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大勝雌織発生、増殖、進展の過程における局所免授の

関与についての餓組織化学的研究
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緒言

発癌望書因が働いて細胞が癒化し、癌化した細胞が増殖し始める初期段階において、癌細

胞は生体の恒常性維持機構の lつである免疫系の制御をうけていると考えられる。ごく早

期の痴にみられる血管新生を伴わない組織像や発癌部位の粘膜上皮内にとどまっている微

IJ暢は局所の生体維持のコントロ ルをうけている状態とも考えられ、浸潤し転移する乙

とがないので臨床的には良性として捉えられている。乙の微小癌が浸潤していく過程こそ

療の生物学的悪性を示す本質といえる。担癌生体の腫協に対する局所免疫反応があるとす

れば、股揚と生体との接点である増殖局所において表現されると考えられる。実際ほとん

どの腫蕩の増殖先進部や固有間質には様々な細胞反応がみられ、また癌組織において細胞

浸潤の程度が強いほどその宿主の予後はよいとされている 1ト則 。一方、大腸癌の組織発

生に関しては従来から様々な研究が行なわれ、腺腫を母地にして発生するものが多いとい

う考えが最も広く支持されている 6) 7)。乙の大腸癌組織発生、増殖、進展の過程において

腫蕩と生体との反応はどのように行なわれ、またどのように変化していくのであろうか。

特にヒト大腸癌の発生初期における局所免疫反応に関する報告は皆無である。また大腸腫

務免疫に関する研究は多数行なわれてきたが、そのほとんどは動物実験あるいはInVl tro 

によるものであり、実際の局所免疫の場である生体を用いた研究は極めて少ない。そこで

大腸癌組織発生、増殖、進展の過程における服務と生体との局所免疫反応を直接観察し、

絡の発生、進展に伴う局所の変化を明らかにし、組織標本上で腫蕩細胞と炎症性浸潤細胞

が直接接触し反応する過程を形態学的に明らかにする目的で以下の 2つの研究を行なった。

服務局所浸潤リンパ球サブセットの免疫組織化学的染色と定量的解析

E 大腸腫蕩における腺管内峻死様物質 Cdebris)の組織発生と腫割高異型度に伴

う変化

本研究の目的は 10 V1VO において大腸腺腫から大腸癌、さらに転移形成に至る局所免

疫反応の変化を明らかにし、また腫蕩細胞を峻死に至らしめる免疫担当細胞の間定を形態

学的、免疫組織化学的に明らかにする乙とである。



I 麟局所開リン}¥球サブセ、y卜働組織化学的染色と定量的解析

担癌生体の1重傷に対する直接の免疫応答は腫湯増殖先進部の細胞反応であると考えられ

る。大腸癌の組織発生、浸潤、転移形成に伴ってこの局所免疫反応がどの様に変化するか

を明らかにする目的で、大腸腺艇、早期癌、進行癌における組j織浸潤リ ンパ球サブセット

を免疫組織化学的に染色し、定量的に解析した。

1 対象と方法

対象:手術およびポリペクトミーで切除された正常大腸粘膜(対照)9病変、大腸腺腫

32病変(軽度巽型腺腫 24病変、中等皮巽型腺腫 8病変)、早期癌 (mucosaland subrr日JCO

sal cancer) 9病変、リンパ節転移および肝転移のない進行癌(進行婚転移(ー)と略す)

11病変、リンパ節転移または肝転移のある進行癌(遂行癌転移(+)と略す)11病変であ

る。

本論文において腺腫、早期癌においては腫筋増大に伴う虚血性壊死の影響を除外するた

め、潰揚形成のない直径 1cm以下の麟蕩のみを対象とした。しかし進行癌については乙

の限りでなく、すべて 1cm以上の病変であった。

大腸腺腫の組織学的異型度(軽度異型、中等度異型)は WHO分類8)に従い、早期癌は

粘膜内癌(mucosalcancer) -WHOの分類の severedysplasiaに相当、

と粘膜下層浸潤婚(submucosalcancer)を含めることとした。

軽度異型腺腫 : i震染した細長い核が基底膜上に並び、厳の大小不問、核分裂像はほ

とんど認められず、粘液産生が認められる。

中等皮異型腺腫:核は楠円形で核濃染性が著名で重層化を示し、核の大小不問も著し

く、核分裂像がしばしば認められる。粘液産生は著しく減少し、ほ

とんど認められない乙ともある。構造異型は見られない。

早期綴・粘膜内癌(mucosalcancer) -WHO分類の severedysplasia 

粘膜下層浸潤癌(submucosalcancer) 
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方法:これらの新鮮凍結標本を用いて、西孝素抗体間接法によって腫湯増殖先進部の浸潤リ

ンパ球サブセットを免疫組織化学的に染色した。リンパ球サブセットに対するモノクロー

ナル抗体として、 Leuser ies (Leu 1: pan T ce 11， Leu 2a: cytotox ic/suppressor T ce 

11， Leu 3a: helper/inducer T cell， Leu 10: B cell， Leu llb: natural killer cell/ 

leukocyte; Becton-Dickinson社)を用いた。

リンパ球サブセット染色方法

1.手術時又はポリペクトミ 時大腸腫揚組織を採取し、ただちに PLP(閃riodate-

lysine-paraform aldehyde )液に4"Cで 6~12時間固定した。

2.つぎに sucrose添加 phosphatebuffer凶 saline ( PBS )液で sucrose浪度を

10目、15官、20%と上げながら洗浄し、 OCTcompoundで包埋後、アセトンドライアイス

nヘキサンで急速凍結させた。

3. クリオスタツ卜で連続に6μの凍結切片を作製し、風乾後 0.5%過沃素酸酸化(10分)

