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要旨 

 

 口腔扁平上皮癌は, 口腔を原発とする悪性腫瘍の 90%を占め，その中で約 60%が舌癌と

される． 舌癌の臨床予後を規定する最も重要な因子の一つに頸部リンパ節転移があるが，

頸部リンパ節転移の予測因子についてはいまだ決定的なものはなく，新たな予後予測因子

が必要とされている. 近年, 手術療法，化学療法，放射線療法に次ぐ第四のがん治療法と

して, 免疫療法が確立され, がん細胞のみならず, それらを取り巻くがん微小環境が注

目されている. リンパ球のがん部への遊走を調整する特殊な血管として高内皮細静脈 

High Endothelial Venule (HEV)が知られている. HEV はリンパ節や小腸のパイエル板な

ど, 二次リンパ組織に存在することが知られており，がん組織中に存在する HEV が生命予

後に関連することが複数の癌種で報告されている. しかし，口腔扁平上皮癌組織における

HEV の機能についてはほとんど報告がない．本研究では，口腔癌における HEV と臨床的意

義について明らかにすることとした．北海道大学病院口腔診断内科，口腔顎顔面外科, 北

海道がんセンター口腔腫瘍外科において初回治療として手術が行われた舌扁平上皮癌症

例を対象とした. 舌扁平上皮癌組織を用いて，HEV の数・局在，HEV 周囲の CD8 陽性細胞

の数・局在，三次リンパ様構造（TLS）形成の有無について評価し，各臨床病理学的因子と

の関係について解析した. その結果，HEV が多い症例では臨床的予後が良好であることが
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示された. また，腫瘍辺縁部に HEVが限局している症例は臨床的予後が良好であることが

示された. HEV周囲のCD8陽性細胞の数と臨床的予後には有意な差が認められなかったが，

CD8 陽性細胞が腫瘍辺縁部に限局して浸潤する症例では, 臨床的予後が良好であることが

示された. TLS 形成症例は HEV の数が有意に多かったが，TLS 形成と臨床的予後に相関は

認められなかった． 

本研究により, 口腔扁平上皮癌において HEV及び CD8陽性細胞の局在が予後に関与する

ことが示され，予後予測因子として有用であることが示唆された. 
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緒言 

 

  我が国において, 口腔を原発とする悪性腫瘍は全がんの約 1%を占め, 病理組織学的

には 90%が扁平上皮癌である 1). 初診時の病期診断は, 0 期 2.5%, Ⅰ期 20.1%, Ⅱ期 

19.1%, Ⅲ期 15%, Ⅳ期 43.3%であり, Ⅲ・Ⅳ期の進行症例が約 60%を占めている 2). また

口腔がんにおいて, 舌癌が発生頻度 60%と最も多い 3). 舌癌の Stage 別 5 年生存率は, Ⅰ

期 約 95%, Ⅱ期 約 75%, Ⅲ期 約 55%, Ⅳ期 約 40%であり 4), 進行症例として診断される

症例が多いことから決して予後が良いとはいえない. 舌癌において, 臨床予後に影響す

る最も重要な因子のひとつは頸部リンパ節転移である. 治療前に頸部リンパ節転移の可

能性を予測することができれば, 患者の臨床予後に有益であるため, これまで肉眼分類

5,6)や組織学的腫瘍浸潤様式 7,8,9)など頸部リンパ節転移予測因子の検討がなされてきた. 

肉眼分類においては, 表在型や外向型に比較し, 内向型病変は有意に頸部リンパ節転移

が多いことが示されており, 国際対がん連合 International Union Against Cancer 

(UICC)による TNM 分類第８版 10)では, 原発腫瘍の診断に進達度が加わった. それに伴い, 

旧分類と新分類を比較し, 新分類は後発転移や生存率をより的確に反映することが報告

された 11,12). しかし, 診断基準が改定されて以降も, 早期症例に頸部リンパ節後発転移

を生じるような予後不良例が認められ, 更なる予後予測因子が求められている. 

 近年, 手術療法，化学療法，放射線療法に次ぐ第 4のがん治療法として, 免疫療法が確
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立され, がん細胞のみならず, それらを取り巻くがん微小環境が注目されている. 抗腫瘍

免疫においてリンパ球の腫瘍部への到達が重要であり, リンパ球の腫瘍部への遊走を調整

する特殊な血管である高内皮細静脈 High Endothelial Venule (HEV)が抗腫瘍免疫に関与

することが知られている 16,20）.  

