
 
1 

 

緒言 

 

舌扁平上皮癌は最も多くみられる口腔癌であるが，早期病変であっても頸部

リンパ節転移をきたし予後不良となる症例が存在する．近年では予防郭清が推

奨される傾向にあり，より精度の高い頸部リンパ節転移予測因子の重要性が増

している．現在，予測因子として腫瘍の深達度が有用であるとされており 1, 2)，

National Comprehensive Cancer Network Clinical Practice Guidelines in 

Oncology (NCCN guideline) 3)では N0 症例で深達度が 4 mm を超える場合に予防

郭清を推奨している．しかし，予防郭清の基準となる深達度の cut off 値につ

いては，明確な基準は得られておらず報告によって様々1, 2, 4)である．また，術

前画像による深達度の判定には，モダリティによる精度差，未定義な評価基準な

どが原因で評価にばらつきが存在する．臨床的な頸部リンパ節転移の判定にお

いても同様である． 

一方，それらに影響されない病理学的因子を根拠にした頸部リンパ節転移の

リスク因子の探索も試みられている．頸部リンパ節転移と相関する病理学的因

子として，深達度 1, 2)，腫瘍の厚み 5, 6)，脈管侵襲の有無 7)，神経侵襲の有無 8)，

リンパ球浸潤 9)に加え，浸潤形態として worst pattern of invasion (WPOI)9)，

YK 分類 10)などが提唱されている．また近年，癌の浸潤先端部に存在する単個の
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癌細胞または５個未満の癌細胞からなる胞巣である簇出が頸部リンパ節転移リ

スク因子として着目されている．大腸癌では，追加治療としてリンパ節郭清を伴

う腸切除を考慮するといった治療アルゴリズムに，簇出が根拠の一つとして含

まれており 11)，頭頸部領域の扁平上皮癌においても簇出数が多いほど頸部リン

パ節転移が生じることが報告されている 12, 13, 14)．しかし，簇出数の少ない症例

においても頸部リンパ節転移は生じており，精度向上のため簇出数の少ない症

例を対象とした検討の余地が残されている． 

本研究では，口腔および中咽頭の扁平上皮癌において，癌細胞の podoplanin

発現がリンパ節転移の予測因子として有用であるとの報告があること 15)や，頭

頸部扁平上皮癌の浸潤先端部でpodoplanin発現した細胞が高い転移能を有して

いるという報告があること 16, 17)などから，頸部リンパ節転移の予測因子として

の簇出と頸部リンパ節転移の相関や，簇出の grade が低い症例に関しての

podoplanin 発現の有用性ついて検討することとした． 
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材料と方法 

 

1．組織材料 

本研究には，2007年から2016年の間に埼玉医科大学国際医療センターにて，

臨床的に早期(T1/2)と診断され外科的切除を受けた舌扁平上皮癌症例99例の病

理組織材料を用いた．用いた症例は術前治療の既往がなく，生存症例に関しては

最小追跡期間1年とし，病理組織学的に浸潤が確認された症例を対象とした．な

お，本研究は埼玉医科大学国際医療センターの倫理委員会の承認を受け(承認番

号17-201)，すべての手順はヘルシンキ宣言に従って実施された． 

臨床的因子および病理学的因子として，年齢，性別，追跡期間，最終転帰と

死因(全生存期間，疾患特異的生存期間)，頸部郭清の有無と時期(原発巣の手

術と同時・後発)，pT分類(Union For International Cancer Control(UICC) 

TNM classification 第 7 版18)に準じた)，頸部リンパ節転移の有無，腫瘍の病

理学的長径，深達度，腫瘍の分化度，リンパ管侵襲の有無，静脈侵襲の有無，

神経侵襲の有無，リンパ球浸潤の程度，簇出のgrade，podoplaninの陰性・陽

性について検討した．なお，頸部リンパ節転移の有無の判定については，原発

巣の手術と同時・後発問わず，頸部郭清され病理学的に扁平上皮癌細胞が確認

されたものを頸部リンパ節転移陽性とした．また，病理学的に癌細胞が確認さ



 
4 

 

