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1．本論文全体の緒言 

 

1-1．外耳道癌 

外耳道癌は 100 万人に 1 人の発生頻度で、頭頸部癌全体の約 0.2％を占める

希少疾患である 1,2。外耳炎などの慢性炎症および耳かきなどによる機械的刺激

が発生要因になり、他の頭頸部癌とは異なり飲酒・喫煙の影響は少ないと考え

られている 3。組織型については、他の頭頸部癌と同様に扁平上皮癌が大多数

を占め、その他に腺様嚢胞癌、腺癌、基底細胞癌、小細胞癌などがある 3。治

療成績を比較検討する上で標準的な病期分類が確立していることが必要だが、

American Joint Committee on Cancer（AJCC）においては規定がなく、複数

の分類方法が提唱されている（表 1、表 2）2,4-6。 

 

 

 

表 1．Pittsburgh 大学の提唱する外耳道癌における T 分類 2,4 
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表 2．Stell らの提唱する外耳道・中耳癌における T 分類 5 

 

 

これらの病期分類方法はいずれも原発巣の進行度を表す T 分類のみであり、

N 分類および M 分類については AJCC による頭頸部癌の分類方法を参考にし

ているのが現状で（表 3）7、世界的に統一されたものはない。 

 

 

 

表 3．AJCC 第 7 版による頭頸部癌における N 分類、M 分類 7 
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治療法に関しては、現時点では手術を中心とした治療が標準的と考えられて

おり、腫瘍の進展範囲が重要な予後規定因子と推測されている 2。 

 

1-2．外耳道と側頭骨の解剖 

外耳道は軟骨部と骨部に分けられ、骨部外耳道は大部分を占める側頭骨の鼓

室部と上方の鱗部および後方の乳突部によって構成されている。図 1 に示すよ

うに 8、側頭骨内には聴覚機能を担う中耳および内耳、第 VII-XII 脳神経、内

頸動脈、S 状静脈洞などの重要な神経系や脈管系が存在し、非常に複雑な解剖

学的構造になっている。また、側頭骨の前方は耳下腺および顎関節、上方・後

方は頭蓋底（硬膜、脳実質）、下方は頸静脈球および頸動脈管が隣接する。 

 

 

 

図 1．側頭骨の解剖（Pernkopf Anatomy から引用 8） 

V：三叉神経、VII：顔面神経、IX：舌咽神経、X：迷走神経、XI：副神経、XII：舌下神

経、CA：carotid artery（頸動脈）、JV：jugular vein（頸静脈） 
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1-3．聴覚機能と聴力検査 

 外耳道は一端が鼓膜で閉鎖された管状構造であり、2500-4000 Hz 付近で共

鳴による音圧増強作用を持ち、増幅の程度は約 10 dB である。外耳道から入っ

た音波は中耳に到達し、耳小骨連鎖の特異な形状から梃子のような作用関係に

よって音圧が増幅される。また、音の振動エネルギーが面積の広い鼓膜から狭

いアブミ骨底板に集約されることでも音圧が増幅される。中耳による音圧増強

作用の程度は約 25-30 dB である。外耳および中耳で増幅された音響の機械的

エネルギーは蝸牛に到達すると、コルチ器に存在する有毛細胞の興奮によって

電気エネルギーに転換され、聴覚中枢へと情報伝達される。 

 純音聴力検査の目的は、聴力障害の程度と病変の存在部位を評価することで

ある。気導聴力閾値は、ヘッドフォンを用いて外耳道口から純音を呈示して測

定する。骨導聴力閾値は、耳介後方の乳突部に振動体（端子）を接触させて、

外耳・中耳を経由せずに直接内耳に純音を呈示して測定する。気導聴力閾値と

骨導聴力閾値の差から、障害部位が外耳・中耳に起因する伝音難聴なのか、内

耳・後迷路に起因する感音難聴なのかを鑑別できる（図 2）。 

 

 

図 2．気導聴力と骨導聴力（http://www.temco-j.co.jp/whatis/から改編して引用） 

http://www.temco-j.co.jp/whatis/
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1-4．外耳道癌の進展形式に応じた切除範囲と限界 

図 3 に示すように 2、外耳道内の皮膚に発生した腫瘍は、①耳下腺および顎

関節、②耳介周囲の皮膚・皮下組織、③鼓膜を経由して中耳腔、④乳突蜂巣を

経由して顔面神経や頭蓋底（硬膜、脳実質、S 状静脈洞）、⑤前鼓室および耳管、

⑥内耳および内耳道、⑦側頭下窩、⑧頸動脈・頸静脈および下位脳神経などに

浸潤していく。術式は腫瘍の進展範囲に応じて、外耳道部分切除術、外側側頭

骨切除術、側頭骨亜全摘出術、側頭骨全摘出術などが選択される。 

 

 

 

図 3．外耳道癌の進展経路（Moody らの論文から引用 2） 

①耳下腺および顎関節、②耳介周囲の皮膚・皮下組織、③鼓膜を経由して中耳腔、④乳突

蜂巣を経由して顔面神経や頭蓋底（硬膜、脳実質、S 状静脈洞）、⑤前鼓室および耳管、⑥

内耳および内耳道、⑦側頭下窩、⑧頸動脈・頸静脈および下位脳神経などに浸潤 
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術式ごとの切除範囲は図 4 に示すように 9、外耳道部分切除術については、

鼓膜外側までの軟骨部および骨部外耳道の一部を摘出する。外側側頭骨切除術

は、鼓膜内側の中耳腔まで開放して軟骨部および骨部外耳道を全周性に摘出す

る。側頭骨亜全摘出術は、この切除範囲に内耳を含め、中頭蓋窩および後頭蓋

窩を開放する。側頭骨全摘出術は、さらに錐体尖まで拡大して摘出する方法で

ある。十分な安全域を確保して腫瘍を一塊に切除することが肝要であるが、側

頭骨の複雑な解剖学的構造から切除範囲に関しては議論がある。 

 

 

 

図 4．術式ごとの切除範囲（丹生らの論文から引用 9） 

A：外耳道部分切除術、B：外側側頭骨切除術、C：側頭骨亜全摘出術、D：側頭骨全摘出

術、FN：facial nerve（顔面神経）、JV：jugular vein（頸静脈）、CA：carotid artery（頸

動脈） 
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外耳道内に限局する早期例に対しては、腫瘍の完全切除によって予後良好と

報告されているものの、根治性が優先されるため聴覚機能温存を考慮されるこ

とは少ない 10,11。また、進行例に対しては、重要構造物の損傷から致死的な周

術期合併症を高率に引き起こすため切除範囲の十分な安全域を確保することは

容易ではなく、依然として予後不良な疾患である 12,13。中・後頭蓋窩の脳実質、

海面静脈洞、内頸動脈などの重要構造物に浸潤している場合は、切除不能進行

例とされる 13。 

外耳道癌のリンパ節転移に関しては、まず外耳道前壁の Santorini 切痕を経

由して耳下腺内リンパ節に転移し、さらに同側の頸部リンパ節へ転移が拡大す

る 2。耳下腺内リンパ節および頸部リンパ節転移陽性例では、耳下腺切除に加

えて同側の頸部郭清術が施行される。頸部リンパ節転移の頻度は低いと考えら

れており、頸部リンパ節転移陰性例では、予防的頸部郭清術および予防照射に

ついては施行されないことが多い 14,15。 

 

1-5．外耳道癌に対する化学放射線療法と分子標的治療の現状 

外耳道癌に対しては、従来から手術を中心とした治療が行われており、放射

線治療（radiotherapy：RT）や化学療法との比較検討の報告は少ない 2,3,12,13。

切除不能進行例、手術拒否の進行例に対しては、他の頭頸部癌と同様に化学放

射線療法（chemoradiotherapy: CRT）が行われることが多いが、標準治療と

いえる具体的なプロトコールは確立されていない 13。 

多くの他領域の癌において、様々な遺伝子変異および発現分子異常が認めら

れている 16。これらは、腫瘍増殖・浸潤、病期の進行、再発増加、放射線治療

や化学療法に対する低感受性など予後規定因子として関与し、それぞれの発現

分子をターゲットにした分子標的薬の治療効果も確認されている 17-19。しかし、

希少疾患である外耳道癌における分子生物学的解析は世界的にも報告がなく、

ある特定の遺伝子変異および発現分子異常を同定できれば新しい予後規定因子

として臨床上有用であり、これらに対する標的治療の確立によって外耳道癌患
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者の予後改善につながることも期待される。 