HEV はリンパ節などの二次リンパ組織に存在し, リンパ球が血管系からリンパ管系へ移行

する(リンパ球ホーミング)際のジャンクションとして機能する 13). HEV は終末細静脈と比

較し, 丈が高く厚みのある血管内皮細胞をもつことを特徴としている. HEV の血管内皮細

胞表面には, L-セレクチンリガンドが発現しており, リンパ球に発現する L-セレクチンと

特異的に接着する 14). HEV は二次リンパ組織のみならず, 自己免疫疾患などの慢性炎症巣

にも存在し, HEV を介してリンパ球が組織に移動することで三次リンパ組織 Tertiary 

lymphoid structure (TLS)を形成し, 病態を増悪させると考えられてきた 15). がん組織中

にも HEV が存在し, HEV の存在の有無やその数が臨床的予後に関連していることが報告さ

れている 16-18). HEV ががん組織中に多くみられる症例は臨床的予後が良好であることが報

告されている 16-18)一方で， HEV が多い症例ではリンパ節転移が多いことを示した報告 19)も

あり, がん組織中の HEV の機能について未だ解明されていないのが現状である. これまで

口腔癌で, HEVの数や HEV を介したリンパ球の分布, TLS 形成が臨床的予後と関連するこ

とについて数本の論文報告がある 18-22)が, 口腔癌は希少であることから検討症例数が少な

く, 更なる検討の余地があると考えられる. そこで本研究では, 口腔癌組織に存在する
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HEV を組織学的に解析し, 臨床的因子との関連を検討することで, HEV の存在意義及び予後

予測因子としての有用性について検索した. 

 

材料と方法 

1. 対象 

2010 年から 2015 年に北海道大学病院口腔診断内科，口腔顎顔面外科において, また 2016

年から 2019 年に北海道がんセンター口腔腫瘍外科において加療を行った舌扁平上皮癌 251

例のうち，初回治療として手術が行われ, ホルマリン固定パラフィン包理標本が使用可能

であった 83例を対象とした. 本研究では組織学的解析に対する脱灰の影響を考慮し, 比較

的顎骨切除を伴うことが少ない舌癌を選択した.舌原発の扁平上皮癌の中でも切除時に顎

骨の合併切除がなされた症例は研究対象から除外した. 

2. 免疫組織染色 

通法に従い，ホルマリン固定パラフィン包埋組織から切片を薄切し，脱パラフィン, 脱水処

理後，TE バッファー（Tris/EDTA 溶液 : pH9.0）を用いて加熱処理し抗原の賦活化を行っ

た．次に 0.5%H2O2を 10 分間反応させて内因性ペルオキシダーゼを不活性化した. リン酸緩

衝液 (Phosphate-buffered saline: PBS) で洗浄し，5% Goat serum albumins (GSA) 含有

PBS を用いて 10 分間処理し，非特異的反応を阻害した．一次抗体として抗 CD31 抗体 

(ab28364, Lot.#GR3247742-11, Abcam, Cambridge) ，  抗 MECA79 抗 体  (120802, 
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Lot.#B282544, Biolegend，San Diego), 抗 CD20 抗体 (GTX29475, Lot.# 822004112, 

GeneTex，Irvine) はそれぞれ400倍, 抗 CD8抗体 (4B11, Lot.#6068276, Leica Biosystems，

Wetzlar) は 100 倍に希釈して用いた. また抗 CD3抗体 (413241, Lot.#H1407, ニチレイバ

イオサイエンス, 東京) は未希釈で用いた. 一次抗体は 4℃で 15 時間反応させた． その

後，HRP 標識抗ウサギ二次抗体(Dako，東京)， HRP 標識抗ラット二次抗体(Dako，東京)， 

HRP 標識抗マウス二次抗体(Dako，東京)を 100 倍に希釈して用いた. また HRP 標識抗マウス

二次抗体(ニチレイバイオサイエンス，東京)は未希釈で使用した. 二次抗体は室温で 60 分

間作用させ，DAB (3，3 – diaminobenzidine，Dako，東京) にて発色後，ヘマトキシリンで

核染色を行った．水洗後，脱水，透徹を行い封入し，光学顕微鏡にて検鏡した． 

３） HEV 数の算出方法 

MECA-79 陽性領域を HEV とし，MECA-79 染色標本の癌部において 20 倍の強拡視野（560μm

×360μm）内に含まれる HEV 数が多い上位 5 箇所をホットスポットと定義した（ホットス

ポット法 18））(図 1A)．ホットスポットに含まれる HEV 数の平均値を算出した. 

４） CD8 陽性細胞数の算出方法 

MECA-79 免疫染色標本の連続切片を用いて，CD8 免疫染色を行った．３）にて HEV 数算出に

より選択されたホットスポットに認められる CD8 陽性細胞数を計測し, 平均値を算出した 

(図 1A)． 

５） 三次リンパ様構造 (Tertiary lymphoid structure：TLS)の評価方法 
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H-E 標本を用いてリンパ濾胞形成の有無について評価し，リンパ濾胞の形成が認められた

症例の連続切片を用いて MECA-79，CD3, CD20 の免疫染色を行った．リンパ濾胞に HEV，CD3

陽性 T細胞，CD20 陽性 B細胞が全てみられた症例を TLS 形成症例とした(図 1B). 

