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参考論文  

本論文は，主となる参考論文「Immunohistochemical Study of Lymphatic 

Vessels in Cervical Lymph Nodes of Patients with Oral Squamous Cell 

Carcinoma」International Journal of Oral-Medical Sciences 掲載予定，お

よび副となる参考論文「口腔扁平上皮癌における所属リンパ節腫大に関する

病理組織学的検討」日大口腔科学：Vol.45(3), 110-118, 2019 をまとめたもので

ある．  
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概要  

口腔扁平上皮癌(Oral squamous cell carcinoma：以下 OSCC)は，リンパ行性

転移が多く，特に所属リンパ節である頸部リンパ節に認められる．頸部郭清

術にて切除したリンパ節は，口腔癌取り扱い規約に基づき，領域，転移数，

大きさ，被膜外浸潤，隣接血管浸潤の有無が，病理組織学的所見として記述

される．しかし，リンパ節の組織構築の変化に関する評価は行われていない．

口腔扁平上皮癌患者における所属リンパ節を詳細に検索し，特徴的な所見を

得ることは，癌細胞のリンパ節への転移の予測につながると考える．  

そこで，第 1 章では OSCC における所属リンパ節での病理組織学的および

統計学的検討を行った．2006 年 11 月から 2018 年 4 月の期間に日本大学松戸

歯学部付属病院口腔外科にて原発巣切除術および頸部郭清術を行った OSCC

症例 11 例 (転移群 5 例，非転移群 6 例 )を対象とした．頸部郭清術を行った全

リンパ節を，癌細胞の浸潤が認められた M(+)(+)群，癌細胞の浸潤が認められ

なかった M(+)(-)群，非転移群の M(-)(-)群の 3 群に分類した．ヘマトキシリ

ン・エオジン重染色後，スライド標本上にてリンパ節の短径・長径の測定を

行い，さらに病理組織学的検索を施した．  

リンパ節の短径は，M(+)(+)群と M(-)(-)群間，M(+)(-)群と M(-)(-)群間に統

計学的有意差を認めた．短長径比は，M(+)(+)群と M(+)(-)群間で統計学的有

意差を認めた．非転移リンパ節の病理組織学的検索では M(+)(-)群と M(-)(-)

群 間 で ， lymphocyte predominance ， germinal center predominance ， sinus 

histiocytosis， lymphocyte depletion，granulomatous reaction の 5 つの観察項目

の出現頻度に統計学的有意差を認めた．  

短長径比は転移の目安として用いられるものの，部位によって大きさが異

なるため参考程度であると考えられる．一方，リンパ節の短径の計測と転移

群の非転移リンパ節で認められた病理組織像は，術後の予後予測因子として
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有用であることが示唆された．  

第 2 章では，第 1 章で得られた病理組織学的所見の予後予測因子に加え，

免疫組織化学染色による所見の評価として，所属リンパ節におけるリンパ管

の検索を行った．対象症例およびリンパ節の分類は第 1 章と同様とした．免

疫組織化学染色(D2-40 抗体 )を施した後，ImageJ ソフトウェア (NIH, Bethesda, 

MD)を使用して，リンパ管占有率とリンパ管面積，リンパ管形態，およびリ

ンパ管数を定量化した．  

リンパ管占有率とリンパ管数に M(-)(-)群と M(+)(+)群間，M(-)(-)群と

M(+)(-)群間で有意差を認めた．リンパ管面積，リンパ管形態には M(-)(-)群と

M(+)(+)群間，M(-)(-)群と M(+)(-)群間での有意差を認めなかった．以上の結

果から OSCC 患者の所属リンパ節では，M(+)(-)群はリンパ管数が増えること

でリンパ管の占有率の増加が起きていることが示唆され，より多くの癌細胞

がリンパ節への流入・定着することでリンパ節転移が引き起こされているこ

とが推察された．頸部郭清術にて切除した OSCC 患者の所属リンパ節を免疫

組織化学染色にてリンパ管の検索を行うことで，転移群と非転移群のリンパ

節でのリンパ管占有率の差を認めたことから，術後の予後予測因子として活

用できる可能性が示唆された．  

本研究に基づく，OSCC 患者の頸部郭清術により摘出した所属リンパ節の

病理組織学的所見，免疫組織化学的所見の詳細な検索は，予後予測因子とし

て活用されることで OSCC 患者の術後経過予測や追加治療の検討など診断精

度の向上につながると考える．   
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第 1 章 口腔扁平上皮癌における所属リンパ節腫大に関する病理組織学的

検討  

 