処理にて内因性ペルオキシダーゼを阻止した。

4. PBSで洗浄後、正常ヤギ血清(40倍希釈)を組織切片に重層し30分間室温で反応さ

せ非特異的反応をブロックした。

5. 1次抗体としてモノク ーナル抗体Leuseries ( Leu 2a、Leu3aのみ 40倍希釈

で、 Leu1、 Leu 10、 Leu llbは 100倍希釈、 Becton-Dickinson社)を用い

4"C湿室中で1晩反応させた。

6.洗浄後、 二次抗体として horseradishperoxidase標識抗マウスーヤギ F( ab' )， 

(Cappel社、 20倍希釈)を用い、室温湿室中にて4時間反応させた。

7.発色は 5mM 3-3・diaminobenzidine-H，O，溶液 (Sigma社)で行った。この際、 10

mM NaN3を加えて内因性ペルオキシダ ゼ阻止の強化を図った。

8.核染色は 1% methy 1 green (PH4.0)を用いた。

リンパ球数の計測は腫蕩増殖先進部の間質内のみ測定し、踊場内へのリンパ球浸潤は測

定しなかった。

陽性細胞数の算定は 400倍拡大の顕微鏡下で objectivemicrometerを用い、 250X250

pm'の面積当り(間質面積のみで豚務面積は含まない)の各リンパ球サブセットの陽性

細胞数を定量的に 5視野計測して平均値を求めた。有意差検定は one-wayanalysis of 

variance(multiple comparison; significant at 95%)による統計的処理により行った。
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2 成績 (表 1) 

(1) L e u 1陽性細胞数(pan T cell) (図 1) 

Leu1陽性細胞数 (mean:tSD/250X250μm2 )は

対照 89:t28 

軽度異型線腫 142:t57 

中等度異型腺腫 193:t127 

早期癌 269:t112 

進行癌転移(ー) 183土80

進行癌転移(+) 76:t42 

であり、対照と比較して腫湯では Tcell数が進行婚転移(+)を除いて有意に増加して

いた (p<0.01，p<0.05)。また腺服の異裂度で比べると中等度異型腺騒では軽度異型腺腫

より pan-Tcellの絶対数が矯加していた (p<0.01)。しかし中等度異型腺腫と早期艇と

の聞には差はなかった。癌の進展、転移形成と pan-Tcell数との関係を見ると早期癌で

組織浸潤 pan-T cell数は最も多く、癌の進行とともに減少しており、遂行癌では転移

が出現すると転移のない病変よりさらに減少していた (p<0.01，pく0.05)(写真1-6)。

(2) L e u 2 a陽性細胞数 (Cytotoxic/suppressorT cell) (図2)

Leu2a陽性細胞数(me釦:tSD/250X250μm2
) は

対照 36:t10 

軽度異型腺腫 79:t42 

中等度異型腺腫 111土 57

早期癌 186:t49 

進行癌転移(-) 88:t55 

進行癌転移(+) 67:t47 

であり、対照と他の群間に有意差がみられた (p<0.01)。腺腫、早期癌、進行婚の転移の

有無では差がなかった。(写真7)
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(3) L e u 3 a陽性細胞数 (hel関 r/inducer T cell) (図3)

Leu3a陽性細胞数 (mean土SD/250X250μmりは

対照 44:1:22 

軽度異型腺腫 90:1:49 

中等度巽型腺腫 106:1:62 

早期癌 1 56土 44

進行癌転移(ー) 88:1:59 

進行癌転移(+) 56:1:31 

であり、対照と比較して腫疹では helper/inducerT cell数が進行癌転移(+)を除い

て有意に増加していた (p<0.01，pく0.05)。また癌の進展、転移形成と helper/inducer

T cell数との関係を見ると腺腫、 早期癌、進行癌転移(-)との問には差はなかったが

転移が出現すると helper/inducerT cell数は有意に減少していた (p(0.05)。

(4) L e u 1 0陽性細胞数(B cell ) (図4)

Leu10陽性細胞数 (mean土SD/250X250μm2
) は

対照 27土 11 

軽度異型腺腫 32:1:15 

中等度異型腺麟 36:1:18 

早期癌 38:1:16 

進行癌転移(ー) 34:1:21 

進行癌転移(+) 30:1:21 

であった。すなわち B cell数は Tcell数にくらべて少なく、いずれの群聞にも有意差

がみられなかった。

(5) L e u 1 1 b 陽性細胞 (naturalkiller cell/leukocyte) (図5)

Leullb陽性細胞数 (me:wトsn/?'iOx?50.u mり は
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対照 6土4

軽度異型腺腫 43:t49 

中等度異型腺腫 38:t38 

早期癌 76士56

進行癌転移(ー) 56:t59 

進行癌転移(+) 26:t21 

であり、対照と他の群聞に有意差がみられた (p<O.Ol)。また腺腹、早期癌、進行癌転移

(ー)と進行癌転移(+)との問にも統計的に有意差がみられた (p<0.05)。すなわち

natural k i ller cell/leukocyteは Tcellより絶対数としては少なく、とくに正常大腸

粘膜ではほとんど見られなかった。腫蕩化すると増加するが腺腫、早期路、転移のない進

行癌では有意差を認めなかった。しかし転移のある進行癌では有意に減少していた。(写

真 7)

(6) 大腸癖進行度と組織 Leu2a/Leu3a比(図6)

