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 要旨 

下部直腸癌において術前化学放射線療法 (chemoradiotherapy; CRT)は局所再発

率の低下等を目的に行われており、治療効果や予後の予測因子として癌幹細胞や

腫瘍浸潤T細胞 (tumor infiltrating lymphocyte; TIL)の関与が報告されてい

る。今回、下部直腸癌の切除検体で癌幹細胞マーカーであるDCLK1、LGR5の発現、

CRT前の生検検体でCD8+TIL、FoxP3+TILを評価し、臨床病理学的因子や予後との

相関を検討した。結果、CRT症例でDCLK1発現は癌特異的生存率と負に相関したが

LGR5発現は予後と相関せず、予後予測因子としてDCLK1の有用性が示唆された。

また、CRT前生検のCD8+ TIL数、CD8+/FoxP3+ TIL比はCRT奏効と正に相関した。 
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序文 

【直腸癌術前化学放射線療法について】 

進行下部直腸癌は、病変が狭い骨盤腔に存在することから、他部位の大腸癌

手術に比して切除断端の確保が難しい症例が多くあり、Peeters らによる

Dutch trial の結果では手術単独症例で局所再発が 10.9%と高率に認められて

いる 1。また、人工肛門造設となる症例も多く、患者 QOL の低下につながる。

術前化学放射線療法 (CRT)は腫瘍の縮小や局所再発率の低下、さらには肛門温

存の可能性を高めることを目的として行われている 1 - 3。CRT の組織学的治療

効果の予後に関する臨床的意義については現段階でも十分に評価はなされて

いないが、組織学的治療効果が再発や生存期間に関連するとの報告がある 4,5。

また、CRT の治療効果は症例によって異なり、効果の乏しい症例も存在する。

不必要な治療や費用、副作用を避けるために CRT の効果を予測する方法の探求

が行われてきており、近年、癌幹細胞 (CSC)や腫瘍浸潤 T 細胞 (TIL)の解析に

よる試みが報告されている。 

【幹細胞について】 

癌組織において一部に存在する癌幹細胞が、自己複製能や分化能を持つこと

で癌の再発、進展に寄与すると報告されている 6。また、癌幹細胞は化学療法

や放射線療法に対して抵抗性を示すと報告されていることからも 7 - 9、大腸癌

幹細胞マーカーの同定は重要である。過去には Cluster of differentiation 

(CD)133、Leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptor 5 

(LGR5)、Doublecortin–like kinase 1 (DCLK1)など複数のマーカーが推定され

ている 10。多くの報告では CD133、LGR5 発現は CRT 奏効と負の相関を示し、予
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後不良因子であるとされるが 11 - 16、これらは正常腸管の幹細胞でも発現して

いることが報告されていることから 17, 18、癌幹細胞に特異的なマーカーとは言

えない。一方、DCLK1 は前治療のない大腸癌において予後不良因子とする報告

がなされているが 19, 20、Nakanishi らはマウス大腸癌モデルを使用し、DCLK1

は正常腸管の幹細胞ではなく大腸癌幹細胞のマーカーである可能性を示して

いる 21。しかし、現時点では、大腸癌幹細胞の特異的なマーカーは十分な検討

がなされておらず、明らかにされていない。 

【CRT 治療効果と TIL】 

 CRT の作用機序は腫瘍に対する直接的な抗腫瘍効果が主体であるが、CRT に

よって癌細胞がネクローシスを起こし、生じた腫瘍特異抗原を宿主の免疫細胞

が認識することで抗腫瘍免疫が賦活化され、腫瘍の縮小につながるという実験

的な報告がある 22 - 24。過去の報告では細胞性免疫をつかさどる CD8+ TIL と CRT

治療効果の正の相関が示唆されている。一方、免疫反応を抑制する FoxP3+ TIL

と CRT 治療効果に関しては十分に明らかにされていない 25 - 29 。 

【本研究に至った経緯】 

既報では術前治療のない大腸癌における DCLK1 発現は予後不良因子であると

報告されているが、CRT症例を含め下部直腸癌に関する検討は行われていない。

LGR5 に関しても十分な検討がされているとはいいがたい。また、CRT の治療効

果予測において TIL、とりわけ FoxP3+ TIL の関与に関しては十分に明らかに

されていない。そこで本研究では、下部直腸癌で免疫組織学的に DCLK1、LGR5

の発現、CD8+ TIL、FoxP3+ TIL を検討することとした。そして、直腸癌 CRT

症例において CRT 奏効例や予後不良例を選別する新たな指標を同定すること
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を目的とした。 
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第１章 

下部直腸癌、術前化学放射線治療施行例における 

癌幹細胞マーカーと臨床病理学的因子、予後の相関に関する検討 

1-1. 背景と目的 

進行下部直腸癌に対する術前化学放射線療法 (CRT)は、局所再発を低減し、

腫瘍を縮小して肛門温存の可能性を高めることを目的とする術前補助療法と

して行われている 1-3。さらに近年では、CRT 著効例では、CRT 後に局所切除や

経過観察を行い、良好な成績を得たとの報告もなされている 30 - 32。一方で CRT

の治療効果は症例によって異なり、効果の乏しい症例も存在する。不必要な治

療や費用、副作用を避けるために CRT の効果を予測する方法の探求が行われて

きており、その 1 つとして近年、癌幹細胞 (CSC)の解析が行われている。 

Hamburger らは、癌組織のうち一部の CSC が自己複製能や分化能を持ち、再

発、進展に関与すると報告している 6。さらに CSC は放射線や抗癌剤など殺細

胞性の治療に抵抗性であると報告されている 8, 9。よって CSC のマーカーを同

定することは重要であり、推定されるマーカーとして、DCLK1、CD133、LGR5

などが報告されてきた 10。詳細な機序は十分に明らかにはされていないが、過

去の多くの報告では CD133、LGR5 の発現は CRT 奏効と負の相関を示し、予後不

良因子であるとされる 11 - 13, 15, 16。一方で、Liao らは、大腸癌細胞株において

CD133 低発現細胞でも腫瘍形成能力を認め、CD133 のみでの評価は不十分であ

る可能性を示している 33。また、CD133、LGR5 は大腸癌組織のみならず、正常

腸管の幹細胞でも発現していることが報告されている 17, 18。一方、DCLK1 は神

経系の発育に関わる microtubule-associated kinase であるが 34、癌幹細胞で
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の発現も報告されている 35。Chandrakesan らは、APC 変異マウスモデルで DCLK1