緒言  

日本人における顎口腔領域の悪性腫瘍の罹患率は，全身の悪性腫瘍のうち

約 1%である．頭頸部領域における口腔癌の割合は約 40%を占め，病理組織学

的に 90%以上が扁平上皮癌であり，部位別にみると舌癌が最も多いと報告さ

れている 1-4)．腫瘍の進行状態を評価する臨床的な因子は，原発巣の大きさ，

頸部リンパ節転移，遠隔転移であり，Union for International Cancer Control  (以

下 UICC) の TNM 分類や口腔癌取扱い規約 5)が治療方針の決定に用いられて

いる．  

口腔扁平上皮癌(Oral squamous cell carcinoma：以下 OSCC)はリンパ行性に，

特に所属リンパ節である頸部リンパ節に転移することが多い．頸部郭清術に

て切除したリンパ節は，口腔癌取り扱い規約 5)に基づき，領域，転移数，大

きさ，被膜外浸潤，隣接血管浸潤の有無が，病理組織学的所見として記述さ

れる．しかし，組織構築の変化に関する評価は行われていない．他領域にお

ける悪性腫瘍のリンパ節の研究は，子宮頸がん，乳がん，肺がん，胃がん，

喉頭がんなどで行われている 6-10)．特に Giorgio らによる肺癌の所属リンパ節

の研究では，リンパ節の細胞性免疫反応が予後良好を反映するとの報告 11)が

されており，予後との関連が示唆されている．しかし，口腔癌の所属リンパ

節についての報告は少ないのが現状である 12, 13)．  

OSCC 患者における所属リンパ節を詳細に検索し，特徴的な所見を得るこ

とは，癌細胞のリンパ節への転移の予後予測に繋がると考える．そこで担癌

患者のリンパ行性転移に関連するリンパ節の病理組織学的所見の抽出を目的

として，郭清したリンパ節について詳細な検索を行った．   
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対象および方法  

1) 対象症例  

2006 年 11 月から 2018 年 4 月の期間に日本大学松戸歯学部付属病院口腔外

科にて原発巣切除術および頸部郭清術を行った OSCC 症例 37 例のうち，術

前化学療法・放射線療法が行われた症例を除外した 11 例を対象とした．頸部

リンパ節転移が認められた 5 例を転移群 (M(+))，頸部リンパ節転移が認めら

れなかった 6 例を非転移群 (M(-))とした .本研究は日本大学松戸歯学部倫理委

員会  (EC-18-16-15-034-2 号 ) の承認を得て実施した．  

2) 対象症例の詳細  

臨床所見として年齢，性別，原発部位，pathological TNM(pTNM)分類，予

後，原発巣の病理組織学的所見として，リンパ管侵襲，切除断端，組織学的

悪性度，浸潤様式  (YK 分類 14)) について検討した．TNM 分類は，UICC 第 8

版に準拠した．  

3) 頸部リンパ節の分類方法  

頸部郭清術を行った全リンパ節を 3 群に分類した (Fig.1)．転移群 (M(+))の

リンパ節は，癌細胞の浸潤が認められたリンパ節を M(+)(+)群 (n=19)，癌細胞

の浸潤が認められなかったリンパ節を M(+)(-)群 (n=111)とした．非転移群

(M(-))のリンパ節を M(-)(-)群 (n=220)とした．病理組織診断は 2 人の口腔病理

専門医が行った．  

4) 頸部リンパ節の病理組織学的検索  

手術材料は，10％中性緩衝ホルマリン水溶液にて固定後，最大割面になる

ように切り出し，パラフィン包埋を行い 4µm の薄切切片を作製，通法に従い

ヘマトキシリン・エオジン (以下：HE)重染色を行い，病理組織学的検索に供

した．リンパ節の HE 重染色標本における病理組織学的観察項目として，

IOACHIM’S Lymph Node Pathology15)に基づき， lymphocyte predominance，
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germinal center predominance， sinus histiocytosis ， lymphocyte depletion，

granulomatous reaction の 5 項目の有無について検索した．リンパ節の病理組

織像 (HE 重染色 )を Fig.2 a-e に示す．lymphocyte predominance は，傍皮質領域

においてリンパ球数の増加が認められ，リンパ濾胞の消失と傍皮質の拡大が

生じていた(Fig.2-a)．germinal center predominance は，胚中心の過形成が認め

られ，髄索も拡大していた (Fig.2-b)．sinus histiocytosis は，リンパ洞は膨張し

ており，被膜下のマクロファージなどの洞組織球の過形成が認められた

(Fig.2-c)． (lymphocyte depletion は，線維芽細胞増生に伴うリンパ球の減少が

観察された(Fig2-d)．granulomatous reaction は，流入領域リンパ節に肉芽腫の

形成が認められた (Fig2-e)．さらに 5 項目の出現頻度は，M(+)(-)群と M(-)(-)

群で比較検討を行った．  

5) 頸部リンパ節の形態計測  

リンパ節の大きさの検討として，HE 重染色後，スライド標本上にてリンパ

節の短径・長径の測定を行った．M(+)(+)群，M(+)(-)群，M(-)(-)群の短径およ

び短長径比を比較した．  

6) 統計処理  

リンパ節の大きさの検討は，転移群と非転移群の 2 群を比較するために，

Mann-Whitney の U 検定を行った．病理組織学的検索では，M(+)(-)群と M(-)(-)

群の 2 群を比較するために，カイ 2 乗検定，Fisher の正確確率検定を行った．

有意水準は 5%とした .統計処理には統計ソフトウェアの SPSS Statistics 20.0 

(IBM，東京 ) を用いた．  

  



7 

 