 

1-6．本論文の目的 

本論文では先ず、第一章において外耳道癌における予後規定因子について明

らかにし、第二章において予後良好と推測される早期外耳道癌に対する聴覚機

能温存手術について検討し論ずる。さらに第三章においては、外耳道癌組織標

本を用いて特定の遺伝子変異および発現分子異常を免疫組織化学的手法により

解析することで新たな予後規定因子となりえるのか検討する。 

 

1-7．本論文で明らかになったこと 

外耳道癌においては、原発巣の進行度分類法の一つである Pittsburgh 分類が

独立した予後規定因子として示された。早期例に関しては腫瘍の根治性だけで

はなく聴覚機能温存も求められ、外側側頭骨切除術の際に分層植皮を用いて外

耳形成および鼓室形成を加える方法は有用性が高いと考えられた。また、免疫

組織化学的検討を行った結果、EGFR および Notch1 発現が予後規定因子とな

りえる可能性が示唆された。 
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2．略語表 

 

本文中、ならびに図中で使用した略語は以下の通りである。 

 

AJCC American Joint Committee on Cancer 

CA carotid artery 

CRT chemoradiotherapy 

dB decibel 

EGFR epidermal growth factor receptor 

FN facial nerve 

GBI Glasgow Benefit Inventory 

hr hour 

Hz hertz 

JV jugular vein 

PS performance status 

QOL quality of life 

RADPLAT radiotherapy and concomitant intraarterial cisplatin 

RT radiotherapy 
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第一章 
 

 

外耳道癌における予後規定因子の検索 
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3-1．本章に関連した緒言 

  

外耳道癌は希少疾患のため evidence level の高い臨床的研究は少なく、治療

方針の選択や予後規定因子などに関して世界的に統一された見解が得られてい

ない状況である 20。治療成績の比較検討を困難にする要因として、AJCC など

による世界標準的な病期分類が規定されていなかったことが挙げられる。1985

年に Stell らが臨床症状および画像所見に基づいた外耳・中耳癌の病期分類を

提唱したが、骨浸潤や軟部組織浸潤の状態を詳細に評価してなかった 5。しか

し、1990 年に Pittsburgh 大学が原発巣の進展範囲を細分化した病期分類を提

唱し 4、2000 年に改訂して以降は 2、同一の病期分類を用いての報告が多く見

られる。T1-2 症例では 5 年生存率 80-100％と予後良好であるのに対し、側頭

骨内の重要構造物に浸潤する T4 症例においては 5 年生存率 40％以下と予後不

良である 2,3。 

治療法に関しては手術を中心とした報告が多く、病理学的な断端所見が重要

視されている 6,21,22。外耳道内に限局する早期例においては、腫瘍の完全切除に

よる根治が期待できる。一方で、進行例においては、側頭骨の解剖学的構造か

ら切除範囲の十分な安全域を確保することは容易ではなく、拡大手術によって

致死的な周術期合併症が高率に発生することも問題となる 23-26。CRT について

は標準治療といえる具体的なプロトコールは確立されていないが、切除不能進

行例、手術拒否の進行例に対する治療の選択肢として施行されている 27,28。 

 本章では、Pittsburgh 分類に基づき 2、外耳道癌に対する各治療法の成績を

評価し、有用な予後規定因子を検索することを目的とした。 
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3-2．実験方法 

 

(1) 対象 

1997 年 4 月から 2015 年 3 月までの期間に、北海道大学病院耳鼻咽喉科にお

いて、根治を目的に手術・RT・CRT を施行した外耳道扁平上皮癌患者を対象

として retrospective に検討した。Pittsburgh 分類に従い 2、原発腫瘍を T 分

類 2、AJCC 第 7 版による頭頸部癌の病期分類に従い 7、頸部リンパ節転移を N

分類、遠隔転移を M 分類として病期を決定した。各治療法および病期における

生存率を解析し、年齢、性別、病悩期間、喫煙習慣、飲酒習慣、外耳道炎の既

往、中耳手術歴、T 分類、N 分類、組織学的分化度、病理学的切除断端の臨床

病理学的因子を加えて、予後規定因子を検索した。 

 

(2) 治療方法 

 治療法は、耳鼻咽喉科、放射線治療科、腫瘍内科の医師で構成される Cancer 

Board にて個々の症例ごとに検討し、患者・家族と話し合って最終的に決定さ

れた。 

基本的な治療方針は、T1-2 症例に対しては、外側側頭骨切除術を第一選択と

した。切除後の外耳道については、側頭筋弁・骨膜弁などの局所弁および分層

植皮にて形成した。病理学的に切除断端陽性の場合、術後 RT を追加した。ま

た、高齢・重篤な合併症・performance status（PS）不良で手術が適応されな

い場合や患者の希望に応じて RT 単独での治療も選択された。 

 T3-4 症例に対しては、外側側頭骨切除術または側頭骨亜全摘出術を行い、全

例において術後 CRT を施行した。切除による欠損部は、側頭筋弁・骨膜弁な

どの局所弁にて充填・被覆した。耳下腺内への直接浸潤例では、耳下腺合併切

除を行った。また、耳下腺内リンパ節および頸部リンパ節転移陽性例において

は、耳下腺切除に加えて同側の頸部郭清術を施行した。中・後頭蓋窩の脳実質、

海面静脈洞、内頸動脈などの重要構造物に浸潤している場合は、切除不能進行
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例として CRT が選択された。 

 

(3) 化学放射線療法（CRT） 

 RT は 3 次元原体照射にて、根治照射として総量 60-70 Gy を 6-7 週間かけて

施行された。化学療法のプロトコールは、病期、年齢、合併症の有無、PS、治

療開始の時期、患者の希望などにより、3 剤併用化学療法（TPF 療法）、シス

プラチン週 1 回投与（weekly CDDP 療法）、超選択的動注療法（RADPLAT; 

radiotherapy and concomitant intraarterial cisplatin）から選択された。 

 TPF 療法については、Shiga らの文献に従って 28、第 1 日にドセタキセル 50 

mg/m2、第4日にシスプラチン 60 mg/m2を経静脈的に投与し、第 1-5日に5-FU 

600 mg/m2を持続点滴投与した。休薬期間を 3 週間として、合計 2-3 回の投与

を行った。 

 weekly CDDP 療法については、Homma らの文献に従って 29、週 1 回経静

脈的にシスプラチン 40 mg/m2投与した。4 週目は予定休止として、合計 6 回

の投与を行った。 

 RADPLAT については、Homma らの文献に従って 30、腫瘍の栄養血管にマ

イクロカテーテルをセルディンガー法により超選択的に挿入し、週 1 回経動脈

的にシスプラチン 100-120 mg/m2 を投与した。シスプラチン動注開始と同時

に経静脈的にチオ硫酸ナトリウム 24 g/body を 100 ml/hr の滴下速度で投与し

てシスプラチンの中和を行った。放射線照射期間中に、合計 6 回の投与を行っ

た。 

 RT および CRT による有害事象に関しては、Common Terminology Criteria 

for Adverse Events version 4.0 を用いて判定した 31。 

 

(4) 統計学的手法 

統計解析ソフトウェア JMP version 10.0 （SAS Institute Inc., Cary, NC, 

USA）を用いて統計解析を行った。2 群間の差の比較には Mann-Whitney U

http://evs.nci.nih.gov/ftp1/CTCAE/
http://evs.nci.nih.gov/ftp1/CTCAE/
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検定、3 群間以上の差の比較には Kruskal-Wallis 検定を用いた。粗生存率は

Kaplan-Meier 法により算出し、差の比較は log rank 検定により行った。単変

量・多変量解析には Cox 比例ハザードモデルを用いた。p 値が 0.05 未満の場

合を統計学的に有意であると判定した。 

 

(5) 倫理面への配慮 

尚、本研究は、北海道大学病院高度先進医療支援センターにおける自主臨床

研究審査委員会の審査を受け承認された「早期外耳道癌に対して外側側頭骨切

除術に一期的鼓室形成術を施行した症例の検討（自主臨床研究番号 012-0150）」、

「早期外耳道癌症例に対する治療前後の聴力に関する検討（自主臨床研究番号

013-0316）」、「外耳道扁平上皮癌における遺伝子変異および発現解析（自主臨

床研究番号 015-0149）」の一環として、「ヘルシンキ宣言」および「人を対象と

する医学系研究に関する倫理指針」（平成 26 年文部科学省・厚生労働省告示第

3 号）を遵守して実施された。 
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3-3．実験結果 

 

