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要 旨 

【背景と目的】 
直腸癌は大腸癌の約 30％を占め、特に先進国で発生率が増加している疾患で

ある。日本においても直腸癌の罹患数および死亡数は年々増加傾向にあり、結腸

癌に比べて再発率が高く、予後不良であることが課題とされている。直腸癌患者

の予後改善には局所再発の抑制が重要であり、術前および術後の化学放射線療

法（Chemoradiotherapy; CRT）や適切な手術技術の導入が再発抑制に有用である

とされる。しかし、CRT の効果や予後を予測する明確な因子は未だ確立されて

おらず、CRT に対する反応や長期予後の予測が困難な状況である。本研究では、

個別化された治療戦略を確立するために、実臨床で応用可能な効果予測因子お

よび長期予後予測因子を明らかにすることを目的とした。 
最近の研究で、直腸癌患者の治療前生検標本における腫瘍微小環境の指標と

される CD8+腫瘍浸潤リンパ球 (CD8+ TIL) 密度の高さが CRT への良好な反応

と関連し、腫瘍内簇出 (Intratumoral Budding; ITB) の存在が不良な反応と関連す

ることが示唆されている。しかし、TIL の定量方法は標準化されておらず、ITB
や CD8+ TIL の密度と CRT 反応との関係についての研究は限られている。 
第一章では、Hematoxylin and Eosin (HE) 染色で確認可能な治療前生検検体にお

ける ITB が CRT の効果や生存率に与える影響を評価し、さらに CD8+ TIL との

関連についても検討することを目的とした。 
第二章では、Desmoplastic Reaction (DR) に着目した。DR は腫瘍細胞を取り巻

く線維性組織の反応であり、大腸癌を含む多くのがんにおいて予後因子として

注目されている。DR は腫瘍微小環境の重要な構成要素であり、腫瘍周囲の線維

性組織の特徴により分類される。一般的に、DR も ITB同様に HE 染色で確認可

能であり、特別な免疫染色を必要としないため、臨床応用において簡便で低コス

トな評価法とされている。第二章では、切除検体における DR を評価し、予後予

測因子としての有用性を検討することを目的とした。 
 
▽第一章 
 
【対象と方法】 
術前 CRT を施行し、根治切除を行った進行直腸癌の患者 266例の生検検体に

おいて、ITB および CD8+ TIL が CRT 効果および生存率に与える影響を評価し

た。また、174例の RNAシーケンシングデータを使用して、ITB と上皮間葉転

換 (Epithelial-Mesenchymal Transition; EMT) マーカーの発現との関連を評価した。 
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【結果】 
62例 (23.3%) の患者で高 ITB (ITB-High)、204例 (76.7%) で低 ITB (ITB-Low) 

が観察されたが、ITB と CD8+ TIL との関連は認められなかった。多変量ロジス

ティック回帰分析では、CD8+ TIL 密度が高いこと (p = 0.002) が CRT に対する

良好な反応と関連しており、一方で ITB-High (p = 0.014) は不良な反応と関連し

ていた。生存率に関する多変量 Cox 回帰分析では、CD8+ TIL 密度が高いことが

無再発生存率 (p = 0.002) および全生存率 (p = 0.005) の改善と関連していたが、

ITB の有意性は低かった (無再発生存率 p = 0.104、全生存率 p = 0.163)。また、

EMT 関連遺伝子の発現には、ITB-High および ITB-Low の間で有意差は認められ

なかった。 
 
【考察】 
進行直腸癌患者の生検検体において、ITB および CD8+ TIL はそれぞれ術前

CRT の効果と独立して相関していたが、ITB と EMT 関連遺伝子の発現には関連

が認められなかった。本研究の特徴は、腫瘍内および間質領域での CD8+ TIL 密

度を区別して測定し、これを長期予後と関連付けて多変量解析を行った点であ

り、初めての報告である。生検標本での CD8+ TIL 密度の測定・定量化について

は免疫染色が必須であり、現在のところ標準化された方法が存在しない。一方、

ITB は簡便に HE 染色で評価可能であり、実臨床において CRT の反応や生存率

を予測するバイオマーカーとして広く応用できる可能性がある。さらに、本研究

は標準的な CRT を受けた進行直腸癌患者に対して、十分な長期追跡期間をもっ

て評価を行った最大規模のコホート研究であり、これにより ITB の臨床的有用

性についても信頼性の高いデータが得られた。また、ITB と CD8+ TIL の両方を

評価することで、CRT への反応をより正確に予測できる可能性が示されたこと

も本研究の重要な知見である。 
 
 
▽第二章 
 
【対象と方法】 
第一章と同様のコホートから、切除検体が評価不能であった症例を除いた、

CRT 後に全直腸間膜切除術を施行した進行直腸癌患者 255 名を対象とした。切

除検体における DR は HE 染色による組織学的所見に基づき、mature、intermediate、
immature に分類し、DR が無再発生存率および全生存率に与える影響を評価し

