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抄 録

食道扁平上皮癌のリンパ行性進展に関して，リンパ管新生の有無を検索するとともに転移予測の可能性を検討し

た．食道浸潤癌切除標本38例を用い，リンパ管内皮細胞の特異的マーカー（podoplanin）およびリンパ管新生に関

係する増殖因子とレセプターの発現を免疫組織学的に検討した．粘膜固有層，粘膜下層のリンパ管密度は，正常部

と比べ腫瘍辺縁部では有意に増加しており，且つ増生するリンパ管内皮細胞には増殖因子Ki-67の発現が認めら

れた．リンパ管増殖因子VEGF-CとそのレセプターVEGFR2,3の発現を検討したところ腫瘍細胞のみでVEGF-

Cが，又近傍のリンパ管内皮細胞でVEGFR3の発現が認められた．次いでリンパ管新生とリンパ節転移について

検討したところ，腫瘍辺縁部の粘膜下層のリンパ管数が血管数の60％以上の場合，および腫瘍辺縁部のKi-67陽性

リンパ管出現率が粘膜固有層でも粘膜下層でも20％以上の場合，リンパ節転移の可能性が高いことが明らかとなっ

た．これらの結果は，食道扁平上皮癌周囲では腫瘍細胞で産生される増殖因子によりリンパ管新生がもたらされる

可能性を示唆するとともに，リンパ管の状態を検索することにより転移の可能性を予測することが可能であること

を示している．
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緒 言

食道癌は同じ消化器腫瘍の中でも大腸癌や胃癌と

比べて悪性度が高く，現在でも予後の悪い腫瘍の一

つにあげられる．食道癌の中で最も頻度が高い胸部

食道癌の進行例では頸部，胸部，腹部のリンパ節に

広範囲に転移することが知られ，隣接する臓器への

浸潤も多い．またリンパ節郭清とともに胸腹部食道

を全摘することが一般的であるなど手術侵襲も大き

く，いまだに予後は不良である ．我が国における食

道癌の大半は扁平上皮癌であり，その進行過程の病

態を解明し治療法の開発につなげることは急務と考

えられる．

近年，悪性腫瘍の増殖と転移には血管やリンパ管

の新生が関わっており ，血管新生は腫瘍の増殖と関

連するのに対し，腫瘍組織におけるリンパ管新生は

リンパ節転移と関連すると推定されている ．

近年の血管新生の研究の過程でリンパ管の内皮細

胞を同定する特異なマーカーが発見され，リンパ行

性進展やリンパ節転移に関して多くの研究結果が報

告されてきている ．しかし，食道癌におけるリン

パ管新生，リンパ行性進展のメカニズムに関して詳

細は依然として不明なままである ．今回，

我々は食道扁平上皮癌においてリンパ管新生がみら

れるかどうか，もし認められるならばその検索から，

リンパ節転移の予測が可能か否かを検討した．

対象と方法

１.対象

対象症例は2001年以降，近畿大学医学部附属病院

で外科的に治療を受けた胸部食道扁平上皮癌症例で

ある．全例初回治療症例であり，しかも外科により

患者あるいは家族に研究に関する十分な説明がなさ

れ同意がえられた症例38例が選ばれた．また，手術

前の化学療法や放射線療法は組織学的に様々な変化

をもたらすと考えられたため，これら治療法を実施

した症例は対象から除外した．

２.HE染色標本の作製
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各症例において，提出臓器は10％ホルマリンで固