陽性細胞が自己複製能、多型性をもち、上皮間葉転換 (EMT)が促進され、DCLK1

を阻害することで腫瘍の発育が抑えられたと報告している 36。さらに重要なこ

とに、Nakanishi らは、マウス大腸癌モデルで DCLK1 の阻害により腫瘍は縮小

したものの正常粘膜には影響を与えなかったことから、DCLK1 は正常腸管の幹

細胞ではなく腫瘍幹細胞のマーカーであると述べている 21。臨床的には、大腸

癌以外にも食道癌、直腸神経内分泌腫瘍、肝細胞癌、膵癌、腎癌、乳癌、唾液

腺癌などで DCLK1 の発現が報告されている 37 - 45。術前治療のない大腸癌患者

において、Gagliardi ら、Gao らは、DCLK1 が予後不良因子であったと報告し

ているが 19, 20、CRT 症例含め直腸癌に関する検討は行われていない。よって本

研究は、術前 CRT 症例を含む下部直腸癌で免疫組織学的に DCLK1 その他の CSC

マーカーの発現を評価し、臨床病理学的因子や予後との相関を明らかにするこ

とを目的とした。更にこれらが、進行直腸癌における予後や CRT 治療効果を予

測し、治療法の選択の指標となる可能性について検討することとした。 
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1-2. 実験方法 

1.2.1 対象患者 

東京大学医学部附属病院 大腸肛門外科で 2002 年 1 月 - 2011 年 4 月の間に

根治切除が行われた連続する Stage I - III の CRT 症例 70 例および手術単独

症例 36 例の下部直腸癌において DCLK1 発現の検討を行った。また、2002 年 1

月 - 2009 年 8 月までの間に根治切除が行われた連続する CRT 症例 56 例につ

いては LGR5 発現の検討も行った。全症例の深達度、リンパ節転移は CT、MRI

にて判定した。CRT の適応は cT3 以深の症例で、治療期間、費用含め、患者本

人の同意が得られた場合に施行しているが、病変による高度の腸管狭窄を呈す

る症例や出血をきたしている症例等、早期の手術が望ましいと判断された場合

は術前 CRT を行わずに手術が施行された。CRT 症例では 1.8 Gy x 28 回 (計 

50.4 Gy)の放射線照射と同時に経口化学療法を行い (テガフールウラシル 

300mg/m2/day＋ロイコボリン 75mg/day)、CRT 終了後 6 - 8 週後に手術を行っ

た。すべての患者は術後のフォローアップとして、3 か月おきに腫瘍マーカー

を測定し、6 か月おきの胸腹部 CT、１年おきの下部消化管内視鏡検査を行った。

切除標本はすべて 10% ホルマリンで固定後、パラフィンで包埋し、同院病理

部において病理診断が行われた。臨床病理学的因子に関し、TNM stage は Union 

for International Cancer Control (UICC)第 7 版に準拠し、CRT 後の組織学

的奏効は大腸癌取扱い規約第 8 版に準拠した (表 1)。 
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表 1 組織学的治療効果   

Grade 0 無効 癌細胞に治療による変性、壊死などを認めない。 

Grade 1a ごく軽度の効果 癌の約 1/3 未満で癌細胞の変性、壊死がある。 

Grade 1b 軽度の効果 癌の 1/3 以上 2/3 未満で癌細胞の変性、壊死、融解がある。 

Grade 2 かなりの効果 癌の 2/3 以上で著名な変性、壊死、融解、消失がある。 

Grade 3 著効 癌全体がすべて壊死に陥っているか、または融解、消失した状態。 

    肉芽腫様組織あるいは線維化巣で置き換えられている。 

 

なお、今回の検討では切除検体を用いて免疫染色を行ったため癌が CRT によ

り消失している Grade 3 症例は対象外とした。なお、当研究は東京大学倫理委

員会の承認を受けており対象者から文書による同意を得ている(承認番号：

10476- (1))。 

 

1.2.2 免疫組織学的手法 

10%ホルマリンで固定されパラフィン包埋された検体を 4μm の厚さで切り出

した。検体をキシレンで脱パラフィンし、段階的にエタノールで水和させた後、

内因性ペルオキシダーゼを 0.3% 過酸化水素水に 25 分反応させて不活化させ

た。リン酸緩衝生理食塩水 (PBS)で洗浄し、クエン酸バッファー (pH 6)中で

オートクレーブによる抗原賦活化を行った (120℃、5 分)。非特異的反応を 5% 

ウシアルブミンに 30 分反応させてブロックし、1 次抗体はウサギのポリクロ

ーナル抗体である抗 DCLK1 抗体 (Ab31704, Abcam, Cambridge, MA, USA, 希釈 

1:80)、ウサギのモノクローナル抗体である抗 LGR5 抗体 (EPR3065Y, Epitomics, 



 10 

Burlingame, CA, USA, 希釈 1:100)を 4℃で一晩反応させた。その後、Dako 

Envision kit (Dako, Carpinteria, CA, USA)を推奨プロトコールで使用し、

0.3% 過酸化水素水を加えた 2％ 3,3'-ジアミノベンジジンで可視化し、対比

染色をマイヤー・リリーマイヤーヘマトキシリン溶液で行った。 

 

1.2.3 免疫染色の判定方法 

標本内で DCLK1 の染色態度が不均一であったため、DCLK1 発現の評価は染色

の強度を 0：染色なし、1：軽度、2：中等度、3：高度とし (図 1)、それぞれ

に染色割合 (%)をかけて足し合わせた (0 - 300 点)。陽性・陰性のカットオ

フは全症例の中央値とした。また、LGR5 の評価方法としては直腸癌 CRT 症例

に関して検討を行った Saigusa らの報告にならい、50%以上の癌細胞で発現を

認めた場合を陽性とした 15。病理部医師、外科医師の 2 名によって患者情報を

伏せた形で個別に独立して判定が行われた（DCLK1 免疫染色：Kappa 係数＝0.70、

LGR5 免疫染色：Kappa 係数＝0.67）。なお、陽性/陰性の判定が両者で異なっ

た場合、病理部医師の判定を採用した（DCLK1 免疫染色：15 例(14.2%)、LGR5

免疫染色：15 例（26.8%））。そして、DCLK1、LGR5 発現と臨床病理学的因子、

予後との相関を検討した。 
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図 1 DCLK1 免疫染色 組織写真 (x 200 倍) 

a) 0 点：染色なし、b) 1 点：軽度染色、c) 2 点：中等度染色 

d) 3 点：高度染色 

DCLK1 は細胞質に染色を認めた。 

 

1.2.4 統計学的解析 

DCLK1、LGR5 発現と臨床病理学的因子は χ2 乗検定、Fisher の正確検定、

unpaired t-test を用い、癌特異的生存率 (CSS)や無再発生存率 (RFS)につい

ては Kaplan-Meier 法を用いた。P 値は 0.05 未満を統計的に有意であると判断

した。全ての検定は JMP 11.0 software (SAS Institute Incorporated, Cary, 

NC, USA)を用いて行った。 
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1-3. 結果 

1.3.1 DCLK1 発現と臨床病理学的因子、予後の相関の検討 

1.3.1.1 臨床病理学的因子 

全 106 症例の臨床病理学的因子を表 2 に示す。平均年齢は 61.8 歳 (26 歳 - 

89 歳)であり、男性が 64 例 (60.4%)であった。CRT は 70 例 (66.0%)に対して

行われており、pT stage は T3-4 が 67 例 (63.2%)で、リンパ節転移は 26 例  

(24.5% )に認められた。CRT の組織学的治療効果は Grade 1 が 47 例 (67.1%)、

Grade 2 が 23 例 (32.9%)であった。フォローアップ期間は平均 6.3 年 (0.2

年 - 13.0 年)であった。 
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表 2 DCLK1 解析症例の患者背景 