結果  

本研究の対象症例の一覧を Table.1 に示す．対象は，転移群 5 例，非転移群

6 例であった．性別は，転移群では男性 1 例，女性 4 例，非転移群では男性 2

例，女性 4 例であった．年齢は，転移群では 72~82 歳 (平均年齢±SD；76.0 ± 

4.00 歳 )であった．非転移群では 62~86 歳 (70.3 ± 9.05 歳 )であった．原発部

位は，転移群では舌 2 例，下顎歯肉 2 例，上顎歯肉 1 例，非転移群では舌 2

例，下顎歯肉 2 例，上顎歯肉 1 例，頬粘膜 1 例であった．pTNM は，転移群

では T1 が 1 例，T2 が 2 例，T3 が 1 例，T4 が 1 例，N1 が 2 例，N2b が 3 例，

非転移群では T1 が 2 例，T2 が 3 例，T4 が 1 例であった．予後については，

転移群では後発頸部転移症例が 1 例，術後 5 年経過症例が 2 例，術後 5 年未

満症例が 2 例，非転移群では術後 5 年経過症例が 2 例，術後 5 年未満症例が

4 例であった．リンパ管侵襲は，転移群，非転移群ともに全例で認められなか

った．切除断端は，転移群，非転移群ともに全例で陰性であった．YK 分類は，

転移群では全例で YK-3 であった．非転移群では，YK-2 が 1 例，YK-3 が 3

例，YK-4C が 2 例であった．組織学的悪性度は，転移群は全例で Grade 1 で

あった．非転移群では Grade 1 が 4 例，Grade 2 が 2 例であった．  

リンパ節の大きさについての結果を Fig.2，3 に示す．M(+)(+)群の短径の最

小値 3.50mm・最大値 16.30mm (平均値±SD；6.14 ± 3.11mm)，長径の最小値

3.62mm・最大値 17.40mm (9.33 ± 3.40mm)，短長径比は 0.68 であった．M(+)(-)

群の短径の最小値 0.54mm・最大値 6.11mm (2.22 ± 1.23mm)，長径の最小値

1.48mm・最大値 17.92mm (4.40 ± 2.79mm)，短長径比は 0.54 であった．M(-)(-)

群の短径の最小値 0.74mm・最大値 8.11mm (3.26 ± 1.83mm)，長径の最小値

1.14mm・最大値 19.92mm (5.97 ± 3.75mm)，短長径比は 0.59 であった．  

M(+)(-)群と M(-)(-)群における病理組織学的に観察した 5 項目の出現頻度

と統計解析の結果を Table.2 に示す． lymphocyte predominance は，M(+)(-)群
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に 75.68%，M(-)(-)群に 30.45%，germinal center predominance は，M(+)(-)群に

9.01%，M(-)(-)群に 23.64%，sinus histiocytosis は，M(+)(-)群に 85.59%，M(-)(-)

群に 35.45%，lymphocyte depletion は，M(+)(-)群に 14.41%，M(-)(-)群に 2.73%，

granulomatous reaction は，M(+)(-)群に 34.23%，M(-)(-)群に 1.82%認められた．  
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考察  

原発巣の病理組織学的所見として，リンパ管侵襲，病理組織学的悪性度，

YK 分類の検索を行った．  

リンパ管侵襲は，リンパ節転移との予後因子となりうることを示唆する 16)

と報告されている．本研究では，リンパ管侵襲は転移群，非転移群ともに認

められなかったため，予後との関連性の検索は至らなかった．病理組織学的

悪性度は，一般的に低分化型が転移を生じやすく，また予後も悪いとされて

いる 17)．しかし，病理組織学的悪性度とリンパ節転移においての明らかな相

関はないという報告もある 18)．本研究では，転移群では全例が Grade 1，非転

移群では Grade 1 が 4 例，Grade 2 が 2 例であり，相関が認められなかった．

YK 分類は腫瘍宿主境界部の腫瘍胞巣形態に注目したもので，リンパ節転移

と比較的相関し，特に YK-4D にリンパ節転移が多いと報告されている 14)．

本研究では，転移群では全例で YK-3，非転移群では YK-2 が 1 例，YK-3 が

3 例，YK-4C が 2 例とリンパ節転移との相関関係は認めることができなかっ

た．  

次に，頸部リンパ節の大きさの検討を行った．  

癌細胞は原発腫瘍巣からリンパ流を介し，被膜下や辺縁洞で腫瘍組織が増

殖し，徐々に大きくなっていく 19)ことから，転移リンパ節は非転移リンパ節

に比べて大きくなる．本研究において，M(+)(+)群である転移リンパ節に腫大

傾向が認められ，短径については M(-)(-)群との間に統計学的有意差がみられ

た．肺癌の縦隔リンパ節における転移，非転移リンパ節の大きさの研究にお

いて，非転移リンパ節径と転移リンパ節径間には短径に有意差が認められる

と報告されている 20)．リンパ節の短径の計測はリンパ節転移を予測する因子

として有用と考える．  

また，正常リンパ節の短径：長径の比率は 1：2 の楕円形であるが，転移性
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腫瘍細胞の増殖に伴い球体に近づくことから短長径比は 1 に近くなると報告

21)されている．本研究においても，M(+)(+)群の短長径比は 0.68 と，非転移リ

ンパ節に比べて短長径比が 1 に近接していた．M(+)(-)群は 0.54 と正常リンパ

節の短長径比である 0.5 に近い値であった．M(-)(-)群は 0.59 と，M(+)(-)群の

0.54 と比べやや大きい値であったが統計学的有意差は認められなかった．

M(+)(+)群と M(-)(-)群間にも統計学的有意差は認められなかった．頸部リン

パ節の部位によってはもともとの短長径比が 1に近いリンパ節も存在する 22)