６）  腫瘍辺縁 HEVの評価方法 

腫瘍辺縁部から腫瘍側，正常側それぞれ 150μm の領域における HEV の有無について評価

した. 同領域に複数個の HEVが認められた症例を腫瘍辺縁 HEV＋症例とした(図 1C). 

７） CD8 陽性細胞に対する局在の評価方法 

 CD8 染色標本を用いて，CD8陽性細胞が腫瘍内部に瀰漫性に浸潤する症例, CD8 陽性細胞

が腫瘍辺縁に限局して浸潤する症例の 2群に分類した.  

８） 統計学的解析法 

統計学的解析には統計ソフトウェア (SPSS Statistics v.26 ，IBM，Armonk, NY, USA) 

を使用し ，各臨床病理学的因子と HEVの数・局在, TLS 形成の有無, CD8 陽性細胞の数・

局在の関連性についてカイ二乗検定および Fischer の正確確率検定を用いて検討した. ま

た無病生存率について Cox 比例ハザードモデルによる単変量解析および多変量解析を行っ

た. 無病生存期間については Kaplan-Meier 法により評価し，各群間の有意差について log-

rank 検定を行った． P < 0.05 を有意な差とした．  
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結果 

 

１）患者背景 

  解析に用いた 83 例の臨床病理学的背景を表１に示す．初診時の年齢は 29～89 歳で中央

値 62 歳，65歳未満が 45 例, 65 歳以上が 38 例であった. 性別は男性 44 例，女性 39 例で

あった．病期は Stage Ⅰが 24 例，Stage Ⅱが 38 例，Stage Ⅲが 13 例，Stage Ⅳが 8例で

あり, 早期症例が 75%を占めていた．本研究における病期は, 国際対がん連合

International Union Against Cancer (UICC)第８版を用いて分類した. なお 83例中 8例

(10%)に局所再発, 21 例(25%)に頸部リンパ節後発転移, 3 例(4%)に遠隔転移が認められた. 

 

２）口腔扁平上皮癌組織における HEVの数と臨床的予後の関連 

 口腔扁平上皮癌組織における HEV を評価するため，腫瘍部のパラフィン包埋切片を用い

て， MECA-79 抗体, CD31 抗体により免疫組織染色を行った. 腫瘍部の代表的な H-E 染色

像，CD31 染色像, MECA-79 染色像を図 2A に示す．腫瘍胞巣周囲に CD31，MECA-79 共陽性の

血管が認められた. CD31，MECA-79 共陽性の血管は MECA-79 陰性の血管と比較し，血管壁に

厚みがあり, 内腔が僅かであった．形態的、免疫組織学的にこれらの血管は HEV と考えら

れた．  

 各症例の腫瘍部における HEV 数を計測し, 臨床病理学的因子および予後との関連につい
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て解析した．ホットスポットにみられた HEV の数は, 0〜9.6個で中央値は 2.4個であった. 

カットオフ値は，上位 1/3, 下位 2/3 を画する値とした 16). HEV 数がカットオフ値より高値

である症例を HEVhigh, 低値である症例を HEVlowとし，83 例を 2群に分類した(図 2B).  

5 年無病生存率は HEVhighが 84.8%, HEVlowが 58.8%であり, 腫瘍部における HEV の数が多い

症例は有意に無病生存率が高いことが示された(p=0.039)(図 2C). 

各臨床病理学的因子と HEV 数の関連について検討したところ, HEVlowと比較し, HEVhighは術

後頸部リンパ節非転移群(p=0.029)で有意に多かった. 年齢, 性別, 病期, 局所再発の有

無, 遠隔転移の有無の間には統計学的有意差は認められなかった(表 2). 

 

３）腫瘍組織中の TLS 形成と臨床的予後との関連  

TLS はリンパ組織外の組織中にみられるリンパ濾胞様構造であり，HEV, 樹状細胞, T細胞, 

B 細胞により構成される. HEV が口腔癌組織中に認められたことから, 口腔癌組織中の TLS

形成についても評価を行った. H-E 染色像においてリンパ濾胞様構造がみられる症例で, 

リンパ濾胞に HEV, T 細胞, B細胞の全てがみられた症例を TLS形成症例（TLS+）とした(図

3A e-h). 一方, H-E 染色像においてリンパ濾胞様構造を形成していないもの，あるいはリ

ンパ濾胞様構造を形成しているものの濾胞内に HEV が認められない症例を TLS 非形成症例

(TLS-)とした(図 3A a-d). 全 83 例中 TLS＋群は 11 例, TLS−群は 72例であった. TLS＋群

と TLS−群について HEV 数を比較すると, TLS−群に比べ, TLS＋群では有意に多くの HEV が認
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められた(図 3B). 5 年の無病生存率は TLS＋群が 70.0%, TLS−群が 67.1%であり，差はみら

れなかった(図 3C).  