性別 男性 

 

64 (60.4%) 

 

女性 

 

42 (39.6%) 

    

年齢 平均±標準偏差 (歳) 

 

61.8± 10.5 

    
pT stage* T1-2 

 

39 (36.8%) 

 

T3-4 

 

67 (63.2%) 

    
組織型 Well 

 

66 (62.3%) 

 

Mod 

 

39 (36.8%) 

 

Muc 

 

1 ( 0.9%) 

    
リンパ管侵襲 あり 

 

12 (11.3%) 

    
静脈侵襲 あり 

 

67 (63.2%) 

    
リンパ節転移 あり 

 

26 (24.5%) 

    
術前化学放射線療法 あり 

 

70 (66.0%) 

 

CRTの組織学的治療効果** Grade 1 47 (44.3%) 

  

Grade 2 23 (21.7%) 

Well: 高分化型管状腺癌、Mod: 中分化型管状腺癌、Muc: 粘液癌 

* UICC 第 7 版に準拠、** 大腸癌取扱い規約 第 8 版に準拠 
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1.3.1.2 DCLK1 免疫染色 

以前の多くの報告と同様、DCLK1 は細胞質に発現を認めた (図 1) 19, 20, 46。

全症例の 57 例 (53.8%)で陽性となった。CRT 症例の 40 例 (57.1%)、手術単独

症例の 17 例 (47.2%)が陽性であり、両群の間で DCLK1 発現の有意差は認めな

かった (P=0.33)。DCLK1 免疫染色の点数の結果から、陽性と陰性の症例数が

ほぼ均等に分割できるように、DCLK1 陽性/陰性のカットオフ値は中央値（＝

200 点）とした。なお、点数が中央値の症例が 7 例存在した。 

 

図 2 DCLK1 免疫染色点数の分布 

手術単独症例の 47.2%、CRT 症例の 57.1%が DCLK1 陽性となった。 

 

1.3.1.3 CRT 症例における DCLK1 発現と臨床病理学的因子、予後との相関 

CRT 症例において DCLK1 陽性例で有意にリンパ節転移が多く (P=0.02)、リン

パ管侵襲が多い傾向を認めた (P=0.09、表 3)。CRT の組織学的治療効果とは相

関を認めなかった。CRT の組織学的治療効果を Grade 1a（21 例、30%）、Grade1b-3

（49 例、70%）の 2 群に分けた追加解析も行ったが、同様に相関は認められな
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かった（DCLK1 陽性 vs 陰性; 70.3% vs 69.7%、P=0.96）。また DLCK1 陽性例

は有意に CSS が不良であったが (5 年 CSS：陽性 86.8% vs 陰性 100%、P=0.049、

図 3)、RFS には有意差を認めなかった (5 年 RFS：陽性 64.6% vs 陰性 76.7%、

P=0.277、図 3)。また、DCLK1 免疫染色の点数は死亡症例 8 例、生存症例 62 例

の間で有意差を認めなかった（平均値±標準偏差; 222.5±21.1 vs 185.8±61.0、

P=0.10）。また、再発症例 21 例、無再発症例 49 例の間でも有意差を認めなか

った（平均値±標準偏差; 192.6±58.1 vs 188.9±62.0、P=0.81）。なお、両

群における再発形式、再発後の治療に関して検討を行ったところ、以下の結果

を得た。DCLK1 陰性群での再発 6 例 (肝肺転移 1 例、肺転移 4 例、鼠径リンパ

節転移 1例)のうち、切除に至った症例が 5例である一方、陽性群での 12例 (肝

肺転移 1 例、肺転移 5 例、肝転移 1 例、肺転移＋腹膜播種 1 例、肝転移＋局所

再発 1 例、肺転移＋局所再発 1 例、局所再発 1 例、吻合部再発 1 例)のうち、

切除に至った症例が 6 例のみであった（表 4、表 5）。また今回の検討では、

対象症例が含まれる期間が比較的長期であったことから、治療方法の進歩によ

って予後に影響が生じる可能性が考えられた。よって、手術日をもとに前期/

後期の 35症例ずつの 2群に分け、予後との相関について検討を加えたが、CSS、

RFS ともに有意な相関を認めなかった(5 年 CSS: 前期 91.1% vs 後期 94.0%、 

P=0.68、5 年 RFS: 前期 60.0% vs 後期 79.1%、P=0.07、図 4)。ただし、RFS

については後期で良好な傾向がみられるが、前期と後期での症例数に偏りはな

く、本検討の結論に対する影響は極めて軽微なものであると考えられた。 
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表 3 術前化学放射線療法症例における DCLK1 発現と臨床病理学的因子の相関 

  
DCLK1+ (n=40) 

 
DCLK1- (n=30) 

P 値 

  
n % 

 
n % 

性別 男性 27 67.5 
 

17 56.7 0.35 

 
女性 13 32.5 

 
13 43.3 

 
        

年齢, 平均±標準偏差 (歳) 
 

62.5±8.5 
 

60.3±9.4 0.32 

        

ypT stage* T1-2 14 35.0 
 

15 50.0  0.21 

 
T3-4 26 65.0 

 
15 50.0  

 

     
 

  

組織型 Well 21 52.5 
 

21 70.0  0.26 

 
Mod 18 45.0 

 
9 30.0  

 

 
Muc 1 2.5 

 
0 0.0  

 

        

リンパ管侵襲 あり 6 15.0 
 

1 3.4 0.09 

        

静脈侵襲 あり 24 60.0 
 

16 53.3 0.58 

     
 

  

リンパ節転移 あり 11 27.5 
 

2 6.7 0.02 

        

CRT の組織学的治療効果** Grade 1 28 70.0 
 

19 63.3 0.56 

 
Grade 2 12 30.0 

 
11 36.7 

 

Well: 高分化型管状腺癌、Mod: 中分化型管状腺癌、Muc: 粘液癌 

* UICC 第 7 版に準拠  ** 大腸癌取扱い規約 第 8 版に準拠 
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図 3 術前化学放射線療法症例における DCLK1 発現と患者予後の相関 

a)癌特異的生存率 (CSS)に関して、DCLK1 陽性群で有意に不良であった 

(P=0.049)。 

b) 無再発生存率 (RFS)に関しては有意差を認めなかった (P=0.28)。 

 

表 4 術前化学放射線療法症例における再発後の治療方法 

  DCLK1 陽性 (n=12) DCLK1 陰性 (n=6) P 値 

手術 6 (50.0%) 5 (83.3%) 0.32 

非手術 6 (50.0%) 1 (16.7%) 
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表 5 術前化学放射線療法症例における再発後の経過 