定後，腫瘍病変の切り出し時に腫瘍の浸潤が最深部

に達している断面を標本として作製した．パラフィ

ン包埋ブロックより作製されたHE染色標本を観

察した後，腫瘍浸潤部が十分に観察可能な標本を選

んだ．それぞれのパラフィン組織ブロックから3

mで組織を薄切し，組織全体の観察用のHE染色標

本と免疫染色用の未染標本を作製した．HE染色は

標準的方法で染色し作製した．

３.免疫組織染色

１)抗体：リンパ管内皮細胞マーカーとしてpodo-

planin（D2-40, Signet  Laboratories, Dedham,

Mass.希釈濃度50倍，マイクロウェーブ熱処理）を，

血管の同定にはCD31（1A10,NOVOCASTRA，稀

釈倍率50倍，マイクロウェーブ熱処理）を使用した．

またリンパ管新生に関する代表的増殖因子として

VEGF-C（polyclonal, rabbit, Invitrogen，稀釈倍

率100倍，マイクロウェーブ熱処理）を，その受容体

としてVEGFR2（Ab-951,Signal Way，稀釈倍率

50倍）とVEGFR3（Flt-4,polyclonal,goat,R&D
 

System，稀釈倍率50倍，マイクロウェーブ熱処理）

を使用した．さらに増殖マーカーとしてKi-67（MIB

-1, DAKO，稀釈倍率50倍，マイクロウェーブ熱処

理）を用いた．

２)免疫染色法：薄切未染色標本を脱パラフィン

後，ベンタナXTシステム ベンチマークコントロ

ールシステム（750-BXTC）を使用し染色した．単

一免疫染色の場合，UltraView Universal  DAB
 

Detection Kit（760-500）を使用した．反応時間は

VEGFR2は60分，その他は30分に設定した．染色後

流水で洗浄し，Hematoxylinにて核染，色出し，脱

水，透徹，封入した．

３)二重染色法：二重染色（podoplaninとKi-67お

よび podoplaninと CD31）は，ベンタナXTシステ

ム（750-BXTC）を使用し，Ki-67，CD31はそれぞ

れUltraView Universal DAB Detection Kit（760-

500）を使用した．また，podoplanin染色に関しては

UltraView Universal Alkaline Phosphatase RED
 

Detection Kit（760-501）を使用した．

４.リンパ管密度の測定方法と評価

組織標本上で粘膜固有層および粘膜下層で腫瘍辺

縁部から2mmの範囲を観察・測定範囲として設定

した（図１）．

観察は弱拡大（40倍）で全体を観察し，podoplanin

陽性の明瞭なリンパ管の密度が最も高いと判断され

る部位（hot spot) を２カ所選定した．次に，観察

倍率200倍でリンパ管の数を計測した．計測は，

NIKON ECLIPSE E1000（デジタルカメラ：DXM
 

1200搭載）を使用し，モニター画面上に画像を映し

出し，モニター上で認められるリンパ管をリンパ管

密度とした．モニター画面上での観察範囲の総面積

は18.9mm に相当した．血管の増生と比較するた

め，podoplaninと CD31の二重染色標本を使用し，

血管数とリンパ管数を上記と同様の方法で計測し

た．２カ所で測定した数の平均値をリンパ管数とし

た．

なお，正常部のリンパ管を測定するため病変部か

ら十分に離れた部位で，200倍の拡大画面上で計測を

行なった．

５.Ki-67陽性リンパ管出現率の測定方法

腫瘍辺縁部の粘膜固有層および粘膜下層でhot
 

spotにおけるpodoplanin陽性を示したリンパ管の

内，リンパ管内皮細胞がKi-67陽性を示したリンパ

管の出現率を計測した．この際，リンパ管内皮細胞

が１個でもKi-67陽性を示したリンパ管をKi-67

陽性リンパ管と判定した．

図 リンパ管観察範囲
ａ：腫瘍浸潤部のHE染色組織像（×0.5）
ｂ：観察部位：点線で示す腫瘍辺縁部から2mmの範囲の粘膜固有層，粘膜下層を観察・測定範
囲と設定した．

T：腫瘍，bar：2mm．
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６.統計的解析

統計処理のすべてはAbacus concept, StatView.