また各臨床病理学的因子と TLS形成の関連については, 年齢, 性別, 臨床病期, 局所再発

の有無, 術後頸部リンパ節後発転移の有無, 遠隔転移の有無のすべての点で統計学的有意

差は認められなかった(表 2). 

 

4）HEV の局在と臨床的予後との関連 

 HEV 数が多い症例は, 腫瘍内部に HEV が均一に存在し, 結果 2)で示した様に, HEVhigh群

は予後が良いことが示された. しかし, 腫瘍部の HEV 数が少ないにも関わらず, 腫瘍辺縁

部に限局して HEV が存在する症例が存在し, さらにそれらの症例の中には再発転移が少な

いものがあった. そこで，HEV の局在に着目し，臨床的予後との関連について検討した． 腫

瘍の辺縁部にのみ HEV が存在する症例(図 4A e, f, g, h)を腫瘍辺縁 HEV＋，腫瘍辺縁部に

HEV が認められない症例(図 4A a, b, c, d)を腫瘍辺縁 HEV−とした. 全 83 例において腫瘍

辺縁 HEV＋群は 37 例, 腫瘍辺縁 HEV−群は 46 例であった. 腫瘍辺縁 HEV＋群と腫瘍辺縁 HEV

−群について, ホットスポット法で算出した HEV 数を比較したところ, 腫瘍辺縁 HEV−群に

比べ腫瘍辺縁 HEV＋群では有意に多くの HEV が認められた(図 4B)． 5 年無病生存率は腫瘍

辺縁 HEV＋群が 89.1%, 腫瘍辺縁 HEV−群が 49.3%であり, HEV が腫瘍辺縁部にみられる症例

は有意に無病生存率が高いことが示された(p<0.001)(図 4C). 各病期における腫瘍辺縁 HEV
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＋群の割合は Stage Ⅰが 58%, Stage Ⅱが 53%, Stage Ⅲが 15%, Stage Ⅳが 13%であり, 

腫瘍の進行に伴い腫瘍辺縁HEV＋の割合は低下していた(図4D). 早期症例であるStage Ⅰ・

Ⅱ群 62例において腫瘍辺縁HEV＋群は 34例, 腫瘍辺縁 HEV−群は28例であった(図 4D). 早

期症例における HEV の局在と 5 年無病生存率についても検討すると，腫瘍辺縁 HEV＋群が

88.1%, 腫瘍辺縁 HEV−群が 64.2%であり(p=0.038)， HEV が腫瘍辺縁部にみられる症例は有

意に無病生存率が高いことが示された (図 4E). また, 進行症例における HEV の局在と 5

年無病生存率についても検討すると，腫瘍辺縁 HEV＋群が 20%, 腫瘍辺縁 HEV−群が 0%であ

り, HEV が腫瘍辺縁部にみられる症例は有意に無病生存率が高いことが示された

(p=0.048)(図 4F). 

 各臨床病理学的因子と HEVの局在について検討した. 腫瘍辺縁 HEV−群と比較し, 腫瘍辺

縁 HEV＋群は早期症例である StageⅠ・Ⅱ群(p=0.001), 術後頸部リンパ節非転移群

(p=0.001)で有意に多かった. 年齢, 性別, 局所再発の有無, 遠隔転移の有無の間には統

計学的有意差を認めなかった(表 2). 

 

5）CD8 陽性細胞の数, 局在と臨床的予後との関連 

 HEV はリンパ球を血管内から組織内に誘導する機能を果たすとされる. そのため, HEV に

より腫瘍部に誘導されるリンパ球についても評価を行うこととした. 今回は癌間質部に認

められるリンパ球のうち腫瘍免疫の主体を成す殺細胞性 T 細胞に着目した．殺細胞性 T 細
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胞のマーカーCD8 が陽性の類円形細胞を殺細胞性 T細胞として，CD8 陽性細胞を評価した.  

