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要旨 

 

【背景と目的】 

肝外胆管癌（extrahepatic cholangiocarcinoma：EHCC）は肝外胆管に発生する腫瘍であり、そ

の主座により肝門部胆管癌（perihilar cholangiocarcinoma：PHCC）と遠位胆管癌（distal 

cholangiocarcinoma：DCC）に亜分類される。いずれも高侵襲を伴う外科的切除が唯一の根治

的治療法であるが、生物学的悪性度が高く、現在においても根治切除症例の 5年生存率は

約 40%と術後予後不良である。このように EHCCは依然として治療成績の改善が十分ではな

く、新たな予後予測因子および治療標的の探索が求められている。近年、他癌腫の腫瘍微

小環境において好中球細胞外トラップ（neutrophil extracellular traps：NETs）の腫瘍進展への関

与が注目されているが、EHCCにおける NETsの臨床的意義については不明である。本研究

は、EHCCの腫瘍微小環境における NETsの存在と術後予後との関係を明らかにすることを

目的とした。 

 

【対象と方法】 

2000年から 2018年に北海道大学病院で根治切除を受けた EHCC 318例（PHCC 192例、

DCC 126例）を対象とした。術前化学療法・放射線療法施行例、周術期死亡例、腫瘍遺残例

は除外した。 

まず、NETs形成のバイオマーカーとされるシトルリン化ヒストンH3（citrullinated histone H3：

Cit-H3）発現が NETsの存在の証明となるかの妥当性を検討するため、無作為に抽出した

EHCC切除検体 10例を用いて、免疫蛍光染色（immunofluorescence：IF）および免疫組織化

学染色（immunohistochemistry：IHC）により、ミエロペルオキシダーゼ（myeloperoxidase：MPO）と

Cit-H3との共局在を評価した。 

次に、EHCC 318例の病理組織検体の代表切片を用いて IHCによる Cit-H3発現を検討し

た。各症例は Cit-H3発現の程度に基づき diffuse、intermediate、focal、negative の 4群に分類

し、 PHCCおよび DCCそれぞれにおいて、Cit-H3発現陽性の 3群間で臨床病理学的因子

を検討し、陰性群との全生存期間（overall survival：OS）の差異について解析した。さらに、Cit-

H3発現の有無で臨床病理学的因子、OSおよび無病生存期間（disease-free survival：DFS）の

差を検討した。胆管炎の診断は、Tokyo Guidelines 2018（TG18）に基づき、炎症・胆汁鬱滞・画

像診断を組み合わせて診断した。 

 

【結果】 
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無作為抽出 10例における Cit-H3の NETs存在確認の妥当性についての検討では、IF、

IHCにおいて Cit-H3は好中球周囲の細胞外に顆粒状あるいは線状に発現しており、IHCに

よる Cit-H3発現評価は NETsの存在を反映する評価法として妥当であると考えられた。Cit-H3

発現陽性 3群間の比較では、PHCCにおけるリンパ節転移の有無にのみ統計的有意差を示

したが、その他の臨床病理学的因子については、術前胆管炎の有無も含め、PHCCおよび

DCCのいずれにおいても有意差を認めなかった。生存解析では、PHCCおよび DCCのいず

れにおいても、Cit-H3発現陽性 3群は陰性群に比較して有意に予後不良であったが、 陽性

の 3群間では有意差を認めなかった。 

そこで、Cit-H3発現陽性 3群を Cit-H3陽性群として解析したところ、PHCC（p = 0.0023）およ

び DCC（p = 0.0007）において OSは陰性群より有意に不良であった。同様に DFSにおいて

も、PHCC（p = 0.0034）、DCC（p = 0.0009）で有意差を認めた。  

多変量解析では、Cit-H3陽性群は PHCC（HR 1.69、95％CI 1.11–2.59、p = 0.0115）、DCC

（HR 2.03、95％CI 1.21–3.42、p = 0.0057）の双方において独立した予後不良因子として抽出さ

れた。なお、Cit-H3発現の有無によって再発形式に有意差は認めなかった。 

 

【考察】 

本研究は、 Cit-H3発現によって NETs存在を同定することにより、EHCCにおける NETsの

存在と術後予後との関係を初めて明らかにした。IHC染色は病理診断で日常的に用いること

のできる手技であり、臨床応用が期待される。本研究では術前胆管炎と Cit-H3発現との間に

統計的関連性は認めなかった。さらに、術前胆管炎と Cit-H3はともに独立した予後不良因子

であったことから、炎症由来好中球と腫瘍関連好中球では性質が異なる可能性が示唆され

た。また、Cit-H3発現と腫瘍進展に関連する臨床病理学的因子との間に、PHCCおよび DCC

に共通した因子は認められなかった。しかしながら、Cit-H3陽性は独立した予後不良因子で

あったことから、EHCCにおける NETsの存在が原発巣の腫瘍進展よりも、転移誘導に関与し

ている可能性が考えられる。以上より、NETsに関するさらなる研究により、DNase Iや好中球エ

ラスターゼ阻害薬などを用いた NETs標的治療の開発につながることが期待される。また、本

研究の知見は EHCCにおける腫瘍微小環境の理解を深めるものであり、予後層別化および

個別化治療戦略の構築に寄与する可能性がある。 

 

【結論】 

EHCC切除検体において、Cit-H3の IHCにより NETsの存在を臨床病理学的に評価可能

であることを示した。EHCCの腫瘍微小環境における Cit-H3発現は、PHCCおよび DCCの双
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方において独立した予後不良因子であった。Cit-H3と術前胆管炎との関連が認められなか

ったことから、EHCCの腫瘍微小環境における NETsは、炎症性好中球とは異なる腫瘍関連

好中球に由来する可能性が示唆された。本研究は EHCCの再発・転移メカニズム解明に寄

与するとともに、NETs標的治療開発の基盤となると考えられる。 
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略語集 

 
本文中および図中で使用した略語は以下の通りである。 

 
CCA cholangiocarcinoma 
Cit-H3 citrullinated histone H3 
DAPI 4’,6-diamidino-2-phenylindole 
DCC distal cholangiocarcinoma 
DFS disease-free survival 
DNA deoxyribonucleic acid 
EHCC extrahepatic cholangiocarcinoma 
FFPE formalin-fixed paraffin-embedded 
HE hematoxylin and eosin 
HPD hepatopancreatoduodenectomy 
ICC intrahepatic cholangiocarcinoma 
IF immunofluorescence 
IHC immunohistochemistry 
MPO myeloperoxidase 
NADPH nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
NE neutrophil elastase 
NETs neutrophil extracellular traps 
OS overall survival 
PAD4 peptidylarginine deiminase 4 
PHCC perihilar cholangiocarcinoma 
PKC protein kinase C 
por poorly differentiated adenocarcinoma 
ROS reactive oxygen species 
SSPPD subtotal stomach-preserving pancreatoduodenectomy 
TME tumor micro-environment 
tub1 well differentiated tubular adenocarcinoma 
tub2 moderately differentiated tubular adenocarcinoma 
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緒言 

 

