形態学的特徴を異にする症例が高率に存在

することや、先進部における所見が癌の悪性度をより反映していることを示した

研究成果は数多く論文発表されている。今後はこのような腫瘍形態の特性にも配

慮し、タンパク質や mRNA 等の分析による定量的でより客観的な腫瘍悪性度の判

定方法も開発し、腫瘍表層部から採取された生検組織の包括的に活用し、患者受

益に役立てる試みを続けていきたいと考える。 

 

５ 小括 

大腸癌の術前生検組織における手術検体の budding の程度が高度の症例は ITB

個数が有意により多かった。ITB 個数が手術検体の budding の程度を反映するこ

とが示唆され、ITB は高悪性度症例を術前に選別する一助になる可能性が示唆さ

れた。 
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第６章 総 括 

諸家の報告から budding の評価方法は HE 染色と cytokeratin 免疫染色の 2 種類

が存在する。進行癌を評価する上での両者の優劣についてこれまでのところ報告

はなかった。第 2 章では、Stage II 大腸癌を対象に比較を実施し、観察者再現性で

は cytokeratin 免疫染色がやや勝るものの、予後因子としてのインパクトについて

は HE 染色の優越性が明らかにされた。 

第 3 章では HE 染色を用い、Stage III 大腸癌において budding が独立した予後

不良因子となることが示された。次に同様の Stage III 症例を用いた第 4 章第 1 節

の検討で、budding はフッ化ピリミジン系の抗癌剤抵抗性の指標の一つとなること

を明らかにした。またオキサリプラチンによる化学療法を施行した Stage IV 症例

を用いた第 4 章第 2 節の検討により、オキサリプラチンが budding 軽度症例のみ

ならず、budding 高度症例に対しても有効な治療効果を発揮する可能性が示唆され

た。第 5 章では術前生検組織中の ITB を評価することによって手術検体の癌浸潤

先進部の budding を術前に予測できる可能性を見出した。 

根治切除困難症例においては術前治療の効果によってその後の経過が大きく

左右されるため、ITB により術前化学療法の効果予測が可能となれば、適切な化

学療法の選択に繋がり、臨床上有益となる可能性がある。現在、抗癌剤抵抗性を

示すとされる EMT のマーカーを測定するためには相当の費用が必要となり、実臨
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床において利用するのは容易ではない。一方、budding は HE 染色にて評価可能

で、医療経済的にもメリットが大きい。 

今後の課題として、budding 程度別にオキサリプラチン併用レジメンの予後改

善効果についてさらなる詳細な検討をすすめ、オキサリプラチンを投与する受益

が見込まれる症例が budding により抽出可能かどうかを解析していくことが必要

と考える。また、ITB をはじめとした budding の術前予測の精度向上を目指し

た、より再現性の高い客観的指標の構築が望まれる。これらの課題を克服し、

budding を指標とした抗癌剤レジメンの使い分けが術前術後を問わず可能となった

場合に、過不足ない抗癌剤治療の実践が可能となり、進行大腸癌患者に対する個

別化薬物療法の発展および治療成績の向上が達成されるものと考える。 
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第７章 結 論 

進行大腸癌の budding を評価するにあたり HE 染色を利用することの妥当性が示さ

れた。大腸癌における budding の術後補助化学療法効果予測因子としての意義が

明らかになった。すなわち、Stage III 大腸癌において budding の程度はフッ化ピリ

ミジン系の効果予測として用いることができ、budding 軽度症例ではフッ化ピリミ

ジン系に対し感受性が示されたが、budding 高度症例では抗癌剤治療効果が乏し

く、他の薬物治療が必要である。Stage IV 大腸癌においては budding 高度症例であ

ってもオキサリプラチンは有用であった。術前生検組織の ITB は先進部の

budding の状態を反映しており、budding の術前診断に利用できる可能性がある。 
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図 1. 腫瘍先進部での budding の組織学的所見 (ヘマトキシリン・エオジン染色; 

ルーペ像および 200 倍視野)  

単個または 5 個未満の癌胞巣 (矢頭)  
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図 2. 大腸癌先進部の組織学的所見 (200 倍視野)  