  初回転移部位 再発後初回治療 手術後再発の有無と治療 転帰 

DCLK1陽性症例       

症例1 肺 手術 再発なし 5年7か月 生存 

症例2 肺 化学療法   4年1か月 現病死 

症例3 肺 化学療法   3年    現病死 

症例4 肺 化学療法   2年6か月 現病死 

症例5 肺 手術 肺転移再発にて3回手術 8年9か月 生存 

症例6 肺、局所再発 化学療法 

 

1年3か月 現病死 

 

鼠径リンパ節 

   

  肝門部リンパ節       

症例7 肝、肺 手術 肝転移再発にて手術 6年4か月 現病死 

      会陰部局所再発にて化学療法   

症例8 肝 手術 肺転移再発にて2回手術 6年1か月 以後不明 

      脳転移再発   

症例9 肝、肺、播種 化学療法   2年    現病死 

症例10 播種 手術 播種再発にて手術 8年2か月 生存 

症例11 局所再発 化学療法、放射線   4年6か月 現病死 

症例12 吻合部再発 手術 局所再発にて化学療法 5年    現病死 
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表 5 術前化学放射線療法症例における再発後の経過（続き） 

  初回転移部位 再発後初回治療 手術後再発の有無と治療 転帰 

DCLK1陰性症例       

症例13 肺 手術 再発なし 7年6か月 生存 

症例14 肺 手術 再発なし 8年9か月 生存 

症例15 肺 手術 再発なし 5年8か月 生存 

症例16 肺 化学療法   5年5か月 現病死 

症例17 肝 手術 肺転移再発にて手術 7年7か月 生存 

   

膵転移再発にて手術 

 

      播種再発にて化学療法 

 

症例18 鼠径リンパ節 手術 再発なし 7年4か月 生存 

 

図 4 術前化学放射線療法症例における治療時期と患者予後の相関 

a)癌特異的生存率 (CSS)に関して、有意差を認めなかった (P=0.68)。 

b) 無再発生存率 (RFS)に関して、有意差を認めなかった (P=0.07)。 
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1.3.1.4 手術単独症例における DCLK1 発現と臨床病理学的因子、予後の相関 

手術単独症例においては DCLK1 発現と有意な相関を示す臨床病理学的因子は

なく、予後との相関も認めなかった (5 年 CSS：陽性 77.9% vs 陰性 88.9%、

P=0.67、5 年 RFS、陽性 61.4% vs 陰性 52.6%、P=0.90、表 6、図 5)。また今

回の検討では、対象症例が含まれる期間が比較的長期であったことから、治療

方法の進歩によって予後に影響が生じる可能性が考えられた。よって、手術日

をもとに前期/後期の 18 症例ずつの 2 群に分け、予後との相関について検討を

加えたが、CSS、RFS ともに有意な相関を認めなかった(5 年 CSS: 前期 87.0% vs 

後期 81.3%、 P=0.91、5 年 RFS: 前期 40.1% vs 後期 70.1%、P=0.22、図 6)。

RFS については後期で良好な傾向がみられるが、術前化学放射線治療と同様に

集学的治療普及の影響が考えられた。ただし、これについても症例数に偏りは

なく、本検討の結論に対する影響は極めて軽微なものであると考えられた。 
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表 6 手術単独症例における DCLK1 発現と臨床病理学的因子の相関 

  

DCLK1+ (n=17) 

 

DCLK1- (n=19) 

P 値 

  

n % 

 

n % 

性別 男性 9 52.9 

 

11 57.9 0.77 

 

女性 8 47.1 

 

 8 42.1 

 

        

年齢, 平均±標準偏差 (歳) 

 

63.8±13.4 

 

61.0±13.2 0.54 

        
pT stage* T1-2 4 23.5 

 

6 31.6 0.59 

 

T3-4 13 76.5 

 

13 68.4 

 

        
組織型 Well 11 64.7 

 

13 68.4 0.82 

 

Mod 6 35.3 

 

6 31.6 

 

        
リンパ管侵襲 あり 2 11.8 

 

3 15.8 0.73 

        
静脈侵襲 あり 12 70.6 

 

15 78.9 0.56 

        
リンパ節転移 あり 6 35.3 

 

7 36.8 0.92 

Well: 高分化型管状腺癌、Mod: 中分化型管状腺癌、  * UICC 第 7 版に準拠 
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図 5 手術単独症例における DCLK1 発現と患者予後の相関 

a) 癌特異的生存率 (CSS)に関して、有意差を認めなかった (P=0.67)。 

b) 無再発生存率 (RFS)に関して、有意差を認めなかった (P=0.90)。 

 

図 6 手術単独症例における治療時期と患者予後の相関 

a) 癌特異的生存率 (CSS)に関して、有意差を認めなかった (P=0.91)。 

b) 無再発生存率 (RFS)に関して、有意差を認めなかった (P=0.22)。 
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1.3.2 LGR5 発現と臨床病理学的因子、予後の相関 

1.3.2.1 患者背景 

LGR5 解析症例、56 例の臨床病理学的因子を表 7 に示す。 
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表 7. LGR5 解析症例の患者背景  

性別 男性 37 (66.1%) 

 女性 28 (33.9%) 

   

 

年齢, 平均±標準偏差 (歳) 

 

61.1 ± 9.9 

   

 

pT stage * T1-2 21  (37.5%) 

 

T3-4 35 (62.5%) 

   

 

組織型 Well 39  (69.6%) 

 

Mod 17  (30.4%) 

   

 

リンパ管侵襲 あり 5   ( 8.9%) 

   

 

静脈侵襲 あり 31  (55.4%) 

   

 

リンパ節転移 あり 9   (16.1%) 

    

CRT の組織学的治療効果 ** Grade 1 35  (62.5%) 

 

Grade 2 21  (37.5%) 

Well: 高分化型管状腺癌、Mod: 中分化型管状腺癌 

* UICC 第 7 版に準拠、** 大腸癌取扱い規約 第 8 版に準拠 
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1.3.2.2 LGR5 免疫染色 

過去の報告と同様、LGR5 は細胞質に発現を認め 15、56 症例中 36 例（64.3%）

で陽性となった (図 7)。 

 

図 7 LGR5 免疫染色 組織写真 (x 200 倍) 

LGR5 は細胞質に染色を認めた。 

 

1.3.2.3 CRT 症例における LGR5 発現と臨床病理学的因子、予後の相関 

LGR5 陽性例でリンパ管侵襲、リンパ節転移が有意に多く、LGR5 陰性例には

リンパ管侵襲、リンパ節転移を認めなかった (各々、P=0.03、P<0.01、表 8)。

CRT の組織学的治療効果とは相関を認めなかった。CRT の組織学的治療効果を

Grade 1a（15 例、26.8%）、Grade1b-3（41 例、73.2%）の 2 群に分けた追加解

析も行ったが、同様に相関は認められなかった（LGR5 陽性 vs 陰性; 69.4% vs 

70.0%、P=0.97）。CSS、RFSとは有意な相関を認めなかった (5年 CSS：陽性 85.1% 

vs 陰性 85.0%、P=0.86、5 年 RFS：陽性 63.9% vs 陰性 70.0%、P=0.67、図

8)。DCLK1 の点数は死亡症例 6 例、生存症例 30 例の間で有意差を認めなかっ

た（平均値±標準偏差; 190.0±63.2 vs 181.3±53.0、P=0.73）。また、再発

症例 16 例、無再発症例 20 例の間でも有意差を認めなかった（平均値±標準偏
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差; 177.8±53.9 vs 186.8±55.1、P=0.63）。リンパ節転移陰性例に限った検