組織 Leu2a/L巴 u3a比(mean:tSD)は

対照 O. 90:t0. 23 

軽度巽型腺腫 l. 14:t0. 74 

中等度異塑腺騒 l. 28:t0. 69 

早期務 l. 29:t0. 40 

進行癌転移(ー) l. 24:tl. 00 

進行癌転移(+) l. 06土 O. 66 

であり、対照と他の群問に有意差がみられた (p<O.OI)。すなわち腫務化すると正常大腸

粘膜に比較してLeu2a陽性細胞の比率が高くなったが、腺腫、早期癌、進行癌の聞に一定

の傾向は見られなかった。

以上の成績から、癌増殖先進部における炎症性細胞浸潤は主として Tcell 、なかでも対

照に比し cytotoxic/suppressorT ce 11が helper/inducerT cellより優位で、しかも早

期癌において最も強くみられ、転移の有る例で有意に減少していた。さらに腺腫と転移の

ない癌との間には浸潤リンパ球の質的変化はみられなかったが、中等度異型腺腫、早期癌、

遂行癌転移(-)では軽度巽型腺腫に比し Tcellの絶対数の増加が認められた。

NK allは少なく、転移の有る例で減少していた。

6 



E大隣接における腹管内腕物質(debris)の組織発生と蹴異搬に伴

う変化

大腸腫蕩においては臨場腺管内腔に eosln好性で細胞成分を含んだ綾死様物質が認めら

れ、 debr i sと呼ばれている。この debrisの免疫組織学的特性とその本態を明らかにす

るため、その出現頻度と組織異型度に伴う変化について検討した。この検討によりdebris

と生体の局所免疫反応との関連を明らかにすることを目的とした。

1 対象と方法

対象;手術およびポリペクトミ で切除された大腸腺腫 114病変(軽度異型腺腫 85病

変、中等度N型腺腫 29病変)、大腸早期癌 71病変(粘膜内務 m務 36病変、粘膜下浸

潤癌 sm癌 35病変)、進行筋 21病変である。

方法:これらについて hematoxy 1 i n-eos i n (HE)標本を用いて腫蕩組織内あるいは増殖

先進部に認められる debrisについて i切片につき以下の 3群に分けて検討した。

陰性(-)砕:debrisが認められないもの

陽性(+)群:10ケ以下の腫務腺管に debrisが認められるもの

強陽性(十+)群 10ケ以上の腫錫腺管に debrisが認められるもの

大腸腺騒の組織学的異型度は WHOの分類8)Iこ従った。

さらにこれらのうち大腸腺腫 91病変(軽度異型腺腫 74病変、中等度異型腺腫 17病変

)、大腸早期癌 7病変、進行癌 12病変に対しては抗 CEA( carcinoembrionic antigen ) 

モノクローナル抗体 (CM-010;持国製薬)を用いた酵素抗体間接法により CEAを免疫組

織化学染色し、その組織内局在及び debrisの染色性について検討した。
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CEA染色方法

1. 10%緩衝ホルマリン液に固定のうえパラフィン包埋を行って 4μm切片を作製

した。

2.脱パラフイン後 1%メタ過ヨウ素酸ナトリウム液で 10分間処理し、 0.3%H，O，-

メタノ ール液に 30分間浸潰し内図性ペルオキシダ ゼを不活化した。

3. PBS洗浄後正常ヤギ血清(40倍希釈)を組織切片に重層し 30分間室温で反応さ

せ非特異的反応をブロックした。

4. PBSで洗浄した後抗ヒト CEAモノクロ ナル抗体、 CM-OI0(マウスIg-G100 

f古希釈、持田製薬)を組織に重層し、 30分間室温で反応させた。

5. PBS洗浄後ペルオキシダーゼ標識抗マウス Ig-Gヤギ抗体(40倍希釈;Cappel 

社)を室温湿室中にて 30分間反応させた。

6.発色は 5mM 3-3' diaminobenzidine-H，O，溶液 (Sigma社)で行った。

7.核染色は Meyer's hematoxy 1 inにて 1分間おこなった。

また、 periodicacid-thionin Schiff ( PAS )染色、 periodicacid-thionin Schiff/ 

pottassium hydroxide/periodic acid Schiff ( PKP)染色、 naphtol-ASD染色、 Giemsa

染色を施行し、 debrisの性状および炎症性細胞浸潤との関係を形態学的に検討した。

有意差検定は Chi-squretest による統計的処理により行った。

2 成績

(1) d e b r i sの光顕所見

debrisは HE標本で eosln好性に染まり、その発生初期には naphtol-ASD染色で

esterase陽性の穎粒を有する好中球、好酸球を主体とする granu1 ocyteが基底膜側で

腫蕩細胞に接する像がみられ、さらに腺管内腔へ浸出し、腫蕩細胞、 granulocyteともに

n配 robioticとなり次第に debrisが形成される像が観察された(写真 8、11、12、14、17、

20、21、22)。すなわち debrisは granulocytesと tumorcellsの両方から成り、いわ

ゆる炎症反応によって形成されてくると考えられた。
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(2) d e b r i sの組織化学的染色性

debrisは PAS染色では赤に(写真9)、PKP染色では青に染色された(写真16、17)。

この物質は PAS染色及び PKP染色で不均一で部分的に穎粒状に染色されることから、

goblet mucinの腺管内分泌粘液とは明らかに異なっていた。

C以免疫組織化学的染色では debrisは CEA陽性を呈した(写真14)。

debrisは Tcell (Leu 1)染色では陰性であった(写真19)。

(3) 腫協組織内でのdebrisの分布

1垂蕩組織内での debrisの分布を PAS染色及び PKP染色でみると debrisは腫傷組織

の底部および地殖先進部で強く現れ、その外側には mononuclearcell layerが取り閤む

様に出現していた(写真9)。

(4) d e b r i sの出現と組織異型度との関係(表2、図7)

debrisの出現率は

であった。

軽度異型腺騒

中等度異型腺腫

m癌

sm癌

進行癌

5/85 (6%) 

18/29 (60%) 

32/36 (89%) 

32/35(91%) 

15/21 (71 %) 
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また debrisの程度をみると強陽性群の頻度は

軽度異型腺腫

中等度異型腺腫

m痕

sm癌

進行癌

2/85 (2%) 

1/29 (2%) 

10/36 (28%) 

18/35 (54%) 

7/21 (33%) 

て、あった(Chi2=138.0、pく0.01)。すなわち debrisは軽度異型腺腫ではほとんどみられ

ず(写真10)、中等度異型腺腫から出現し(写真11)、早期癌の増殖先進部で最も出現率

が高く、またその程度は早期癌から強陽性の頻度が高くなることが明らかとなった(写真

12 )。 また同ーの標本においても腺艦内癌では debrisは癌巣に多く、腺腫巣の出現頻

度は癌巣に比して低かった(写真13)。

(5) 組織異型に伴う腫場内CEA染色性の変化とdebrisのCEA染色性(表3)