(1) 対象症例の臨床的特徴 

対象とした外耳道扁平上皮癌は 66 例（男性 35 例、女性 31 例）であり、年

齢 29-88 歳（中央値 65 歳）、追跡観察期間 6-120 ヵ月（中央値 37.5 ヵ月）、

病悩期間 1-27 ヵ月（中央値 5 ヵ月）、習慣的な喫煙歴のあったものは 34 例

（51.5%）、習慣的な飲酒歴のあったものは 30 例（45.5%）、外耳道炎の既往の

あったものは 34 例（51.5%）、中耳手術歴のあったものは 9 例（13.6%）であ

った。組織学的分化度に関しては、高分化型 47 例（71.2%）、中等度分化型 14

例（21.2%）、低分化型 5 例（7.6%）であった。病期分類に関しては、T 分類に

ついて T1：24 例（36.7%）、T2：14 例（21.1%）、T3：14 例（21.1%）、T4：

14 例（21.1%）であり、N 分類について N0：54 例（81.8%）、N1：8 例（12.1%）、

N2a：2 例（3.0%）、N2b：2 例（3.0%）であった（表 4）。 

 

 

 

表 4．対象 66 例の病期分類 
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病期分類による治療別内訳を表 5 に示す。 

 

 

 

表 5．病期分類別の治療法の内訳 

 

 

 

外側側頭骨切除術を 31 例に対して行い、内訳は T1：13 例、T2：9 例、T3：

7 例、T4：2 例であった。側頭骨亜全摘出術を 3 例に対して行い、内訳は T3：

1 例、T4：2 例であった。手術治療された T2 症例のうち 5 例では、病理学的

に切除断端陽性であったため術後 RT（そのうち 3 例は weekly CDDP 療法併

用）を施行した。手術治療された T3 および T4 症例については、全例において

術後 RT を施行（そのうち 1 例は TPF 療法併用）した。手術治療が選択されな

かった T3-4 症例の 16 例においては、4 例で RT 単独、12 例で CRT（そのう

ち 4 例は TPF 療法併用、6 例は weekly CDDP 療法併用、2 例は RADPLAT）

を施行した。 
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(2) 病期分類と生存率との関連 

外耳道扁平上皮癌における病期分類に応じた生存曲線について図 5a,b に示

す。 

 

 

 

図 5．病期分類による生存曲線 

a) T 分類別の粗生存率、b) N 分類別の粗生存率 

 

 

T 分類別の 5 年粗生存率は、T1：100%、T2：76.2%、T3：55.6%、T4：36.7%

であった。N 分類別の 5 年粗生存率は、N0：83.8%、N1-3：25.0%であった。

T 分類および N 分類ともに、病期の進行に伴って有意に予後不良であった

（p<0.001、p<0.001）。 
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(3) 治療方法と生存率との関連 

 外耳道扁平上皮癌に対する治療方法による生存曲線を図 6a,b に示す。 

 

 

図 6．治療方法による生存曲線 

a) T1-2 に対する治療法別の粗生存率、b) T3-4 に対する治療法別の粗生存率 

 

 

T1-2 症例においては、手術治療群の 5 年粗生存率は 100%であり、RT 単独

群は 81.3%であった。手術治療の方が予後良好である傾向が認められたものの、

統計学的な有意差は得られなかった（p=0.063）。RT 単独群のうち T1 は 11 例

全例生存しているものの、T2 の 5 例中 3 例においては局所再発にて原病死し

た。再発までの期間は、10-16 ヵ月（中央値 13 ヵ月）であった。 

T3-4 症例においては、手術+RT 群の 5 年粗生存率は 55.6%であり、CRT 群

は 52.1%であった。これらの 2 群間における 5 年粗生存率について、統計学的

な有意差は得られなかった（p=0.93）。再発までの期間は、手術+RT 群におい

ては 2-46 ヵ月（中央値 5 ヵ月）、CRT 群においては 3-11 ヵ月（中央値 5 ヵ月）

であった。 

 

(4) 予後規定因子の検索 

各臨床病理学的因子による 5年粗生存率およびCox比例ハザードモデルによ

る単変量解析結果について表 6 に示す。 
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表 6．臨床病理学的因子による 5 年粗生存率・Cox 比例ハザードモデルによる単変量解析 
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単変量解析から有意差が得られた因子は、T 分類、N 分類、放射線治療の有

無であった（p<0.001、p<0.001、p=0.010）。手術治療を施行した症例におい

ては、病理学的切除断端が予後と有意に関連していた（p=0.012）。一方、年齢、

性別、病悩期間、喫煙習慣、飲酒習慣、外耳道炎の既往、中耳手術歴、組織学

的分化度、手術、化学療法などの因子における 5 年粗生存率に関しては、それ

ぞれ有意差を認めなかった（p=0.99、p=0.82、p=0.99、p=0.83、p=0.86、p=0.37、

p=0.52、p=0.51、p=0.052、p=0.37）。 

これらの検討因子について Cox 比例ハザードモデルによる多変量解析を行

ったところ、T 分類のみが独立した予後規定因子として示された（ハザード比 

5.66、95%信頼区間 1.51-27.0、p=0.015)。 

 

(5) 有害事象 

 RT および CRT による有害事象を表 7 に示す。 

 

 

表 7．RT および CRT による有害事象 
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CRT 群においては、手術+(C)RT 群および RT 単独群と比較して有害事象の

発生頻度が多い傾向が認められたものの、そのほとんどが Grade1-2 であった。

Grade3 の有害事象として、皮膚炎 1 例、白血球減少 2 例、好中球減少 2 例、

低 Na 血症 2 例に認められたが、全例治療完遂できた。骨壊死、脳壊死、脳浮

腫、脳膿瘍、髄膜炎などの重篤な晩期障害は認めていない。 

 

 手術合併症に関して表 8 に示す。 

 

 

表 8．手術合併症 

 

 

手術+(C)RT 群においては、手術単独群と比較して合併症の発生頻度が多い

傾向が認められた。術後 RT にて分層植皮壊死および局所弁壊死による骨露出

を 2 例において認めたが、軟膏処置などの保存的治療で改善した。術後瘢痕形

成による外耳道狭窄および難聴を 19 例において認め、術後 RT にて発生頻度が

多くなる傾向であった。大血管からの出血、脳壊死、脳浮腫、脳膿瘍、髄膜炎

などの致死的な合併症は認めていない。 
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3-4．考察 

 

本研究における外耳道癌の 5 年粗生存率は、T1 にて 100%、T2 にて 76.2%、

T3 にて 55.6%、T4 にて 36.7%であり、多変量解析によって T 分類が独立した

予後規定因子として示された。希少疾患のため単一施設での解析困難で、AJCC

などによる世界標準的な病期分類が規定されていなかったことを考慮すると、

2000 年に改訂された Pittsburgh 病期分類 2の有用性を確認できた意義は大き

い。早期診断の重要性は他の悪性疾患と同様であるが、外耳道癌に特異的な臨

床症状はなく、耳漏・耳痛・難聴などを呈して外耳炎や中耳炎として漫然と治

療されることも多いため、日常診療において難治性の外耳炎に対しては必ず念

頭に置くべき疾患である 3,12,20。 

早期外耳道癌に対する治療法に関しては、T1 症例において外側側頭骨切除術

または RT 単独、T2 症例において外側側頭骨切除術および術後 RT の有用性が

報告されている 3,20,32-34。本研究においてもこの結果は同様であり、腫瘍の完全

切除によって極めて高い生存率が期待できるが、病理学的切除断端が手術治療

における予後規定因子と示唆された。T1-2 症例に対する外耳道部分切除術の報

告も散見されるが、外側側頭骨切除術は切除範囲の十分な安全域を確保可能で、

切除断端陽性となる可能性が低い根治性の高い手術と考えられる 34,35。RT に

関しては、T2 症例において局所再発を 3 例に認めたものの、T1 症例に限ると

11 例全例生存しており、手術治療と同様に有用性が示された。第二章では、予

後良好な早期外耳道癌に対する聴覚機能温存を考慮に入れた治療法に関して検

討したい。 

一方、外耳道癌進行例に対する治療法に関しては、世界的に統一された見解

は得られていない 3,20,27,28。側頭骨全摘出術などの拡大手術にても、解剖学的構

造から切除断端陽性となる可能性が高いため根治性が低い上に、周術期死亡率

が 18.7％と高率に発生する 23-26。Prasad らも、進行例に対する手術治療の限

界を報告している 23。本研究においては、T3-4 症例に対する手術治療と CRT

の 5 年粗生存率は、それぞれ 55.6%、52.1%と同等であった。CRT を施行した
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群には切除不能進行例が含まれていることを考慮すると、特に側頭骨外に浸潤