討でも、LGR5 発現と CSS（5 年 CSS：陽性 96.0% vs 陰性 85.0%、P=0.26）、

RFS（5 年 RFS：陽性 70.4% vs 陰性 70.0%、P=0.94）との間に有意な相関を

認めなかった。また今回の検討では、対象症例が含まれる期間が比較的長期で

あったことから、治療方法の進歩によって予後に影響が生じる可能性が考えら

れた。よって、手術日をもとに前期/後期の 28 症例ずつの 2 群に分け、予後と

の相関について検討を加えたが、CSS、RFS ともに有意な相関を認めなかった

(5 年 CSS: 前期 85.7% vs 後期 84.4%、 P=0.85、5 年 RFS: 前期 63.9% vs 後

期 67.9%、P=0.98、図 9)。 
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表 8 術前化学放射線療法症例における LGR5 発現と臨床病理学的因子の相関 

  

LGR5+ (n=36) 

 

LGR5- (n=20) 

P 値 

  

n % 

 

n % 

性別 男性 25 69.4 

 

12 60.0 0.48 

 

女性 11 30.6 

 

 8 40.0 

 

        

年齢, 平均±標準偏差 (歳) 

 

60.2 ± 11.1 

 

62.8 ± 7.1 0.51 

        
pT stage * T1-2 15 42.0 

 

6 30.0 0.38 

 

T3-4 21 58.0 

 

14 70.0 

 

        
組織型 Well 24 66.7 

 

15 75.0 0.51 

 

Mod 12 33.3 

 

5 25.0 

 

        
リンパ管侵襲 あり 5 13.9 

 

0 0.0 0.03 

        
静脈侵襲 あり 19 52.8 

 

1 60.0 0.60 

        
リンパ節転移 あり 9 25.0 

 

0 0.0 <0.01 

        
CRT の組織学的治療効果 ** Grade 1 22 61.1 

 

13 65.0 0.54 

 

Grade 2 14 38.9 

 

7 35.0 

 

Well: 高分化型管状腺癌、Mod: 中分化型管状腺癌 

* UICC 第 7 版に準拠  ** 大腸癌取扱い規約 第 8 版に準拠 
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図 8  術前化学放射線療法症例における LGR5 発現と患者予後の相関 

a) 癌特異的生存率 (CSS)に関して、有意差を認めなかった (P=0.86)。 

b) 無再発生存率 (RFS)に関して、有意差を認めなかった (P=0.67)。 

 

図 9 LGR5 解析症例における治療時期と患者予後の相関 

a) 癌特異的生存率 (CSS)に関して、有意差を認めなかった (P=0.85)。 

b) 無再発生存率 (RFS)に関して、有意差を認めなかった (P=0.98)。 
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1-4. 考察 

May らはマウスの照射モデルを使用し正常腸管粘膜において、陰窩の休止期

にある細胞が DCLK1 を発現しており、DCLK1 陽性細胞が放射線抵抗性であるこ

とを示している 47。また、Weygant らは腎細胞癌の細胞実験で DCLK1 陽性細胞

が薬剤抵抗性を示すことを報告している 43。CRTの治療効果や予後を予測するために

は、CRT前生検検体での評価が望ましいと考えられたが、免疫染色でDCLK1が不均一に染色

されたことから、CRT前の小さな検体では誤った評価、判定となる危険性があった。よって、

サイズの大きなCRT後の標本を用いて検討を行った。直腸癌における DCLK1 陽性細胞

は CRT に抵抗性であることから、CRT 前より CRT 後の方が DCLK1 陽性率が高く

なり、CRT 後に遺残した DCLK1 陽性細胞の多寡が予後に相関する可能性があり、

CRT 後の標本を用いても評価が可能であると推察した。 

今回の研究では CRT 後の標本を用いて DCLK1 陽性細胞の評価を行い予後との

相関を検討したところ、推察通り DCLK1 陽性例で CSS 不良であった。過去の報

告において Gagliardi ら、Gao らは前治療のない大腸癌において DCLK1 陽性例

は CSS 不良であったとしており、今回の結果と概ね矛盾しないと考えられる 19, 

20。しかし、今回の検討では十分なイベント数がなく予後に関する多変量解析

を行えていない。DCLK1 陽性例で CSS 不良であった原因としてリンパ節転移が

多く認められたという点が想定されるが、RFS に関しては有意差を認めなかっ

たことから、リンパ節転移の有無よりも腫瘍の悪性度がより CSS に関与してい

る可能性を考えた。よって前述のとおり(1.3.1.3、表 4、表 5)、DCLK1 陽性、

陰性症例、それぞれの再発、再発後の治療に関して検討を行った。再発後の治

療方法に関してはイベント数が十分ではなく、有意差を示すことができなかっ
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たが、DCLK1 陽性例は再発時に切除の適応となるものが少なく、腫瘍の悪性度

が高い可能性は否定できず、CRT 後の癌組織での DCLK1 発現は直腸癌術後の予

後予測に有用な指標となる可能性があると推察される。 

一方、手術単独症例においては既報と異なり、DCLK1 発現と予後との相関が

認められなかった。原因の一つとして、DCLK1 発現の判定方法や陽性/陰性の

カットオフ値が報告によって異なっていることがあげられる。今回の評価方法

を別コホートで検討することを試みたが、既報においては免疫染色の詳細なデ

ータが記載されておらず、さらに、本研究では長期予後を評価するために術後

5 年以上経過している症例を対象としているため、含めることができる症例の

期間に制限があることから、現時点では別コホートで検討を行うことが困難で

あり、適切なカットオフ値の設定に関しては今後のさらなる症例の蓄積が望ま

れる。今回の DCLK1 免疫染色標本を観察したところ、同一検体内でも部位によ

って DCLK1 発現量に差が生じ、染色の濃淡が生じていた。よって、それぞれの

濃度と染色割合を掛けて足し合わせることで不均一に染色される検体でも定

量的な評価が行えると考えた。しかし、既報ではこういった判定方法はとられ

ておらず、過去の Gao ら、Gagliardi らの方法でも免疫染色の評価を行ったが、

DCLK1 発現と有意な相関を示す臨床病理学的因子はなく、さらに予後とも相関

は認められなかったため、解釈には注意を要すると考えられる。よって今回の

研究での判定方法を用いた、今後の多数例による検証が望まれる。 

今回の研究では CRT を施行した直腸癌において DCLK1 陽性例で有意にリンパ

節転移が多く認められた。過去の報告でも Gao らは前治療のない大腸癌症例で

の検討で DCLK1 発現とリンパ節転移の相関を述べている 19。 
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また、DCLK1 発現と CRT 治療効果との相関は認めることができなかった。本