CEAの染色陽性率は

軽度異型腺腫

中等度異型腺腫

早期癌

進行癌

29/14 (39%) 

15/17 (88%) 

5/7 (72%) 

12/12 (100%) 

であった (Chi2=25.7. Pく0.01)0 CEAは軽度異型腺腫では腺腫上皮細胞自由縁に CEA反

応がみられるのみであった(写真15)が、中等度異型腺腫、癌と組織異型度が増加するに

つれその反応が増加するとともに腫蕩細胞質内にも CEA反応が出現した(写真14、16、17

)。また中等度異型腺腫からは CEA陽性の debrisが出現し、腫揚腺管内腔にも CEAが

染色された(写真14、16、17)。潰蕩性大腸炎における cryptabscessは CEA陰性であっ

た(写真18)。
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E 考察

(1) 大腸腺腫、早期婚の組織分類

大腸腺腫は様々な程度の異形成を示し、 Morsonらはその程度により軽度異型腺腫 (mild

dysplasia)、中等度異型腺腫 (moderatedysplasia)、高度異型腺腫 (severedysplas ia) 

に分類している則。しかし高度異型腺腫は組織学的に粘膜内に留まる癌(粘膜内癌 focal

carcinoma)であり、この点で本邦で通常用いられる程度異型腺腫、中等度異型腺腫、高

度異型腺腫、粘膜内娘、粘膜下層浸潤癌との分類9)とは組織学的に明かに異なる.乙の境

界領域の異型度(一般には高度異型と呼ばれ、筆者は附Oの規約に従って moderatedys 

plasiaと呼んでいる。)の判定には本邦の病理学者の聞で判定基準が異なっている。筆者

は moderate dys p 1 as i aの腺管には杯細胞はほとんどなく、核は円~橋円形で核分裂像が

多いが構造異型は認められない腺腫と定義している。わが国では早期胃癌の定義に準じて

粘膜内癌 (mucosalcancer、m癌)、粘膜下層浸潤癌 (submucosalcancer、sm癌)が早期

癌とされることが多く 10)一方、欧米とくにイギリスでは sm絡のみが早期癌と呼ばれて

いた。この意味において WHO分類の高度異型 m婚であるが、本論文においては軽度異

型腺腫、中等度異型腺腫は附日分類に従い、高度異型ニ m癌は 早期

癌とするとととした。このような組織分類に基ずいて大腸腺腫の異型度によって、また腺

腫から早期癌ヘ変化するに従って、さらに早期癌から進行癌に進展していく過程で生体は

腫務に対してどのように反応しているかを明かにするのが本研究の目的である。

(2) 大腸書留の組織発生と局所免疫反応

本研究での大腸腫療の組織学的変化に伴う局所免疫反応の変化をみると、 Tcellにおい

ては正常大腸粘膜では he1 per /i nducer T ce 11 (Th/i)( CD4)が優位であるのに、騒務化す

ると cytotoxic/suppressorT cell (Tc/s) (CD8)との比率が逆転するとともに Tcell数の

増加がみられた。しかし軽度異型腺腫と中等度異型腺腫を比べると Tcell数は増加する

が、 Tcell subsetには変化は見られなかった。そして腫蕩に構造異型が出現して癌にな

っても Tcellの絶対数は糟加したが、 Tcell subsetには変化は見られなかった.llPち、

正常粘膜から腫証書化すると Tce 11 subsetの変化が出現するが、線腫と癌では Tcell 

subsetには大きな差異は見られないという結果であった。しかし興味ある事実は Tcell 

の絶対数には差があり、中等度異型腺腫の Tcell数は軽度異型腺腫より早期癌の Tcell 

数により類似していたことである。乙の事実は Tcellも軽度異型腺腫と中等度異型腺腫
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を識別し、その組織異型度に応じて出現してくる可能性を示唆していると考えられる。

腺腫の異型度に伴う Tcell subsetの変化に関する報告は本邦においても欧米において

も見当らないが、癌化に伴うリンパ球 subsetの変化についてはいくつかの報告がある.

それらは胃癌11)ー14)、手L癌15) 16)、子宮頚癌11)のいずれにおいても非癌部粘膜はBcell 

の浸潤が大部分であるのに癌組織ではリ ンパ球反応のある場合に Tcellが圧倒的に多く、

しかも初期癌ですでに Tcellが Bcellより多いばかりでなく川 18)、癌組織内 T細 胞

浸潤の強さは臨床病期の進行するほど弱い傾向があるとの報告である 15) 16) 0 T cell 

subsetについては、癌組織では Tc/s(C08)が Th/i(C04)と同じか多いめであり、正常で

はTh/iがはるかに多いのに比し、婚にかなり特徴的な所見である とされ11) 1叫刷、さ

らに二重染色による flow-cytometryを用いた分析の結果では、 Tc/sの亜群では Tc(Leu 

2a+Le叫5-)が、 Th/iの中では Th(Leu3a + Leu8 -)がほとんどを占めたと報告されている 21】

22)。癌組織においては Cytotoxic/suprressorT cellが helper/inducerT cellと同じ

かまたはより多く、正常粘膜の比率と逆転している所見は多くの癌で認めれる事実と考え

られる山 一問。 今回の筆者の大腸癌における検索でも癌組織浸潤リ ンパ球は Tcell優

位であり、しかも早期癌でもっとも多かった。 Tcellの浸潤が増殖先進部で最も強く、

しかも初期の婚にいちじるしいという報告25)や、子宮頭部のはncerJn Sl tuや皮膚の

前癌状態では基底膜に沿ったリンパ球浸潤が認められ、乙れらは Tcellであるとの報

告もあり 11)、焼発生の初期に Tcell浸潤が最も著しいという所見は大腸癌に限らず多

くの国型癌で出現する現象と考えられる。しかしこのような現象が前療病変と考えられる

中等度異型腺腫においてもみられ、正常大腸粘膜では hel閃 r/inducerT cell (Th/i) 