れなかったものや，頸部未郭清症例で一年以上臨床的に転移の確認されなかっ

た症例は頸部リンパ節転移陰性とし，頸部リンパ節転移陰性・陽性での疾患特

異的生存に関して検討した．次に手術が施行された当時の予防郭清の影響を確

認するため，N0判定された症例に対し，予防郭清群と非予防郭清群間の疾患特

異的生存を検討した．なお当時の頸部郭清の治療戦略は，臨床的に頸部リンパ

節転移が疑われる場合は頸部郭清術が実施され，原発病巣がT2後期(直径30 mm

以上)の場合は予防的頸部郭清術が実施された．表在病変と後期T2病変の中間

にある症例の予防的頸部郭清術に関しては，腫瘍の厚みや患者の健康状態を考

慮し，各医師の判断に委ねられた． 

pT1とpT2以上，腫瘍の病理学的長径は2 cm以下と2 cm超(UICC TNM 

classification 第 7 版18)に準じた)，深達度5 mm以下と5 mm超(UICC TNM 

classification 第 8 版19)に準じた)，分化度については高分化と低・中分化に

わけて頸部リンパ節転移との相関について解析した．また，リンパ管侵襲の有

無は，必要に応じ抗podoplanin抗体を用いリンパ管を確認して判定を行なっ

た．静脈侵襲の有無は，必要に応じelastica-van Gieson染色を用い静脈を確

認して判定を行った．リンパ球浸潤の程度は，Brandwein-Genslerらの報告に

準じて3段階に分類した9)．腫瘍浸潤境界面でのリンパ球の集簇が連続性にみら

れる場合をpattern1，リンパ球の集簇が不連続性にみられる場合をpattern2，
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リンパ球の集簇が乏しいまたはみられない場合をpattern3とし，pattern3とそ

れ以外にわけて頸部リンパ節転移との相関について解析した．簇出のcut off

値は報告により様々であるため，明らかに簇出の多いgrade3とそれ以外に分け

て解析を行なった．Podoplanin発現に関しては，陰性・陽性で解析を行った．

最後に，以上の結果より得られた有用な因子と，多くの研究で有用であるとさ

れている深達度との陽性的中率，陰性的中率を比較した． 

 

2．病理組織学的検討 

（1）ヘマトキシリン・エオジン(HE)染色 

 切除後の検体は 10％中性緩衝ホルマリンで固定した．常法に従いティシュー・

テック® VIP™ 6 AI(Sakura Finetek Japan Co., Ltd. Tokyo, JAPAN)でパラフ

ィン包埋し，ベアリング式ミクロトーム(REM-710, YAMATO KOHKI INDUSTRIAL 

CO., LTD., Saitama, Japan)を用いて厚さ約 4 µm の切片を作製し，CREST(クレ

スト)コートスライドグラス(MICRO SLIDE GLASS CREST CRE-15, Matsunami 

Glass Ind., Ltd. OSAKA, Japan)上にマウントした．作製したパラフィン切片

をティシュー・テック® プリズマ™（Sakura Finetek Japan Co., Ltd. Tokyo, 

JAPAN）を用い，常法に従い HE 染色を行った後，マリノール(MUTO PURE CHEMICALS 

CO., LTD., Tokyo, Japan)にて封入し，病理組織学的検討を行った． 
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（2）免疫組織化学的染色 

作製したパラフィン切片に対し，自動免疫染色装置(VENTANA BenchMark ULTRA 

system, Ventana Medical Systems, Inc., Oro Valley, AZ, USA)を用いて免疫

染色を行った．一次抗体には抗 AE1/AE3 抗体(PCK26, cocktail antibody, 

Ventana; Roche Tissue Diagnostics Japan, Minato-ku, Tokyo, Japan; Cat. 

No.760-2595)，抗 podoplanin 抗体(clone D2-40, Dako Agilent Technologies, 

Inc., Hachioji, Tokyo, Japan; Cat. No. M3619)を使用した．組織切片の抗原

賦活化には，pH8.5 の CC1 バッファー ULTRA(Ventana Medical Systems, Inc., 

Oro Valley, AZ, USA)を用いた．I-VIEW DAB ユニバーサルキット(Ventana 

Medical Systems，Inc.; Cat. #760-041)を使用して一次抗体の検出操作を行っ

た．対比染色はマイヤー・ヘマトキシリン液 1倍法(MUTO PURE CHEMICALS CO., 

LTD., Tokyo, Japan)で行った． 

 

（3）簇出の評価 

簇出の評価は Ebiharaら14)の方法に準じて行なった．HE標本にて癌の浸潤先

端部を観察し，40倍の視野で簇出数の最も多いフィールドを選択した．なお，HE

標本のみでは癌細胞と組織球など他の細胞を区別することが困難な場合がある

ため，癌細胞の検出を目的としてAE1/AE3染色を併用した．光学顕微鏡(OLYMPUS 
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BX51,Tokyo,Japan)下200倍で観察し，1視野あたりの簇出数0〜4個をgrade1，簇

出数5〜9個をgrade2，簇出数10個以上をgrade3として評価した(図1)．簇出の

gradeと，各病理学的因子との相関を統計学的に検討した． 

 