胆管癌（cholangiocarcinoma：CCA）は解剖学的に肝内胆管癌（intrahepatic 

cholangiocarcinoma：ICC）と肝外胆管癌（extrahepatic cholangiocarcinoma：EHCC）に大別される。

さらに EHCCは発生部位により、左右肝管から胆嚢管合流部までのものを肝門部胆管癌

（perihilar cholangiocarcinoma：PHCC）、胆嚢管合流部より十二指腸側のものを遠位胆管癌

（distal cholangiocarcinoma：DCC）に亜分類される（Anderson et al, 2004; Amin MB et al, 2017; 

Banales et al, 2020）。EHCCは特にアジア地域で多いとされているが、近年、ヨーロッパや北米

でも罹患数が増加傾向であり、消化器系の癌全体の 3%を占めている（Banales et al, 2020）。 

EHCCの臨床的課題としては、第一に、診断の困難さが挙げられる。EHCCは早期段階で

は自覚症状に乏しく、閉塞性黄疸や胆管炎などの臨床症状が出現した時点では、すでに進

行癌として診断されることが多い。画像診断技術は発展してきたものの、腫瘍の局在や進展

範囲の正確な評価は依然として限界がある。また、生検や細胞診による確定診断率も低く

（Navaneethan et al, 2015）、術前に腫瘍の確定診断が得られないまま手術に臨むことも少なくな

い。第二に、外科的切除の困難性と高い再発率が挙げられる。 EHCCに対する唯一の根治

療法は外科的切除であるが、PHCCでは大量肝切除を伴う肝外胆管切除術、DCCでは肝門

部胆管までの胆管切除を伴う膵頭十二指腸切除術等と高侵襲手術が標準術式である。ま

た、大量肝切除が必要な症例では、予測残肝機能が基準値を満たさない場合、術後肝不全

の危険性が高く手術不能と判断される症例も少なくない。さらに、切除可能と判断されても、

術後に早期再発をきたす症例もあり、根治切除例における 5年生存率は約 40%にとどまる

（van der Gaag et al, 2012; Nakanishi et al, 2020）。第三に、胆管閉塞により高頻度に併発する術前

胆管炎が挙げられる。術前胆管炎は手術合併症や術後感染リスクを増加させるのみならず、

複数の報告で予後不良因子としても示されている（Akita et al, 2017; Wang et al, 2018; Cho et al, 

2012）。その病態背景には炎症による腫瘍微小環境の変化が想定されるが、具体的な機序

はいまだ明らかではない。第四に、有効な補助療法・全身療法の不足が挙げられる。切除不

能例や再発例に対しては化学療法が標準治療で、ゲムシタビンやシスプラチンを中心とした

レジメンが用いられるが、奏効率や生存率の改善は限定的である。近年では EHCCに対する

分子標的治療や免疫チェックポイント阻害薬の有効性が報告されているが、分子異常を有す

る症例に限られている（Le et al, 2017; Oh et al, 2022）。したがって、EHCCの治療成績の向上に

は新規治療標的や予後マーカーの探索が喫緊の課題である。 

癌と宿主免疫系との相互作用は、発癌から進展、さらには転移に至るまでの全過程におい

て極めて重要な役割を果たすことが知られている。なかでも「癌関連炎症（cancer-related 
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inflammation）」は、腫瘍の第七の特徴的性質（hallmark of cancer）として提唱されており、患者

予後を左右する宿主関連因子の一つと考えられている（Diakos et al, 2014; Colotta et al, 2009）。

炎症環境は腫瘍の微小環境（tumor micro-environment：TME）に大きな影響を与え、腫瘍の浸

潤能、血管新生、免疫回避、転移能の獲得など、多方面にわたり腫瘍の生物学的特性を変

化させる。その炎症細胞群のなかで、好中球は最も豊富に存在する細胞種であり、腫瘍浸潤

免疫細胞の主要な構成要素を形成する（Smith and Kang, 2013）。従来、好中球は自然免疫

における第一線の防御担当細胞として位置づけられてきたが、近年では腫瘍との相互作用

を通じて腫瘍の進展を促進し得ることが報告されている（Coffelt, 2016）。特に注目されている

のが、好中球細胞外トラップ（neutrophil extracellular traps：NETs）である（Papayannopoulos, 

2018）。 

NETsは deoxyribonucleic acid（DNA）を基盤とする細胞外クロマチン構造であり、細胞質成

分、顆粒成分および核成分を含む網状の構造物として放出される。NETsは当初、細菌や真

菌に対する殺菌機構として報告され（Brinkmann et al, 2004; Saffarzadeh et al, 2012）、その後、自

己免疫疾患や血栓形成、さらには悪性腫瘍の病態形成に深く関与することが明らかとなった

（Boeltz et al, 2019; Martinod and Wagner, 2014）。腫瘍領域においては、NETsが腫瘍細胞の浸

潤・遊走を促進し、血管内皮への接着や遠隔転移の成立に寄与することが報告されている

（Shao et al, 2021; Cools-Lartigue et al, 2014; Papayannopoulos, 2018; Jorch and Kubes, 2017）。循環腫

瘍細胞を捕捉し播種を助けるとともに、休眠状態にある腫瘍細胞を覚醒させ転移巣形成を促

すことが示されている（Albrengues et al, 2018）。また、NETsは局所免疫抑制的環境を形成する

ことで免疫療法の効果を減弱させる可能性も指摘されており、近年では NETs抑制と免疫療

法の併用が新規戦略として注目されている（Wang et al, 2024; Mousset et al, 2024）。 

NETsの形成（NETosis）では、好中球の toll-like receptor（TLR）をはじめとする受容体にリガ

ンド、免疫グロブリン、補体、サイトカインなどが結合して受容体が活性化されると、小胞体に

貯蔵されていたカルシウムイオンが細胞質内に放出される（図 1）。細胞質内のカルシウム濃

度の上昇により protein kinase C（PKC）の活性化が誘導され、PKCの作用により nicotinamide 

adenine dinucleotide phosphate（NADPH）oxidaseが活性化して活性酸素種（reactive oxygen 

species：ROS）が産生される（Kaplan and Radic, 2012）。NADPH oxidaseの先天的欠損症である

慢性肉芽腫症患者は ROSを産生できないため NETsを形成できず、遺伝子治療で酸化酵

素機能を補うと NETs形成が回復することが示されている（Fuchs et al, 2007; Bianchi et al, 2009）。

また、好中球のアズール顆粒に含まれる neutrophil elastase（NE）や myeloperoxidase（MPO）は

核に移行し、NEはヒストンを切断してクロマチン脱凝縮を促進し、MPOも NEと相乗的に脱

凝縮を進める（Papayannopoulos et al, 2010）。MPOを完全に欠損した患者由来の好中球は
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NETsを形成できないことが報告されている（Metzler et al, 2011）。ヒストンのアルギニン残基をシ