(C04)が優位であるのに、腺腫になると cytotoxic/suppressorT cell (Tc/s) (C08)の

比率が増加するとともに、組織異型度に応じて Tcell絶対数の増加がみられるとする本

研究の結果は新知見と考えられる。

一方、 Bcellは Tcellと異なり腫務化に伴う変化は認められなかった。 Bcellの腫

蕩免疫への関与については、癌に対する間質反応の主役は Tcellであり Bcellの関与

はほとんど否定的といった論文が大半を占めている 11)-1引。本研究において Bcellに関

してLeu10陽性細胞数のみ検索したのはこの様な文献報告から Bcellの関与は少ない

と判断したからであるが、 現に腺腫、早期癌、進行婚には差は見られず、 Bcell系の腫

蕩における局所免疫への関与は少ないと考えられる結果であった。しかし Bcell由来の

形質細胞も担癌生体の抗癌性免疫反応に何らかの意義を有するものと想定され、 大腸癌辺

縁における局所免疫グロプリン含有細胞の分布及び secretarycomponentの分泌と予後に

ついて、予後の良い症例ほど IgA含有細胞浸潤が多く、液性免疫、特にIgA systemは

何らかの形で織の免疫に関与しているとの報告もみられる28)。
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(3) 局所免疫反応とdebris