た。 
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【結果】 
DR は mature (69.0%)、intermediate (5.5%)、immature (25.5%) に分類された。

mature 群は CRT に良好な反応を示す患者の割合が高く (34.1%)、intermediate 
(0%) および immature (4.6%) 群と比較して有意に高かった (p < 0.0001)。mature
群は、5 年無再発生存率 (85.4%) および全生存率 (93.0%) が intermediate (それ

ぞれ 45.1%および 76.2%) および immature (それぞれ 65.8%および 88.8%) 群と比

較して良好な予後と関連していた。多変量解析では、intermediate/immature の DR
が無再発生存率の低下と有意に関連していた (p = 0.03)。CRT 反応不良者の中で

も、intermediate/immatureのDRは無再発生存率の低下と関連していた (p = 0.03)。
mature 群においては、補助化学療法による 5 年無再発生存率の有意な改善は見

ら れ ず  (補助化 学 療 法 あ り  vs. な し : 86.4% vs. 84.8%; p = 0.64) 、
intermediate/immature 群ではむしろ悪化傾向が見られた (55.9% vs. 69.4%; p = 
0.27)。 
 
【考察】 

CRT を施行した進行直腸癌の切除検体において、無再発生存率と DR 分類の

間に有意な相関がみられた。特に、CRT 反応不良患者において、DR分類は腫瘍

縮小率 (Tumor regression grade; TRG) よりも強く予後に相関していた。本研究は

現代における標準的な CRT 後の進行直腸手術において、DR の有用性を明確に

示したものである。また、CRT に対する不良反応を示す症例において、DR が

TRG よりも長期予後と密接に関連することを報告した点も新たな知見である。

これらの成果は、直腸癌治療における DR の臨床的有用性を明確に示した初め

ての報告であり、個別化治療に向けた予後因子としての DR の価値を示唆して

いる。これにより、腫瘍微小環境が直腸癌の進行および治療成績に与える影響に

対する理解が深まり、特に CRT への不良反応者に対する新たな治療戦略の発展

に寄与するものである。 
 
【全体の結論】 
本研究は、進行直腸癌に対する CRT の効果と長期予後を予測する因子として、

治療前生検検体における ITB および治療後切除検体における DR 分類の有用性

を明らかにした。ITB は CRT の反応予測因子として、術前に治療効果を見極め

るために活用が期待される。また、DR 分類は特に CRT 不良反応例における予

後予測に役立ち、術後の補助療法やフォローアップの個別化を可能にする。 
ITB および DR分類はいずれも標準的な HE 染色で評価可能であり、簡便かつ

低コストで実臨床への応用が容易である。これにより、進行直腸癌患者の予後改

善と個別化治療の実現が期待される。また、本研究により腫瘍微小環境の理解が
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深まり、新たな治療戦略の開発やさらに精度の高い個別化医療への貢献が期待

される。 
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略 語 表 

cCR Clinical Complete Response 
CEA Carcinoembryonic Antigen 
CRM Circumferential Resection Margin 
CMS Consensus Molecular Subtype 
CRT Chemoradiotherapy 
DR Desmoplastic Reaction 
EMT Epithelial-Mesenchymal Transition 
HE Hematoxylin and Eosin 
HR    Hazard Ratio 
IQR Interquartile Range 
ITB    Intratumoral Budding 
ITBCC International Tumor Budding Consensus Conference 
NOM Nonoperative Management 
OR    Odds Ratio 
OS Overall Survival 
pCR Pathological Complete Response 
PN Perineural Invasion 
QOL Quality of Life 
RFS Recurrence-Free Survival 
ssGSEA Single-Sample Gene Set Enrichment Analysis 
TME Total Mesorectal Excision 
TPM Transcripts Per Kilobase Million 
TRG Tumor Regression Grade 
TNT Total Neoadjuvant Chemoradiotherapy 
TIL Tumor-Infiltrating Lymphocytes 
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全体の緒言 

1.直腸癌の疫学 
直腸癌は、大腸癌の約30パーセントを占める疾患である (Brenner et al, 2012)。
世界的に見ても直腸癌の発生率は増加傾向にあり、特に先進国において顕著で

ある。 

 

図 1. 世界における直腸癌の地域別年齢標準化罹患率の男女別棒グラフ 

罹患率は、男性の世界年齢標準化罹患率が高い順に表示され、男性および女性に

おける各国の最高罹患率を示している。(Bray et al, 2018)より引用。 
 
 
日本においては 2019 年の直腸癌罹患数は男性 32997人、女性 19290人、死亡

数は男性 9753人、女性 5831人であり、罹患数、死亡数ともに増加傾向である。 

 
図 2. 日本における直腸癌罹患数、死亡数の年次推移 
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（Cancer statics in Japan – 2024, https://ganjoho.jp/reg_stat/statistics/data/dl/index.html.）
より引用 
 
 
また、直腸癌は結腸癌と比較して特に予後が悪く、その再発率の高さが原因で

あると考えられている (Shida et al, 2020)。直腸癌の再発形式は結腸癌と比較し

て肺が多いとされているが、局所再発が多いことも特徴的である。 

 