研究では各標本における DCLK1 の染色態度が不均一であり、切除検体より極め

て小さな CRT 前の生検検体では正確な評価が難しいと考えられたため、CRT 後

の切除標本にて検討を行った。DCLK1 陽性細胞は治療抵抗性と想定されること

から、CRT 治療効果の低かった症例では CRT 後の切除標本において DCLK1 陽性

率が高く、CRT 後の標本を用いても治療効果との相関を示せる可能性が高いと

予想した。しかし、実際には DCLK1 発現と CRT 治療効果の相関を示すことはで

きなかった。この原因としては、本研究では免疫染色を行う性質上、癌細胞が

消失した Grade 3 症例を除外せざるを得なかったことが症例の選択バイアスと

なって影響している可能性が考えられる。また、CRT による DCLK1 発現率の変

化に関しては、癌幹細胞である DCLK1 陽性細胞が化学療法、放射線療法に抵抗

性であることから、CRT 前より CRT 後の方が DCLK1 陽性率が高くなると推察し

た。よって、同様に手術単独症例と CRT 症例の比較では、治療が加わった CRT

症例の方が、DCLK1 発現細胞の割合が高くなると予想したが、CRT 症例では 40

例 (57.1%)、手術単独症例では 17 例 (47.2%)が DCLK1 陽性となり、有意差は

なかった (P=0.33)。このことにより、逆に DCLK1 発現がより信頼性の高いも

のであることを示す結果となった。本研究では、CRT 症例、手術単独症例にお

いて患者背景が異なっており、病変による高度の腸管狭窄を呈する症例や出血

をきたしている症例等、早期の手術が望ましいと判断された場合は術前 CRT を

行わずに手術が施行されている。しかし、上記のような症例は極めて限られて

おり（4 例）、結果に対する影響は極めて軽微と考えられる。 

 一方、LGR5 は７回膜貫通型の糖タンパクであり、大腸癌以外にも、胃癌、
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肝細胞癌、子宮頚癌、皮膚癌、肺癌、乳癌などで広く発現が報告されている 48 

- 53。胃癌、乳癌細胞株実験では LGR5 は Wnt/β-catenin 経路を介して、EMT を

促進すると報告されている 48, 53。前治療のない大腸癌において、過去の報告

では LGR5 発現は予後不良因子とされているが 54, 55、今回の研究では予後や CRT

治療効果との相関を認めることができなかった。LGR5 陰性例では全例リンパ

節転移、リンパ管侵襲を認めなかったにも関わらず、LGR5 陽性例に比して予

後良好とはならなかったことから、リンパ節転移陰性例に限った検討を行った

が、LGR5 の発現と CSS、RFS に相関を認めなかった。過去に Saigusa らは直腸

癌 CRT 症例において CRT 後切除検体を用いて LGR5 発現を検討している。それ

によると CRT後の LGR5発現が全生存率、無病生存率 (DFS)の不良因子であり、

CRT 治療効果に関しては PCR を用いた検討を行い、LGR5 陽性例で CRT の効果が

不良であったと報告している 15。本研究が既報と異なり予後と相関しなかった

要因として、まず LGR5 の癌幹細胞のマーカーとしての特異性が劣っている可

能性が考えられる。LGR5 染色標本を観察したところ、正常腸管の陰窩底部も

染色されており、LGR5 は癌幹細胞のみならず、正常腸管の幹細胞でも発現し

ている可能性が考えられた。CRT 症例での検討は既報においても十分な症例数

で行われているとは言い難く、今後の症例の蓄積が望まれる。さらに、癌幹細

胞は治療抵抗性とされるが、LGR5 発現と放射線、抗癌剤治療効果の相関につ

いて、相反する報告がなされている。Liu らは LGR5 陽性大腸癌細胞株の実験

で、ATP binding cassette family (ABCB1)を介して抗癌剤抵抗性を示すこと

を報告している一方 56、Planutis らは大腸癌細胞実験において LGR5 陽性細胞

が高い抗癌剤感受性を示したと報告しており 57、さらなる検討が必要である。 
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本研究では LGR5 発現が予後や治療効果に関しては有用な指標とはならなか

った一方、DCLK1 発現は予後不良因子であるという結果となった。Nakanishi

らは、マウス大腸癌モデルで DCLK1 の阻害により腫瘍は縮小したものの正常粘

膜には影響を与えなかったことから DCLK1 は正常腸管の幹細胞ではなく腫瘍

幹細胞のマーカーであると報告しているが 21、今回の研究結果はこれを支持す

るものと考えられる。 
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1-5. 小括 

 下部直腸癌 CRT 症例において、DCLK1 陽性例でリンパ節転移が有意に多く、

癌特異的生存率は不良であった。また、手術単独症例においては、DCLK1 発現

と相関を示す臨床病理学的因子はなく、予後との相関も認められなかった。 

一方、LGR5 発現は下部直腸癌 CRT 症例において、リンパ節転移との相関を認

めたものの、予後との相関は認めなかった。 
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第2章 

下部直腸癌、術前化学放射線治療施行例における 

腫瘍浸潤T細胞の意義に関する検討 

2-1. 背景と目的 

  直腸癌に対する術前化学放射線療法（CRT）の治療効果の機序として、CRT

によって癌細胞がネクローシスを起こし、生じた腫瘍特異抗原を宿主の免疫細

胞が認識して、抗腫瘍免疫が賦活化されることが考えられている 22 - 24。しか

し、CRT の治療効果は症例によって異なり、効果の乏しい症例も存在する。不

必要な治療や CRT に伴う費用、副作用を避けるために CRT の効果を予測する方

法の探求が行われてきた。過去の報告では、細胞性免疫をつかさどる CD8+ 腫

瘍浸潤 T 細胞 (TIL)と CRT 治療効果の正の相関が示唆されている。一方、免疫

反応を抑制する FoxP3+ TIL と CRT 治療効果の相関に関しては十分に明らかに

されていない 25 - 29。Shinto らは、東京大学医学部附属病院大腸肛門外科で行

っている長期照射とは異なる、短期照射の CRT レジメンにおいて CD8+ TIL / 

FoxP3+ TIL 比が直腸癌に対する CRT 治療効果と正の相関を示したと報告して

いる 25。しかし、長期照射と短期照射では照射量や照射から切除までの期間が

異なるため、長期照射においても新たに CRT 治療効果における FoxP3+ TIL の

相関を検討することは有意義である。よって、本研究では下部直腸癌 CRT 症例

において CRT 前の生検標本を用いて、免疫組織学的に CD8+TIL、FoxP3+ TIL と

CRT 治療効果との相関を明らかにし、術前 CRT を施行する際に有用な選択基準

となりうるか検討することを目的とした。 
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2-2. 実験方法 