する T4 症例に対する CRT の予後改善に関しては期待できる。Takenaka らの

meta-analysis にても、手術治療と CRT の 5 年粗生存率は、それぞれ 53.5%、

43.6%と報告しており 27、本研究と同様に CRT について一定の有用性を示唆す

る。CRT のプロトコールに関する具体的な比較検討はなく、未だに標準治療と

して確立されたものはないが 27,28、近年では TPF 療法の同時併用による CRT

の有効性を示す報告が散見される 28, 36。本研究においても、TPF 療法の同時併

用による CRT を行った 4 例中 3 例で無病生存しており有用性が示唆される。

一方、weekly CDDP 療法に関しては、認容性が高いものの、6 例中 3 例は局

所再発しており根治性がやや低いと考えられる 29。また、外耳道癌では腫瘍の

栄養血管が複数存在して単純ではない場合が多く、RADPLAT の良い適応とは

ならないと考えている 30。 

CRT の有害事象として、Grade3 の皮膚炎、白血球減少、好中球減少、低

Na 血症を認めたが、治療完遂に際して支障なく、重篤な晩期障害は認めてい

ない。他の頭頸部癌では重篤な粘膜炎が治療完遂の支障となるが、特に TPF

療法の同時併用による CRT で頻度が高いと報告されている 37。外耳道癌にお

いては放射線照射野に口腔・咽頭粘膜が広範囲に含まれないため、進行例に対

する治療法として同プロトコールは認容性が高い。 

上述のように、外耳道癌進行例に対しては CRT の有用性を示すことができ

たが、依然として予後不良である。様々な癌腫において発現分子解析が進み、

腫瘍増殖・浸潤、病期の進行、再発増加、放射線治療や化学療法に対する低感

受性など予後規定因子として関与し、それぞれの発現分子をターゲットにした

分子標的薬の治療効果も確認されている 16-19。しかし、外耳道癌においては希

少疾患であるために発現分子解析の報告がなく、生存率向上のため新たな予後

規定因子、バイオマーカー、治療ターゲットの検索が望まれる。外耳道癌組織

標本を用いた発現分子異常の解析については、第三章で検討したい。 
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第二章 
 

 

早期外耳道癌に対する聴覚機能温存手術に関する検討 
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4-1．本章に関連した緒言 

 

前章で述べたように、外耳道癌においては、T 分類が独立した予後規定因子

であることが確認できた。T1 症例に対しては外側側頭骨切除術または RT 単独

にて極めて高い生存率が期待でき、T2 症例に対しても外側側頭骨切除術にて切

除範囲の十分な安全域を確保可能なため、早期外耳道癌の根治性は高い 3,20,32-34。

そのため、他の頭頸部癌と同様に生存期間中における機能・形態の温存は、考

慮すべき重要な課題と判断できる。しかし、外側側頭骨切除術においては、切

除範囲に中耳が含まれ、外耳道皮膚の広範な欠損のため上皮化遅延および瘢痕

形成に伴う外耳道狭窄が出現する 10,34。腫瘍切除によって高い根治性は期待で

きるものの、難聴の出現は不可避であるため適切な外耳および中耳伝音系の再

建法が必要となる 10,38,39。また、RT の合併症に関しては、外耳道狭窄による伝

音難聴に加えて、照射野に内耳が含まれることに起因する感音難聴が報告され

ている 40。現在までのところ、外耳道癌に対する治療については生存率にのみ

主眼が置かれ、聴覚機能温存も考慮した検討の報告はない。 

本章では、早期外耳道癌に対する手術および RT による治療前後の聴覚機能

を評価し、機能温存の観点から有用と思われる治療法に関して検討することを

目的とした。 
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4-2．実験方法 

 

(1) 対象 

1997 年 4 月から 2015 年 3 月までの期間に、北海道大学病院耳鼻咽喉科にお

いて、手術および RT にて治療を施行した早期外耳道扁平上皮癌患者の治療前

後の聴覚機能に関して retrospective に検討した。Pittsburgh 分類に従い 2、原

発腫瘍を T 分類、AJCC 第 7 版による頭頸部癌の病期分類に従い 7、頸部リン

パ節転移を N 分類、遠隔転移を M 分類として病期を決定した。病期 T1N0M0

および T2N0M0 の早期例を対象とし、治療前後で適切な聴力検査が施行され

ていない症例や姑息的治療を施行した症例については除外した。 

T1-2 症例に対しては、外側側頭骨切除術を第一選択として、Hirsh らの文献

に従った方法で施行した 41。切除境界ラインについては、内側はキヌタ-アブミ

関節、後方は乳突腔、前方は顎関節包、上方は頬骨弓基部、下方は鼓骨、外側

は耳甲介軟骨として一塊に切除した。切除後の機能再建として、耳介軟骨を加

工してアブミ骨頭の上に乗せ、筋膜を用いて鼓膜形成することで、中耳伝音系

を再建した。また、外耳道形成は、側頭筋弁・骨膜弁などの局所弁によって削

開した骨部分を被覆する方法（非植皮群、図 7a）と、これらの局所弁を移植床

として大腿から採取した皮膚を円筒状に縫合し分層植皮する方法（植皮群、図

7b）のいずれかで施行した。 

 

 

図 7．外耳道形成方法 

a) 非植皮群の外耳道、b) 植皮群の外耳道 
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病理学的に断端陽性の場合、術後 RT を追加（手術 + RT 群）した。また、

高齢・重篤な合併症・PS 不良で手術が適応されない場合や患者の希望に応じ

て RT 単独での治療も選択（RT 群）された。RT は 3 次元原体照射にて、総量

60-70 Gy を 6-7 週間かけて根治照射した。T1-2 症例に対する治療方法を上記

の 4 群に分類し、治療前および治療後 1 年の純音聴力検査を用いて、聴覚機能

評価を行った。 

 

(2) 純音聴力検査 

 純音聴力検査については、オージオメーター（AA-78, RION, Tokyo, Japan）

を用いて、外部の音が完全に遮断された聴力検査室にて言語聴覚士が施行した。

気導聴力閾値に関しては 125、250、500、1000、2000、4000、8000 Hz を、

骨導聴力閾値に関しては 250、500、1000、2000、4000 Hz を非検耳にバイド

ノイズで遮蔽しながら測定した。聴力検査は、治療開始前および治療終了後 1、

3、6、12 ヵ月に施行した。平均気導聴力閾値および平均骨導聴力閾値について

は 、 American Academy of Otolaryngology Head and Neck Surgery 

Committee on Hearing and Equilibrium Guidelines に従い 42、500、1000、

2000、4000 Hz における各聴力閾値の算術平均値で求められた。気骨導差につ

いては、平均気導聴力閾値と平均骨導聴力閾値の差で算出した。 

  

(3) quality of life（QOL）質問紙 

 治療終了後の主観的な健康度、社会生活機能、身体的機能などを評価するた

め、Glasgow Benefit Inventory（GBI）質問紙を用いた 43。GBI スコアは、-100

から+100 までの範囲で算出され、正の値を示した場合には、治療により QOL

向上したと解釈される。逆に負の値を示した場合には、治療により QOL 低下

したと解釈される。 

 

(4) 統計学的手法 
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統計解析ソフトウェア GraphPad Prism version 6.0 (GraphPad Software, 

La Jolla, CA, USA)を用いて統計解析を行った。2 群間の差の比較には

Mann-Whitney U 検定、3 群間以上の差の比較には Kruskal-Wallis 検定を用

いた。p 値が 0.05 未満の場合を統計学的に有意であると判定した。 

 