A, ヘマトキシリン・エオジン (HE) 染色; B, cytokeratin 染色 

budding (矢印) 

HE 染色で判別困難な一部の budding が cytokeratin 染色により明瞭に認められる。 
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図 3. 染色法による budding 個数の相違 

ヘマトキシリン・エオジン (HE) 染色標本および cytokeratin 免疫組織染色標本の

それぞれにおいて、budding が最も高度に認められる領域を検索し、200 倍視野内

の budding の個数をカウントした。budding の個数の中央値は HE 染色を用いた評

価で 4 個 (0–20 個)、cytokeratin 染色では 8 個 (0–40 個)と、cytokeratin 染色で有意

に budding 個数が増加した (P < 0.0001)。 
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図 4. 異なる染色法により評価された budding 個数の相関 

ヘマトキシリン・エオジン (HE) 染色標本および cytokeratin 染色標本のそれぞれ

において、budding が最も高度に認められる領域を検索し、200 倍視野内の

budding の個数をカウントした。HE 染色での budding 個数と cytokeratin 染色での

budding 個数には正の相関が認められた (Spearman の順位相関係数,  = 0.747; P < 

0.0001)。 
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図 5. budding 個数のカットオフ値別の無再発生存に関する赤池情報量基準 (AIC) 

赤線：ヘマトキシリン・エオジン (HE) 染色、青線：cytokeratin 染色   

AIC 値が小さいほど良好なモデルであり、最も良好な AIC 値は HE 染色では

budding 個数のカットオフ値が 7 個のときで 367.0、cytokeratin 染色では 17 個のと

きで 368.7 であった。 
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図 6. 再発をアウトカムとした ROC 曲線 

A, ヘマトキシリン・エオジン (HE) 染色で評価した budding 個数  

B, cytokeratin 染色で評価した budding 個数 

HE 染色では AUC = 0.64 (95%信頼区間, 0.53–0.74; P = 0.0021)、cytokeratin 染色で

は AUC = 0.60 (95%信頼区間, 0.48–0.70; P = 0.028) であった。至適カットオフ値は

HE 染色で 7 個、cytokeratin 染色で 16 個であった。 
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図 7. Stage II 大腸癌 314 例の budding 程度別の生存曲線  

A, ヘマトキシリン・エオジン (HE) 染色; B, cytokeratin 染色  

200 倍視野あたりの budding 個数によって分類し、HE 染色による評価では 0–6 個

を軽度群、7 個以上を高度群とし、cytokeratin 染色による評価では 0–15 個を軽度

群、16 個以上を高度群とした。いずれの評価法による budding においても高度群

は軽度群と比較し有意に予後不良であった (A, P = 0.0022; B, P = 0.0057; * log-rank

検定)。無再発生存 (RFS) に関する赤池情報量基準 (AIC) は、cytokeratin 染色で

の budding 判定と比較し、HE 染色での budding 判定の方が値が小さく、後者の方

がより良好なモデルであった。 
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図 8. Stage III 大腸癌 586 例の budding 程度別生存曲線 

A, 全生存 (OS); B, 無再発生存 (RFS) 

200 倍視野あたりの budding 個数によって分類し、0–9 個を軽度群、10 個以上を高

度群とした。budding 高度群は軽度群と比較し有意に予後不良であった (OS, P = 

0.0012; RFS, P = 0.0003; * log-rank 検定)。 
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図 9. DNA ミスマッチ修復 (MMR) タンパク質の免疫組織染色 

A, MLH1 陽性例; B, MLH1 陰性例; C, MSH2 陽性例; D, MSH2 陰性例 

MLH1 陰性は 30 例 (5.1%)、MSH2 陰性は 11 例 (1.9%) であった。MLH1 陰性ま

たは MSH2 陰性は 37 例 (6.3%) であった。 
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図 10. 補助化学療法施行群と手術単独群の間の生存曲線の比較 (コホート 1) 