2.2.1 対象患者 

東京大学医学部附属病院大腸肛門外科で 2001 年 3 月 - 2009 年 8 月の間に

CRT 後に切除が行われた連続する下部直腸癌 61 症例を対象とし、CRT 前生検

検体を用いて評価を行った。術前診断や CRT の適応、レジメン、術後フォロー

アップのスケジュール、標本の診断方法に関しては第 1 章での記載と同一であ

る。また、TNM stage は UICC 第 7 版に準拠し、CRT 後の組織学的奏効は大腸癌

取扱い規約第 8 版に準拠した。当研究は第 1 章の検討と同じく、東京大学倫理

委員会の承認を受けており対象者から文書による同意を得ている (承認番

号：10476-(1))。 

 

2.2.2 免疫組織学的手法 

免疫染色の手法は第 1 章での記載と同一である。1 次抗体はマウスのモノク

ローナル抗体である抗 CD8 抗体 (4B11, Novocastra, CA, USA, 希釈 1 : 50)、

マウスのモノクローナル抗体である抗 FoxP3 抗体 (236/E7, Abcam, MA, USA, 

希釈 1: 100)を使用した。陽性コントロールとして扁桃を使用した。 

 

2.2.3 免疫染色の判定方法 

Yasuda らの報告と同様に、無作為に顕微鏡の 400 倍で 3 視野を選び TIL の個

数を数えた 26。臨床情報を伏せた上で 2 名によって個別に計測が行われ、両者

の平均値を TIL 数として解析を行った。 
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2.2.4 統計学的解析 

CD8、FoxP3 TIL 数と CRT の組織学的治療効果の相関は Wilcoxon’s test を

使用した。CSS や RFS については Kaplan-Meier 法を用いた。P 値は 0.05 未満

を統計的に有意であると判断した。全ての検定は JMP 11.0 software (SAS 

Institute Inc.)を用いて行った。 

  



 38 

2-3. 結果 

2.3.1  臨床病理学的因子 

 検討症例の臨床病理学的因子を表 9 に示す。年齢は中央値 61.4 歳 (33 - 78

歳)であり、男性が 39 例 (63.9%)であった。CRT 後の深達度は pT3 以深が 35

例 (57.4%)で、リンパ節転移は 9 例 (14.8%)に認められ、遠隔転移は 7 例 

(11.5%)に認められた (肝転移 3 例、肺転移 2 例、脳転移 1 例、傍大動脈リ

ンパ節転移 1 例)。CRT の組織学的治療効果は以下であった：Grade 0 : 0 例 

(0%)、Grade 1：35 例 (57.4%)、Grade 2：21 例 (34.4%)、Grade 3：5 例 (8.2%)。 
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表9 腫瘍浸潤T細胞解析症例の患者背景 (n = 61) 

性別 男性 39 (63.9%) 

 女性 22 (36.1%) 

年齢, 平均±標準偏差 (歳) 

 

61.4 ± 9.6 

pT stage * T0-2 26 (42.6%) 

 

T3-4 35 (57.4%) 

組織型 Well 42 (77.8%) 

 

Mod 11 (20.3%) 

 

Muc  1 ( 1.9%) 

リンパ管侵襲 あり  5 ( 8.2%) 

静脈侵襲 あり 31 (50.8%) 

リンパ節転移 あり  9 (14.8%) 

遠隔転移 あり  7 (11.5%) 

pTNM Stage * 0-II 49 (80.3%) 

 

III-IV 12 (19.7%) 

CRTの組織学的治療効果 ** Grade 1 35 (57.4%) 

 

Grade 2 21 (34.4%) 

 

Grade 3 5 ( 8.2%) 

Well: 高分化型腺癌、Mod:中分化型腺癌、Muc: 粘液癌  

* UICC 第7版に準拠  ** 大腸癌取扱い規約 第8版に準拠 
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2.3.2 TIL免疫染色 

過去の報告と同様にCD8、FoxP3はそれぞれ細胞膜、核に発現を認めた (図 10)。 

 

図10 腫瘍浸潤T細胞免疫染色 組織写真 (x 400倍) 

a) CD8+ 腫瘍浸潤T細胞：細胞膜に染色を認めた。  

b) FoxP3+ 腫瘍浸潤T細胞：核に染色を認めた。 

 

2.3.3 TILとCRT治療効果の相関 

CD8+ TIL 数、CD8+/FoxP3+ TIL 比は CRT の組織学的治療効果と有意な相関を認めたが 

(P=0.03、0.04)、FoxP3+ TIL数はCRTの組織学的治療効果との相関を認めなかった (P=0.20) 

(図 11)。また、CRTの組織学的治療効果をGrade 1a（17例、27.9%）、Grade1b-3（44例、

72.1％）の2群に分けた追加解析を行ったところ、CD8+TIL、FoxP3+ TIL、CD8+/FoxP3+ TIL

比と CRT の組織学的治療効果と有意な相関は認められなかった（各々、P=0.18、P=0.90、

P=0.21）。 
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図11 腫瘍浸潤T細胞数と化学放射線療法奏効の相関 

a) CD8+腫瘍浸潤T細胞 (TIL)数と化学放射線療法 (CRT)奏効 

：CD8+ TIL高浸潤の症例でCRT奏効が高かった (P=0.03)。 

b) FoxP3+TIL数とCRT奏効：FoxP3+ TIL数とCRT奏効は相関を認めなかった (P=0.20)。 

c) CD8+/FoxP3+ TIL比とCRT奏効：CD8+/FoxP3+ TIL比が高い症例でCRT奏効が高かった 

(P=0.04)。 

 

2.3.4 TILと予後の相関 

 患者予後に対して遠隔転移の存在が極めて大きな影響を持つため、今回の研究は比較的少

数例での検討であることから、遠隔転移を伴った7例を除く54例で予後との相関を検討した。

CD8+TIL高浸潤例で有意にCSS、RFSが良好であった (5年CSS : CD8+TIL高浸潤 100% vs 

CD8+TIL低浸潤 74.4%、P=0.004、図8; 5年RFS : CD8+TIL高浸潤 84.8% vs CD8+TIL低浸潤 

48.3%、P=0.006、図 9)。しかし、FoxP3+ TIL、CD8+/FoxP3+ TILs比は予後と相関を認めな

かった（5年CSS : FoxP3+TIL高浸潤 89.7% vs FoxP3+TIL低浸潤 82.0%、P=0.14、図8;  5

年RFS : FoxP3+TIL高浸潤 71.9% vs FoxP3+TIL低浸潤 62.1%、P=0.58、図 9; 5年CSS : 
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CD8+/FoxP3+TIL比高値 86.5% vs CD8+/FoxP3+TIL比低値 85.7%、P=0.82、図12; 5年RFS : 

CD8+/FoxP3+TIL比高値 81.0% vs CD8+/FoxP3+TIL比低値 63.3%、P=0.36、図13）。また今

回の検討では、対象症例が含まれる期間が比較的長期であったことから、治療方法の進歩に

よって予後に影響が生じる可能性が考えられた。よって、手術日をもとに前期/後期の27症

例ずつの2群に分け、予後との相関について検討を加えたが、CSS、RFSともに有意な相関を

認めなかった(5年CSS: 前期 88.9% vs 後期 92.0%、 P=0.43、5年RFS: 前期 66.7% vs 後

期 81.5%、P=0.27、図14)。 

 