トルリン化する peptidylarginine deiminase 4（PAD4）は、核局在性で Ca²⁺依存に活性化され、ヒス

トン尾部のアルギニンをシトルリン化することで DNAとの結合性を弱め、クロマチンの脱凝縮

を惹起する（Wang et al, 2009）。PAD4欠損マウスの好中球では NETs形成が著しく障害され、

抗菌応答が低下する（Li et al, 2010）。したがって、NE、MPOおよび PAD4は NETs形成に重

要な分子であると考えられる。 

近年、胆道癌を含む消化器癌においても NETsの関与が報告されているが、特に EHCC

における NETsの臨床的意義は十分に解明されていない。EHCCでは術前胆管炎を高頻度

に合併することから、炎症性環境下で好中球が活性化し NETsが形成され、腫瘍微小環境を

修飾する可能性がある。こうした炎症性変化が腫瘍の進展や再発、さらには術後予後に影響

することが示唆される。本研究は、胆管炎により腫瘍周囲で好中球が活性化され、そこから放

出される NETsが EHCC患者の術後予後に影響を及ぼす可能性があると考え、EHCCの腫

瘍微小環境における NETsの存在および好中球との関連を検討するとともに、NETsの存在

が術後予後に与える影響を明らかにすることを目的とした。 

 

 

図 1．NETs形成の模式図 

好中球の TLRなどの受容体に免疫グロブリンや補体、サイトカインなどの刺激が加わると、受

容体が活性化され、細胞内カルシウム濃度（Ca²⁺）が上昇する。これにより PKCが活性化さ

れ、NADPH oxidaseが活性化し ROSが産生される。産生された ROSは、好中球アズール顆

粒に含まれる NEおよび MPOの核内移行を促し、NEはヒストンの切断を介して、MPOは NE

と協調してクロマチンの脱凝縮を進行させる。さらに、Ca²⁺依存性酵素である PAD4は核内で
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ヒストンH3のアルギニン残基をシトルリン化し、DNAとヒストンとの結合を弱めることでクロマチ

ン脱凝縮を促進する。これらの過程を経て核膜および細胞膜が破綻し、DNAを骨格とし、NE

や MPOなどの顆粒蛋白を含む網状構造物である NETsが細胞外へ放出される。

Papayannopoulosらの論文を基に作成。 
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方法 

 

1. 症例 

北海道大学病院消化器外科 IIにて、2000年 1月から 2018年 12月までに根治的切除が

施行された肝外胆管癌 318例（肝門部領域胆管癌 192例、遠位胆管癌 126例）を対象とし

た。術前化学療法・放射線療法施行例および周術期死亡例、腫瘍遺残症例は除外した。術

式の内訳を表 1に示す。本研究では、手術前に「将来的に医学研究に用いる目的で保管し

使用すること」を文章により同意を取得した（包括同意）した患者の検体のみを使用した。本研

究は、北海道大学病院自主臨床研究審査委員会の承認を得たものである（No. 020-0237）。 

 

表 1．対象例手術術式 

  

Type of EHCC 

PHCC（N = 192） 
n（%） 

DCC（N = 126） 
n（%） 

 Right hepatectomy + EBDR 67 （34.9） 0 

 Right trisectionectomy + EBDR 6 （3.1） 0 

 Left hepatectomy + EBDR 52 （27.1） 0 

 Left trisectionectomy + EBDR 6 （3.1） 0 

 Other type hepatectomy + EBDR 2 （1.0） 1 （0.8） 

 Hepatopancreatoduodenectomy 28 （14.6） 9 （7.1） 

 Pancreatoduodenectomy 8 （4.2） 113（89.7） 

 EBDR 23 （12.0） 3 （2.4） 

EHCC, extrahepatic cholangiocarcinoma; PHCC, perihilar cholangiocarcinoma; DCC, distal 
cholangiocarcinoma; EBDR, extrahepatic bile duct resection 

 

2. 組織標本作成と病理組織学的診断 

切除検体は 10%緩衝ホルマリンで固定し、肉眼観察の後、厚さ 3-6 mmで連続標本を作製

した。次にホルマリン固定パラフィン包埋ブロックを 4 μm厚の切片に薄切し、顕微鏡検査の
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ためにヘマトキシリン＆エオシン（H&E）で染色した。病理組織診断は The International Union 

Against Cancer（UICC）TNM classification of malignant tumors, 8th editionに従って Stageを分類し

た（Amin MB et al, 2017）。全ての症例に関して、診断の確認と腫瘍の代表的な組織切片を選

定し、選定した切片において免疫組織化学染色および免疫蛍光染色を行って検討した。 

 

3. 免疫組織化学染色（immunohistochemistry：IHC） 

組織切片を脱パラフィン剤としてキシレン 2槽を用いて、3分間ずつ浸し脱パラフィンを行

った。次に 100%エタノール、100%エタノール、95%エタノールの順にそれぞれ 5分間ずつ浸

漬したのち、80%エタノールに 10回軽く振盪して再水和させた。熱誘導抗原の賦活化は

65℃に加温した PT LINK（Dako）を用いて、高 pHの抗原賦活化バッファー（Envision FLEX 

TARGET RETRIEVAL SOLUTION High pH, DM828, DAKO）で行った。過酸化水素処理は、

Peroxidase Blocking Reagent #SM801を組織上に載せて 5分間静置した。使用した一次抗体

は、NETsのマーカーとして抗Cit-H3抗体（Cit-H3; ウサギポリクローナル; ab5103; 希釈度

1:2,000; Abcam, Cambridge, MA, USA）、好中球のマーカーとして抗CD15抗体（C3D-1; sc-

19648; 希釈度 1:500; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA）、好中球の酵素である抗

MPO抗体（ウサギポリクローナル; A0398; 希釈度 1:10,000; DAKO, Tokyo, Japan）、およびシトル

リン化に必要な酵素である抗PAD4抗体（ウサギポリクローナル; A16188; 希釈度 1:100; 

ABclonal, Woburn, MA, USA）で、室温にて 30分間振盪下で反応させ、ジアミノベンジジン

（EnVision FLEX DAB+ Chromogen, DM827, DAKO）を発色剤として用いてポリマー法で可視

化した。免疫染色した切片をヘマトキシリンで対比染色し、エタノールで脱水後、キシレンで

洗浄した。一次抗体の希釈度は各抗体の data sheetを参考に設定し、既知の陽性組織を用

いた陽性コントロールにより最適条件を調整した。また、染色の再現性を担保するため、連続

切片を用いて評価を行った。なお、陰性コントロールとして一次抗体を省略した切片を用い

た。 

 

4. 免疫蛍光染色（immunofluorescence：IF） 

免疫蛍光染色は IHCの手順と同様に、組織切片を脱パラフィン剤としてキシレン 2槽を用

いて、3分間ずつ浸し脱パラフィンを行った。次に 100%エタノール（2回）、95%エタノールの

順にそれぞれ 5分間ずつ浸漬したのち、80%エタノールに 10回軽く振盪して再水和させた。

熱誘導抗原の賦活化は 65℃に加温した PT LINK（Dako）を用いて、高 pHの抗原賦活化バ

ッファー（Envision FLEX TARGET RETRIEVAL SOLUTION High pH, DM828, DAKO）で行っ
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た。過酸化水素処理は、Peroxidase Blocking Reagent #SM801を組織切片上に添加し 5分間静