この様な癌発生初期の Tcell浸潤は実際に抗腫揚活性を有しているのであろ うか。

ヒ卜腫蕩組織浸潤リンパ球の機能的検索に関して多数の報告がみられるが、それらは

①自家種湯細胞に対する細胞障害に乏しい。②NK活性に乏しい.③自家腫疹細胞からの刺

激には不応であるが、リンパ球混合培養ないし ffiltogenに対してはよく反応する。④自家

末梢リンパ球の ffiltogenおよび腫錫への反応性を抑制するなどの特性があると報告されて

いる川 1刷。もし局所浸潤炎症性細胞に抗騒調書活性があるならば、 lnV1VOであるヒト大

腸癌切除標本の増殖先進部に実際に腫揚が峻死に陥っている像が観察されるはずである。

そのような綾死に至る過程とそ癌増殖局所での抗腫綴能の直接的表現であり、結果である

と考えられる。そ乙で本研究ではヒト大腸腫証書切除標本で腫痴漢死の所見について検討を

加えた。今回の検索で従来より滋筋線管内線死様物質(debris)としてみとめられていた所

見の初期像として炎症性細胞が腫綴細胞の基底膜側で接する像が見られ、さらに腫綴腺管

内腔へ浸出し、腫蕩細胞、炎症性細胞ともに necrobioticとなり、 debrisが形成される像

が観察された。 debrisの発成機序に関しては従来より炎症に伴う二次的感染あるいは癌細

胞の増殖に続く変性腹死脱落と考えられてきた6)。しかし本研究で大腸腫療における deb

rJsが軽度異型腺腫ではほとんどみられず中等度異型腺腫から出現し、早期癌の増殖先進

部で最も出現率が高くまたその程度も強いことが明らかとなった。さらに腺腫内癌では

debrisは癌巣に多く、腺腫巣における出現頻度が癌に比べ低かった事実は、 debrisが二次

的感染あるいは腫蕩媛死による変化ではなく、組織異型の変化に伴って出現した生体の局

所反応であることを示唆していると考えられる。さらにdebrisが中等度異型腺腫から出現

する事実は大腸婚の組織発生の視点からも極めて興味深い事実である。即ち、 debrisが中

等度異型腺腫から出現することは、生体が局所生体反応として中等度異型腺麗をnotself 

として認識していることを示唆すると考えられるからである。武藤らは中等度異型腺腫の

なかには、構造異型を示す以前の段階の、癌の初期のものが含まれていると考え、その理

由としては、①腺腫の連続切片標本の検索により癌は常に中等度異型腺腫の腺管に図まれ

ており、ルチン検査で中等度異型腺腫と診断された腺鍾の 46%に、他の部位に微小癌巣が

認められること 29)、②電子顕微鏡的に婚と同じ性状を示す腺管が認められること刷、③

シアル重量組成の変化が療に類似している乙と 31)、④ DNAパターンの分析からpolyploid、

aneuploidを示すものがみられること 32) 33)をあげている。 debrisが中等度異型腺腫から

出現するという本研究の結果は生体が局所反応として中等度異型線腫をnotselfとして認

識していることを示唆するものであり、中等度異型腺腫のなかに構造異型を示す以前の段

階の、癌の初期のものが含まれているとする武藤らの癌化中間病変説を生体反応の面から

支持する新知見と考えられる。

debrisが発生してくる機序に関しては潰揚性大腸炎や感染性大腸炎でも同様の所見が

1 3 



見られることから、生体の notselfに対する初期反応としての炎症反応に起因すると考

えられる。言い換えれば生体の癌発生の初期には組織異型度の変化に応じて腫蕩先進部の

間質に炎症反応が起こり、それは腫錫それ自体が引き起こすと考えられる。

(4) d e b r i sとCEA染色性

腺腫と療について CEA陽性率でみてみると軽度異型腺腫、中等度異型腺腫、早期癌、

進行癌と組織学的巽型度が増すにつれ CEA出現率は上昇しており、また CEA反応は軽度

異型腺腫では上皮細胞刷子縁にのみみられるが、中等度異型腺腫では細胞質内にも CEA

反応がみられ、その反応は高分化型腺婚の細胞異型の少ない癌細胞にみられるものと類似

していた。この細胞質内 CEA反応は悪性化を示唆する重要な所見のーっと考えられ、浜

田も同様の所見を観察している;14)。また腺腫と高分化腺癌との関係が極めて密接な関係

にあることを示す指標と考えられる。

debrisが CEA陽性を示すのは中等度異型腺腫から出現する細胞質内 CEAが穎粒球系

細胞と炎症反応を起こした結果に由来すると考えられる。なぜならば潰傷性大腸炎に見ら

れる cryptabscessは形態学的に debrisと似ているが CEA陰性であり、それは潰鎖性

大腸炎における大腸上皮が CEA陰性であることに由来すると考えられるからである(写

真18)。すなわち生体反応の視点からも中等度異型線腫の中には前癌状態としてヒトの自

然免疫系に認識され、炎症反応を起乙してくるものが存在すると推測される。このような

debrisの出現と CEA出現との関係を生体反応の観点から考察した報告は見られない。

(5)癌発生早期における炎症反応とdebrisの意義

さらに、重要な所見は腫揚と接触し debrisを形成させるに至る炎症性細胞はnaphtol

ASD染色で陽性を呈する穎粒球系の細胞で好中球、好酸球が主体であると考えられたこと

である。そしてリンパ球サブセットの免疫染色で最も数の多かった Tcellは乙の debris

を形成する腫揚腺管の外側を取り巻く様に浸潤していたが、標本上で腫軍事壊死に陥ってい

る部位にはほとんど染色されなかった(写真19)• Svennevigらも腫務に浸潤する mono

nuclear cellはリンパ球、形質細胞、マクロファージであるが、腫携の周囲には多核白

血球が多い乙とを singlecell suspension35
)、insi tu36

)の 2つの方法で明らかにして

おり、さらに癌周囲浸潤リンパ球数と腫蕩横死の程度は相関しなかったと報告している 37

}。この事実は穎粒球系細胞の腫揚免疫の、とくに癌発生早期における重要性を示唆する

所見と考えられる。即ち、癌発生早期に起乙る生体反応はいわゆる炎症反応と考えられ、

しかも一定の刺激に対する生体の反応はその原因が異物であれ、細菌であれ、癌細胞であ
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れ、血管の拡張、好中球、マクロファージの浸潤、 cytokineの放出、それに続くリンパ球

の浸潤と一連の炎症反応ー免疫反応がお乙る可能性が考えられる。言い換えれば腫疹発生

の早期、特に中等度異型腺腫から炎症反応が起こり debrisが形成されること、また deb

risは免疫反応の結果というより炎症反応の結果であると考えられる。そして腺腫を経由

する大腸癌組織発生の過程で生体の局所免疫機傍は中等度異型線厳から not-selfと認識

し、初期反応としての炎症反応とひき続いておこる免疫反応が惹起され、腫揚増高直に対し

抑制l的に、あるいは促進的に作用すると推測される。

(6) 隠揚免疫における穎粒球系細胞の関与

随蕩免疫における穎粒球系細胞の関与については、好酸球浸潤が良好な予後を示すこと

叫が、胃癌39)"0)、大腸癌39)川}、肺癌， 2)で報告されており、また好酸球浸潤の著名な

子宮頚癌症例は早期の婚に多く、リンパ球浸潤を伴っており予後良好であったとの報告も

みられる刊}。腫場組織への好酸球の出現と組織異型に関して、皮膚腫蕩で良性の kerato

acantho岨での好酸球浸潤は少なく、 squamousce 11ωrcinomaで顕著であり、費量別診断の

参考となりうるとの報告もある“九本研究の結果でも径 4mmの微小腺腫内癌で naphtol

ASD染色陽性の穎粒球系細胞が癌巣で多く、腺騒巣ではほとんどみられなかった事実は穎

粒球系細胞が組織異型度に反応して出現していることを示唆しており、二次的感染あるい

は癌細胞の増高直に続く変性峻死脱落に伴う炎症のために浸潤しているのではない可能性を

推測させる。潰錫性大腸炎においても一部の症例では強い好酸球浸潤を伴い、特に活動期

に多く認められるが、その存在が炎症を遅延させる方向に働いているという報告と、反対

に炎症を消退させる方向に働いているとする報告とがあり、本体は明らかではない4剖 H)。

潰務性大腸炎の病態成立には免疫学的異常が強く関係していると考えられており "7)-49)、

癌発生の初期と潰揚性大腸炎の組織所見が類似している乙とは not-selfに対する炎

症の初期反応として好酸球が浸潤してくる可能性も推測される。

結組織に浸潤する好中球についても C.pavum、チオグリコレ ト、ある種のペプトン、

BRM等により活性化された好中球には種を越えた、また MHCに拘束されない抗腫蕩活性

が認められるとの報告50)や、癌細胞の 3H-thymidineの取込が多核白血球によって強く

抑制され、刺激された多核白血球が癌細胞にcytostaUcに作用しているとの報告51)、ま

た多核白血球が癌細胞に対して細胞障害性をしめすが線維芽細胞、 PHA芽王者などの正常細

胞に対しては細胞障害を示さないかあるいは弱いものであり、現象として多核白血球は癌、

非婚を識別するごとくである52)53)との報告がみられる。。つまり多核白血球は外界から

の一定の刺激によって、癌に対する自然抵抗性の充進が起乙る場合、初期反応に位置する

ものであると考えられる。本研究においてdebrisを形成させるにいたる好中球、好酸球な

どの穎粒球系細胞が中等度異型腺腫から腫湯内に出現する事実は癌発生の早期における初
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期反応をlnvlvQで組織学的に捉えた所見であり、癌発生の早期には免疫反応に先立って