ため，口腔癌での短長径比は参考程度であり領域ごとの比較などの追加検討

が必要であると考える．  

加えて，今回の大きさの測定として，スライド標本上での測定となってお

り，正確な大きさとはいい難い．より正確な大きさの測定として，摘出時，

ホルマリン固定時，パラフィン包埋時など経時的な大きさの変化も考慮して

いく必要があると考える．  

リンパ節は，被膜に包まれたそら豆状の器官である．リンパ液中の異物や

抗原を捕捉するろ過装置ならびに免疫応答の場として機能している．口腔扁

平上皮癌はリンパ行性転移が多く，所属リンパ節である頸部リンパ節では免

疫応答が活発に行われている 23)．悪性腫瘍に対するリンパ節の反応を評価す

るため，本研究では IOACHIM’S Lymph Node Pathology  15)を参考に，非転移リ

ンパ節を 5 つの観察項目に分けて検索を行った．  

lymphocyte predominance は，リンパ球が増加し傍皮質の拡大が認められる．

germinal center predominance は，胚中心の過形成が認められる．これらの所見

は，リンパ節での免疫応答の反応を示す 24)．本研究では，M(-)(-)群と M(+)(-)

群ともにこれらの所見を有するリンパ節が散見された．  

sinus histiocytosis は転移群の非転移リンパ節に多く認められた．癌細胞は

輸入リンパ管より辺縁洞に浸潤し，着床および増殖を開始する 25)．リンパ洞
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には，リンパ球，形質細胞，マクロファージが分布しており，リンパ液がリ

ンパ洞に流れる間に異物粒子の 99%以上はマクロファージ及び細網細胞に貪

食される 23)．本研究の結果から，転移群の非転移リンパ節でも非転移群と比

べてリンパ洞でのリンパ球およびマクロファージの活性が多くなると考えら

れた．  

lymphocyte depletion は，リンパ球が減少しており，リンパ球の大きさも縮

小傾向である．線維芽細胞や無構造物質によりリンパ球の分離が行われてい

る．これらの変化は消耗したリンパ節の状態を反映しており，予後不良に関

連するという報告がされている 7)．本研究の結果では， lymphocyte depletion

は転移群の非転移リンパ節でやや高値であったが，原因に関する過去の文献

は認められず，検討の必要性が残された．  

悪性腫瘍における granulomatous reaction は，非乾酪性の類上皮肉芽腫の形

成を生じており，癌患者の 4.4%に認められる 26)．全身疾患であるサルコイド

ーシスと区別し，サルコイド様反応と呼ばれる．悪性腫瘍によるサルコイド

様反応とサルコイドーシスを組織学的に区別することは困難である 27-29)．本

研究では対象症例の既往歴にサルコイドーシスの所見を有する患者はいなか

ったため，悪性腫瘍による所属リンパ節のサルコイド様反応と判断した．ま

た，サルコイド様反応の病因についての十分な解明はされていない 30)．

Brincker は腫瘍細胞に由来する可溶性の抗原因子がリンパ行性に所属リンパ

節に流れ，肉芽腫を形成するという仮説を立てているが，抗原因子は不明で

ある 27)．M(+)(-)群と M(-)(-)群との間に granulomatous reaction における統計

学的有意差を認めたことから，腫瘍細胞由来の因子が M(+)(-)群のリンパ節に

多いことが示唆された．  

本研究では，リンパ管侵襲，病理組織学的悪性度，YK 分類でのリンパ節転

移との相関関係は認められなかった．これは，対象症例が転移群 5 例，非転
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移群 6 例と少ないことが要因のひとつと考えられる．リンパ節の病理組織学

的検索では，転移群 5 例の非転移リンパ節 111 個と，非転移群 6 例のリンパ

節 220 個の病理組織学的検討を行い，転移群の非転移リンパ節と非転移群リ

ンパ節における観察項目 5 項目で統計学的有意差を認めた．このことから，

非転移リンパ節の病理組織学的検索を行い特徴的な所見を見出すことは，予

後判定因子の一つとして活用できることが示唆され，臨床的意義が大きいと

考えられた．  
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結語  

本研究では，頸部リンパ節転移の有無によって，非転移リンパ節において

も lymphocyte predominance，germinal center predominance，sinus histiocytosis，

lymphocyte depletion，granulomatous reaction の５つの病理組織学的所見が異

なることが示唆された．今後，所属リンパ節における特異的な反応を検索と

して免疫染色を行い，非転移リンパ節のリンパ節の所見が異なることを見出

すことができれば，所属リンパ節の病理組織学的所見が術後の予後予測因子

の一つとして活用することが期待できると考えた．  
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Fig.1 Classification of lymph nodes 

The lymph nodes of the metastasis group were classified as M(+)(+) with cancer cell invasion 

and M(+)(-) without cancer cell invasion. The lymph nodes of the Non-metastasis group were 

classified as M(-)(-). 
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Fig.2 Pathological observation items in cervical lymph nodes  

a) lymphocyte predominance; Lymph nodes are enlarged particularly because of the increased 

number of lymphocytes in the paracortical areas.  

b) germinal center predominance; The increase in volume is caused by hyperplasia of follicles, 

particularly the germinal centers.  

c) sinus histiocytosis; The lymph node is enlarged by markedly distended  sinuses and 

hyperplasia of the sinus histiocytes.  

d) lymphocyte depletion; Lymph node is of normal or diminished size, and the lymphocytic 

population is depleted.  

e) granulomatous reaction; Due to unknown causes, clusters of epithelioid histiocytes  

sometimes resembling non-necrotizing granulomas may be seen in draining lymph nodes.   
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Fig.3 Minor diameter of lymph nodes 

The short diameter of the lymph node was significantly different between M(+)(+) and M( -)(-), 

and between M(+)(-) and M(-)(-). 

