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    学位論文題名

Dh/IBA誘発ハムスター舌癌の

りンパ節転移に関する組織化学的研究

学位論文内容の要旨

緒   言

  口腔癌における所属リンバ節転移の有無は重要な予後因子のーつであるが、これには

治療を開始する時点では転移の有無を確定できない、いわゆる潜在性リンパ節転移とい

う問題がある。従来、原発巣の生検あるいは切除標本から癌の悪性度を診断し、潜在性

リンパ節転移の有無を予測する方法が検討されてきた。とりわけ、血管新生iヨニ腫瘍の増

殖、進展に不可欠とされることから、多くの癌で独立した予後因子とされている。一方、

リンバ節転移は癌細胞がりンバ管を経由して成立する病態であることから、血管新生の

みならずりンバ管新生も癌の予後因子である可能性が考えられる。本研究では、Katoに

よって開発された光学顕微鏡的毛細リンパ管同定方法である5’-nucleotidase（以下5’－

Nase)染色法によルリンパ管を同定し、9，10―dimethyト1，2-1コenzanthracene（以下

DMBA)誘発ハムスター舌癌におけるりンパ節転移と癌周囲のりンパ管数との相関につ

いて検討した。

    実験材料ならびに方法

1．実験材料ならびに処置内容

  生後6週齢の雄性ゴールデンハムスターを用い、藤田らの方法に従い発癌させた。衰

弱が著明、もしくは体重が70g以下となった時点でエーテル麻酔下に屠殺し、病理組織

学的に扁平上皮癌と診断された91匹を用いた。これらはりンパ節転移率を高くする目的

で 腫 瘍 内 を 切 開 す る Ohtakeら の 方 法 に 従 って 、 以 下 の 2群 を 設 け た 。

  A群42匹：DMBAによる発癌後、無処置とした。

  B群49匹：DMBAによる発癌後、毎週1回外科用メス(No.ll)にて腫瘍内に長さ



約5mrn、深さ約2mmの切開を舌縁と平行に2箇所加えた。

2．標本作製

  腫瘍を前方、中央、後方に3分割してOくTコンパウンドに包埋、液体窒素にて凍結

した後、厚さ10ルmの前頭断凍結連続切片を作成し、H―E、5’-Nase（リンバ管の同定）、

ファクターvm関連抗原（血管の同定）、およびIV型コラーゲン（基底膜の同定）の各

染色を施した。リンバ節は摘出、同様に包埋し、100ロm間隔ごとに厚さ10ルmの凍結

切片を作成した全割標本にH-一E染色を施した。

3．染色

1） H-ーE染色

  10％ホルマリン溶液にて10分間固定した後、通法に従ってH-E染色を施した。

2）5’―Nase染色

  10％ホルマリン溶液にて20分間固定した後、蒸留水にて30分間洗浄した。これをKato

の方法に従って5’ーNase染色液（5’―adenosine monophospbalもe25mg、2％PbくNくゅ

3n瓜011MMgS○45ml、Iんetramisob15mg、SuCrose3．5gをO．2MTnPrna］atebLlffer

くpH7．2）20m1と蒸留水22m1に溶解）に37℃で60分間浸漬した。その後、蒸留水で30

分問洗浄し、O．4％硫化アンモニウム溶液に室温で30秒浸漬して発色させた。

3）免疫染色

  30％冷アセトン溶液にて10分間固定した後、1％過ヨウ素酸にて内因性ベルオキシダ

ーゼを阻害、1％正常ヤギ血清で30分間ブロッキング処理し、抗ヒトファクターVHI関

連抗原ポリクローナル抗体くBiogenesiS社製4400―5896）、ならびに抗ヒト・マウスW

型コラーゲンポリクローナル抗体（u也社製LIト1403）と4℃で1晩反応させた。その

後、ピオチン化抗ウサギ培G抗体で30分問、ペルオキシダーゼ標識アピジンで20分問

処理し、VECIDR―，‘VIPキットを用いて発色させ、メチルグリーンで核染色を行った。

4．評価・解析方法

1）舌癌の評価項目

  切開操作の有 無ならびに以 下に示す6項目の計7項目について評価した。

a）肉眼的最大腫瘍径の計測

b）組織学的発育様式

  H―E染色標本にて、外向型、内向型、混合型に分類した。

c）組織学的悪性度の評価
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  Annerothらの分類に従い、4段階評価を行った。このうち深達度は大竹がハムスター