（4）Podoplanin発現の免疫組織化学的評価 

簇出のgradeが1または2と評価された症例について，簇出におけるpodoplanin

の発現を免疫組織化学的に評価した．簇出の評価時に選択されたフィールドに

おいて，光学顕微鏡(OLYMPUS BX51,Tokyo,Japan)下200倍で観察した．簇出での

podoplanin発現が僅かでも生じていれば陽性と判定した(図2)．簇出における

podoplaninの陰性・陽性と，病理学的因子との相関を統計学的に検討した．  

 

(5) 統計学的処理 

統計処理にはカイ二乗検定またはFisher's exact testを使用した．生存分析

は疾患特異的生存期間を用い，Kaplan-Meier法により解析，log-rank testによ

り検定を行った．多変量解析にはロジスティック回帰モデルを用いた．統計処理

はIBM SPSS Statistics 24(IBM，Chicago, USA)で行い，p<0.05の場合を統計学

的有意差ありとした． 
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結果 

 

患者の年齢分布は，20〜89歳，中央値は63歳，性別はそれぞれ男性72例，女

性27例であった．追跡期間の中央値は6〜121ヶ月，中央値は39ヶ月であり，追

跡期間1年未満の症例は全て死亡例であった．最終転帰は，生存76例，死亡23

例(全て舌は非担癌)，その内訳は原病死17例，その他の死因は6例(1例は心臓

病関連死，2例は頭頸部以外の癌，3例は肺炎)，全生存期間と疾患特異的生存

期間を図3Aに示す． 

原発病巣の初回手術時に56例で頸部郭清術が実施され，43例が経過観察の措

置が取られた．初回手術後，経過観察症例のうち14例が後発頸部リンパ節転移

を疑われ頸部リンパ節郭清術が施行された．病理学的リンパ節転移陽性症例

は，初回手術時に頸部郭清が実施された27例と経過観察後後発転移を疑われ頸

部郭清術が実施された12例，合計39例にみられた．また，頸部リンパ節転移陰

性症例は60例であった．なお，臨床的頸部リンパ節転移陰性と判断された症例

のうち，病理学的に頸部リンパ節転移陽性だった症例は21例(21%)であった．

疾患特異的生存期間では，頸部リンパ節転移陰性・陽性で生存率に有意差を認

めた(p = 0.010，図3B)．また，N0症例のうち，疾患特異的生存期間では，予

防郭清群と非予防郭清群で生存率に有意差はなかった(p = 0.883，図3C)． 
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全症例で簇出grade1は41例(41%)，grade2は36例(36%)，grade3は22例

(22%)，podoplanin陰性は39例(39%)，陽性は60例(60%)に分類された．頸部リ

ンパ節転移の有無と臨床病理学的因子との有意な相関がみられたのは，pT1と

pT2以上(p = 0.004)，病理学的長径2 cm以下と2 cm超(p = 0.012)，深達度5 

mm以下と5 mm超(p = 0.024)，リンパ管侵襲の有無(p = 0.001)，静脈侵襲の有

無(p = 0.001)，簇出grade1,2と簇出grade3(p < 0.001)であった(表1)．簇出

のgradeが上がるほど，頸部リンパ節転移陽性症例の割合は増加しており，頸

部リンパ節転移リスク因子として簇出は重要であった． 

次に，簇出grade1，2症例計77例のうち，podoplanin陰性は34例(44%)，陽性

は43例(56%)であった．Podoplanin発現と有意な相関がみられたのは，高分化

と低・中分化(p = 0.045)，神経侵襲の有無(p = 0.004)，リンパ球浸潤の程度

(p = 0.049)であった(表2)．多変量解析では，リンパ管侵襲の有無(オッズ比 

11.5, 95%信頼区間1.50-87.6, p = 0.02)，podoplanin発現陰性と陽性(オッズ

比 7.07, 95%信頼区間1.80–27.7, p = 0.005)が有意であった(表3)． 

また，深達度5 mm以下と5 mm超の陰性的中率は74%，陽性的中率は33%，リン

パ管侵襲の有無の陰性的中率は75%，陽性的中率は75%，podoplanin陰性と陽性

の陰性的中率は88%，陽性的中率は44%であった(図4)． 
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考察 

 