 

Fig.4 Ratio of minor to major diameter of lymph nodes  

The ratio of minor to major diameters was significantly different between M(+)(+) and M(+)( -). 
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Table 1 Details of the target case 

 

 

 

Table 2 Ratio of pathological observation items in cervical lymph nodes 

 

 

  

metastasis group non-metastasis group
clinical findings

sex male 1 2
female 4 4

age 72-82 62-86
average 76.0 ± 4.00 70.3 ± 9.05

primary site tongue 2 2
lower gingiva 2 2
upper gingiva 1 1
buccal mucosa 0 1

pTNM T 1（1）　2（2）　3（1）　4（1） 1（2）　2（3）　4（1）
N 1（2）　2b（3） 0（6）
M 0（5） 0（6）

convalescence local recurrence 0 0
cervical recurrence 0 0
metastasis to late departure neck 1 0
more than 5 years after surgery 2 2
within 5 years after surgery 2 4

pathological findings of primsry lesion
lymphatic invasion ＋ 0 0

－ 5 6
margin ＋ 0 0

－ 5 6
grade 1 5 4

2 0 2
3 0 0

mode of invasion 1 0 0
2 0 1
3 5 3
4C 0 2
4D 0 0

n ％ n ％

lymphocyte predominance 84/111 75.68 67/220 30.45 P<0.001
germinal center predominance 10/111 9.01 52/220 23.64 P=0.00128
sinus histiocytosis 95/111 85.59 78/220 35.45 P<0.001
lymphocyte depletion 16/111 14.41 6/220 2.73 P<0.001
granulomatous reaction 38/111 34.23 4/220 1.82 P<0.001

M(+)(-) M(-)(-)
P value
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第 2 章 口腔扁平上皮癌の所属リンパ節におけるリンパ管に関する免疫組

織化学的研究  

 

緒言  

リンパ行性転移である口腔扁平上皮癌 (Oral squamous cell carcinoma:以下

OSCC)の所属リンパ節は，口腔癌取り扱い規約 5)に基づき，領域，転移数，大

きさ，被膜外浸潤の有無が病理組織学的所見として記述される．しかし，免

疫組織化学染色による所見の評価は行われていない．近年，リンパ行性転移

の研究として，リンパ管内皮細胞に特異的な抗体である D2-40 抗体に関する

知見が増えている 31,32)．いくつかの研究では，多種にわたる固形がんのリン

パ管占有率は，初期診断時のリンパ節転移の状態と関連していることが報告

されており 32-35)，リンパ管が頸部リンパ節転移に重要な役割を果たすことが

示唆されている 36)．原発巣でのリンパ管の研究は散見される 37.38)が，所属リ

ンパ節に注目したリンパ管の研究は少ない．  

リンパ節における免疫組織化学染色による所見の評価を行うことは，口腔癌

のリンパ行性転移のメカニズムの解明の一端となり，癌細胞のリンパ行性転

移の予測へと繋がると考える．そこで，第 2 章では OSCC 患者の所属リンパ

節でのリンパ管の詳細な病理組織学的検討を行った．  
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対象および方法  

1) 対象症例  

2006 年 11 月から 2018 年 4 月の期間に日本大学松戸歯学部付属病院口腔外

科にて原発巣切除術および頸部郭清術を行った口腔扁平上皮癌症例 37 例の

うち，術前化学療法・放射線療法が行われた症例を除外した 11 例を対象とし

た．頸部リンパ節転移が認められた 5 例を転移群，頸部リンパ節転移が認め

られなかった 6 例を非転移群とした．本研究は日本大学松戸歯学部倫理委員

会 (EC-18-16-15-034-2 号 )の承認を得て実施した．  

2) 頸部リンパ節の分類  

頸部リンパ節の分類を Fig.1 に示す．切除されたリンパ節を 3 群に分類し

た．転移群は，癌細胞の浸潤が認められたリンパ節の M(+)(+)群 (n=19)と，癌

細胞の浸潤が認められなかったリンパ節の M(+)(-)群 (n=92)に分け，非転移群

のリンパ節は M(-)(-)群 (n=214)とした．使用したリンパ節は患側リンパ節とし

た．  

3) 免疫組織化学染色  

手術材料は 10%ホルマリン水溶液にて固定後，通法に従ってパラフィン包

埋を行い 4µm の薄切切片を作製し，免疫組織化学的検索に供した．免疫組織

化学的染色は，一次抗体には，monoclonal mouse anti-human Podplanin antigen 

(Clone D2-40, IgG1, dilution 1:50; Dako Cytomation, Glostrup, Denmark)を用い

た．0.5%H2O2 メタノールで内因性ペルオキシダーゼのブロッキングを 10 分

間行った． Dako REALTM EnVisionTM/HRP, Rabbit/Mouse (Dako Cytomation, 

Glostrup, Denmark)を二次抗体として使用した．発色基質として DAB+ Liquid 

(Dako Cytomation, Glostrup, Denmark)を用い，Mayer のヘマトキシリンで対比

染色を行った．陰性コントロールは，一次抗体の省略を行うことで得られた．

陽性コントロールには，リンパ管腫症例を用いた．  
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4) 計測方法  