（Abacus Concept,Inc.,Berkeley,CA）を使用した．

リンパ管密度は分散分析（ANOVA）で，またリン

パ節転移の有無とリンパ管内腫瘍塞栓との症例検討

にはχ 検定を用いて検討し，その他は t検定を用い

て検討した．すべての統計的検討はp値が0.05以下

を有意差ありと判定した．

結 果

１.対象症例の臨床病理的背景（表１）．

対象症例全体の平均年齢は61.6±7.7歳であった．

性別は，男性35例，女性３例であった．浸潤壁深達

度は，T1a（LPM）が１例，T1bが７例，T2は９例，

T3が20例で，T4は１例であった．粘膜内癌（T1a-

EP）は含まれていない．進行度（Stage）は，Ⅰ，

Ⅱ，Ⅲ，Ⅳ がそれぞれ４例，８例，21例，５例で，

いずれも遠隔転移は認められなかった．組織学的に

リンパ節転移が認められたものは29例で，９例では

転移は認められなかった．TNM 分類による組織学

的Gradingは G1が10例，G2は16例，G3は12例であ

った．

２.リンパ管の分布およびリンパ管密度の測定．

表２は腫瘍部，非腫瘍部におけるリンパ管数の比

較を示している．非腫瘍部の粘膜固有層，粘膜下層

では，それぞれ6.9±2.1本，3.0±1.0本であったが，

腫瘍辺縁部では粘膜固有層で11.1±2.6本，粘膜下層

で6.4±2.6本であり，いずれも有意な増加が認めら

れた（p＜0.001）．

３.血管数に対するリンパ管数の割合（表３）．

非腫瘍部と腫瘍辺縁部の粘膜固有層および粘膜下

層におけるリンパ管/血管数比を検討した．同一部位

において血管数を10とした場合のリンパ管の比で表

した．正常部では，血管数10に対して粘膜固有層が

9.7±0.8，粘膜下層は1.4±0.5であったが，腫瘍辺

縁部では，粘膜固有層および粘膜下層はそれぞれ

12.4±2.9，6.6±3.7であり，明らかにリンパ管の増

加が認められた．

４.腫瘍塞栓の認められた部位と症例数．

組織学的に腫瘍塞栓形成がみられたものは29例で

あった．全例がリンパ管内であり，わずか１例のみ

に血管内にも腫瘍塞栓が認められた．部位別の検討

では，粘膜固有層のみにみられた症例は７例で，粘

膜下層のみにみられた症例は９例で，例数はほぼ同

様であったが粘膜固有層のみにリンパ管内腫瘍塞栓

がみられた７例の全例でリンパ節転移が認められ

た．

５.臨床病理的因子とリンパ管密度との関係（表

４）．

腫瘍辺縁部でリンパ管密度が高くなることから，

臨床病理的因子との関連性の有無を検討した．腫瘍

辺縁部では，リンパ管/血管数比が高く，またリンパ

管密度は粘膜固有層と粘膜下層とで異なることか

ら，粘膜固有層と粘膜下層とに分けて検討した結果，

それぞれの因子に関して粘膜固有層でのリンパ管密

度は粘膜下層のそれより高くなっていた．しかし，

粘膜固有層，粘膜下層のいずれにおいても各因子と

の関連性は認められなかった．

６.腫瘍辺縁部におけるリンパ管の増生に関する

Ki-67の観察結果．

腫瘍辺縁部で著しい増生がみられたリンパ管が既

存のリンパ管の拡張・増生か，あるいは新生リンパ

管であるかを検討するためにpodoplaninと増殖マ

表 血管数に対するリンパ管数

非腫瘍部 腫瘍辺縁部 p

粘膜固有層（n＝38) 9.7±0.8 12.4±2.9 ＜0.001

粘膜下層（n＝38) 1.4±0.5 6.6±3.7 ＜0.001

注：血管数10に対するリンパ管数を示す．

Mean±SD.

表 リンパ管密度の測定結果

非腫瘍部 腫瘍辺縁部 p

粘膜固有層（n＝38) 6.9±2.1 11.1±2.6 ＜0.001

粘膜下層（n＝38) 3.0±1.0 6.4±2.6 ＜0.001

Mean±SD

表 臨床病理的背景

症例数

年齢（歳) ＜61.6 20

≧61.6 18

性別 男性 35

女性 3

浸潤壁深達度 T1ａ 1

T1ｂ 7

T2 9

T3 20

T4 1

進行度 Ⅰ 4

Ⅱ 8

Ⅲ 21

Ⅳａ 5

リンパ節転移 あり 29

なし 9

組織学的Grading  G1 10

G2 16

G3 12
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ーカー（Ki-67）の二重染色を行ない検討した（図２