用に考案した分類を用い、3段階に分類した。

d）基底膜消失率の評価

  抗 1V型 コ ラ ー ゲ ン 抗 体 に よ り 基 底 膜 の 連 続 性 を 3段 階 に分 類 した 。

e）血管数の算定

  弱拡大の視野において癌周囲のファクターvm発現を強く認める、いわゆるhospot

を選択し、これを200倍に拡大した視野にて観察して、ファクターVmを発現する構造

物を算定し、その総数を血管数とした。

f）リンバ管数の算定

  血管同様5’寸ぬseのhotspotを選択し、その数を算定した。ただし5’－NaSeは全身

に広く存在し、末梢神経、血管、リンバ球も陽性を呈するため、まず40～100倍のHトE

ならびにW型コラーゲン染色標本にて神経組織を確認し、これを除外した5’―Naseの

hotSpotを選択した。これを200倍の拡大にて5’吋岶Se、ファクターVm染色標本の同

部位をそゎぞれ写真撮影し、この写真上で5’－Nモ眦陽性構造物の数を算定した。次に、

この2枚の写真を比較し、ファク夕‐Vmと5’―Naseの両者に陽性の構造物は血管、20

ルm以下の大きさの5’寸ぬse陽性構造物はりンバ球の可能性があると判定し、5’寸ぬse

陽 性 構 造 物 の 数 か ら そわ ぞ ゎを 差 し引 き した 数 をり ンバ 管 数と し た。

2）リンパ節独輛多の有無を検索した。

3）統計学的解析

  舌癌の各評価項目を独立変数、リンバ節転移の有無を従属変数とし、単純ロジスティ

ック解析を行い、pく0．05となる因子を有意な危険因子と判定した。有意な因子tま多変

量ロジスティック解析を行い、その相対危険度について検討した。ただし、各評価値は

腫瘍の前方、中央、後方の切片のうち最も評点の高い切片の値を個体の代表値とした。

    結  果

1．各因子と転移について

  りンパ節転移の有意な危険因子は、切開操作、内向型の組織学的発育様式、核異型度、

深達度、基底膜消失率、血管数、リンバ管数であった。

2．各因子の相対危険度について

    上記の有意な因子を独立変数としてりンバ節転移の有無について多変量ロジスティ

ック解析を行うと、有意な危険因子｜ま切開操作、血管数、リンバ管数であった。切開操



作では、操作を行わないA群をオッズ比の基準1.0とすると、B群はオッズ比23.9とな

り、切開操作を行うことにより、リンバ節転移の危険度は約24倍になることが示された。

血管数、リンバ管数は、本研究で設定した視野において1本多く観察されるごとに、リ

ン バ 節転 移 の危 険 度は、 それぞれ1.3倍、1.2倍に なることが示 された。

    考  察

  本研究では実験動物モデルとしてDMBA誘発ハムスター舌癌を用いた。これは種々の

程度の組織学的悪性度を示す扁平上皮癌が生ずることから、臨床的な予後因子の検討が

可能でるためである。

1．血管数とりンバ節転移について

  ヒト舌は元来血管が豊富な組織であるため、血管数がりンパ節転移に相関しないとの

報告もみられるが、本研究での多変量口ジスティック解析では血管数のp値が最も小さ

く、リンバ節転移のきわめて有意な危険因子と考えられる。血管数とりンバ節転移が相

関する理由としては、血管数が多い腫瘍では浸潤・増殖能が高度で、腫瘍と接するりン

パ管が増加すること、また血管とりンパ管は伴走するため、血管が新生することで、伴

走 す るり ン バ管 と 腫囀の 揺ゴ強が増加 することなどが あげられてい る。

2.リンパ管数とりンパ節転移について

  悪性黒色腫と悪性中皮腫ではりンバ管数とりンパ節転移は相関しないとされているが、

これらの腫瘍は、転移の起点となる癌細胞の浸潤・遊走能が高いために、リンバ管の数

に依存することなく高い転移能を示すが、DMBA誘発ハムスター舌扁平上皮癌において

は、これらの腫瘍に比較すると転移能が劣るために、癌細胞侵入門戸としてのりンパ管

の数がりンパ節転侈に影響するものと考えられる。

    結語

  DMBA誘発ハムスター舌癌を用Vゝ 、発癌後無処置群と発癌後腫瘍に切開を加える外科

    ・

的侵襲群を設け、原発巣の病理組織学的ならびに組織化学的検索を行い、血管数のみな

らずりンパ管数がりンパ節輸陟の有意な危険因子であることを明らかにした。



学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

DlvIBA誘発ハムスター舌癌の

りンノヾ節転移に関する組織化学的研究

審査担当者全員が一堂に会して、口頭にて審査を行った。

最初に、論文提出者から研究内容の説明を受けた。説明の要旨は以下の通りであった。

  口腔癌における所属リンパ節転移の有無が重要な予後因子のーつであることから、原発

巣の生検あるいは切除標本から癌の悪性度を診断し、潜在性リンバ節転移の有無を予測す

る方法が検討されてきた。本研究では、舌癌のりンバ節転移と血管新生ならびにりンパ管

新生の関連を明らかにすることを目的として、癌周囲のりンバ管数とルンバ節転移との相

関について検討した。

く実験材料ならびに方法＞

1．実験材料ならびに処置内容