疾患特異的生存 (DSS): A, budding 軽度症例; B, budding 高度症例 

無再発生存 (RFS): C, budding 軽度症例; D, budding 高度症例 

budding 軽度症例においては補助化学療法群と手術単独群で予後に有意差を認めた 

(DSS, P = 0.0013; RFS, P = 0.011; * log-rank 検定)。budding 高度症例においては両群

間に有意差を認めなかった。 
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図 11. 補助化学療法施行群と手術単独群との間の疾患特異的生存 (DSS) 曲線の

比較 (コホート 1) 

 A, T3 症例; B, T4 症例; C, N1 症例; D, N2 症例 

* log-rank 検定 
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図 12. 補助化学療法施行群と手術単独群の間の生存曲線の比較 (コホート 2) 

疾患特異的生存 (DSS); A, budding 軽度症例; B, budding 高度症例 

無再発生存 (RFS); C, budding 軽度症例; D, budding 高度症例 

budding 軽度症例においては補助化学療法群と手術単独群で予後に有意差を認めた 

(DSS, P < 0.0001; RFS, P = 0.014; * log-rank 検定)。budding 高度症例においては両群

間に有意差を認めなかった。 
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図 13. Stage IV 大腸癌 106 例の budding 程度別生存曲線 

A, 全生存 (OS); B, 疾患特異的生存 (DSS) 

200 倍視野あたりの budding 個数によって分類し、0–9 個を軽度群、10 個以上を高

度群とした。budding 高度群は軽度群と比較し有意に予後不良であった (OS, P = 

0.029; DSS, P = 0.027; * log-rank 検定)。 
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図 14. Stage IV 大腸癌症例の腫瘍変化率に関する water fall plotting 

A, 全症例 (青色, budding 軽度症例; 赤色, budding 高度症例) 

B, budding 軽度群; C, budding 高度群 
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図 15. 内視鏡下生検検体の組織所見 

A, intratumoral budding (ITB; 矢印) が多数認められる症例 

B, ITB が認められない症例 
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図 16. 切除検体の budding 程度別の内視鏡下生検組織中の intratumoral budding 

(ITB) 個数の比較 

ITB 個数は budding 軽度症例で中央値 1 個 (0–16 個)、budding 高度症例で中央値 2

個 (0–20 個) であり、Mann–Whitney の U 検定では budding 高度症例で有意に個数

が多かった (P < 0.0001)。 
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図 17. 手術検体の budding 高度を陽性アウトカムとした ROC 解析 

AUC = 0.66 (95%信頼区間: 0.60–0.71, P < 0.0001) であり、Youden index に基づき

ITB 個数の至適カットオフ値を 3 個とした場合、感度 46.9%、特異度 81.6%、陽性

的中率 61.8%、陰性的中率 70.9%であった。 
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表 1. Stage II 大腸癌の患者背景 

  症例数 (%) 

  (N = 314) 

年齢 65 歳未満 143 (45.5) 

 65 歳以上 171 (54.5) 

性別 男性 183 (58.3) 

 女性 131 (41.7) 

占居部位 右側結腸 a 106 (33.8) 

 左側結腸 124 (39.5) 

 直腸 84 (26.7) 

腫瘍径 45 mm 未満 131 (41.7) 

 45 mm 以上 183 (58.3) 

深達度 T3 255 (81.2) 

 T4 59 (18.8) 

組織型 tub1, pap 141 (44.9) 

 tub2 154 (49.0) 

 por, muc, sig 19 (6.1) 

リンパ管侵襲 ly0/1 280 (89.2) 

 ly2/3 34 (10.8) 

静脈侵襲 v0/1 225 (71.7) 

 v2/3 89 (28.3) 

リンパ節郭清個数 12 個以上 244 (77.7) 

 12 個未満 70 (22.3) 

術前血清 CEA 値 b 5.0 ng/ml 未満 217 (70.9) 

 5.0 ng/ml 以上 89 (29.1) 

a盲腸から横行結腸脾弯部 

b術前 CEA 未検査または不明：8 例 

CEA, 癌胎児性抗原 
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表 2. 異なる染色法により評価された budding 程度の相関 

 Cytokeratin 染色 b  

 

budding 軽度群 

 (N = 255) 

budding 高度群 

   (N = 59) 