(5) 倫理面への配慮 

尚、本研究は、北海道大学病院高度先進医療支援センターにおける自主臨床

研究審査委員会の審査を受け承認された「早期外耳道癌に対して外側側頭骨切

除術に一期的鼓室形成術を施行した症例の検討（自主臨床研究番号 012-0150）」、

「早期外耳道癌症例に対する治療前後の聴力に関する検討（自主臨床研究番号

013-0316）」の一環として、「ヘルシンキ宣言」および「人を対象とする医学系

研究に関する倫理指針」（平成 26 年文部科学省・厚生労働省告示第 3 号）を遵

守して実施された。 
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4-3．実験結果 

 

(1) 対象症例の臨床的特徴 

対象とした外耳道扁平上皮癌 35 例（女性 16 例、男性 19 例）を表 9 に示す。 

 

 

 

表 9．対象 35 例の臨床的特徴 

 

 

年齢 39-86 歳（中央値 65 歳）、追跡観察期間 16-100 ヵ月（中央値 45 ヵ月）

であった。病期分類に関しては、T1N0M0 25 例（71.4%）、T2N0M0 10 例（28.6%）

であった。植皮群 10 例、非植皮群 7 例、RT 群 13 例、手術+RT 群 5 例からな

り、4 群間での年齢、性別、病期、追跡観察期間に関する有意差は認めなかっ

た。 
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T1 症例においては、4 群とも局所再発や原病死を認めなかった。T2 症例に

おいては、RT 群の 2 例で局所再発を認め、それぞれ治療後 16 ヵ月、26 ヵ月

の時点で原病死した。 

 

(2) 治療前後の聴力閾値に関する比較 

 各群における治療前後の平均気導聴力閾値、平均骨導聴力閾値、気骨導差を

図 8a-d に示す。 

 

 

 

図 8．治療前後の聴力閾値 

a) 植皮群、b) 非植皮群、c) RT 群、d) 手術+RT 群 
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治療開始前での平均気導聴力閾値、平均骨導聴力閾値、気骨導差については

各群間で有意差を認めなかった。 

植皮群では、気骨導差が治療前の 31.5 dB HL（中央値 32.5、95%信頼区間

25.1-38.0）から治療後の 19.0 dB HL（中央値 16.9、95%信頼区間 9.2-28.8）

に有意な改善を示した（p=0.041）。 

非植皮群では、気骨導差が治療前の 35.0 dB HL（中央値 38.8、95%信頼区

間 23.1-46.9）から治療後の 45.7 dB HL（中央値 43.8、95%信頼区間 41.1-50.4）

に有意な増悪を示した（p=0.026）。 

RT 群では、平均気導聴力閾値が治療前の 42.5 dB HL（中央値 41.3、95%信

頼区間 30.1-54.6）から治療後の 62.4 dB HL（中央値 62.5、95%信頼区間

51.0-73.8）に有意な増悪を示した（p=0.020）。また、平均骨導聴力閾値も治療

前の 25.3 dB HL（中央値 23.8、95%信頼区間 16.0-34.6）から治療後の 37.0 dB 

HL（中央値 32.5、95%信頼区間 28.9-45.2）に有意な増悪を示した（p=0.008）。 

 手術+RT 群では、平均気導聴力閾値が治療前の 44.3 dB HL（中央値 46.3、

95%信頼区間 26.5-62.0）から治療後の 76.3 dB HL（中央値 82.5、95%信頼区

間 56.4-96.1）に有意な増悪を示した（p=0.032）。また、気骨導差も治療前の

14.0 dB HL（中央値 8.8、95%信頼区間 1.2-26.8）から治療後の 38.3 dB HL

（中央値 37.5、95%信頼区間 32.5-44.0）に有意な増悪を示した（p=0.008）。 
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(3) 治療方法に応じた聴覚機能の利得 

 各群における平均気導聴力閾値、平均骨導聴力閾値、気骨導差の利得に関し

て図 9a-c に示す。 

 

 

 

図 9．治療方法による聴覚機能の利得 

a) 気導聴力、b) 骨導聴力、c) 気骨導差 

 

 

植皮群のみで平均気導聴力閾値および気骨導差に関して正の利得値が得られ、

他の 3 群では負の利得値（聴力損失）を示した。その値においては、非植皮群

に対して p=0.005、p=0.009、RT 群に対して p<0.001、p=0.005、手術+RT 群

に対して p=0.007、p=0.008 とそれぞれ有意差を示した。平均骨導聴力閾値に

関しては、RT 群および手術+RT 群において負の利得値（聴力損失）を示し、

その値においては、植皮群に対して p<0.001、p=0.043、非植皮群に対して

p<0.001、p=0.006 とそれぞれ有意差を示した。 
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(4) 放射線照射前後の骨導聴力閾値の比較 

RT 群における治療前後の周波数別骨導聴力閾値に関して図 10 に示す。 

 

 

 

図 10．放射線照射前後の周波数別骨導聴力閾値 

 

 

1000 Hz においては、治療前の 22.7 dB HL（中央値 20.0、95%信頼区間

12.0-33.4）から治療後の 33.1 dB HL（中央値 30.0、95%信頼区間 24.4-41.8）

に有意な増悪を示した（p=0.007）。2000 Hz においては、治療前の 27.3 dB HL

（中央値 25.0、95%信頼区間 17.2-37.5）から治療後の 42.7 dB HL（中央値 40.0、

95%信頼区間 33.6-51.8）に有意な増悪を示した（p=0.005）。4000 Hz において

は、治療前の 32.7 dB HL（中央値 30.0、95%信頼区間 22.9-42.5）から治療後

の 46.9 dB HL（中央値 40.0、95%信頼区間 39.9-54.0）に有意な増悪を示した

（p=0.030）。 

一方で、植皮群および非植皮群においては、全ての周波数帯で骨導聴力閾値

についての有意な変化は認めず、治療後も増悪なく保たれていた。 
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(5) 治療後の QOL 

 各群における治療後の GBI スコア（QOL 質問紙）に関して図 11a-d に示す。 

 

 

 

図 11．治療方法による GBI スコア（QOL 質問紙） 

a) 全体スコア、b) 健康度スコア、c) 社会生活機能スコア、d) 身体的機能スコア 

 

 

 

植皮群においては、全体スコアが+33.3（中央値+37.5、95%信頼区間+23.0 - 

+43.6）、健康度スコアが+34.6（中央値+37.5、95%信頼区間+26.3 - +42.9）、

社会生活機能スコアが+50.0（中央値+50.0、95%信頼区間+28.2 - +71.8）、身

体的機能スコアが+41.7（中央値+50.0、95%信頼区間+15.2 - +68.2）であった。

他の 3 群との比較において、非植皮群に対して全体・健康度スコア（p=0.019、
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p=0.002）が、RT 群に対して全体・健康度・社会生活機能スコア（p=0.002、

p<0.001、p=0.010）が、手術+RT 群に対して全体・健康度・社会生活機能ス

コア（p=0.025、p=0.014、p=0.032）がそれぞれ有意に高値を示した。 

 

(6) 合併症 

各治療方法による合併症に関して表 10 に示す。 

 

 

 

 

表 10．各治療方法による合併症 
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植皮群においては、外耳道狭窄および閉塞を認めず、その外耳道形態は治療

終了後 12 ヵ月以上維持されていた（図 12a）。一方、非植皮群においては 7 例

（100％）、RT群においては 6例（46.2％）、手術+RT群においては 5 例（100％）

に外耳道狭窄を認め、治療終了後 10 ヵ月以内に完全閉塞した（図 12b）。 

 

 

 

図 12．治療終了後 12 ヵ月時点での外耳道形態 

a) 植皮群、b) 非植皮群 

 

 

外耳道狭窄および閉塞の発生率については、植皮群が他の 3 群と比較して有

意に低値を示した（p<0.001）。術後 RT にて分層植皮壊死および局所 flap 壊死

による骨露出を 1 例において認めたが、軟膏処置などの保存的治療で改善した。

4 群全てにおいて、骨壊死、脳幹障害、脳壊死、脳膿瘍、髄膜炎、顔面神経麻

痺などの重篤な合併症は認めていない。 
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4-4．考察 

 