炎症反応が起こることを示唆するものであり、前述した lnvltroの所見を直接的に証明

したものといえる。

好中球が癌細胞を障害することがあるならばその機序としては、近年、活性酸素の関与

が指摘されている日)-56)。沢口らは胃癌、大腸療で単球、好中球の活性酸素産生能は腫

湯流入動脈血中で流出静脈血中よりも元進しており、乙れは単球、好中球が癌病巣を通過

するに伴い、機能的な変化を生じたためであろうと推測している 57)。この結果は好中球

を主体とする穎粒球系細胞が癌病巣に捕捉され H202 などの活性酸素を遊離し、腫湯細胞

を障害し、その結果静脈中に活性の低下した穎粒球が流出した可能が考えられる。

(7) 隠蕩局所での穎粒まま系細胞とリンパ球との関連について

-d e b r i s と T cell の存在との関係

本研究において好中球、好酸球を主体とする頼粒球系細胞が癌発生初期に腫錫細胞と基

底膜側で接する像が見られ、さらに腫蕩腺管内腔へ浸出しておbrisを形成すること、す

なわち中等度異型腺腫から腫揚先進部に炎症反応、がおこりその結果 debrisが形成されて

くると考えられたわけであるが(写真 20、21、22)癌培殖先進部を取り巻くように浸潤し

ている Tcellを中心とするリンパ球との関係はどうなっているのであろうか。言い換え

れば、腫務局所での炎症反応と免疫反応との関連はいかなるものか推察してみたい。

既述のごとく癌の増殖に伴って Tcellを中心とする免疫細胞の浸潤が認められるが、

それに先立って炎症反応がおこり、なかでも多形核白血球の浸潤は他の免疫細胞に比べ早

いため癌増殖の早期に関与していると推定されたわけであるが、乙の白血球浸潤は走化因

子がその部位から分泌されていることが不可決である 58)。そこで癌細胞自身が走化因子

を産生、分泌しているかどうかが問題となる。 Suzukiは白血球浸潤が認められる組織像

を示すヒト肺巨細胞癌よりクロ ン化した細胞が産生する多形核白血球走化性物質を単般

精製し、そのアミノ酸配列を決定し、癌増殖の早期における多形核白血球の浸潤の重要性

を強調している問。 Uedeらは同系腫蕩を移植したラットの局所炎症は 2つに大別され、

正常畷1物の場合、移植後 6-12時間で局所に好中球、マクロファージの浸潤が観察される

が、その炎症反応の持続は短く、腫鎮の増殖と共に消失するのに対し、あらかじめ腫湯細

胞で感作された動物では初期の好中球、マクロファージの浸潤に引き続き一連の細胞反応

がみられ、移植後 2-4日自には CD4陽性細胞が、 4-6日目には CD8陽性細胞が局所へ

と浸潤し、腫筋の拒絶が進行することを観察している 60)-62) すなわち炎症反応に引き

続き免疫反応が惹起される場合にのみ抗腫綴活性が働くことを示唆する所見と考えられる。

乙のような観点から大腸簸発生初期の穎粒球系細胞とリンパ球との関係を考察すると、腫

蕩細胞というnot-selfに対する最初の反応としてまず炎症反応が起こり好中球、マクロフ
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アージが浸潤し、これから産生されるサイトカインがリンパ球反応を引き起こすと推測さ

れる。すなわち Tcellの出現は debrisの出現=炎症反応の結果に引き続いて起乙ると考

えられ、さらに debrisの出現とTcellの出現とが中等度異型腺鍾からあい伴って見られ

る乙とは、局所においてこのような炎症反応と免疫反応が一連の生体防御反応として出現

していることを示唆している。

近年の基礎免疫学の進歩は、免疫応答機構を従来のように外来抗原に向けられた防御機

構として把握する考え方から、突然変異やウイルスなどの外来抗原によって変化、修飾を

うけた自己を正常な本来の自己から識日IJし、前者を排除することにより自己の恒常性を維

持する抑制、調節機構としてとらえる考え方へ変化しつつある刊}日)6<1)。乙の理論にた

てば、自己由来の変異細胞である腫湯細胞に対しでも、感染、異物などの外来抗原が生体

に侵入した場合と全く同様に、その発生初期の段階で炎症反応が起乙り自然免疫系の頼粒

球系細胞によって排除される機構が大腸題蕩標本上で実際に認められでも当然の乙とかも

しれない。径4mmの微小ポリ プの癌巣と腺腫巣で腫蕩組織に浸潤する頼粒球系細胞数が

癌巣で多く腺腫巣でほとんど認められない事実は、癌発生初期の頼粒球系細胞の果たす役

割の重要性を何よりも明確に示している所見と考えられる(写真22a-22d)。ほとんどの

腫揚免疫の研究が進行期の癌のみを対象としてきた。その結果リンパ球を中心とする獲得

免疫系の問題に焦点があてられているが、療の発生早期においては自然免疫系=炎症反応

の役割が重要であり、癌の進行度による生体の局所生体反応の相違に焦点をあてる必要が

あると考えられる。
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N 結語

大腸腫蕩組織に浸潤する免疫担当細胞及び腫毒事線管内壊死様物質(debris)を形態学的、

免疫組織化学的に検討した結果、以下の結論を得た。

1.大腸腫蕩八の浸潤 Tce 11 subsetは正常大腸粘膜では helper/inducerT cell(CD4) 

が優位であるのに、 E重湯化すると cytotoxic/suppressorT cell(CD8)の比率が増加して

いた。

2.大腸腫蕩への浸潤 Tcell数は腺腫では組織異型度に応じて増加しており、軽度異型

腺腫より中等度異型腺腫で Tcel1の絶対数の増加がみられた。

3.大腸癌においては浸潤 Tcel1数は早期癌で最も多くみられ癌の進行とともに減少し

ており、進行癌では転移のない病変の浸潤 Tcell数が転移のあるものより多かった。

4.腺腫と癌との聞には浸潤細胞の質的変化は見られず、 T cell subsetには差はなかっ

た。

5.腺腫を経由する大腸癌組織発生において、生体の局所免疫反応は中等度異型腺腫から

not-selfとしての反応が始まっていると考えられた。

6. debrisは中等度異型腺腫から出現し、早期癌での出現頻度が最も高くその程度も最

も強かった。この debrisは組織異型度に伴って出現している乙とから、生体の腫蕩への

局所反応の結果出現してくると考えられた。

7. debrisの形成は、好中球、好酸球などの穎粒球系細胞が腫蕩細胞と反応した炎症反

応に由来すると考えられ、癌発生早期における穎粒球系細胞を中心とする自然免疫系の重

要性が示唆された。

8.大腸癌発生初期には腫蕩と接する間質に炎症反応が惹起されると考えられた。
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i<l.大腸腫協における局所浸潤リンパ球サブセット