免疫組織化学染色を施した後，光学顕微鏡 (4 倍 )で観察した．リンパ節皮質

および被膜におけるリンパ管の数が多い領域 (hot spot)を 40 倍で 3 か所撮影

した．撮影範囲は 11520µm2とした．陽性所見および hot spot の確認は，1 人

の口腔病理専門医と 1 人の口腔外科医が行った．被膜直下のリンパ球が占め

る範囲を皮質領域と定義した．リンパ節の表面を覆う結合組織であるリンパ

節被膜から，周囲の脂肪組織と被膜下組織を除いた領域を被膜領域と定義し

た．  

M(+)(+)群の被膜の計測では，腫瘍細胞に近接した被膜 (M(+)(+)a)と最も離

れている被膜(M(+)(+)n)に分類し，計測を行った．   

画像ソフト ImageJ(NIH, Bethesda, MD)を用いて，リンパ管占有率：リンパ

節皮質および被膜内に対するリンパ管面積の占有率 (lymphatic vascular 

density:以下 LVD)，リンパ管面積 (lymphatic vascular area:以下 LVA)，リンパ管

形態 (lymphatic vascular morphology:以下 LVM)，リンパ管数 (lymphatic vascular 

counts:以下 LVC)について数量化した．  

LVD は，リンパ節皮質と被膜内における D2-40 陽性リンパ管領域占有率と

した．LVA は，リンパ節皮質と被膜における D2-40 陽性リンパ管内腔面積と

した．LVM は，リンパ節皮質と被膜内における D2-40 陽性リンパ管の短径と

した．LVC は，リンパ節皮質と被膜内における D2-40 陽性リンパ管の数を計

測した．  

リンパ節皮質におけるリンパ管の検討では，撮影した画像をリンパ節皮質領

域と D2-40 陽性リンパ管内腔領域に分け，二値化した．二値化像を Fig.5 に

示す．リンパ管内腔領域を黒色，リンパ節皮質領域または被膜領域を灰色，

被膜外領域および被膜下領域を白色とした．  

リンパ節被膜内におけるリンパ管の検討では，リンパ節被膜下領域および
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被膜外領域を各画像から切り取り，これらの画像を手動追跡によって D2-40

陽性リンパ管内腔領域と被膜領域に分け二値化した．  

次に，二値化像から LVD および LVA を算出した．LVD は以下の式から算

出した．  

リンパ節皮質リンパ管： (D2-40 陽性リンパ管内腔領域／D2-40 陽性リンパ管

内腔領域およびリンパ節皮質領域 )×100 

被膜内リンパ管： (D2-40 陽性リンパ管内腔領域／D2-40 陽性リンパ管内腔領

域および被膜領域 )×100 

それぞれの中央値を各群で比較した．  

5) 統計処理  

転移群と非転移群の 2 群の比較には Mann-Whitney の U 検定，M(+)(+)群と

M(+)(-)群の比較および M(+)(+)a 群と M(+)(+)n 群の比較には，Wilcoxon の符

号付き順位検定を行った．有意水準は 5%とした．統計処理には統計ソフトウ

ェアの SPSS Statistics 20.0(IBM, 東京 )を用いた．  
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結果  

対象症例を Table.3 に示す．対象は，転移群 5 例，非転移群 6 例であった．

性別は，転移群では男性 1 例，女性 4 例，非転移群では男性 2 例，女性 4 例

であった．年齢は，転移群では 72~82 歳で平均±(SD)は 76.0 ± 4.00 歳であっ

た．非転移群では 62~86 歳で平均は 70.3 ± 9.05 歳であった．原発部位は，転

移群では舌 2 例，下顎歯肉 2 例，上顎歯肉 1 例，非転移群では舌 2 例，下顎

歯肉 2 例，上顎歯肉 1 例，頬粘膜 1 例であった．  

D2-40 抗体の免疫組織化学染色の結果を Fig.6 に示す．所属リンパ節の皮質

および被膜内に，D2-40 抗体陽性リンパ管を認めた．  

皮質における LVD，LVA，LVM，LVC の結果を Fig.7 に示す．  

皮質における LVD(中央値 [第一四分位数 -第三四分位数 ])は，M(-)(-)群は

1.46 [1.19-1.77] %，M(+)(-)群は 5.54 [4.82-6.71] %，転移 (+)(+)群は 7.09[6.61-

7.29] %であり，M(-)(-)群と M(+)(-)群，M(-)(-)群と M(+)(+)群で有意差が認め

られた．M(+)(-)群と M(+)(+)群での有意差は認められなかった．  

皮質における LVA は，M(-)(-)群は 215 [177-222] µm2，M(+)(-)群は 176 [144-

180] µm2，M(+)(+)群は 206 [194-334] µm2であり，M(-)(-)群と M(+)(-)群，M(-)(-)

群と M(+)(+)群，M(+)(-)群と M(+)(+)群で有意差を認めなかった．  

皮質における LVM は，M(-)(-)群は 13 [13-16] µm，M(+)(-)群は 12 [10-12] 