 本研究において、植皮群のみが平均気導聴力閾値および気骨導差に関して改

善を認め、その利得値は他の 3 群と比較してそれぞれ有意差を示した。外側側

頭骨切除術によって軟骨部から骨部外耳道は鼓膜を含めて全周性に切除される

ため、骨露出した欠損部位は広範囲となる。創傷治癒遅延や瘢痕形成による外

耳道狭窄および閉塞を防止するため、局所皮弁や遊離皮弁、植皮などの方法を

用いた外耳道形成が報告されているが、その有用性に関して比較検討されてい

ない 10,34,38,39。従来から報告されていた外耳道形成は、側頭筋弁・骨膜弁など

の局所弁によって骨露出部位を被覆する方法であった 10。しかし、局所弁のみ

では外耳道内の上皮化が不十分であり、瘢痕形成による外耳道閉塞に伴い術後

の聴力は増悪した。そのため、これらの局所弁を移植床として分層植皮を追加

する方法に改良することで、分層植皮の生着および外耳道内の上皮化を促進さ

せ、瘢痕形成による外耳道狭窄を防止できた 10。分層植皮による外耳道形成は、

局所皮弁や遊離皮弁と比較すると、皮膚の厚みが欠損した外耳道の径に適して

おり、技術的にも容易に施行できることや手術的侵襲が大きくないことから有

用性が高いと考えられる 10,34,38,39。 

一方、RT によって平均気導聴力閾値の有意な増悪が認められた。照射野に

外耳および中耳が含まれるため、外耳道狭窄、皮膚炎や炎症性肉芽に伴う遷延

性耳漏、耳小骨壊死、鼓膜肥厚、鼓膜穿孔などに起因する伝音難聴が報告され

ている 40。本研究においても同様であり、外耳道狭窄を 46.2％、感染性肉芽に

伴う遷延性耳漏を 30.8％、鼓膜肥厚を 30.8％に認め、外耳および中耳伝音系障

害の発生頻度は多い。また、外側側頭骨切除術に際して分層植皮を用いて外耳

道形成しても、術後 RT によって分層植皮の生着および外耳道内の上皮化が阻

害され、最終的には炎症性肉芽や瘢痕形成などで外耳道狭窄および閉塞を来し

た 10。外耳道は皮膚の他、軟骨および骨組織で構成されるため、腫瘍が外耳道

内に限局する早期例に対する外側側頭骨切除術では、軟骨部および骨部の術中
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迅速病理診断による切除断端評価ができないことも多い。切除標本を脱灰した

後に病理組織診断で術後 RT の適応を決定するため、術中に術後 RT の必要性

を予見して外耳道形成を施行するかどうかを判断することは困難である 11。 

また、本研究においては、RT によって骨導聴力閾値の有意な増悪が認めら

れた。特に、1000 Hz 以上の中高音域が主要な障害部位であった。照射野には

外耳・中耳に加えて内耳が含まれるため、内耳障害も起こしうる 40。放射線に

よる感音難聴は照射線量依存性で、高音域においては 40 Gy 程度、低音域にお

いては 60 Gy 程度で発生し、照射後 1 年程度かけて徐々に進行すると報告され

ている 44-49。この低音域と高音域の放射線耐性の相違に関しては、基底回転と

頂回転の外有毛細胞の数的要因や伸縮運動性の差異などに起因する 50,51。中高

音域を中心とした感音難聴の進行は、子音の語音弁別能や補聴器装用効果の低

下を誘因して日常生活に支障をきたす 11。また、外耳道狭窄をきたした症例に

おいては、従来型の気導補聴器を装用不可能で良聴耳による聴取を強いられる

ため、音源定位性や雑音下での聴取能も低下する 11。GBI スコアに関して、

STSG 群は他の 3 群と比較して有意に高値を示した。外側側頭骨切除術の際に

分層植皮を用いて外耳形成および鼓室形成を加える方法は、審美的にはやや劣

るものの、聴覚機能は温存され、外耳道形態から将来的にも気導補聴器を装用

可能であるため、QOL の観点からも有用な治療法と考えられる。 
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第三章 

 
 

外耳道癌組織における免疫組織化学的手法に基づく 

発現分子解析 
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5-1．本章に関連した緒言 

 

前章までに述べたように、外耳道癌においては T 分類が独立した予後規定

因子であることが確認できた。外耳道内に限局する T1-2 症例に対しては、切

除範囲の十分な安全域を確保できるため、単なる生存期間を最大限に延長する

ことだけではなく、聴覚機能温存を考慮することが可能である 10,11。進行例に

ついても、手術を中心とした治療法が重要な根治療法の一つと考えられており、

その切除断端における病理組織学的な癌細胞残存の有無が重要な予後規定因子

と報告されている 6,21,22。一方、通常の病理組織学的検査では探索されないよう

な遺伝子もしくは蛋白発現異常に関する研究については、外耳道癌において現

状では報告されていない。 

また第一章で述べたように、外耳道癌進行例に対する CRT で一定の有用性

は示せるものの、5 年粗生存率は 52.1%と依然として予後不良で、新たな予後

規定因子や治療ターゲットの検索が望まれる 27,28。近年、頭頸部扁平上皮癌に

おいて分子生物学的解析が進み、p53、EGFR、p16、cyclinD1、NOTCH、PI3K

などの遺伝子変異および発現分子異常が報告されている 16。これらは、腫瘍増

殖・浸潤、病期の進行、再発増加、放射線治療や化学療法に対する低感受性な

ど予後規定因子として関与し、それぞれの発現分子をターゲットにした分子標

的薬の治療効果も確認されている 17-19。外耳道癌は希少疾患であるために発現

分子解析の報告がなく、現状では頭頸部扁平上皮癌と組織学的に類似するもの

として扱われる。しかし、外耳道癌は外耳道内の皮膚に発生し、外耳炎などの

慢性炎症および耳かきなどによる機械的刺激が要因になっているとされ、また、

飲酒・喫煙などの影響が少ないことから 3、口腔・咽頭・喉頭・鼻副鼻腔など

の粘膜に発生する他の頭頸部扁平上皮癌とは異なる遺伝子変異および発現分子

異常を示す可能性も予測される。外耳道癌において、ある特定の遺伝子変異や、

細胞・蛋白発現異常が新しい予後規定因子となる可能性を持っており、これら

に対する標的治療が確立した場合には外耳道癌患者の生存率向上につながる
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break through となることが期待される。 

本章では、外耳道癌組織標本を用いて特定の遺伝子変異および発現分子異常

を免疫組織化学的手法により解析することで、新しい予後規定因子となりえる

発現分子の同定と治療標的分子としての可能性を模索することを目的とした。 
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5-2．実験方法 

 

(1) 対象 

1997 年 4 月から 2015 年 3 月までの期間に、北海道大学病院耳鼻咽喉科にお

いて、手術・RT・CRT を施行した外耳道扁平上皮癌患者を対象とした。パラ

フィン包埋にて保管されている手術および生検組織標本を用いて免疫染色を施

行し、臨床病理学的所見および生存率との関連を解析した。免疫組織化学的解

析を施行するにあたって、十分な組織量が保管されていないものは除外した。

予後規定因子として検討した項目は、p53、p16、cyclin D1、EGFR、Notch1

発現の有無や組織学的分化度、年齢、性別、喫煙習慣、飲酒習慣、T 分類、N

分類など計 12 因子とした。 

 

(2) 免疫染色 

ホルマリン固定後パラフィン包埋された組織標本を 4 μm 厚に切離したのち、

キシレンとエタノール類を通して再水和化し脱パラフィン処理を行った。0.01 

M クエン酸ナトリウム緩衝液（pH 6.0）中で 15 分間、750 W マイクロウェー

ブを用いて抗原賦活した。0.1％過酸化水素水を加えて内因性過酸化水素活性を

不活化し、10％ヤギ正常血清と 30 分間反応させてブロッキングした。一次抗

体として p53（DO-7; Roche Diagnostics Ltd., Tokyo, Japan）、p16INK4a（E6H4; 

Roche Diagnostics Ltd., Tokyo, Japan）、cyclin D1（EP12; Dako, Glostrup, 

Denmark）、EGFR（M7298; Dako, Glostrup, Denmark）、Notch1（#3608; Cell 

Signaling Technology Inc., Danvers, MA, USA）モノクローナル抗体を用い、

4 ℃で 12 時間反応させた。二次抗体としてヒストファイン SAB-PO(M)キッ

ト（Nichirei, Tokyo, Japan）を用い、ストレプトアビジン-ビオチン複合体と

反応させて発色させた。また、ヘマトキシリンで対比染色を行った。 

 

(3) 免疫組織化学的判定 
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 p53、p16、cyclin D1 発現の有無に関する免疫組織化学的評価判定基準は、