HEV のホットスポット内に認められた CD8 陽性細胞の数は, 0〜388 個で中央値は 77.6 個, 

第三四分位点での個数は 177.8 個であった. 第三四分位点 177.8 をカットオフ値として, 

CD8 陽性細胞の数が 177.8 より高値である症例を CD8high, 低値である症例を CD8lowとし，83

例を CD8high，CD8low の 2 群に分類した(図 5A). CD8high群と CD8low群における 5年無病生存

率は，CD8high群が 70.7%, CD8low群が 66.4%であり, CD8high群の方が生存率が高い傾向を示し

たが, 統計学的有意差は認められなかった(p=0.716)(図 5B). CD8 陽性細胞の局在は症例に

より多様であることから，CD8 陽性細胞の局在にも着目し，臨床的予後との関連を検討した．

腫瘍内に瀰漫性に CD8 陽性細胞が浸潤する症例を CD8 瀰漫性浸潤群（図 5C a, b, c) , 腫

瘍内部への CD8 陽性細胞の浸潤は少ないが腫瘍を取り囲む様に辺縁に存在する症例を CD8

腫瘍辺縁浸潤群(図 5C d, e, f)とした. CD8 瀰漫性浸潤群は 62例, CD8 腫瘍辺縁浸潤群は

21 例であった. CD8 瀰漫性浸潤群と CD8 腫瘍辺縁浸潤群における 5 年無病生存率は，CD8

腫瘍辺縁浸潤群が 85.4%, CD8 腫瘍辺縁浸潤群が 61.7%であり, CD8 陽性細胞が腫瘍を取り

囲む様に辺縁に存在する症例は有意に無病生存率が高いことが示された(p=0.045)(図 5D). 

さらに CD8陽性細胞の局在と HEV の局在との関連について検討した. CD8 腫瘍辺縁浸潤群

21 例のうち腫瘍辺縁 HEV＋症例は 12 例(57%), CD8 瀰漫性浸潤群 62 例のうち腫瘍辺縁 HEV

＋症例は 25例(40%)であり, CD8 瀰漫性浸潤群と比較し, CD8 腫瘍辺縁浸潤群の方が腫瘍辺

縁 HEV＋症例である割合が多い傾向を示した(図 5E)． 
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 各臨床病理学的因子と CD8陽性細胞数・CD8 陽性細胞の局在の関連について検討したとこ

ろ, 年齢, 性別, 臨床病期, 局所再発の有無, 術後頸部リンパ節後発転移の有無, 遠隔転

移の有無の間に統計学的有意差は認められなかった(表 2). 

 

6）Cox 比例ハザードモデルによる生存分析 

Cox 比例ハザードモデルによる単変量解析では, 病期, HEV の局在, CD8 陽性細胞の局在

については無病生存率に有意な差が認められた(病期, HEV の局在 p<0.001, CD8 陽性細胞

の局在 p=0.045)一方で, 年齢, 性別, HEV の数, TLS 形成の有無, CD8 陽性細胞数と無病生

存率に有意な差はなかった.  

続いて, 同モデルを用いた多変量解析を行い，相対的死亡リスクを算定した. 病期, HEV

の局在, CD8 陽性細胞の局在の 3 つの因子が独立して無病生存率に影響を与えることが示

された. 進行症例より早期症例は再発・転移のリスクが 0.255 倍と低く(95% CI 0.112-

0.579, p=0.001), 腫瘍辺縁HEV−症例より腫瘍辺縁HEV＋症例は再発・転移のリスクが0.287

倍低かった (95% CI 0.103-0.799, p=0.017)． CD8 細胞の局在については CD8瀰漫性浸潤

群より CD8 腫瘍辺縁浸潤群は 0.236 倍再発・転移のリスクが低い(95% CI 0.069-0.803, 

p=0.021)ことが示された(表 3).  
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考察 

 

 近年, がん微小環境が注目されており，腫瘍浸潤リンパ球(Tumor Infiltrating 

Lymphocyte: TIL)が多くみられる症例は生命予後が良好であることが報告されている 23-26). 

2011 年 Martinet らは, ヒトの固形がんにおいて HEV が腫瘍内へのリンパ球浸潤を制御す

ることで抗腫瘍免疫に働くことを示し，腫瘍組織内に HEV が存在することが良好な臨床転

帰と相関することを初めて報告した 16). これまで口腔癌における HEV に関しては, その数

や構造と予後との関連が報告 18-20)されている．腫瘍組織中に HEV が多く認められる症例は

臨床的予後が良いと報告されてきたが 18,20），本研究でも腫瘍組織中の HEV 数が多い症例は

有意に再発転移が少ないことが明らかになり，同様の結果が示された．しかし，HEV の局在

に着目した研究はこれまでになく，今回, 我々は初めて腫瘍辺縁における HEV の存在が臨

床予後に非常に重要であることを示した. 病期の進行に伴い, HEV が減少することは既に

報告されている 16-18)が, 臨床病期と HEV の局在の関係についての報告はない． 腫瘍部に

HEV が形成される機序については, 既存の血管の進展によるものか, あるいは循環血管内

皮前駆細胞由来なのか, 明らかにされていないが, HEV の形成・維持には, リンフォトキシ

ン(LT)が関連するといわれている 17,40-43)． HEV の血管内皮細胞表面には LTβ受容体が発現
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しており, その維持にはLTβ受容体シグナルが重要であることが示されている41). In vivo