ａ，ｂ）．粘膜固有層および粘膜下層でリンパ管は不

規則に蛇行・拡張しており，その内皮細胞の核に一

致してKi-67陽性像が認められた．また，リンパ管

内腫瘍塞栓を伴い著しく拡張したリンパ管の内皮細

胞の核もKi-67陽性を示した．この観察結果は，全

例で認められた．

７.新生リンパ管の形成メカニズムに関する検討．

腫瘍辺縁部で形成されたリンパ管の形成メカニズ

ムを検討するために，リンパ管増殖に関する代表的

な因子であるVEGF-Cとそのレセプターである

VEGFR2，VEGFR3の免疫染色を行ない検討した．

VEGF-C染色の結果，増殖，浸潤する腫瘍細胞に一

致して陽性像が認められた（図３ａ）．一方，

表 臨床病理的因子とリンパ管密度との関係

リンパ管密度

(粘膜固有層)
p

リンパ管密度

(粘膜下層)
p

年齢（歳） ＜61.6 10.3±2.5 6.0±1.9

≧61.6 12.0±2.4 0.107 7.0±3.2 0.234

性別 男性 11.3±2.5 6.4±2.7

女性 8.5±1.8 0.683 7.3±2.1 0.542

浸潤壁深達度 T1ａ 8.5 5.0

T1ｂ 11.9±1.9 5.4±2.3

T2 10.9±3.5 7.8±2.8

T3 11.1±2.4 6.2±2.6

T4 10.0 0.762 8.0 0.369

進行度 Ⅰ 10.4±2.2 5.3±2.3

Ⅱ 12.6±3.2 6.8±3.3

Ⅲ 10.8±2.5 6.8±2.4

Ⅳａ 10.6±1.5 0.344 5.3±2.8 0.528

リンパ節転移 あり 11.1±2.6 6.4±2.6

なし 11.2±2.6 0.865 6.4±2.9 0.528

組織学的Grading（TNM 分類） G1 11.1±1.5 6.5±3.2

G2 11.0±2.3 6.2±1.9

G3 11.2±3.6 0.979 6.7±3.0 0.885

リンパ管内腫瘍塞栓 あり 11.5±2.5 6.7±2.8

なし 9.9±2.4 0.160 5.7±2.0 0.357

Mean±SD

図 リンパ管増生と腫瘍塞栓
ａ：粘膜下層におけるリンパ管増生．podoplanin（リンパ管，赤色）とKi-67（増殖マーカー，
褐色）の二重染色の結果（×400）．
不規則に拡張，増生するリンパ管（L）では，リンパ管内皮細胞の核はKi-67陽性（→）を示して
いる．
ｂ：粘膜固有層における腫瘍塞栓と腫瘍増殖因子．podoplanin（リンパ管，赤色）とKi-67（増
殖マーカー，褐色）の二重染色の結果（×400）．
拡張したリンパ管内には腫瘍塞栓の形成がみられ，リンパ管内皮細胞の核はKi-67陽性（→）を
示している．

ａ ｂ
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VEGFR2の染色では，血管内皮細胞に陽性像がみら