 

図12 腫瘍浸潤T細胞数と癌特異的生存率の相関 

a) CD8+ 腫瘍浸潤T細胞 (TIL)数（/視野）と癌特異的生存率 (CSS) 

：CD8+ TIL高浸潤の症例でCSSが良好であった (P=0.004)。 

b) FoxP3+TIL数（/視野）とCSS：FoxP3+ TIL数とCSSは相関を認めなかった (P=0.14)。 

c) CD8+/FoxP3+ TIL比とCSS：CD8+/FoxP3+ TIL比とCSSは相関を認めなかった (P=0.82)。 
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図13 腫瘍浸潤T細胞数と無再発生存率の相関 

a) CD8+ 腫瘍浸潤T細胞 (TIL)数と無再発生存率 (RFS) 

：CD8+ TIL高浸潤の症例でRFSが良好であった (P=0.006)。 

b) FoxP3+TIL数とCSS：FoxP3+ TIL数RFSとは相関を認めなかった (P=0.58)。 

c) CD8+/FoxP3+ TIL比とCSS：CD8+/FoxP3+ TIL比とRFSは相関を認めなかった (P=0.36)。 
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図14 腫瘍浸潤T細胞数解析症例における治療時期と患者予後の相関 

a) 癌特異的生存率 (CSS)に関して、有意差を認めなかった (P=0.43)。 

b) 無再発生存率 (RFS)に関して、有意差を認めなかった (P=0.27)。 
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2-4. 考察 

 Yasuda らは CRT 前の生検検体を用いて CD8+ TIL 数、CD4+ TIL 数が CRT 治療

効果と相関したと報告している 26。一方、CD4+ TIL には、細胞性免疫をつかさ

どる Th1 細胞と免疫反応を抑制する抑制性 T 細胞という、相反する機能を持つ

T 細胞が含まれている。よって本研究では、腫瘍免疫に大きく関与する細胞障

害性 T細胞のマーカーである CD8に加え、抑制性 T細胞のマーカーである FoxP3

の発現を検討した。なお、CRT の治療効果を判定するためには CRT 前生検検体

での評価が有用と考え、生検検体で十分に TIL の評価が可能であった。一方、

CRT 後の検体は CRT による組織変性を受けていたため評価が難しく、CRT 前標

本での解析を行った。 

本研究では CD8+ TIL と CRT 奏効の正の相関が示されたが、これは過去の多

くの報告と同様である。しかし、FoxP3+ TIL と CRT 奏効の相関については、

意見の一致をみていない。本研究と同様、Teng ら、Anitei らは相関を認めな

かったとしているが 28, 29、McCoy らは CRT 後の切除検体を使用した検討で、CRT

治療効果の高い症例で FoxP3+ TIL が少なかったと報告している 27。今回の研

究でも CRT 後の組織標本を用いて CD8+ TIL、FoxP3+ TIL の評価を試みた。し

かし、非腫瘍部分にも相当量の T 細胞浸潤を認め、かつ CRT によって惹起され

た線維化により標本内部で TIL 分布が不均一であり、観察範囲によって値の差

が大きく、また正常粘膜にも多くの炎症細胞浸潤を認めたことから、TIL 数の

計測部位の決定が難しいと判断した。また、McCoy らの研究は CRT 後の検体で

の評価のため、CRT による影響で FoxP3+ TIL が減少したか、FoxP3+ TIL が少

ない症例で CRT 奏効が高かったかが判断できず、慎重な解釈が必要と考えられ
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る。 

CD8+TIL、FoxP3+ TIL は腫瘍免疫において相反する働きをもつため、それぞ

れの絶対数よりも、両者のバランスが重要であると考えた。Tabachnyk らは、

頭頚部癌において CRT によって CD8+/FoxP3+ TIL 比が上昇し、CD8+/FoxP3+TIL

比が患者予後と正に相関したと報告している 58。Shinto らは直腸癌において、

短期照射の CRT レジメンで CD8+ TIL、CD8+/FoxP3 TIL 比と CRT 奏効の相関を

報告しているが、CRT 照射から手術までの期間が短いため、照射量、手術まで

の期間が異なる長期照射のレジメンには外挿できない可能性があると述べて

いる 25。そこで東京大学医学部附属病院大腸肛門外科で行っている長期照射の

レジメンにおいて検討を行ったが、CD8+/FoxP3+ TILs 比と CRT 治療効果に正

の相関を認めた。Shinto らの報告では CD8+ TIL 数より、CD8+/FoxP3+ TIL 比

が CRT 治療効果とより強く相関することが示されているが、本研究では CRT 奏

効の予測因子として CD8+ TIL 数に対する CD8+/FoxP3+ TIL 比の優位性は認め

ることはできなかった。今回の検討では症例によって生検検体のサイズや個数

が異なっていることもあり、今後より多くの症例での検討が望まれる。 

予後に関しては、前治療のない大腸癌において meta-analysis が報告されて

おり CD8+ TIL 数、FoxP3+ TIL 数がともに予後良好因子とされているが 59 - 61、

CD8+/FoxP3+ TIL 比と予後の相関に関しては、予後良好の因子とする報告 62, 63

と予後との相関を認めなかったとする報告 64 がある。さらに、直腸癌 CRT 症

例に関しては報告が少なく、十分な検討がなされていない。Teng らは今回の

研究と同様に、CD8+ TIL と DFS は相関するものの FoxP3+ TIL と DFS は相関し

なかったと報告している 28。一方 Shinto らは CRT 後の CD8+ TIL が RFS 良好因
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子であるとし 25、McCoy らは CRT 後の FoxP3+ TIL が CSS、RFS 不良因子であっ

たと報告しており 27、結果の一致をみていない。今回の検討では前述のとおり、

CRT 後標本での TIL 評価は困難であると考えており、慎重な解釈が必要である。 
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2-5. 小括 

直腸癌 CRT 前生検における CD8+ TIL 数が多い症例、CD8+/FoxP3+ TIL 比が高

い症例で CRT 組織学的治療効果が高かった。また、CD8+ TIL 数が多い症例で

有意に CSS、RFS が良好であった。 
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まとめ 

今回、下部直腸癌 CRT 症例における検討で、DCLK1 発現はリンパ節転移に関

連し、CRT 後に残存した DCLK1 陽性細胞の存在が CSS 不良因子となりうる可能

性が示された。また、CRT 治療効果には CRT 前の CD8+ TIL 数、CD8+/FoxP3+ TIL

比が相関し、CRT 前生検における CD8+TIL 高浸潤症例は CSS、RFS が良好であ

る可能性が示された。本研究が発端となり、DCLK1 発現による直腸癌 CRT 症例

におけるさらなる精度の高い予後予測や CD8+ TIL、CD8+/FoxP3+ TIL 比による

治療効果、予後予測が行われるようになることを期待する。 
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