での検討において, 血管内皮上の LTβ受容体を特異的に欠失させたマウスでは, 末梢リン

パ節の HEV の形成不全が生じ, リンパ球のホーミングも著しく阻害されていた 40). また, 

樹状細胞を除去したマウスでは, 末梢リンパ節における MECA-79 陽性血管(HEV)が減少する

ことが観察されていた 42). ヒト腫瘍においても, 腫瘍内 HEV密度と樹状細胞の密度の間に

有意な正の相関があり, LTβと成熟樹状細胞のマーカーである DC-LAMP の発現量がそれぞ

れ, CCL19・CCL21・CXCL13 の発現量と有意な正の相関を示したことが報告されている 17). 

これらのことから樹状細胞由来の LTβが HEV の維持に重要であることが示唆されている．

本研究では Stage Ⅰ・Ⅱの早期症例では腫瘍辺縁に HEV が存在する症例が半分以上みられ

たが，後期 Stage では腫瘍辺縁に HEV が認められる症例が少なかった．すなわち腫瘍の進

行に伴い腫瘍辺縁の HEV が減少することが示唆された（図 4D）. この理由として我々は２

つの可能性を考えている． 一つは辺縁に存在していた HEV が消失する機序として，腫瘍が

周囲に浸潤増殖する際に，放出するサイトカイン等により樹状細胞の LTβ産生量が低下，

あるいは HEV における LTβ受容体発現量が減少すること, ２つめとして，もともと腫瘍辺

縁 HEV が少ない症例では，CD8 陽性細胞や樹状細胞が誘導されず腫瘍細胞が水平方向, 垂直

方向へ容易に浸潤するため，進行癌になりやすいという可能性である. 今後, 我々はこれ

らの可能性について研究を進め，腫瘍辺縁 HEV の形成，消失の機序を明らかにする予定であ

る．  
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口腔癌発症のリスク因子は, 飲酒, 喫煙, 慢性の機械刺激など炎症を伴うものが多い. 

頭頸部扁平上皮癌で, 炎症性サイトカインであるIL-6が高発現しているという報告37）や，

様々ながん種において IL-6 高発現と予後不良との関連が報告されている 32-37). IL-6 は, 

STAT3 を活性化することにより樹状細胞を抑制することが知られている 38). 樹状細胞は, 

HEV の形成・維持に重要な細胞であり 17）,ナイーブ CD8 陽性細胞の活性化と細胞傷害性 T細

胞(CTL)への分化にも重要な役割を果たしている 39）. 今回の研究で HEV及び CD8陽性細胞

の局在が重要であったことに, IL-6 が関与していることも考えられる． 腫瘍中心部では

IL-6 の産生に伴い, 樹状細胞の機能が抑制され, HEV によるリンパ球誘導が抑制された可

能性も考えられた. さらに, 既に腫瘍部に誘導されていた CD8 陽性細胞が CTLへ分化する

ことができず抗腫瘍効果が得られなかったことも考えられた. 一方, 腫瘍辺縁部は, 腫瘍

中心部と比較しサイトカインの影響を受けにくく, その結果樹状細胞が正常に機能し, HEV, 

CTL が誘導・活性化され腫瘍免疫が働いたのではないかと推測された. 今後は, CTL につい

て活性化マーカーを用いて検討を行い, HEV と CD8 陽性細胞の活性化状態との関連につい

て解析予定である.  

抗腫瘍免疫において重要な役割を果たしている細胞の 1 つに CD8 陽性細胞がある．早期

直腸癌においては，腫瘍中心部及び腫瘍浸潤縁の双方で CD8 陽性細胞の密度が高いと臨床

的予後が良好であることが示されている 24). また，上皮性卵巣癌においては腫瘍胞巣内へ

の T 細胞の浸潤が重要であり, 癌間質部の T 細胞浸潤は予後に影響を与えないことも示さ
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れている 23)．一方で, 腫瘍胞巣内への T細胞ではなく癌間質部の T細胞浸潤が乳癌の良好