置した。一次抗体は、NETsのマーカーとして抗Cit-H3抗体（Cit-H3；ウサギポリクローナル；

ab5103；希釈度 1：5,000；Abcam, Cambridge, MA）、好中球の酵素である抗MPO抗体（MPO；

ウサギポリクローナル；A0398；希釈度 1：50,000；DAKO, Tokyo, Japan）を使用した。一次抗体と

室温で 1時間インキュベートした後、切片をリン酸緩衝生理食塩水で洗浄した。その後、切片

を二次抗体（OPAL 520試薬パック、FP1487001KT、緑、MPO；および OPAL 570試薬パック、

FP1488001KT、赤、Cit-H3）（Akoya Biosciences, MA, USA）と室温で 10分間インキュベートし

た。核染色は 4′,6-diamidino-2-phenylindole（DAPI） （Spectral DAPI, FP1490, blue, DNA） （Akoya 

Biosciences, MA, USA）を用いて行った。IHC同様、一次抗体の希釈度は各抗体の data sheet

を参考に設定し、既知の陽性組織を用いた陽性コントロールにより最適条件を調整した。ま

た、染色の再現性を担保するため、連続切片を用いて評価を行った。なお、陰性コントロール

として一次抗体を省略した切片を用いた。 

 

5. 評価方法 

既報を検討した限りでは、胆道腫瘍においては IHCにて NETsの検出を報告した研究は

存在しなかった。よって、まず EHCCにおける IHCによる NETs同定法の妥当性を検討した。

過去の他臓器腫瘍に関する報告では、Cit-H3の存在は、in vitroおよび in vivoにおける NETs

形成の証拠とする報告が多いことから（Nakazawa et al, 2012; Nakazawa et al, 2014; Masuda et al, 

2016）、本研究においても EHCCにおける IHCによる NETs検出のために抗Cit-H3抗体を用

いることとした。まず、EHCC症例の中より無作為に抽出した 10例の主病巣の未染色プレパ

ラートを作成し、IHCおよび IFにより Cit-H3と好中球由来タンパク質の一つであるミエロペル

オキシダーゼ（MPO）の共局在を確認した（Mousset et al, 2023）。さらに、IHCにより抗CD15抗

体を用いて好中球を評価し、好中球周囲の細胞外領域における Cit-H3の発現を評価した。

また、Cit-H3生成の主要経路は PAD4を介したものであるが、PAD4に依存しない NETsの報

告もされているため（Azzouz and Palaniyar, 2024）、Cit-H3と PAD4、MPO、CD15の関連につい

て IHCで評価した。 

次に、EHCCにおける NETsの浸潤を調査するため、EHCC全 318症例の腫瘍領域に発

現する CD15および Cit-H3を IHCで評価した。まず、腫瘍の代表的な組織切片の HE染色

標本を用いて腫瘍の評価領域を決定し、浸潤腫瘍細胞およびその周囲の線維化領域を腫

瘍床と定義した（図 2a, 2b）。上皮内癌、腫瘍内の膿瘍、および外部病原体によると思われる

局所的な炎症を伴う間質は、評価から除外した。腫瘍床における CD15と Cit-H3の発現分布



 13 

に基づいて、Diffuse、Intermediate、Focal、Negativeに分類した。Diffuse、Intermediate、Focalの

Cit-H3染色の代表例を図 2c〜2eに示す。 

コホートから得られたすべての検体は、患者の臨床情報を盲検化した 2人の研究者（H.Y.

と Y.N.）によって評価した。分類が困難な標本については、経験豊富な胆道病理医（T.M.）に

コンサルトの上、評価を決定した。 

 

 

 
図 2．腫瘍床の定義と Cit-H3発現分布に基づく分類 

（a） 腫瘍床の模式図。腫瘍床の範囲は浸潤腫瘍細胞およびその周囲の線維化領域として定

義した。上皮内癌や腫瘍内の膿瘍、外部病原体によるものと疑われる局所的炎症を伴う間質

変化は評価から除外した。（b） HEスライド上の腫瘍床の代表的病理像（黒い点線で囲んだ

部分）。（c） Diffuse：腫瘍床全体に Cit-H3発現を認める。（d） Intermediate：Diffuseと Focalの中

間。（e） Focal：腫瘍床の一部に Cit-H3発現を認める。 

赤点線で囲んだ領域が Cit-H3発現陽性領域、黒点線が腫瘍床。Scale bar = 50 μm 

 

6. 統計解析 

Cit-H3、CD15染色の分布と各臨床病理学的特徴との関連について、カテゴリ変数の単変

Primary tumor

Surrounding fibrotic areas

Intraepithelial 
carcinoma 

Cit-H3

Cit-H3

Diffuse

Intermediate
Cit-H3

Focal

a b c
d e

: Cit-H3 positive area
: Tumor bed
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量解析にはカイ 2乗検定または Fisherの正確検定を、連続変数の二変量解析には Mann-

Whitney U検定を用いた。全生存期間（overall survival：OS）は、手術日から最終経過観察日ま

たは患者の死亡日まで算出した。無病生存期間（disease-free survival：DFS）は、手術から最初

の再発の臨床診断日または何らかの原因による死亡日までの間隔と定義した。生存曲線は

Kaplan-Meier法を用いて推定し、log-rank検定を用いて比較した。生存の多変量解析では、

単変量解析で有意であった予後因子を Cox比例ハザードモデルに含めた。有意水準は p

＜0.05とし、信頼区間は 95％とした。統計解析は Macintosh用の JMP version 16.0 software

（SAS Institute Japan, Tokyo, Japan）を用いて行った。 
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結果 

 

1．EHCCにおける Cit-H3発現による NETs確認法の妥当性 

図 3に示すように、IFにおいて Cit-H3と MPOの局在が一致し、IHCとの比較においても

同様の染色形態が認められた。さらに、IHCにおいて Cit-H3は CD15で示す好中球周囲に

発現しており、その染色形態は個々の細胞質内の染色ではなく、主として細胞外に顆粒状ま

たは線状に認められた（図 4）。また、Cit-H3は好中球が観察されない部位には発現を認めな

かったが、すべての好中球周囲に一様に存在するわけではなく、主に好中球が集積する領

域において発現していた（図 5）。 



 16 

 

図 3．肝外胆管癌における好中球細胞外トラップ（NETs）と好中球の免疫蛍光染色および免

疫組織化学染色 

d

e f

g

b

c

(a) H&E; (b) MPO; (c) Cit-H3; (d) DAPI; (e) MPO; 
(f) Cit-H3; and (g) A combination of DAPI, MPO, and Cit-H3

a
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（a） ヘマトキシリン・エオジン（H&E） （b） ミエロペルオキシダーゼ（MPO） （c）シトルリン化ヒス

トンH3（Cit-H3） （d） 4′, 6-ジアミノ-2-フェニルインドール（DAPI） （e） MPO （f）Cit-H3 （g） 腫

瘍微小環境における MPOと Cit-H3の共局在。緑：MPO、赤：Cit-H3、青：DAPI/DNA。Scale 

bar = 20 μm 

 

 

図 4．肝外胆管癌における Cit-H3の染色形態 

（a） H&E染色 （b） CD15 （c） Cit-H3。Cit-H3発現は CD15高発現領域で認められた。Scale 

bar = 100 μm （d） Cit-H3の拡大画像。個々の細胞質の染色ではなく、細胞外に放出された顆

粒状または線状の染色像を示す。Scale bar = 50 μm 

図４HE CD15 Cit-H3 Scale bar=100 μm Enlarged Scale bar=50 μm

P18-3338

a b

c d
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図 5．肝外胆管癌における Cit-H3と CD15の代表的顕微鏡像 