P 値 

HE 染色 a    <0.0001 

 

budding 軽度群 

(N = 223) 

209 (66.6%) 14 (4.5%) 

 

 

budding 高度群 

(N = 91) 

46 (14.6%) 45 (14.3%) 

 

a HE 染色: budding 軽度, 0–6 個; budding 高度, 7 個以上 (200 倍視野) 

b cytokeratin 染色: budding 軽度, 0–15 個; budding 高度, 16 個以上 (200 

倍視野) 

HE, ヘマトキシリン・エオジン 
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表 3. 再発リスクに関する単変量および多変量解析 

 単変量解析  多変量解析  

因子 オッズ比 95%信頼区間 P 値 オッズ比 95%信頼区間 P 値 

占居部位       

   右側大腸 a 1      

   左側大腸 3.14 1.18−8.39 0.022 – – – 

腫瘍径       

   45 mm 未満 1      

   45 mm 以上 1.29 0.61–2.72 0.51 – – – 

組織型       

   高分化 b 1      

   低分化 c 1.00 0.22–4.54 1.0 – – – 

深達度       

   T3 1      

   T4 2.06 0.92–4.60 0.08 –  – 

リンパ管侵襲       

   ly0/1 1      

   ly2/3 3.14 1.29–7.66 0.012 – – – 

静脈侵襲       

   v0/1 1   1   

   v2/3 2.68 1.29–5.58 0.0083 2.25 1.05–4.80 0.037 

術後補助化学療法       

   あり 1      

   なし 1.02 0.40–2.60 0.96 – – – 

郭清リンパ節個数       

   12 個未満 2.20 1.02–4.73 0.044 – – – 

   12 個以上 1      

術前血清 CEA 値 d       

   5.0 ng/ml 未満 1   1   

5.0 ng/ml 以上 2.58 1.24–5.37 0.011 2.46 1.16–5.23 0.019 

budding 個数 (HE 染色)      

   7 個未満 1   1   

   7 個以上 2.97 1.43–6.18 0.0036 2.53 1.19–5.40 0.016 

budding 個数 (cytokeratin 染色)       

   16 個未満 1      

   16 個以上 2.84 1.31–6.18 0.0082 – – – 

a盲腸から横行結腸脾弯部; b tub1, tub2, pap; c por, muc, sig; d術前 CEA 未検査または不明：8 例 

CEA, 癌胎児性抗原; HE, ヘマトキシリン・エオジン 
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表 4. Stage III 大腸癌の患者背景  

  症例数 (%)  

因子 カテゴリー buddinga軽度群 

(N = 352) 

buddinga高度群 

(N = 234) 

P 値 

年齢 中央値 (範囲) 66   (28–89) 66   (35–89) 0.43 

性別 男性 208 (59.1) 129 (55.1) 0.34 

 女性 144 (40.9) 105 (44.9)  

占居部位 右側結腸 b 79 (22.4) 47 (20.1) 0.23 

 左側結腸 127 (36.1) 83 (35.5)  

 直腸 146 (41.5) 104 (44.4)  

組織型 高分化 c 322 (91.5) 207 (88.5) 0.72 

 低分化 d 30 (8.5) 27 (11.5)  

深達度 T1–3 280 (79.5) 167 (71.4) 0.023 

 T4 72 (20.5) 67 (28.6)  

リンパ節転移 e N1 281 (79.8) 151 (64.5) <0.0001 

 N2 71 (20.2) 83 (35.5)  

リンパ管侵襲 ly0/1 261 (74.1) 120 (51.3) <0.0001 

 ly2/3 91 (25.9) 114 (48.7)  

静脈侵襲 v0/1 211 (59.9) 119 (50.9) 0.030 

 v2/3 141 (40.1) 115 (49.1)  

術後補助化学療法 あり 221 (62.8) 168 (71.8) 0.024 

 なし 131 (37.2) 66 (28.2)  

a budding 程度: 軽度, 0–9 個; 高度, 10 個以上 (200 倍視野) 

b盲腸から横行結腸脾弯部; c tub1, tub2, pap; d por, muc, sig; e TNM 分類 
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表 5. Stage III 大腸癌の無再発生存に関する単変量および多変量解析 