れた（図３ｂ）が，リンパ管内皮細胞は陰性であっ

た．VEGFR3の染色では，VEGFR2の染色態度とは

逆となり，血管内皮細胞では陰性で，リンパ管内皮

細胞に一致して陽性所見が認められた（図３ｃ）．

この結果は全例で認められた．

８.リンパ節転移の有無によるリンパ管内腫瘍塞栓

形成，リンパ管/血管数比，Ki-67陽性リンパ管出現

率．

リンパ節転移と関連する因子の検索のため，組織

学的にリンパ節転移の認められなかった症例（N0）

とリンパ節転移の認められた症例（N＋）とを検討し

た．N0では，腫瘍塞栓形成がみられなかったものは

９例中６例で，３例は腫瘍塞栓形成が一部にみられ

た．また，N＋では，腫瘍塞栓形成が認められたもの

は29例中26例で，みられなかったものは３例であっ

た．リンパ節転移とリンパ管内腫瘍塞栓との間には

有意な関連性が認められた（p＜0.001）．

腫瘍辺縁部におけるリンパ管/血管数比とリンパ

節転移の有無に関して検討した．表６に示されてい

るように，粘膜固有層ではN0は12.0±2.6/10，N＋

は12.5±3.0/10で有意差はみられなかった．粘膜下

層ではN0は3.9±1.6/10，N＋は7.3±3.8/10で有

意差（p＝0.045）が認められた．さらに，腫瘍辺縁

部のKi-67陽性リンパ管数の出現率をN0，N＋それ

ぞれ６例ずつについて検討したところ，図４にみら

れるように粘膜固有層ではN0は11.8±6.0％で，

N＋は30.8±12.5％であり，粘膜下層ではN0は

7.8±7.5％，N＋は37.0±9.1％であった．いずれの

図 VEGFR2，VEGFR3およびVEGF-C免疫染色の結果（腫瘍辺縁部，粘膜下層）
ａ：VEGF-C免疫染色の結果（×200）．
浸潤する腫瘍細胞に一致して陽性所見が認められる．
ｂ：VEGFR2免疫染色の結果（×200）．
Ａ：血管，Ｌ：リンパ管
血管内皮細胞に一致して陽性像が認められる．リンパ管内皮細胞は陰性である．
ｃ：VEGFR3免疫染色の結果（×200）．
リンパ管内皮細胞に一致して陽性所見が認められる．血管内皮細胞は陰性である．

ｃ

ｂａ

図 リンパ節転移の有無によるKi-67陽性リン
パ管出現率

N0：リンパ節転移なし．N＋：リンパ節転移
あり．

Mean±SD，（ ）：症例数．
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部位においても20％以下では転移は認められず，両