な予後に関連するといった報告もある 25). 口腔癌においては, Chen らが腫瘍中心部と腫瘍

辺縁部における CD3 陽性細胞, CD8 陽性細胞の数と疾患特異的生存率について検討を行っ

ている．腫瘍中心部, 腫瘍辺縁部ともに CD8 陽性細胞数よる予後の差はなく, 腫瘍辺縁部

で CD3 陽性細胞が多いと有意に予後が良かったと報告している 26). このように腫瘍におい

てリンパ球浸潤が多い症例は, 臨床予後が良いことを示した報告 23-26）が多数存在する一方, 

リンパ球浸潤が多い症例で有意に再発が多いことを示した報告もある31). このように, CD8

陽性細胞はその数や局在について, 様々な検討がされているが, いまだ臨床的予後との相

関については明らかではなく，検討の必要がある．本研究は HEV を介して腫瘍部に浸潤する

CD8 陽性細胞の局在が臨床的予後と相関することを示唆しており，抗腫瘍免疫の新たなメカ

ニズムの解明につながることが期待される． 

腫瘍部に形成される樹状細胞, T 細胞, B 細胞, HEV から構成される三次リンパ構造 

(TLS)ががんの良好な予後に寄与するという報告がある 21,22,27,28). 近年 TLSは免疫チェック

ポイント阻害薬のバイオマーカーとしても期待されている 29,30). 口腔癌においては治療法

が手術のみならず, 術後治療として化学療法や放射線療法が行われた症例が含まれる報告

21)や, リンパ濾胞を形成する成熟 TLS とリンパ濾胞を形成していないが未成熟 TLS をとも

に解析対象とした報告 22)があるが，論文報告はわずかであり，口腔癌組織における TLS の

存在意義はいまだ十分には解明されていない．今回検討した 83例中 11例(13.3%)に TLS 形
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成が認められた（図 3B）. 口腔扁平上皮癌組織中の TLS に関する報告 21,22)では, TLS 形成

を認めた症例は対象症例中およそ 10-20%と比較的少なく, 今回も同様の結果であった. 臨

床予後については, TLS形成を認めなかった症例と, TLS 形成を認めた症例で有意な差は認

められず（図 3C），これまでの報告とは異なる結果であった. 本研究の対象の進行症例は，

初回治療として全例手術可能で, 術後治療が必要となるリスク因子を有する症例はなかっ

た． そのためいずれも術後照射治療を行っていない.一方, 先行論文では手術後に放射線

治療または放射線治療後に手術を行った症例が 8割を占めていた 21). In vivo での検討に

おいて, 放射線照射が TLS にアポトーシスと一過性のサイズ縮小を引き起こすが, その後

TLS の大きさは回復し, むしろ照射前よりも活性化した CD8 陽性細胞が有意に増加するこ

とが示されており 44), 放射線治療による免疫調整作用が期待されている. 以上のことから, 

TLS 形成と生命予後についての検討において, 本研究とこれまでの報告との間に違いがあ

ったのではないかと考える. また, TLS 形成の有無と HEV の数について, TLS 形成がみられ

ない症例と比較し, TLS 形成がみられた症例は, HEV数が有意に多かった（図 3B）が，これ

は, TLS には HEV の誘導, 維持に重要である樹状細胞が存在したためではないかと考えら

れる. しかし，本研究では口腔癌組織中の IL-6 や樹状細胞について検討できておらず, 今

後更なる解析が必要である． 

本研究により, 口腔扁平上皮癌において HEV 及び CD8 陽性細胞はその数よりも局在が臨床

的予後に重要であることが示され，HEV の抗腫瘍免疫効果のメカニズムについて解明する上
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で重要な足がかりとなると考えられる. 今後，HEV及び CD8 陽性細胞が口腔扁平上皮癌の術

後頸部リンパ節転移の予測マーカーとして, また将来的には免疫チェックポイント阻害薬

使用のコンパニオンマーカーの 1つとして診断に用いられることが期待される. 

 

 

 

結論 

 本研究により, 口腔扁平上皮癌において HEV 及び CD8 陽性細胞の局在が予後予測因子と

して有用であることが示唆された. 
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図の説明 

 

図 1 実験の方法 

(A)HEV 数, CD8 陽性細胞数の計測. HEV 数：癌部において 20 倍の強拡視野内に含まれる

MECA-79 陽性 HEV の数が多い上位 5 箇所をホットスポットとし, ホットスポットに含まれ

る HEV 数の平均値を算出した. CD8 陽性細胞数：HEV のホットスポットに認められる CD8細

胞数を計測し，平均値を算出した. (B)三次リンパ様構造(Tertiary lymphoid structure：

TLS)の評価. HE 標本でリンパ濾胞形成が確認できた症例のうち，リンパ濾胞に HEV, T 細

胞, B 細胞が全てみられた症例を TLS 形成症例とした. (C)HEV 及び CD8 陽性細胞の局在の

評価. HEV の局在：腫瘍辺縁部から腫瘍側，正常側それぞれ 150μm の領域に認める HEV の

有無について評価した. CD8 陽性細胞の局在：CD8陽性細胞が腫瘍内部に瀰漫性に浸潤する

症例, CD8 陽性細胞が腫瘍辺縁に限局して浸潤する症例の 2群に分類した. 