µm，M(+)(+)群は 13 [12-16] µm であり，M(-)(-)群と M(+)(-)群，M(-)(-)群と

M(+)(+)群，M(+)(-)群と M(+)(+)群に有意差は認めなかった．  

皮質における LVC は，M(-)(-)群は 5.0 [4-6] 個，M(+)(-)群は 10.5 [8-11] 個，

M(+)(+)群は 11.5 [10.5-13.3] 個であり，M(-)(-)群と M(+)(-)群，M(-)(-)群と

M(+)(+)群に有意差を認めた．M(+)(-)群と M(+)(+)群での有意差は認められな

かった．  

被膜における LVD，LVA，LVM，LVC の結果を Fig.7 に示す．  
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被膜における LVD は，M(-)(-)群は 3.48 [2.05-4.36] %，M(+)(-)群は 7.30 [5.47-

8.90] %，M(+)(+)群は 8.42 [4.75-15.37] %であり，M(-)(-)群と M(+)(-)群，M(-)(-)

群と M(+)(+)群で有意差が認められた．M(+)(-)群と M(+)(+)群での有意差は認

められなかった．  

被膜における LVA は，M(-)(-)群は 237 [208.5-326] µm2，M(+)(-)群は 207[175-

313] µm2，M(+)(+)群は 143.5 [118.9-304.8] µm2であり，M(-)(-)群と M(+)(-)群，

M(-)(-)群と M(+)(+)群，M(+)(-)群と M(+)(+)群での有意差は認められなかった． 

被膜における LVM は，M(-)(-)群は 11 [10-15] µm，M(+)(-)群は 12 [12-17] 

µm，M(+)(+)群は 10.5 [8.63-14.3] µm であり，M(-)(-)群と M(+)(-)群，M(-)(-)

群と M(+)(+)群，M(+)(-)群と M(+)(+)群に有意差は認めなかった．  

被膜における LVC は，M(-)(-)群は 2.5 [1-3] 個，M(+)(-)群は 7 [5-8] 個，

M(+)(+)群は 7.7 [7-13.1] 個であり，M(-)(-)群と M(+)(-)群，M(-)(-)群と M(+)(+)

群に有意差を認めた．M(+)(-)群と M(+)(+)群での有意差は認められなかった． 

皮質および被膜における LVD，LVC では，M(-)(-)群と M(+)(-)の間と M(-)(-)

群と M(+)(+)群の間に有意差を認めた．  

M(+)(+)a 群と M(+)(+)n 群の比較結果を Fig.8 に示す．  

LVD は M(+)(+)a 群で 8.52[3.04-19.2]%，M(+)(+)n 群で 8.32[7.34-9.82]%であ

り，有意差は認めなかった．LVA は M(+)(+)a 群で 139.5[50.0-143.0]µm2，

M(+)(+)n群で 331.5[144.0-440.5]µm2であり，有意差を認めた．LVMは M(+)(+)a

群で 10.0[6.0-11.0]µm，M(+)(+)n 群で 14.5[9.0-15.0]µm であり，有意差を認め

た．LVC は M(+)(+)a 群で 14.5[8.3-15.0]個，M(+)(+)n 群で 7[4.6-7.1]個であり，

有意差を認めた．  
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考察  

悪性腫瘍の主な転移経路は，血行性転移とリンパ行性転移である．血行性

転移については形態学的及び分子生物学的知見が比較的多く報告されており，

原発巣における血管侵入にはじまり，血流を介して遠隔組織への定着と増殖

のプロセスに関して一定の知見が得られている．一方，リンパ行性転移につ

いては，標準化された抗体がなかったため，血行性転移のような一定の知見

は得られてこなかった．近年，リンパ管内皮に特異的なマーカーが取扱い規

約 5)のリンパ管侵襲の検索に使用されており，原発巣におけるリンパ行性転

移の研究にも使用されている 31,32)．モノクローナル抗体 D2-40 は 38kDa の O

結合型膜貫通シアロ糖タンパク質であり，リンパ管の内皮細胞に特異的に発

現する．原発巣でのリンパ管の研究は散見される 37,38)が，所属リンパ節に注

目したリンパ管の研究は少ない．脈管の分布と疾患の関係性について，血管

やリンパ管密度及びその面積を病理組織標本上で測定されており，それぞれ

の疾患との関連が報告されている 39,40)．したがって，本研究では，OSCC 患

者の頸部郭清術にて切除したリンパ節のリンパ管の存在および分布を評価し

た．  

M(-)(-)群と M(+)(+)群では，皮質と被膜内ともに，LVD に有意差を認めた．

M(+)(+)群のリンパ節は，悪性腫瘍細胞に侵されたリンパ節である．扁平上皮

癌における原発腫瘍胞巣内でのリンパ管の占有率の増加とリンパ節転移との

相関が報告されている 38,41,42)．特に井上らは，リンパ節への非転移症例と比

べて転移症例での原発腫瘍胞巣内での LVD が有意に高いことを報告してい

る 41)．M(-)(-)群と M(+)(+)群で LVD に有意差を認めることから，原発腫瘍胞

巣内のリンパ管占有率が増加し，所属リンパ節においてもリンパ管占有率が

増加することで，より多くの癌細胞がリンパ節へ流入・定着して所属リンパ

節転移が起きていると考えられる．  
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また，M(-)(-)群と M(+)(-)群においても，皮質と被膜内ともに，LVD に有意