者には明瞭な差異が認められた．

考 察

多くの悪性腫瘍においてリンパ管新生がリンパ節

転移，腫瘍の増殖，予後に関係することが報告され

ている ．リンパ行性進展に関する組織学的

な研究は,血管とリンパ管とを正確に区別する方法

がこれまで容易でなかったため遅れていた．近年，

リンパ管に特異的な抗体の開発によりリンパ管を同

定することが容易となり，この分野の研究は急速に

進展し新しい知見が集積されつつある ．今回，リン

パ管の特異的マーカーであるpodoplaninを用いて

検索した．

血管新生が腫瘍浸潤部の周囲にほぼ一様にみられ

るのに対しリンパ管の組織内の分布にはばらつきが

大きい．そのため過去の多くの報告では，リンパ管

密度の測定は組織内のリンパ管数の最も多い部位

（hot spot）を選び，一定面積内のリンパ管数を計測

する方法をとっている．我々は非腫瘍部におけるリ

ンパ管密度およびリンパ管/血管数比を観察し，腫瘍

辺縁部と比較検討した．

今回の結果から粘膜固有層の観察では新生リンパ

管の数が，また粘膜下層の観察ではリンパ管/血管数

比の増加（リンパ管/血管数比が6.6/10）が重要であ

ることが示された．

さらにこれらのリンパ管において内皮細胞の核の

Ki-67陽性をしめすリンパ管の出現率の検討をし

た．Ki-67は細胞増殖関連抗原で，細胞周期におい

て，休止期（G0）以外の全周期（G1，S，G2，M 期）

で発現する核タンパクである ．今回の観察では，リ

ンパ管内腫瘍塞栓形成部位で腫瘍細胞とともにリン

パ管内皮細胞の核にKi-67陽性像が認められ，また

腫瘍塞栓がみられない部位でも増生するリンパ管内

皮細胞に陽性所見が認められた．このことから，腫

瘍辺縁では既存のリンパ管だけでなく，新生リンパ

管も存在することが確認された．

このような癌胞巣周囲におけるリンパ管新生の機

序に関して，近年，悪性腫瘍が産生するさまざまな

サイトカインの役割が注目されている ．

脈管新生の制御に関連するサイトカインには，

VEGF，VEGF-B，VEGF-C/D，VEGF-E，VEGF

-C 256S等が知られている ．このうち，VEGF-C/

DとVEGF-C156Sはリンパ管内皮細胞上の

VEGFR3に作用し，リンパ管新生を誘引することが

報告されている．VEGF-C/Dの一部は，VEGFR2

に作用すると考えられている．VEGFR2はリンパ管

内皮細胞のみでなく血管内皮細胞上にも発現し，多

くは血管新生と関連性があるが，その一部はリンパ

管新生と関連することが推定されている．我々の観

察では，食道扁平上皮癌では腫瘍細胞でVEGF-C

の産生が，また，腫瘍辺縁部ではリンパ管内皮細胞

にVEGFR3の発現が認められた．Kitadai等 ある

いはMobius等 により，食道扁平上皮癌では腫瘍

細胞と間質細胞にVEGF-C産生が認められ，しか

もこの産生は腫瘍の浸潤の深さ，Stage，血管侵襲，

リンパ管侵襲，リンパ節転移と関連があることが報

告されている．これらの報告と今回の結果を併せて

考えると，食道扁平上皮癌では腫瘍細胞から産生さ

れるVEGF-Cによって新生リンパ管の形成が促さ

れることが推測される．

このようなリンパ管の増生と臨床病理学的所見と

の相関について，Mori等の報告 では，リンパ管密

度と臨床病理学的パラメーター（リンパ管侵襲，リ

ンパ節転移を含め，腫瘍サイズ，浸潤の深さ，Stage

など）にはいずれも有意差は認められていない．我々

もMori等 と同様の方法をとって観察したところ

臨床病理学的パラメーターと新生リンパ管との間に

は強い関連性はないと思われた．

そこで，リンパ節転移の無い症例（N0）と転移の

ある症例（N＋）について比較検討した．その結果，

リンパ節転移と関連する因子の一つとして，リンパ

管内腫瘍塞栓形成が考えられた（表５）．この結果か

らは通常おこなわれている病理組織学的検索におけ

る ly因子の評価が重要であることが再確認された．

脈管侵襲の検索方法に関しては，Weidner等 が浸

表 リンパ節転移の有無による腫瘍辺縁部のリンパ

管/血管数比

N0(9) N＋(29) p

粘膜固有層(38) 12.0±2.6/10 12.5±3.0/10 0.777

粘膜下層(38) 3.9±1.6/10 7.3±3.8/10 0.045

注：血管数10に対するリンパ管数比．

N0：リンパ節転移なし．N＋：リンパ節転移あり．

Mean±SD.（ ）：症例数

表 リンパ節転移の有無とリンパ管内腫瘍塞栓との

関係（症例数）

腫瘍塞栓なし 腫瘍塞栓あり

敏感度：89.7％（26/29)

特異度：66.7％（6/9)

正確度：84.2％（32/38)

N0（９例） 6 3

N＋（29例） 3 26

合計 9 29

N0：リンパ節転移なし．N＋：リンパ節転移あり．

p＜0.001
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潤性乳癌に対して血管新生の検索を組織内の血管密

度を測定する方法をとったことが最初であった．リ

ンパ管新生に関して，初期の研究では小型のリンパ

管が増生するという形態学的な定義をとる報告 が

みられた．

我々の検討の結果，新しい因子として，腫瘍辺縁

部の粘膜下層のリンパ管/血管数比（表６）が6/10以

上の場合，および腫瘍辺縁部のKi-67陽性リンパ管

出現率（図４）が粘膜固有層でも粘膜下層でも約20

％以上であればリンパ節転移の可能性が高いことが

明らかになった．これらの結果は，腫瘍塞栓，リン

パ管新生の程度，Ki-67陽性リンパ管の出現率は予

測因子として応用可能であることを示唆している．

今回の検索は症例数も十分ではなく，又，検索部

位もhot spotに限られている．今後さらに例数を増

やして詳細な検討を加え，より正確な予測因子を確

立するための検索を続ける予定である．
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