 単変量解析  多変量解析 

因子 HR 95% CI P 値  HR 95% CI P 値 

年齢 (65 歳以上 vs. 65 歳未満) 1.03 0.78–1.37 0.81  – – – 

占居部位 (左側 vs. 右側 a) 1.44 1.01–2.12 0.043  – – – 

組織型 (低分化 b vs. 高分化 c) 1.37 0.87–2.06 0.16  – – – 

深達度 (T4 vs. T1–3) 1.81 1.34–2.42 0.0001  1.50 1.10–2.03 0.010 

リンパ節転移 (N2 vs. N1) d 2.12 1.59–2.81 <0.0001  1.92 1.42–2.58 <0.0001 

リンパ管侵襲 (ly2/3 vs. ly0/1) 1.74 1.31–2.29 0.0001  1.39 1.04–1.86 0.028 

静脈侵襲 (v2/3 vs. v0/1) 1.82 1.38–2.41 <0.0001  1.58 1.19–2.11 0.0016 

budding (高度 vs. 軽度) 1.66 1.26–2.19 0.0003  1.39 1.05–1.85 0.023 

術後補助化学療法 (なし vs. あり) 1.46 1.10–1.93 0.0093  1.90 1.41–2.54 <0.0001 

a盲腸から横行結腸脾弯部; b por, muc, sig; c tub1, tub2, pap; d TNM 分類 

HR, ハザード比; CI, 信頼区間 
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表 6. Stage III 大腸癌 (コホート 1) の患者背景 

  症例数 (%)  

因子 カテゴリー 術後補助化学療法 

施行群 (N = 128) 

 

手術単独群 

(N = 75) 

P 値 

年齢 中央値 (範囲) 62    (33–86) 71    (44–88) <0.0001 

性別 男性 73 (57.0) 43 (57.3) 0.97 

 女性 55 (43.0) 32 (42.7)  

占居部位 結腸 78 (60.9) 40 (53.3) 0.29 

 直腸 50 (39.1) 35 (46.7)  

深達度 T1–3 91 (71.1) 66 (88.0) 0.006 

 T4 37 (28.9) 9 (12.0)  

組織型 高分化 a 111 (86.7) 70 (93.3) 0.14 

 低分化 b 17 (13.3) 5 (6.7)  

静脈侵襲 v0/1 83 (64.8) 52 (69.3) 0.51 

 v2/3 45  (35.2) 23 (30.7)  

budding c 軽度 74 (57.8) 57 (76.0) 0.009 

 高度 54 (42.2) 18 (24.0)  

リンパ節転移 d N1 84 (65.6) 59 (78.7) 0.049 

 N2 44 (34.4) 16 (21.3)  

a tub1, tub2, pap; b por, muc, sig; c budding 程度: 軽度, 0–9 個; 高度, 10 個以上 (200 倍視野)  

d TNM 分類 
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表 7. Stage III 大腸癌 (コホート 2) の患者背景  

  症例数 (%)  

因子 カテゴリー 術後補助化学療法 

施行群 (N = 203) 

 

手術単独群 

(N = 143) 

P 値 

年齢 中央値 (範囲) 64    (28–84) 74    (49–89) <0.0001 

性別 男性 111 (54.7) 86 (60.1) 0.31 

 女性 92 (45.3) 57 (39.9)  

占居部位 結腸 110 (54.2) 87 (60.8) 0.22 

 直腸 93 (45.8) 56 (39.2)  

深達度 T1–3 163 (80.3) 112 (78.3) 0.65 

 T4 40 (19.7) 31 (21.7)  

組織型 高分化 a 188 (92.6) 130 (90.9) 0.57 

 低分化 b 15 (7.4) 13 (9.1)  

静脈侵襲 v0/1 108 (53.2) 69 (48.3) 0.36 

 v2/3 95 (46.8) 74 (51.7)  

budding c 軽度 119 (58.6) 85 (59.4) 0.88 

 高度 84 (41.4) 58 (40.6)  