上段は CD15（好中球）、下段は Cit-H3（NETs）。Case 1（左）：CD15、Cit-H3ともに陰性の組織。

Case 2（中央）：CD15が陽性、Cit-H3が陰性の組織。Case 3（右）：CD15と Cit-H3ともに陽性の

組織。Scale bar = 100 μm 

 

2．Cit-H3と PAD4の関係性 

 NETsのバイオマーカーである Cit-H3生成の主要経路は PAD4を介したものである。図 6に

示すように、EHCCの腫瘍微小環境において、Cit-H3発現部位と同一領域に PAD4の発現を

認めた。 

 

 

Case 2
CD15(+) / Cit-H3(-)

Case 1
CD15(-) / Cit-H3(-)

Case 3
CD15(+) / Cit-H3(+)
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図 6．CD15、Cit-H3、MPO、PAD4の免疫染色における代表的な顕微鏡画像 

（a） H&E染色 （b） CD15 （c） Cit-H3 （d） MPO （e） PAD4 Scale bar = 50 μm 

  

3．EHCC 318例における IHCによる CD15と Cit-H3発現の分布による術後生存率 

PHCCおよび DCCにおける CD15と Cit-H3の発現パターンに基づく患者の内訳は表 2に

示す。PHCC（p = 0.0144）と DCC（p = 0.0068）の両群において、Cit-H3 positiveのサブグループ

は negative群より有意に術後 OSが有意に短かった。一方で、3つの Cit-H3 positiveのサブグ

ループ間で術後 OSに差は認められなかった（図 7a, 7b）。さらに、PHCCと DCCの 3つの Cit-

H3 positiveのサブグループ間で、PHCCのリンパ節転移因子を除き、臨床病理学的特徴に差

は認められなかった（表 3, 4）。 

そこで、3つの Cit-H3 positiveのサブグループを Cit-H3 positive群として 1つのグループに

統合し、さらなる検討を行った。Cit-H3 positive群は、PHCC（p = 0.0023）、DCC（p = 0.0007）とも

に negative群より OSが有意に短かった（図 7c, 7d）。同様に、PHCC（p = 0.0034）、DCC（p = 

0.0009）ともに DFSにおいても、Cit-H3 positive群と negative群の間で有意差を認めた（図 7e, 

7f）。さらに、Cit-H3 positive群と negative群の再発形式には有意差を認めなかった（表 5）。 

 

HE CD15 CitH3 MPO PAD4 Scale bar=100 μm

図6 撮り直し

a b c
d e
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表 2．PHCCと DCCにおける Cit-H3と CD15の発現割合 

  Cit-H3  CD15 

PHCC （N = 192） 
n （%） 

DCC （N = 126） 
n （%） 

 
PHCC （N = 192） 

n （%） 
DCC （N = 126） 

n （%） 

Diffuse 48 （25.0） 25 （19.8） 
 

74 （38.5） 41 （32.5） 

Intermediate 47 （24.4） 27 （21.4） 
 

82 （42.7） 55 （43.7） 

Focal 51 （26.6） 19 （15.1） 
 

21 （10.9） 14 （11.1） 

Negative 46 （24.0） 55 （43.7） 
 

15 （7.8） 16 （12.7） 

PHCC, perihilar cholangiocarcinoma; DCC, distal cholangiocarcinoma;  

Diffuse, 腫瘍床全体に Cit-H3発現; Intermediate, Diffuseと Focalの中間;  Focal, 腫瘍床の一

部に Cit-H3発現 
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図 7．EHCCにおける Cit-H3発現の分布に応じた全生存期間および無病生存期間 

PHCCと DCCのいずれにおいても、Cit-H3 positive群は発現分布にかかわらず予後不良であ

った。さらに全生存期間および無病生存期間は Cit-H3 positive群で有意に不良であった。（a, 

c, e） PHCC、（b, d, f） DCC。 
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表 3．Cit-H3 positiveサブグループと臨床病理学的因子との関連（PHCC 192例） 

 

Variable 

Cit-H3 

p-value Diffuse  
（N = 48） 

Intermediate 
（N = 47） 

Focal  
（N = 51） 

Age, years （range）* 67 （45-81） 70 （55-82） 70 （48-79） 0.2199 

Sex 
   

0.2230 

 Male / Female 40 / 8 32 / 15 38 / 13 
 

Preoperative cholangitis 
   

0.7694 

 Absent / Present 21 / 27 22 / 25 26 / 25 
 

Predominant histological differentiated grade† 
 

0.5078 

 G1 / G2 / G3 11 / 25 / 12 7 / 24 / 16 7 / 29 / 15 
 

pT factor† 
   

0.5993 

 pT1 / pT2 / pT3 / pT4 3 / 31 / 8 / 6 1 / 34 / 6 / 6 5 / 37 / 6 / 3 
 

Lymphatic invasion 
   

0.3673 

 Absent / Present 24 / 24 20 / 27 29 / 22 
 

Venous invasion 
   

0.9635 

 Absent / Present 20 / 28 19 / 28 22 / 29 
 

Perineural invasion 
   

0.5823 

 Absent / Present 8 / 40 5 / 42 9 / 42 
 

Number of lymph node metastasis† 
  

0.0225 

 None / 1~3 / ≧4 26 / 21 / 1 28 / 19 / 0 35 / 11 / 5 
 

Distant metastasis 
   

0.0641 

 Absent / Present 44 / 4 50 / 1 47 / 0 
 

*Median † According to the 8th edition of the American Joint Committee on Cancer. 
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表 4．Cit-H3 positiveサブグループと臨床病理学的因子との関連（DCC 126例） 

 

Variable 

Cit-H3  

p-value Diffuse  
（N = 25） 

Intermediate 
 （N = 27） 

Focal  
（N = 19） 

Age, years （range）* 68 （48-85） 70 （52-81） 71 （65-83） 0.2727 

Sex 
   

0.6973 

 Male / Female 19 / 6 23 / 4 15 / 4 
 

Preoperative cholangitis 
   

0.3672 

 Absent / Present 9 / 16 15 / 12 9 / 10 
 

Predominant histological differentiated grade† 
 

0.7284 

 G1 / G2 / G3 4 / 16 / 5 8 / 15 / 4 3 / 13 / 3 
 

pT factor† 
   

0.1027 

 pT1 / pT2 / pT3 / pT4 4 / 14 / 7 / 0 4 / 19 / 4 / 0 8 / 7 / 4 / 0 
 

Lymphatic invasion 
   

0.5420 

 Absent / Present 9 / 16 10 / 9 12 / 15 
 

Venous invasion 
   

0.9249 

 Absent / Present 9 / 16 10 / 17 6 / 13 
 

Perineural invasion 
   

0.2745 

 Absent / Present 7 / 18 3 / 24 3 / 16 
 

Number of lymph node metastasis† 0.4257 

 None / 1~3 / ≧4 11 / 13 / 1 13 / 12 / 2 13 / 6 / 0 
 

Distant metastasis 
   

0.1870 

 Absent / Present 25 / 0 25 / 2 19 / 0 
 

*Median † According to the 8th edition of the American Joint Committee on Cancer. 
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表 5．Cit-H3と初回再発部位との関係 