Lell1φ Le1l2どLe1l3a+ Lell10+ Lell11b+ 

対照 (n=9) 89土28 36士10 44士22 27士11 614 

軽度異型腺腹(n=24) 142士57 79142 90士49 32士15 43士49・
tま@

中等度異型腺腫(n=8) 193士127'111157 106士62" 36:!l8 38士38"

." 
早期癌 (n=9) 269士112'186土49 156士44 38士16 76士56・

進行癌転移(-) (n=l1) 183士80" 88士55 88士59' 34士21 56士59'

進行癌転移(+) (n=l1) 76土42 67士47 56131 30121 26121 

(m田n士SD/250X250~m2)

'pく0.01"pく0.05(対対照)'p(O.Ol "pく0.05(対進行癌転移(+)) 

叩く0.01 (対軽度異型腺腫)
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表2.大腸腹話3におけるdebrisの出現と組織異型度

(ー) (+ ) (++ ) 

軽度異型腺腫(n=85) 80 (94%) 3 (4%) 2 (2%) 

中等度異型腺腫(n=29) 11 (38%) 17 (59%) 1 (2%) 

粘膜内癌(n=36) 4 (11%) 22 (61%) 10 (28%) 

粘膜下層浸潤癌(n=35) 3 (9%) 14 (40%) 18 (54%) 

進行癌 (nニ21) 6 (29%) 8 (38%) 7 (33%) 

(Chi '=138. 0 p <0. 01) 
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表3.大腸腫湯におけるCEAの出現と組織異型度

CEA 

軽度異型腺腫(n=74) 

中等度異型腺腫 (n=17) 

早期癌(n=7) 

進行癌 (n=12)

(ー)

45 (61%) 

2 (12%) 

2 (28%) 

(+) 

29 (39%) 

15 (88%) 

5 (72%) 

12 (100%) 

(Chi '=25.7 p<O.Ol) 
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図 1 Leul陽性細胞数と組織異型度
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図2 Leu2a陽性細胞数と組織異型度
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図3 Leu3a陽性細胞数と組織異型度
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図4Leul0陽性細胞数と組織異型度
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図5Leullb陽性細胞数と組織異型度
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図6 Leu2a/Leu3a比と組織異型度
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写真 1 軽度巽型腺腫における Leu1陽性細胞

( Leu 1染色 x 100 ) 
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写真2 早期癌におけるLeu1陽性細胞

( Leu 1染色 x 100 ) 
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写真3 軽度異型腺般におけるLeu1陽性細胞

( Leu 1染色 x 400 ) 
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写真4 中等度異型腺腫におけるLeu1陽性細胞

( Leu 1染色 X 400 ) 
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写真5 転移の無い進行婚の Leu1陽性細胞

( Leu 1染色 x 100 ) 
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写真6 転移の有る進行癌の Leu1陽性細胞

( Leu 1染色 X 100 ) 
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圃‘

Leu11 

写真7 大腸癌における Leu2a細胞と Leul1b陽性細胞

(左 Leu2a染色、右 Leul1b染色 X200) 
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写真8 大腸癌増殖先進部における腫湯腺管内綾死様物質 (debris)

( HE染色 x 400) 
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写真9 大腸早期癌 (sm 癌)における debrisの分布

debrisは腫湯底部および増殖先進部で強く見られる。

(PAS-Alcian bleu染色 X40) 
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写真 10 軽度異製腺腫における debris

debrisは見られない。

( HE染色 x 400 ) 
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写真 11 中等度異型腺腫における debris

( HE染色 x 400 ) 
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写真 12 早期般における debris 

( HE染色 X 400 ) 
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写真 13 腺腫と癌の併存例における debris

癌巣には debrisがみられるが腺臨巣にはない。

(HE染色 X 100 ) 
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写真 14 癌における debrisの CEA染色性

debrisは CEA陽性である。癌細胞質にも

CEAが染色されている。

(左 HE 染色，右 CEA 染色x400) 

46 



写真 15 軽度異型腺腫の CEA染色

CEAは腺腫上皮細胞自由縁のみに染色されている。

(左 HE染色、右・ CEA染色 X400) 
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写真 16 中等度異型腺腫のCEA染色と PKP染色

(左:HE染色、中:CEA染色、右:PKP染色 X400)

磁場細胞質内にも CEA反応がみられる。
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写真 17 癌のCEA染色と PKP染色

(左・ HE染色、中:CEA染色、右:PKP染色 X400)
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写真 18 潰湯性大腸炎における cryptabscessの CEA染色性

crypt abscessは CEA陰性である。

( CEA染色X400)
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写真 19 debrisの Leu1染色性

腿務間質には Lθu1陽性細胞がみられるが debris

は Leu1陰性である。(Leu 1染色 X 100 ) 
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写真20 癌巣への穎粒球系細胞の浸潤

( naphtol-ASD染色 x 200 ) 
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写真 21 中等度異型腺随への穎粒球系細胞の浸潤

( naphto]-ASD染色 X 400 ) 
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写真 22a 径 4mmの腺腫内癌 (naphto!-ASD染色 x 4 ) 

写真 22b 径4mmの腺腫内癌 (naphto!-ASD染色 x 100 ) 

癌巣には穎粒球系細胞の浸潤が多いが、腺腫

巣では少ない。
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写真 22c 線路内綴の癌巣における頼粒球系細胞の浸潤と debris

( naphto]-ASD染色 x 200 ) 

写真 22d 腺腫内癌の腺腫巣における穎粒球系細胞の浸潤

( naphtol-ASD染色 x 200 ) 
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