リンパ節転移 d N1 149 (73.4) 113 (79.0) 0.23 

 N2 54 (26.6) 30 (21.0)  

a tub1, tub2, pap; b por, muc, sig; c budding 程度: 軽度, 0–9 個; 高度, 10 個以上 (200 倍視野) 

d TNM 分類 
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表 8. Stage III 大腸癌 (コホート 1) における budding 程度別の予後因子に関する単変量および多変

量解析 (探索的検討) 

 単変量解析  多変量解析 

因子 HR 95% CI P 値  HR 95% CI P 値 

buddinga 軽度症例 (N = 131)        

組織型 (低分化 b vs. 高分化 c) 1.24 0.30–3.56 0.73  – – – 

深達度 (T4 vs. T1–3) 1.57 0.55–6.59 0.44  – – – 

リンパ節転移 d (N2 vs. N1) 1.21 0.47–2.73 0.67  – – – 

静脈侵襲 (v2/3 vs. v0/1) 1.60 0.72–3.43 0.24  – – – 

術後補助化学療法 (なし vs. あり) 3.54 1.60–8.58 0.0015  – – – 

buddinga 高度症例 (N = 72)        

組織型 (低分化 b vs. 高分化 c) 1.34 0.45–3.26 0.57  – – – 

深達度 (T4 vs. T1–3) 2.41 1.15–5.07 0.020  2.18 1.03–4.63 0.042 

リンパ節転移 d (N2 vs. N1) 2.08 1.00–4.40 0.049  1.83 0.87–3.92 0.11 

静脈侵襲（v2/3 vs. v0/1） 1.26 0.59–2.61 0.55  – – – 

術後補助化学療法 (なし vs. あり) 1.27 0.53–2.76 0.58  – – – 

a budding 程度: 軽度, 0–9 個; 高度, 10 個以上 (200 倍視野); b por, muc, sig; c tub1, tub2, pap; d TNM 分

類  DSS, 疾患特異的生存; HR, ハザード比; CI, 信頼区間 
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表 9. Stage III 大腸癌 (コホート 2) における budding 程度別の予後因子に関する単変量および多変量

解析 (検証的検討) 

 単変量解析  多変量解析 

因子 HR 95% CI P 値  HR 95% CI P 値 

buddinga 軽度症例 (N = 204)        

組織型 (低分化 b vs. 高分化 c) 2.96 1.00–7.06 0.049  2.92 0.93–7.68 0.06 

深達度 (T4 vs. T1–3) 2.43 1.13–4.97 0.025  1.40 0.61–3.02 0.42 

リンパ節転移 d (N2 vs. N1) 1.92 0.84–4.03 0.11  – – – 

静脈侵襲 (v2/3 vs. v0/1) 3.02 1.46–6.72 0.0027  3.27 1.53–7.50 0.0020 

術後補助化学療法 (なし vs. あり) 4.51 2.15–10.35 <0.0001  4.44 2.09–10.31 <0.0001 

buddinga 高度症例 (N = 142)        

組織型 (低分化 b vs. 高分化 c) 3.45 1.46–7.28 0.0066  3.07 1.25–6.79 0.017 

深達度 (T4 vs. T1–3) 1.18 0.53–2.42 0.67  – – – 

リンパ節転移 d (N2 vs. N1) 3.75 1.95–7.35 <0.0001  2.86 1.46–5.71 0.0019 

静脈侵襲 (v2/3vs. v0/1) 2.07 1.07–4.20 0.030  2.03 1.02–4.21 0.045 

術後補助化学療法 (なし vs. あり) 1.55 0.80–2.97 0.19  – – – 

a budding 程度: 軽度, 0–9 個; 高度, 10 個以上 (200 倍視野); b por, muc, sig; c tub1, tub2, pap; d TNM 分類  

DSS, 疾患特異的生存; HR, ハザード比; CI, 信頼区間 
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表 10. Stage IV 大腸癌 106 例の臨床病理学的背景 

因子 カテゴリー budding a軽度群 

(N = 54) 

budding a高度群 

(N = 52) 

P 値 

年齢      0.19 

中央値 (範囲)  66 (43–85) 62 (28–81)  