Initial recurrence site 

PHCC 
 

DCC 

Cit-H3 

p-value 

Cit-H3 

p-value Positive 
（N = 102） 

n （%） 

Negative 
（N = 22） 
n （%） 

Positive 
（N = 49） 
n （%） 

Negative 
（N = 25） 
n （%） 

 Liver 41 （40.2） 8 （36.4） 0.7388 
 

20 （40.8） 10 （41.7） 0.9447 

 Local 24 （23.5） 4 （18.1） 0.7802 13 （26.5） 5 （27.8） 0.5357 

 Lymph node 11 （10.8） 4 （18.2） 0.3044 12 （24.5） 8 （32.0） 0.4914 

 Peritoneum 20 （19.6） 2 （9.1） 0.3595 8 （16.3） 3 （12.0） 0.7400 

 Lung 5 （4.9） 2 （9.1） 0.6065 6 （12.2） 0 （0） 0.0905 

 Bone 1 （1.0） 2 （9.1） 0.0809 0 （0） 1 （4.0） 0.3378 

 PTBD fistula 6 （5.9） 0 （0） 0.5896 2 （4.1） 2 （8.0） 0.5997 

 

 

4．EHCCにおける IHCによる Cit-H3発現と臨床病理学的特徴との関連 

Cit-H3発現と EHCCの臨床病理学的特徴との関連を表 6, 7に示す。PHCCおよび DCC

において、Cit-H3の発現は CD15の発現と関連していた（ともに p < 0.0001）。しかし、術前胆

管炎との関連は PHCCと DCCともに有意な差を認めなかった。PHCCでは、神経周囲浸潤

（p = 0.0433）が Cit-H3と関連していた。DCCでは、組織学的分化度（p = 0.0142）、pT因子（p = 

0.0134）、静脈浸潤（p = 0.0178）が Cit-H3と関連を認めた。 
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表 6．Cit-H3と臨床病理学的因子との関連（PHCC 192例） 

 

Variable 

Cit-H3  

p-value Positive （N = 146） Negative （N = 46） 

Age, years （range）* 69 （45-82） 71 （47-86） 0.5865 

Sex 
  

0.2870 

 Male / Female 110 / 36 31 / 15 
 

Preoperative biliary stenting 
  

0.3910 

   No/ Performed 18 / 127 8 / 38 
 

Preoperative cholangitis 
  

0.1762 

 Absent / Present 69 / 77 27 / 19 
 

Predominant histological differentiated grade† 
 

0.2000 

 G1 / G2 / G3 42 / 78 / 26 19 / 18 / 9 
 

pT factor† 
  

0.2378 

 pT1 / pT2 / pT3 / pT4 9 / 102 / 20 / 15 6 / 34 / 3 / 3 
 

Lymphatic invasion 
  

1.0000 

 Absent / Present 73 / 73 23 / 23 
 

Venous invasion 
  

0.1350 

 Absent / Present 61 / 85 25 / 21 
 

Perineural invasion 
  

0.0433 

 Absent / Present 22 / 124 13 / 33 
 

Number of lymph node metastasis† 0.7161 

 None / 1~3 / ≧4 89 / 51 / 6 29 / 14 / 3 
 

Distant metastasis 
  

0.7304 

 Absent / Present 162 / 5 48 / 2 
 

CD15 
  

<0.0001 

 Negative / Positive 0 / 146 15 / 31 
 

*Median † According to the 8th edition of the American Joint Committee on Cancer. 
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表 7．Cit-H3と臨床病理学的因子との関連（DCC 126例） 

 

Variable 

Cit-H3  

p-value Positive （N = 71） Negative （N = 55） 

Age, years （range）* 71 （48-85） 70 （50-84） 0.6394 

Sex 
  

0.8276 

 Male / Female 57 / 14 45 / 10 
 

Preoperative biliary stenting 
  

0.4487 

   No/ Performed 8 / 63 4 / 51 
 

Preoperative cholangitis 
  

0.4866 

 Absent / Present 33 / 38 29 / 26 
 

Predominant histological differentiated grade† 
 

0.0142 

 G1 / G2 / G3 15 / 44 / 12 25 / 23 / 7 
 

pT factor† 
  

0.0134 

 pT1 / pT2 / pT3 / pT4 16 / 40 / 15 / 0 26 / 22 / 7 / 0 
 

Lymphatic invasion 
  

0.6863 

 Absent / Present 31 / 40 26 / 29 
 

Venous invasion 
  

0.0178 

 Absent / Present 25 / 46 31 / 24 
 

Perineural invasion 
  

0.1539 

 Absent / Present 13 / 58 16 / 39 
 

Number of lymph node metastasis† 
 

0.1533 

 None / 1~3 / ≧4 37 / 31 / 3 36 / 15 / 4 
 

Distant metastasis 
  

0.7153 

 Absent / Present 69 / 2 54 / 1 
 

CD15 
  

<0.0001 

 Negative / Positive 0 / 71 16 / 39 
 

*Median † According to the 8th edition of the American Joint Committee on Cancer. 

 



 27 

5．EHCC患者における全生存期間の解析 

PHCCおよび DCC患者の術後生存期間に対する臨床病理学的因子の影響に関する単

変量解析および多変量解析の結果を表 8, 9に示す。PHCC（表 8）および DCC（表 9）の両方

で、Cit-H3 positiveは単変量解析において生存期間の短縮と関連しており、多変量解析にお

いて独立した予後不良因子として抽出された［PHCC. ハザード比（HR）：1.69、95％信頼指数

（CI）：1.11-2.59、p = 0.0115、DCC. HR：2.03、95％CI：1.21-3.42、p = 0.0057］。 
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表 8．全生存率に関する予後規定因子の検討（PHCC192例） 

 

 

 

Variable 
 

 
Univariate   

  

Multivariate 

No. of 
patients 

Median 
survival 

（months） 

5-year 
survival rate 

（%） 
p-value 

Relative risk 
（95% CI） p-value 

Age （years）   0.6104    
 

< 70 95 62 51.3     
 

≧70 97 52 47.1     

Sex 
 

   0.8028    
 

Male 141 57 49.4     
 

Female 51 56 48.6     

Preoperative cholangitis   0.0010   0.0438 
 

Absent 96 85 62.2   1  
 

Present 96 42 36.3   1.42 （1.01-2.01）  

Hepatectomy performed 0.0591    
 

Yes 161 62 53.5     
 

No 31 43 32.3     

pT factor* 
 

   < 0.0001   0.0379 
 

pT1 15 120 86.7   1  
 

pT2 136 57 49.7   1.35 （0.58-3.12）  
 

pT3 23 51 47.0   1.40 （0.51-3.81）  
 

pT4 18 28 16.7   3.14 （1.14-8.61）  

Lymphatic invasion    0.1338    
 

Absent 96 58 67.6     
 

Present 96 40 45.6     

Venous invasion    0.0883    
 

Absent 86 62 54.2     
 

Present 106 51 45.1     
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表 8．つづき  
Perineural invasion 

   
0.0117 

   

 
Absent 35 75 68.2    

 

 
Present 157 51 45.0    

 