過去の文献に従って、染色強度および染色占有率を用いてスコア化することで

陽性・陰性を判定した 52-55。染色強度については、全く染色していない場合を

スコア 0（陰性）、400 倍拡大視でなければ陽性と判断できない場合をスコア 1

（弱陽性）、40 倍拡大視で容易に陰性と判断できる場合をスコア 3（強陽性）、

弱陽性と強陽性の中間をスコア 2（中等度陽性）とした。染色占有率について

は、1 視野における染色細胞の割合に応じて、1％未満をスコア 0、1％以上 10％

未満をスコア 1、10％以上 50％未満をスコア 2、50％以上 90％未満をスコア 3、

90％以上をスコア 4 とした。p53 および p16 に関しては、染色強度および染色

占有率スコアを合算して、3以上を陽性と判定した 52,54。cyclin D1に関しては、

染色強度および染色占有率スコアの積が 3 以上の場合を陽性と判定した 53。 

 EGFR 発現の有無に関する免疫組織化学的評価判定基準は、過去の文献に従

って、「細胞膜に陽性染色なし、あるいは細胞膜の陽性染色がある腫瘍細胞が一

切片上に 10％未満」をスコア 0、「細胞膜に弱い染色性がある腫瘍細胞が一切

片上に 10％以上」をスコア 1、「細胞膜に中等度の染色性がある腫瘍細胞が一

切片上に 10％以上」をスコア 2、「細胞質に強い染色性がある腫瘍細胞が一切

片上に 10％以上」をスコア 3 と、4 段階に評価した 53。スコア 2 以上の場合を

EGFR 発現陽性と判定した 53。 

 Notch1 発現の有無に関する免疫組織化学的評価判定基準は、過去の文献に

従って、染色強度および染色占有率を用いてスコア化することで陽性・陰性を

判定した 55。染色強度については、全く染色していない場合をスコア 0、淡黄

色に染色された場合をスコア 1、黄色に染色された場合をスコア 2、茶色に染

色された場合をスコア 3 とした。染色占有率については、1 視野における染色

細胞の割合に応じて、5％未満をスコア 0、5％以上 25％未満をスコア 1、25％

以上 50％未満をスコア 2、50％以上 75％未満をスコア 3、75％以上をスコア 4

とした。染色強度および染色占有率スコアの積が 6 以上の場合を陽性と判定し

た 55。 
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以上の判定については、2 名の医師が盲検法により行った。スコアが 3 以上

差のある組織標本に関しては、再判定を行った。 

 

(4) 統計学的手法 

統計解析ソフトウェア JMP version 10.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, 

USA)を用いて統計解析を行った。2 群間の差の比較には Mann-Whitney U 検

定、3 群間以上の差の比較には Kruskal-Wallis 検定を用いた。粗生存率は

Kaplan-Meier 法により算出し、差の比較は log rank 検定により行った。単変

量・多変量解析には Cox 比例ハザードモデルを用いた。p 値が 0.05 未満の場

合を統計学的に有意であると判定した。 

 

(5) 倫理面への配慮 

尚、本研究は、北海道大学病院高度先進医療支援センターにおける自主臨床

研究審査委員会の審査を受け承認された「外耳道扁平上皮癌における遺伝子変

異および発現解析（自主臨床研究番号 015-0149）」の一環として、「ヘルシンキ

宣言」、「人を対象とする医学系研究に関する倫理指針」（平成 26 年文部科学省・

厚生労働省告示第 3 号）および「手術等で摘出されたヒト組織を用いた研究開

発の在り方について」（厚生科学審議会答申）を遵守して実施された。試料の保

存にあたっては、連結可能匿名化を行い、結果と個人情報が直接結びつかない

ように配慮した。 

  



- 47 - 

 

5-3．実験結果 

 

(1) 対象症例の臨床病理学的因子 

対象とした外耳道扁平上皮癌 30 例（女性 15 例、男性 15 例）を表 11 に示す。 

 

 

 

表 11．対象 30 例の臨床病理学的因子 
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年齢 39-86 歳（中央値 67.5 歳）、追跡観察期間 9-112 ヵ月（中央値 36 ヵ月）、

習慣的な喫煙歴のあったものは 17 例（56.7%）、習慣的な飲酒歴のあったもの

は 15 例（50.0%）であった。病期分類に関しては、T 分類について T1：10 例

（33.3%）、T2：7 例（23.3%）、T3：5 例（16.7%）、T4：8 例（26.7%）であ

り、N 分類について N1 以上 9 例（30.0%）であった。組織学的分化度に関し

ては、高分化型 21例（70.0%）、中等度分化型 8例（26.7%）、低分化型 1例（3.3%）

であった。治療別内訳は、手術治療を T1 症例に対して 10 例、T2 症例に対し

て 7 例、T3 症例に対して 5 例、T4 症例に対して 4 例施行した。T2 症例のう

ち 2 例については、術後病理学的所見において断端陽性であったため術後 RT

を施行した。T3 および T4 症例については、全例において術後 RT を施行した。

切除不能 T4 症例の 4 例については、CRT を施行した。放射線の総線量は 60-70 

Gy であり、中央値 66Gy であった。 

 

(2) 免疫組織化学的解析の判定結果 

 腫瘍組織の免疫組織化学的解析により、21例（70.0%）にp53陽性、8例（26.7%）

に p16 陽性、18 例（60.0%）に cyclin D1 陽性、16 例（53.3%）に EGFR 陽

性、4 例（13.3%）に Notch1 陽性を認めた（図 13a-e）。 

 

 

図 13．免疫染色による陽性例 

a) p53、b) p16、c) cyclin D1、d) EGFR、e) Notch1 
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対照的に、正常な外耳道皮膚組織の免疫組織学的解析において、陽性を示す

ものは認めなかった（表 12）。 

 

  

 

表 12．免疫組織化学的解析結果 

 

 

 

(3) 免疫組織化学的解析と臨床病理学的因子との関連 

免疫染色による p53、p16、cyclin D1、EGFR、Notch1 陽性と臨床病理学的

因子との関連性についての解析結果を表 13 に示す。 
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表 13．免疫組織化学的解析と臨床病理学的因子との関連 
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腫瘍組織における p53 陽性については、有意に T 分類と相関を示した

（p=0.042）。また、腫瘍組織における EGFR 陽性については、有意に T およ

び N 分類と相関を示した（p=0.004、p=0.017）。一方、腫瘍組織における p16、

cyclin D1、Notch1 陽性については、年齢、性別、喫煙習慣、飲酒習慣、T 分

類、N 分類、組織学的分化度などの因子と相関を示さなかった。 

 

(4) 免疫組織化学的解析と生存率との関連 

腫瘍組織における各免疫組織化学的解析と生存曲線について図 14 に示す。 

 

 

 

図 14．腫瘍組織における免疫組織化学的解析と生存曲線 

a) p53、b) p16、c) cyclin D1、d) EGFR、e) Notch1 

 

 

腫瘍組織における EGFR 陽性群の 5 年粗生存率は 48.1%であり、EGFR 陰

性群の 92.9%と比較して有意に予後不良であった（p=0.015）。また、腫瘍組織

における Notch1 陽性群の 5 年粗生存率は 25.0%であり、Notch1 陰性群の
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75.7%と比較して有意に予後不良であった（p=0.025）。一方、腫瘍組織におけ

る p53、p16、cyclin D1 陽性群・陰性群の 5 年粗生存率に関しては、それぞれ

有意差を認めなかった（p=0.18、p=0.74、p=0.71）。 

 

(5) 臨床病理学的因子と生存率との関連 

 T 分類および N 分類と生存曲線について図 15 に示す。 

 

 

 

図 15．a) T 分類と生存曲線、b) N 分類と生存曲線 

 

 

T3-4 群の 5 年粗生存率は 35.9%であり、T1-2 群の 93.3%と比較して有意に

予後不良であった（p<0.001）。また、N1-3 群の 5 年粗生存率は 33.3%であり、

N0 群の 85.7%と比較して有意に予後不良であった（p=0.008）。一方、年齢、

性別、喫煙習慣、飲酒習慣、組織学的分化度などの各臨床病理学的因子におけ

る 5 年粗生存率に関しては、それぞれ有意差を認めなかった（p=0.78、p=0.071、

p=0.42、p=0.76、p=0.73）。 

 