  生後6週齢の雄性ゴーールデンハムスターを用い、藤田らの方法に従い9，10ーdimethvト

1，2－benzanthracene（以下DMBA)を擦過塗布し発癌させた。発癌後無処置群(42匹）

と、発癌後に毎週1回外科用ヌスにて腫瘍内に切開を加える群(49匹）を設け、衰弱が著

明もしくは体重が70g以下となった時点で屠殺し、病理組織学的に扁平上皮癌と診断され

た91匹を用いた。

2．標本作製

  腫瘍 を前方、中 央、後方に3分割して凍結し、厚さ10umの凍結連続切片を作成し、

HーE、51冖nucleotidase（以下5．―Nase：リンパ管の同定）、ファク夕-VIII関連抗原（血

管の同定）、およびIV型コラ―ゲン（基底膜の同定）の各染色を施した。ルンバ節は、

100 um間隔 ご とに 厚 さ10umの 凍 結切片 を作成した 全割標本に H―E染色を施 した。

3，評価・解析方法

  1）舌癌の評価項目は、切開操作の有無、肉眼的最大腫瘍径、組織学的発育様式、組織

学的悪性度、基底膜消失率、血管数、ルンパ管数である。このうち血管数は、弱拡大の視
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野において癌周囲のファク夕-VIII発現を強く認める、いわゆるhot spotを選択し、これ
を200倍に拡大した視野にて算定した。またりンバ管数は、5'-Naseのhot spotを選択し
て算定した。ただし5．ーNaseは、末梢神経、血管、リンバ球も陽性を呈するため、まず神
経組織を確認し、これを除外した5．ーNaseのhot spotを選択した。これを200倍の拡大に
て5．―Nase、プァク夕-VIII染色標本の同部位をそれぞれ写真撮影し、この写真上で5’―
Nase陽性構造物の数を算定した。次に、この2枚の写真を比較し、ファク夕-VIIIと5'-
Naseの両者に陽性の構造物は血管、20um以下の大きさの5’―Nase陽性構造物はりンパ
球の可能性があると判定し、5．－Nase陽性構造物の数からそれぞれを差し引きした数をル
ンバ管数とした。
  2）リンバ節は転移の有無を検索した。
  3）統計学的解析
  舌癌の各評価項目を独立変数、リンパ節転移の有無を従属変数とし、単純口ジスティツ
ク解析を行い、pく0.05となる因子を有意な危険因子と判定し、有意な因子は多変量ロジ
スティック解析を行い、その相対危険度について検討した。ただし、各評価値は腫瘍の前
方、中央、後方の切片のうち最も評点の高い切片の値を個体の代表値とした。

く結果＞

  リンパ節転移の有意な危険因子は、切開操作、内向型の組織学的発育様式、核異型度、

深達度、基底膜消失率、血管数、リンバ管数であり、これら因子の相対危険度について多

変量口ジスティック解析を行うと、有意な危険因子は切開操作、血管数、リンパ管数で

あった。

く考察＞
  ヒト舌は元来血管が豊富な組織であるため、血管数がりンバ節転移に相関しないとの報
告もみられるが、本研究では血管数のp値が最も小さく、リンバ節転移のきわめて有意な
危険因子と考えられる。血管数とりンバ節転移が相関する理由としては、血管数が多い腫
瘍では浸潤・増殖能が高度で、腫瘍と接するりンパ管が増加すること、また血管とりンバ
管は伴走するため、血管が新生することで、伴走するりンバ管と腫瘍の接触が増加するこ
となどがあげられている。リンパ管数はりンパ節転移と相関レないとする報告が悪性黒色
腫と悪性中皮腫でなされている。これらの腫瘍は、転移の起点となる癌細胞の浸潤・遊走
能が高いために、リンパ管の数に依存することなく高い転移能を示すが、DMBA誘発ハ
ムスター舌扁平上皮癌においては、これらの腫瘍に比較すると転移能が劣るために、癌細
胞侵入門戸としてのりンバ管の数が1」ンバ節転移に影響するものと考えられる

く結諭＞
  DMBA誘発ハムスター舌癌においては、血管新生のみならず、リンパ管新生もりンバ
節転移の危険因子である可能性が示唆された。

‾以上が研究内容の要旨であった。

続いて、各審査担当者から、本研究、関連論文、さらに、一般的事項などについて以下



のような種々の質問があった。

1．研究内容に関して

1）実験群において、切開を加えた目的と意義、さらに、切開を加えたことによる炎症反

    応の影響および腫瘍組織の性状の変化ついて

2）factorVIII、5’Nase、vEGFについて、血管、ルンパ管、神経線維の染色性の違い
3） 本 研 究 領 域 に 関 す る 国 内 外 研 究 状 況 と 本 研 究 の 独 創 性 に つ い て

4）本研究における現時点での問題点と今後の研究の方向性

5）本研究結果の臨床への応用について
2.一般的事項として

1） リ ン バ 管 お よ び 血 管 の 構 造 、 さ ら に 、 そ の 類 似 性 と 相 違 に つ い て
2）リンパ管の発生および新生について

3）がんの転移について

論文提出者はこれらの質問に対して明快に回答した。

  本論文の研究内容が高く評価されるとともに、本論文提出者が本研究を中心に広い学識

を有していることが認められ、博士（歯学）を授与するに値するものと判断された。