Number of lymph node metastasis < 0.0001   0.0004 
 

None 118 83 61.6   1  
 

1~3 65 31 30.3   1.99 （1.40-2.85）  

 ≧4 9 27 22.2   2.60 （1.18-5.71）  

Predominant histological differentiated grade* 0.0159   0.0455 
 

G1 61 75 61.9   1  
 

G2 96 52 45.6   0.89 （0.60-1.32）  
 

G3 35 40 37.1   1.58 （0.96-2.59）  

Distant metastasis    0.0030    
 

Absent 185 60 50.5     
 

Present 7 27 14.3     

CD15 
 

   0.1182    
 

Negative 15 104 73.3     
 

Positive 177 55 47.2     

Cit-H3  0.0023   0.0115 
 

Negative 46 100 71.6   1  

  Positive 146 49 42.3   1.69 （1.11-2.59）  

* According to the 8th edition of the American Joint Committee on Cancer. 
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表 9．全生存率に関する予後規定因子の検討（DCC126例） 
   

Univariate   Multivariate 

Variable   
No. of 

patients 

Median 
survival 

（months） 

5-year 
survival rate 

（%） 
p-value  Relative risk  

（95% CI） p-value 

Age （years）    0.2678    
 

< 70 58 63 52.6     
 

≧70 68 43 40.7     

Sex 
 

   0.5472    
 

Male 102 57 48.7     
 

Female 24 34 36.7     

Preoperative cholangitis   0.0221   0.0105 
 

Absent 62 69 58.7   1  
 

Present 64 38 33.4   1.88 （1.15-3.07）  

Hepatectomy performed  0.5938    
 

Yes 10 34 40.0     
 

No 116 52 46.9     

pT factor*  0.0086    
 

pT1 42 69 63.7     
 

pT2 62 41 40.9     
 

pT3 22 29 24.4     
 

pT4 0 0 0.0     

Lymphatic invasion   0.1046    
 

Absent 57 64 52.4     
 

Present 69 41 41.8     

Venous invasion    0.0044    
 

Absent 56 76 58.9 
    

 
Present 70 38 35.3     



 31 

表 9．つづき 

Perineural invasion   0.0331    
 

Absent 29 84 61.2     
 

Present 97 43 41.9     

Number of lymph node metastasis < 0.0001   0.0268 
 

None 73 69 63.0   1  
 

1~3 46 29 21.9   2.10 （1.20-3.67）  
 

≧4 7 34 14.3   2.16 （0.72-6.47）  

Predominant histological differentiated grade* 0.0561    
 

G1 40 69 61.0     
 

G2 67 41 34.6     
 

G3 19 67 54.3     

Distant metastasis    < 0.0001   0.0018 
 

Absent 123 52 47.6   1  
 

Present 3 6 0.0   18.35 （3.91-86.12）  

CD15 
 

   0.0557    
 

Negative 16 64 65.6     
 

Positive 110 45 43.3     

Cit-H3    0.0007   0.0057 
 

Negative 55 76 65.5   1  

  Positive 71 38 32.0   2.03 （1.21-3.42）  

*According to the 8th edition of the American Joint Committee on Cancer. 
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考察 

 

本研究では、PHCCおよび DCCの腫瘍微小環境において、切除標本における IHCによ

る Cit-H3発現を指標として NETsの存在を同定し、さらに NETsと臨床病理学的因子、ならび

に術後予後との関連を解析した。その結果、IHCによる Cit-H3発現領域は CD15発現領域

に限局していた。臨床病理学的因子との関連解析においては、Cit-H3発現は PHCC・DCC

いずれにおいても術前胆管炎との有意な関連を認めなかった。しかし、Cit-H3発現の分布に

かかわらず、Cit-H3の存在は PHCCおよび DCC患者の術後予後と有意に関連し、予後不

良であった。さらに、多変量解析による生存解析においても Cit-H3発現は PHCC・DCC双方

における独立予後不良因子であることが示された。 

ヒト検体における NETs検出法はこれまで複数報告されてきたが、いまだ gold standard（ゴ

ールドスタンダード）は確立されていない（Zhang et al, 2020; Jin et al, 2019; Tohme et al, 2016; Park 

et al, 2016; Arelaki et al, 2016）。現時点では Cit-H3をはじめとする NETs構成分子の IFが特異

的かつ信頼性の高い方法とされるが、IFは暗所作業や複雑な手技を要する点で臨床応用に

は制約がある（Masuda et al, 2016; Li et al, 2020）。一方、IHCは病理診断において日常的に用

いられる手法であり、既存のホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）標本を用いて評価可能で

ある点で臨床応用性が高い。本研究では、Cit-H3と好中球由来蛋白である MPOの共局在

を IFおよび IHCで確認し（図 3）、さらに Cit-H3が好中球周囲の細胞外領域に顆粒状あるい

は線状に分布することを示した（図 4）。加えて、PAD4の発現も Cit-H3陽性領域と一致して認

められたことから、本研究で観察された Cit-H3発現は NETs形成を反映する所見と考えられ

る（図 6）。これらの結果は、IHCによる Cit-H3評価が EHCCにおいて NETsを病理組織学的

に同定する方法として妥当であることを示唆する。 

EHCCでは胆管閉塞に伴う術前胆管炎を高頻度に合併し、これが術後予後不良因子とな

ることが複数報告されている（Akita et al, 2017; Wang et al, 2018; Yang et al, 2014）。本研究におい

ても、Tokyo Guidelines 2018（Kiriyama et al, 2018）に基づく術前胆管炎は PHCCおよび DCCの

双方で独立した予後不良因子として抽出された。一方で、Cit-H3発現と術前胆管炎との間に

は有意な関連を認めなかった。この結果は、炎症により動員される好中球と、腫瘍微小環境

において機能分化した腫瘍関連好中球（tumor-associated neutrophils：TAN）が、異なる生物学

的特性を有している可能性を示唆する（Fridlender and Albelda, 2012; Granot and Jablonska, 2015; 

Wu et al, 2019）。術前胆管炎は急性炎症を主体とする病態であり、その過程で形成される

NETsは主として抗菌防御機構として機能すると考えられる。一方、腫瘍微小環境における

NETs形成は、慢性的な炎症刺激や腫瘍由来サイトカインにより誘導され、腫瘍進展や免疫
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抑制に寄与することが報告されている（Diakos et al, 2014; Boeltz et al, 2019）。このように、同じ