性別      0.53 

 男性 30 (55.6) 32 (61.5)  

 女性 24 (44.4) 20 (38.5)  

占居部位      0.12 

 結腸 23 (42.6) 30 (57.7)  

 直腸 31 (57.4) 22 (42.3)  

組織型      0.52 

 高分化 b 48 (88.9) 44 (84.6)  

 低分化 c  6 (11.1)  8 (15.4)  

深達度      0.0034 

 T3 33 (61.1) 17 (32.7)  

 T4 21 (38.9) 35 (67.3)  

リンパ管侵襲      0.029 

 ly0/1 41 (75.9) 29 (55.8)  

 ly2/3 13 (24.5) 23 (44.2)  

静脈侵襲      0.93 

 v0/1 10 (18.5) 10 (19.2)  

 v2/3 44 (81.5) 42 (80.8)  

リンパ節転移      0.41 

 なし  8 (14.8)  9 (17.3)  

 あり 46 (85.2) 43 (82.7)  

遠隔転移      0.82 

 M1a 30 (55.6) 30 (57.7)  

 M1b 24 (44.4) 22 (42.3)  

RAS 遺伝子変異     0.65 

 なし 22 (40.8) 17 (32.7)  

 あり 16 (29.6) 19 (36.5)  

 不明 16 (29.6) 16 (30.8)  

分子標的薬併用      0.24 

 抗 EGFR 薬  8 (14.8)  4 (7.7)  

 抗 VEGF 薬 22 (40.8) 29 (55.8)  

 なし 24 (44.4) 19 (36.5)  
a budding 程度: 軽度, 0–9 個; 高度, 10 個以上 (200 倍視野) 

b tub1, tub2, pap; c por, muc, sig 
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表 11. Stage IV 大腸癌の budding 程度別の腫瘍縮小効果 

 

budding a軽度群 

(N = 54) 

budding a高度群 

(N = 52) 

P 値 

腫瘍縮小率 (%)a 19.8 ± 46.0 11.9 ± 44.4 0.42 

ORR (%) 44.4 40.4 0.67 

TTP (月)b 9.5 (1.1–98.1) 9.6 (0.6–27.2) 0.71 

a budding 程度: 軽度, 0–9 個; 高度, 10 個以上 (200 倍視野) 

b 平均 ± 標準偏差; c 中央値 (範囲) 

ORR, 客観的奏効割合; TTP, 無増悪期間 
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表 12. Stage III 大腸癌 418 例の臨床病理学的背景 

因子 カテゴリー 症例数 (%) 

年齢 65 歳未満 192 (45.9) 

 65 歳以上 226 (54.1) 

性別 男性 243 (58.1) 

 女性 175 (41.9) 

占居部位 右側結腸 a 87 (20.8) 

 左側結腸 144 (34.5) 

 直腸 187 (44.7) 

組織型 高分化 b 382 (91.4) 

 低分化 c 36 (8.6) 

深達度 T1–3 331 (79.2) 

 T4 87 (20.8) 

budding d 軽度 256 (61.2) 

 高度 162 (38.8) 

リンパ管侵襲 ly0/1 268 (64.1) 

 ly2/3 150 (35.9) 

静脈侵襲 v0/1 245 (58.6) 

 v2/3 173 (41.4) 

リンパ節転移 e N1 313 (74.8) 

 N2 105 (25.2) 

a盲腸から横行結腸脾弯部; b tub1, tub2, pap; c por, muc, sig 

d budding 程度: 軽度, 0–9 個; 高度, 10 個以上 (200 倍視野) 

e TNM 分類 
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表 13. 術前内視鏡下生検組織中の intratumoral budding (ITB) 個数別の

budding 程度の分布 

 症例数  

ITB 個数 buddinga 軽度群 

 (N = 256) 

buddinga 高度群 

 (N = 162) 

 

 0 126 53  

 1 55 13  

 2 28 20  

 3 17 19 P < 0.0001 

 4 13 13  

 5 4 9  

 6 0 4  

 7 以上 13 31  

a budding 程度: 軽度, 0–9 個; 高度, 10 個以上 (200 倍視野) 