本研究では，頸部リンパ節転移リスク因子として簇出は重要であり，簇出

grade1, 2 である舌扁平上皮癌の簇出における podoplanin の発現が頸部リンパ

節転移予測因子として認められた．また，podoplanin の陰性的中率(88％)は，

陽性的中率(56％)よりも高かった．この結果より，podoplanin 陰性の症例では

頸部郭清を実施せず，経過観察の方針が推奨されるものと考える．すなわち，

経過観察とすることで，頸部リンパ節転移陰性が予測される症例での頸部郭清

実施回避が期待される．頸部郭清は露出部である頸部への侵襲行為であり，審

美的な問題に加え，神経麻痺など合併症・後遺症というリスクも伴っている．

したがって，頸部郭清非実施症例の選別は，手術時間・入院期間の短縮など医

療経済的な面のみならず，患者の生活の質(quality of life)の向上に有用で

あると考える． 

一方，podoplanin 陽性的中率は 56％に留まり，多くの偽陽性症例が生じ

た．本研究で podoplanin 発現と有意な相関のあった因子は，分化度，神経侵

襲，リンパ球浸潤であった．このうちリンパ球浸潤に関し，podoplanin の発現

と炎症反応は関連があるとの報告があり 20)，この報告は本研究で偽陽性が増加

した結果を支持するものと考える．Podoplanin は，I型膜貫通型糖タンパク質
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で，様々な器官の発生と成長に関与し，多くの生理学的および病理学的因子が

podoplanin の発現を調節していることが知られている 20)．Podoplanin の発現

は炎症のみならず，創傷治癒などの組織修復や再生，細胞形態の維持に関与し

ており，上皮間葉転換(Epithelial to Mesenchymal Transition, EMT)との関

連についても報告がある 20, 21)．EMT とは，上皮細胞が接着能や極性などの上皮

としての形質を失い，浸潤，遊走能などの間葉系細胞様の形質を獲得する可逆

的な変化であり，簇出は EMT 初期の形態学的変化を反映したものとされている

22)．頸部リンパ節リスク因子としての転移陽性率を上げるため，EMT の代表的

な因子である E-cadherin や vimentin を候補として考えた．しかし，EMT での

E-cadherin 発現低下や vimentin 発現増加は定量的であり，標本の厚みや染色

条件などに影響されるため，再現性のある客観的評価が困難であると思われ

た．さらに，vimentin は線維芽細胞，血管内皮細胞，リンパ球などの間葉系細

胞で発現するため 20)，簇出での観察は容易ではなく，臨床病理学的に実用性に

劣るものと考えた．一方，podoplanin は，正常組織ではリンパ管内皮細胞や骨

細胞，筋線維芽細胞などでの発現が認められ，vimentin と比較すると簇出での

発現の観察が容易であるという利点を有していた． 

また，本研究ではリンパ管侵襲の有無も podoplanin 発現とならび，頸部リ

ンパ節転移予測因子となった．リンパ管侵襲の有無での陽性的中率は 75%であ
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った．腫瘍内のリンパ管新生と拡大は，腫瘍の浸潤と転移を促進すると考えら

れている 23)．ただし，頸部リンパ節転移陽性だった症例のうちリンパ管侵襲有

りと判定されたのは 35%のみであった．頸部リンパ節転移予測因子としてリン

パ管侵襲の有無単独では不十分と思われたが，podoplanin の発現とともに有用

な因子であった．抗 podoplanin 抗体はリンパ管の検出 24)に既に確立され広く

使用されている抗体であり，本研究の結果は，リンパ管侵襲の有無と簇出の

podoplanin 発現を効率よく評価できるという利点を示していると考える． 

以上より，早期舌扁平上皮癌頸部リンパ節郭清未実施症例では，切除後の簇

出の評価が grade3 の場合は追加の頸部郭清を実施し，簇出 1,2 かつ

podoplanin 陽性の場合は厳重な経過観察，簇出 1,2 かつ podoplanin 陰性の場

合は経過観察の方針をとることが望ましいと思われた(図 5)．すなわち，頸部

リンパ節転移リスク因子として簇出 grade3 や，簇出 grade1,2 症例の

podoplanin 発現が有用な可能性が示唆された． 
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結 論 

 

早期舌扁平上皮癌の頸部リンパ節転移リスク因子として簇出は重要であり，

簇出数の少ない症例のpodoplanin発現が治療方針決定に有用である可能性が示

唆された． 
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図表の説明 

図 1. 簇出の評価 

 

図2. Podoplaninの評価 

 

図 3. 舌扁平上皮癌における各種生存率 

 

図4. 簇出grade1,2症例における深達度，リンパ管侵襲，podoplaninごとの頸

部リンパ節転移数とその割合 

 

図5. 今後予想される簇出の病理学的所見に基づいた早期舌扁平上皮癌頸部リ

ンパ節郭清未実施症例の頸部戦略 

 

表 1. 舌扁平上皮癌症例の病理学的因子と頸部リンパ節転移との相関 

 

表 2. 舌扁平上皮癌簇出 grade1, 2 症例の病理学的因子と podoplanin 発現，頸

部リンパ節転移との相関 
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表 3.舌扁平上皮癌簇出 grade1, 2 症例の頸部リンパ節転移陰性・陽性に対する

多変量解析 