差を認めた．M(+)(-)群のリンパ節は，転移群の癌細胞の浸潤のないリンパ節

である．このことから，転移群においては，癌細胞の浸潤のないリンパ節で

あってもリンパ管の占有率の増加がおきていることが示唆された．  

転移群の転移リンパ節内において，M(+)(+)a 群と M(+)(+)n 群間での D2-40

陽性リンパ管の比較検討を行った．LVD に有意差を認めないことから，腫瘍

細胞の近接の有無によるリンパ管の占有率は変わらないことが考えられる．

しかし，LVA，LVM は近接しない被膜で有意差が認められ，LVC は近接する

被膜で有意差が認められた．このことから，所属リンパ節における被膜部で

のリンパ管数の増加により腫瘍細胞が流入し定着・増殖することでリンパ節

転移が起き，そこから対側の被膜ではリンパ管の形態変化や拡張が起きるこ

とで他のリンパ節への転移へ繋がると推察された．  

リンパ管占有率の増加のパターンには，リンパ管数の増加，リンパ管の面積

の増加，あるいはその両方の 3 パターンが挙げられる．本研究では，M(-)(-)

群と M(+)(-)群，M(-)(-)群と M(+)(+)群において LVC での有意差を認め，LVA

と LVM での有意差は認められなかった．このことから，転移群の所属リンパ

節におけるリンパ管の占有率の増加は，リンパ管の形態変化や拡張による面

積の増加よりもリンパ管数の増加によるものであることが示唆された．  
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結語  

頸部郭清術にて切除した OSCC 患者の所属リンパ節の免疫組織化学染色を

行いリンパ管について検索し，M(+)(-)群でのリンパ管占有率の増加とリンパ

管数の増加に統計学的有意差を認めた．このことから，頸部郭清術にて切除

した OSCC 患者の所属リンパ節を免疫組織化学染色にて検索を行うことで，

リンパ管占有率の変化による病理組織学的所見が術後の予後判定因子のひと

つとなりうることが示唆された．今後，OSCC 患者の所属リンパ節の病理組

織学的所見と予後の関連性の検索を行うことで臨床応用を目指したい．  
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Fig.5 Binarized image of lymphatic vessels in lymph node  

These images were then divided into D2-40-positive lymphatic vascular lumen regions and 

capsule regions, and they were binarized by manual tracing. Scale bar indicates 50 µm. 

cortex: Black: Lymphatic vessel  Gray: cortex area 

capsule: Black: Lymphatic vessel  Gray: capsule area White: subcapsular tissue 

 

 

  

cortex                                capsule 
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Fig.6 Lymphatic vessels in lymph node (D2-40) 

D2-40-positive lymphatic vessels are stained brown.  (A) to (C) are cortex regions. (D) to (H) 

are capsule regions.  (A) and (D) are the M(-)(-) group, (B) and (E) are the M(+)(-) group, 

and (C) and (F) are the M(+)(+) group. (G) is the M(+)(+)a group adjacent to the tumor cells. 

(H) is the M(+)(+)n group not adjacent to the tumor cells. Scale bar indicates 50 µm.  
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Fig.7 Comparison of LVD, LVA, LVM and LVC in cortex and capsule  

The Mann-Whitney U test was used to compare the metastasis and non -metastasis groups. 

The Wilcoxon signed-rank test was used to compare the M(+)( -) and M(+)(+) groups. a; vs 

M(-)(-) b; vs M(+)(-) ×; Outlier 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.8 Comparison of LVD, LVA, LVM and LVC between capsule adjacent to tumor and not 

adjacent to tumor 

The Wilcoxon signed-rank test was used to compare the M(+)(+)n and M(+)( -)a groups.  

×; Outlier  
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Table.3 Details of the target case 

 

  

metastasis group non-metastasis group
sex male 1 2

female 4 4
age 72-82 62-86

average 76.0 ± 4.00 70.3 ± 9.05
primary site tongue 2 2

lower gingiva 2 2
upper gingiva 1 1
buccal mucosa 0 1
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総括  

口腔扁平上皮癌におけるリンパ節転移の有無は，患者の予後に影響する重要

な因子である．口腔扁平上皮癌患者の予後の予測が可能となれば，診断精度

の向上につながると考える．そこで本研究では，口腔扁平上皮癌患者の頸部

郭清術にて切除したリンパ節の詳細な検索を行った．第 1 章では，所属リン

パ節の大きさの計測と病理組織学的所見の検索を行い，転移群と非転移群の

比較検討を行った．第 2 章では，免疫組織化学的所見の抽出を目的とし，リ

ンパ管の形態計量学的検討を行い，転移群と非転移群の比較検討を行った．  

リンパ節の短径は，M(-)(-)群と M(+)(-)群である非転移リンパ節と比較して

M(+)(+)群である転移リンパ節が腫大していた．  

リンパ節の病理組織像の検索では，M(+)(-)群と M(-)(-)群で，病理組織学的

検索 5 項目である lymphocyte predominance，germinal center predominance，

sinus histiocytosis， lymphocyte depletion，granulomatous reaction の出現頻度に

有意差が認められた．  

リンパ節におけるリンパ管の検索では，M(+)(-)群のリンパ管占有率が増加

し，リンパ管数の増加が認められた．転移群では，原発腫瘍胞巣内でのリン

パ管占有率の増加により，より多くの癌細胞がリンパ節へ流入・定着するこ

とでリンパ節転移が引き起こされ，またリンパ節内のリンパ管占有率の増加

により，他のリンパ節への転移へ繋がっていくと推察された．  

本研究によって得られた，口腔扁平上皮癌患者の頸部郭清術により摘出した

所属リンパ節の病理組織学的所見，免疫組織化学的所見の詳細な検索は，予

後予測因子の一つとして活用できると考えられる．  
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