(6) 新しい予後規定因子の検索 

粗生存率における単変量解析から有意差が得られた因子は、腫瘍組織におけ

る EGFR および Notch1 陽性、T 分類、N 分類であった（表 14）。これらの検



- 53 - 

 

討因子について Cox 比例ハザードモデルによる多変量解析を行ったが、独立し

た予後規定因子を抽出できなかった。 

 

 

 

表 14．Cox 比例ハザードモデルによる単変量解析 
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5-4．考察 

 

本研究において、外耳道癌組織の免疫染色による EGFR 陽性については、T

分類、N 分類、生存率と有意に相関を示した。EGFR はチロシンキナーゼ活性

のある膜貫通型糖タンパク質で、細胞膜上にある受容体に上皮成長因子が結合

すると、受容体の二量体化とチロシン自己リン酸化により活性化され、細胞内

に増殖シグナルを伝達する 56。正常組織においては細胞の分化・発達・増殖・

維持の調整に重要な関与を示すが、EGFR の遺伝子変異によって発癌、癌の増

殖・浸潤、血管新生、転移などを誘導する 56。頭頸部癌以外にも多くの上皮系、

間葉系、神経系の癌種において、EGFR の過剰発現は腫瘍増殖、浸潤、転移に

関与し、有用な予後規定因子の可能性も報告されており、放射線治療や化学療

法に対して耐性を示すとされる 22,56-58。第一章で述べたように、外耳道癌進行

例においては解剖学的構造から切除不能となることも多く、CRT が重要な位置

づけとなるものの依然として予後不良である 27,28。そのため、他の癌種と同様

に EGFR をターゲットにした分子標的薬による個別化医療に関しては検討の

余地があり、外耳道癌の生存率向上に対して重要な治療法の一つとなることが

期待される 17,58-60。 

Notch シグナル経路は細胞間情報伝達を担う主要なシグナル伝達系の一つで、

隣接する細胞間の受容体とリガンドが相互作用することによりそれぞれの状態

を伝達する 61。Notch の受容体は一回膜貫通型受容体で、細胞表面におけるリ

ガンドとの結合および物理的な作用による構造変化が発生し、タンパク質切断

酵素の作用により活性化される。活性化された Notch の細胞内ドメインは細胞

質に遊離して核へと移行し，標的遺伝子の上流において転写因子やコアクチベ

ーターと相互作用することによりその転写を促進させる 62。こうした Notch シ

グナル経路は、発生における形態形成および臓器形成に関与する他、細胞の恒

常性維持や分化における制御を担う 62。そのため、Notch シグナル経路を構成

する分子の変異は、遺伝性脳小血管病、アラジール症候群、大動脈弁疾患、急

性白血病、悪性疾患といったさまざまな疾患の原因となることが報告されてい
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る 63。頭頸部癌扁平上皮癌においても腫瘍増殖、浸潤、転移に関与し、予後規

定因子の可能性も示唆される 64。本研究において、外耳道癌組織の免疫染色に

よる Notch1 陽性については、生存率と有意に相関を示した。しかし、腫瘍組

織における Notch1 陽性率は 13.3％と低く、正常組織における Notch1 陽性例

を認めなかったものの有意差を得られなかった。そのため、Notch のリガンド

結合部位をターゲットにした分子標的薬の開発による次世代の個別化医療を期

待するとともに 18,19、より多くの外耳道癌組織検体を用いた分子生物学的解析

が必要である。 

本研究において、外耳道癌組織の免疫染色による p53 陽性については、T 分

類と有意に相関を示した。様々なヒト癌細胞で変異が検出されている癌抑制遺

伝子の p53 は、DNA 損傷刺激を受けた細胞で活性化され、bax 蛋白を介して

異常細胞のアポトーシスを誘導する他、細胞分裂周期を制御して損傷したDNA

の修復に関与する 65。p53 遺伝子の変異により半減期の長い変異型 p53 が過剰

発現し、p53 依存性アポトーシス機構を不活化させるため腫瘍増殖を誘導する

65。50％以上の癌種において変異型 p53 は腫瘍増殖・浸潤に関与すると報告さ

れており 65,66、外耳道癌においても同様のことが示唆された。免疫組織化学的

手法のほか DNA シークエンス法、LigAmp 解析、RT-PCR 法などの分子生物

学的手法による解析にて、変異型 p53 は予後規定因子となりえる可能性が報告

されているが 67、一方で、その有用性については否定的な報告も散見されるた

め一定した見解は得られていない 68。本研究においても、外耳道癌組織の免疫

染色による p53 陽性については、生命予後との有意な関連性を認めなかった。

本研究の結果と頭頸部扁平上皮癌における過去の報告から総合して考察すると、

p53 と生命予後や局所再発との関連性は否定できないものの、少なくとも免疫

組織学的手法による解析を施行した場合においては、予後規定因子としての有

用性は認められないと結論付けられる。 

外耳道癌における分子生物学的な検討の報告は世界的になく、本研究の意義

は高いものと考えられる。本研究で用いた免疫染色は、蛋白発現解析において
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広く施行されている手法で、一般的なホルマリン固定パラフィン包埋で保管さ

れた切除標本を対象に解析できるため、長期間の追跡調査が終了して予後が判

明した症例の生存解析が可能である 69。また、DNA シークエンス法、RT-PCR

法、免疫ブロット法などと比較して手技が簡便で費用も安価で、実臨床におい

ても導入が容易であるなど有用性が高い。一方で、抗原賦活の方法や抗体の種

類によって染色性が異なること、評価基準が一定ではないことなど短所も存在

する 69。希少疾患である外耳道癌に関しては、症例集積が困難であり、多くの

症例で検討する場合には、長期間の患者を対象にせざるを得ないため、ホルマ

リン固定パラフィン包埋で保管された切除標本を対象に免疫組織化学的解析を

することが妥当である。 
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6．総括および結論 

 

①研究から得られた知見 

 

➢ 外耳道癌においては、原発巣の進行度分類法の一つである Pittsburgh 分類

が独立した予後規定因子として示された。 

 

➢ 早期外耳道癌に対する治療法として、外側側頭骨切除術の際に分層植皮を

用いて外耳形成および鼓室形成を加える方法は、腫瘍の根治性だけではな

く聴覚機能温存の観点から有用性が高いと考えられた。 

 

➢ 腫瘍組織における免疫組織化学的手法により、EGFR および Notch1 発現

が予後規定因子となりえる可能性が示された。 

 

②新しい知見の意義 

 

➢ 希少疾患のため現在まで不明確であった外耳道癌の予後規定因子を同定で

き、Pittsburgh 分類による進行度に応じた治療選択を行うことが可能にな

ると期待される。 

 

➢ 外耳道癌における聴覚機能温存を考慮に入れた治療法の比較検討は世界的

になく、他の頭頸部癌と同様に、早期例においては癌の根治性と機能温存

の両面を治療目標にする必要がある。 

 

➢ 外耳道癌における分子生物学的な検討の報告は世界的になく、新たな予後

規定因子および標的分子として EGFRおよびNotch1 が候補に挙げられた

ことの意義は高い。これらをターゲットにした分子標的薬による個別化医
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療に関しては検討の余地があり、外耳道癌の生存率向上に対して重要な治

療法の一つとなる可能性がある。 

 

③今後の研究展開と課題 

 

➢ 早期外耳道癌における腫瘍切除後の外耳形成の方法として、分層植皮を用

いる方法の他に、全層植皮、局所皮弁、遊離皮弁なども含めて比較検討す

る必要性がある。 

 

➢ EGFR および Notch1 をターゲットとした分子標的治療薬の開発により、

予後不良な進行例に対して選択的に投与されることで生存率向上に寄与す

るか臨床的検討の必要性がある。 

 

➢ 癌に関連する遺伝子および蛋白発現において、EGFR および Notch1 の他

に局所再発・生命予後と関連性を示す因子がないか、これらの下流シグナ

ル経路を制御する因子がないか追加して探索する必要性がある。 

 

➢ 外耳道癌は希少疾患であるため、組織標本の重要性は極めて高いものと考

えられる。将来的な分子生物学的研究の準備として、バイオバンクシステ

ムによる癌組織保管が求められる。ホルマリン固定標本や新鮮凍結標本よ

りも PAX 固定標本を用いることで、癌組織からの DNA およびタンパク質

抽出の精度を高めるようにする必要性がある。 
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