 

図 2 口腔扁平上皮癌組織中の HEV の数と臨床的予後の関連  

(A)口腔扁平上皮癌の HE, CD31，MECA-79 染色像. (a)-(f)は HEVがみられなかった症例, 

(g)-(l) は HEV がみられた症例の腫瘍部の染色像. (a), (d), (g), (j) は HE 染色像， (b), 

(e), (h), (k) は CD31染色像， (c), (f), (i), (l) は MECA-79 染色像を示す. スケール

バー, 0.1 mm. (B)ホットスポット法により算出した HEV 数について, 上位 1/3, 下位 2/3
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を画する数値をカットオフ値とし, HEVhighと HEVlowの 2 群に分類した. (C)HEVhighと HEVlow

の 5 年無病生存率の Kaplan-Meier 曲線. log-rank test を用いた統計解析で, 有意な相関

が見られた（DFS, p=0.039*）. 

 

図 3 腫瘍組織中の TLS 形成と臨床的予後との関連  

(A)口腔扁平上皮癌の HE, MECA-79，CD3，CD20染色像. (a)-(d)は TLS の形成がみられない

症例， (e)-(h)は TLS の形成がみられる症例の染色像. (a), (e)は HE 染色像. (b), (f)は

MECA-79 染色像，(c), (g)は CD3 染色像， (d), (h)は CD20 染色像を示す． スケールバー, 

0.25mm. (B)TLS を形成していない症例と TLS 形成症例の HEV 数の比較 (Mann–Whitney U 

test, p=0.005*). (C)TLS を形成していない症例と TLS 形成症例の無病生存率の Kaplan-

Meier 曲線. log-rank test を用いた統計解析では, 有意な相関は見られなかった（DFS, 

p=0.772）. 

 

図 4 HEV の局在と臨床的予後との関連  

(A)腫瘍辺縁部の HE，MECA-79 染色像. (a)-(d)は腫瘍辺縁に HEV を認めない症例， (e)-(h)

は腫瘍辺縁に HEV を認める症例の染色像. (a), (c), (e), (g)は HE 染色像， (b), (d), 

(f), (h)は MECA-79 染色像を示す．スケールバー,0.25mm. 矢印は HEVを示す. (B)腫瘍辺

縁に HEV を認めない症例と腫瘍辺縁に HEV を認める症例の HEV数の比較 (Mann–Whitney U 
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test, p<0.001*). (C)腫瘍辺縁に HEV を認めない症例と腫瘍辺縁に HEV を認める症例の無

病生存率の Kaplan-Meier 曲線. log-rank test を用いた統計解析で, 有意な相関が見られ

た（DFS, p<0.001＊） (D)各病期における腫瘍辺縁に HEV を認める症例の割合(カイ二乗検

定, p=0.001*). (E)早期症例における腫瘍辺縁に HEV を認めない症例と腫瘍辺縁に HEV を

認める症例の無病生存率の Kaplan-Meier 曲線. log-rank test を用いた統計解析で, 有意

な相関が見られた（DFS, p=0.038＊）. (F)進行症例における腫瘍辺縁に HEV を認めない症

例と腫瘍辺縁に HEVを認める症例の無病生存率の Kaplan-Meier 曲線. log-rank test を用

いた統計解析で, 有意な相関が見られた（DFS, p=0.048＊）. 

 

図 5 CD8 陽性細胞の数, 局在と臨床的予後との関連  

(A)CD8 陽性細胞数の第三四分位点をカットオフ値とし, CD8highと CD8lowの 2 群に分類した. 

(B)CD8 陽性細胞が多い症例と CD8 陽性細胞が少ない症例の無病生存率の Kaplan-Meier 曲

線. log-rank test を用いた統計解析では, 有意な相関は見られなかった（DFS, p=0.716）. 

(C)CD8 陽性細胞の局在. (a)-(c)は CD8 陽性細胞が腫瘍部に瀰漫性に浸潤している症例の

染色像，(d)-(f)は CD8 陽性細胞が腫瘍辺縁に限局している症例の染色像. (a), (d)は HE

染色像， (b), (c), (e), (f) は CD8 染色像を示す. スケールバー, (a), (b)0.5mm, (c), 

(f)0.25mm, (d), (e)2.5mm. (D)CD8 陽性細胞が腫瘍部に瀰漫性に浸潤している症例と CD8

陽性細胞が腫瘍辺縁に限局している症例の無病生存率の Kaplan-Meier 曲線. log-rank 
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test を用いた統計解析で, 有意な相関を認めた（DFS, p=0.045*）. (E)CD8 陽性細胞の局在

と HEVの局在の関連． CD8 陽性細胞が腫瘍辺縁に限局してみられた症例では腫瘍辺縁に HEV

がみられた症例の割合が多かったが, 統計学的に有意な相関は見られなかった(カイ二乗

検定, p=0.18). 
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