NETsであっても、その誘導される文脈や機能は大きく異なる可能性があり、本研究において

両者が統計学的に関連しなかったことは、炎症関連NETsと腫瘍関連NETsの機能的差異を

反映した結果と考えられる。しかし、術前胆管炎における好中球や NETsの存在は、腫瘍微

小環境の動態的変化により切除標本上ではすでに検出されなくなっていた可能性も考えら

れる。本研究において Cit-H3発現パターン間で OSに差を認めなかったことは、この可能性

を裏付ける所見と考えられる。したがって、術前胆管炎と NETsとの関連については、胆管炎

発症時の末梢血中 NETs構成分子を測定するなど、さらなる検討が必要である。 

本研究では、Cit-H3発現と関連する臨床病理学的因子が PHCCと DCCで異なってい

た。PHCCでは神経周囲浸潤（p = 0.0433）、DCCでは組織学的分化度（p = 0.0142）、pT因子

（p = 0.0134）、静脈侵襲（p = 0.0178）との関連が認められたが、両亜分類に共通する因子は認

められなかった。この所見は、NETsが EHCCに共通する予後不良因子である一方で、その

腫瘍進展への関与様式が解剖学的部位に依存して異なる可能性を示唆する。PHCCでは

神経叢が豊富であり、神経を介した腫瘍進展機構が重要と考えられるのに対し、DCCでは血

管系を介した腫瘍細胞の血行性播種が比較的早期から関与する可能性がある。すなわち、

NETsは EHCCにおいて共通の悪性形質増幅因子として作用しつつ、その下流経路では腫

瘍の解剖学的背景に応じて異なる形で腫瘍進展に寄与している可能性が考えられた。一方

で、NETsが既知の腫瘍関連因子とは関連しない、別の独立した悪性因子であることも考えら

れる。 

本研究における最も重要な知見は、Cit-H3発現が原発巣進展因子とは独立して、PHCC

および DCCの双方において独立した予後不良因子であった点である。この結果は、EHCC

における NETsの役割が、原発巣における腫瘍増殖や局所浸潤を直接的に反映するもので

はなく、転移が成立しやすい腫瘍の生物学的状態を反映している可能性を示唆する。これま

での報告により、NETsは循環腫瘍細胞の捕捉、血管内皮への接着促進、休眠腫瘍細胞の

覚醒、さらには前転移ニッチ形成に関与することが報告されている（Cools-Lartigue et al, 2013; 

Albrengues et al, 2018; Shao et al, 2021）。さらに近年、NETsは転移成立を能動的に促進する分

子機構の一部として機能することが明らかになってきている。Yang らは、NETs を構成する 

DNAががん細胞表面の Coiled-coil domain containing 25に結合し、がん細胞の遊走能を亢進

させることで、転移臓器への指向性移動を誘導することを報告した（Yang et al, 2020）。これらの

機序はいずれも原発巣の腫瘍量や浸潤度とは必ずしも相関せず、転移の成立過程に深く関

与する。本研究において Cit-H3 発現が原発巣進展因子との関連が乏しいにもかかわらず、

一貫して予後不良と関連していたことは、EHCCにおいて Cit-H3発現が、再発部位や転移
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様式を規定する因子というよりも、再発を来しやすい状態を反映している可能性が考えられ

る。 

近年、NETsを標的とした治療戦略が注目されている。NE阻害薬は NETs形成を阻害する

とともに、NETs内での NEの毒性作用も抑制することが報告されている（Lerman and Hammes, 

2018; Okeke et al, 2020）。また、デオキシリボヌクレアーゼ Iは NETsを分解し、そのネットワーク

構造を喪失させ、腫瘍の転移促進能を低下させることが示されている（Tohme et al, 2016; 

Cools-Lartigue et al, 2013; Leal et al, 2017）。EHCCは免疫チェックポイント阻害薬の効果が限定

的であり、その一因として線維化を伴う免疫抑制的腫瘍微小環境の存在が指摘されている

（Yang et al, 2023）。NETsは細胞障害性 T細胞の腫瘍浸潤を阻害し、免疫回避に寄与するこ

とが報告されていることから、NETs制御は免疫療法の効果を高める補助的戦略としても意義

を有すると考えられる（Mousset et al, 2024）。したがって、EHCCにおける NETs標的治療は単

独治療としてのみならず、既存の化学療法や免疫療法の効果を引き出すための前処理的ア

プローチとしての可能性も有しており、今後の検討が期待される。 

本研究にはいくつかの限界が存在する。第一に、本研究は単施設における後方視的解析

であり、症例登録期間も長期にわたることから、周術期管理や補助療法の内容、サーベイラ

ンス方法に一定の不均一性が存在する可能性は否定できない。第二に、本研究では IHCに

よる Cit-H3発現を指標として NETsの存在を評価したが、Cit-H3は NETsの重要な構成分子

である一方で、NETsの機能的活性や動態を直接評価したものではなく、他の細胞死機構と

の完全な鑑別も困難である。第三に、本研究は切除標本における静的評価であり、術前胆

管炎発症時における NETsの動態や、循環血中 NETs構成分子との関連については検討し

ていない。さらに、本研究は NETsと予後との関連を示したものであるが、その因果関係を直

接証明したものではない。 

しかしながら、本研究は長期間にわたる比較的大規模コホートを用いて、EHCCにおける

NETsの病理学的評価法を確立し、その臨床的意義を体系的に示した初の報告である点に

意義がある。今後は、末梢血中 NETs構成分子の動態解析や前向き多施設研究による検

証、さらには NETs標的治療を組み合わせた治療戦略の基礎的・臨床的検討が求められる。
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結論 

 

① 本研究から得られた新知見 

1．免疫組織化学染色により好中球細胞外トラップ（neutrophil extracellular traps：NETs）を臨床的

に評価可能であることを確認し、病理診断的にも有用であることを示した。 

2．肝外胆管癌（extrahepatic cholangiocarcinoma：EHCC）の腫瘍微小環境における NETsのマ

ーカーである Cit-H3の発現が、予後不良と有意に関連することを明らかにした。 

3．Cit-H3の発現は肝門部胆管癌および遠位胆管癌のいずれにおいても独立した予後不良

因子 であることが示された。 

4．Cit-H3の発現は術前胆管炎とは有意な関連を示さず、炎症由来の好中球と腫瘍関連

NETsの性質が異なる可能性を示唆した。 

 

② 新知見の意義 

EHCCにおいて、予後予測バイオマーカーとしての Cit-H3（NETs）の有用性を初めて提示

した。NETsが腫瘍の進展や転移誘導に関与する可能性を支持し、EHCCの再発メカニズム

の解明に寄与すると考えられる。将来的に NETsを標的とした新規治療開発（NE阻害薬や

DNase Iによる NETs分解など）につながる基盤となることが期待される。 

また、EHCCにおいて術前胆管炎が予後不良因子であることは臨床的に知られていたが、

NETsとの直接的な関連が認められなかったことから、炎症関連と腫瘍関連の好中球機構の

相違を示唆する知見が得られた。  

 

③ 今後どのような研究が展開されうるか 

EHCCにおいて、NETsがどのように腫瘍転移や浸潤を促進するかについて、分子レベル

でのメカニズム解明が求められる。また、NE阻害薬や分解酵素（DNase I）を用いた NETs標

的治療の臨床応用研究に繋がる可能性がある。 

また、術前胆管炎と NETs形成の関連性について、末梢血中の NETs構成分子

（myeloperoxidase、 neutrophil elastaseなど）の動態解析を行う前向き研究が期待される。 

 

④ 今後の課題 

本研究は後方視的・単施設研究であるため、症例数や治療内容の不均一性によるバイア

スが存在する。術前胆管炎と腫瘍関連NETsの関係は切除標本では十分に評価できておら

ず、血中マーカー測定などの動態的評価が必要である。 
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NETs検出法としての Cit-H3の免疫組織化学染色は有用であるが、NETsの検出法として

の gold standard（ゴールドスタンダード）は未確立であり、他のマーカーや手法との比較検証が

求められる。 
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