図 3. 結腸癌・直腸癌における初発再発部位別再発率の比較 

（大腸癌研究会編 大腸癌治療ガイドライン 2022年版）より引用 

 

 

年々増加傾向にある直腸癌に対して、予後の改善は重要な課題であり、その鍵

の一つは局所再発率を低下させることである。直腸癌において局所再発は患者

の生活の質や生存率に直接的に影響を与えるため、再発予防のための効果的な

治療戦略が求められている。特に、術前・術後の化学放射線療法や、適切な外科

的手技の選択が局所再発率の低下に寄与することが明らかになっており、これ

らのアプローチを組み合わせ、包括的な治療を行うことが、直腸癌の予後を大幅

に改善するための鍵となると考えられる。 
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2.手術治療 

直腸癌における最大の局所治療は手術治療である。世界で初めての直腸癌手

術は 1826 年にフランスの婦人科医によって報告された直腸切断術であり 
(Breen and Garnjobst, 1983)、その後 1908 年に Miles による副会陰式直腸切断術 
(Miles, 1971)、1939 年に Dixon らによる初めての肛門温存手術である直腸低位前

方切除が報告された (Dixon, 1948)。そして 1982 年、Heald らによって、現在で

も直腸癌手術における最も重要な概念である TME（Total Mesorectal Excision）が

予後を改善することが報告された (Heald et al, 1982)。直腸および直腸間膜

（mesorectum）は、臓側骨盤内筋膜（visceral pelvic fascia）に包まれた一つの pakage
を構成しており、TME は、この pakage を傷つけずに直腸および直腸間膜を一括

して切除する手術技術である (Ono et al, 2002)。また、周囲剥離断端 (CRM, 
Circumferential Resection Margin) が局所再発や長期予後に影響を与えると報告さ

れ、1mm 以上の CRM を確保することが重要であることも報告された (Park et al, 
2014)。腹腔鏡手術、ロボット手術とより狭い空間での拡大視野よる手術が可能

になったことでより高精度な手術が実現されているが、現代においても直腸癌

手術では TME＋CRM 確保は局所再発させないための最も重要な要素である。 
 

3.術前化学放射線治療 

TME を基本とした手術が主流になったにもかかわらず、直腸癌手術後の局所

再発は先にも述べたように結腸癌と比較し、高率である。TME だけでは局所再

発を制御することは困難であり、これに対し、欧米で術前放射線療法 
(neoadjuvant chemoradio therapy, CRT)が局所再発率を低下させることが報告され

た (Cedermark et al, 1997; Kapiteijn et al, 2001; van Gijn et al, 2011)。本邦において

も、術前 CRT を導入する施設が年々増加傾向である。さらには、CRT 後に病理

学的完全奏効（pathological complete response; pCR）となる割合は 15-20%程度と

も報告されている。特に下部直腸癌の手術では高率に人工肛門造設が必要であ

り、これによる QOL低下、縫合不全等の術後合併症が問題となる。これに対し、

手術を回避し経過観察を行う Watch & Wait 療法が 2004 年に Habr-Gama らによ

り初めて報告された (Habr-Gama et al, 2004)。CRT 後に臨床的病理学的完全奏効 
(clonical complete response; cCR)と判断された 71例に対して経過観察を行い、全

生存率 100%、無再発生存率 92%と手術と同等以上の成績であった。CRT によっ

て手術を行わなくても癌を根治でき、手術を回避することで肛門温存が可能に

なる症例も存在するということである。進行直腸癌の治療に関して、局所再発率

の低下、QOL の維持、Watch & Wait の概念において、CRT は本邦においても標

準治療となりつつある。 
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4.術前放射線治療の効果・予後予測因子について 
CRT は局所再発防止や QOL 向上の観点から非常に有用であるが、その効果

は患者によって異なる。術前治療前に CRT に対する反応を予測できれば、個々

の患者に対して個別化した治療を提供する可能性がある。近年、免疫細胞が手

術前の CRT に対する反応の予測因子として注目されている (Matsushita et al, 
2012)。免疫細胞は抗腫瘍反応において重要な役割を果たすだけでなく、手術前

の CRT における細胞傷害性 T細胞やヘルパーT細胞の密度が低いことが、腫瘍

退縮不良と関連していることが報告されている (Yasuda et al, 2011)。生検検体

に免疫染色を施すことで臨床応用の可能性が広がるかもしれないが、その手法

をルーチンの病理報告に組み込むには、手順の煩雑さやコストの面で実用化へ

のハードルが高いと考えられる。日常的に行われる HE 染色の中で、CRT の効

果や予後を予測できる因子が発見されれば、多くの医療機関で簡便かつ低コス

トに個別化治療が提供できる可能性が広がると考えられる。さらに、切除標本

でも同様の因子が確認されれば、術後治療の層別化が可能となり、予後改善に

役立つ可能性がある。 
今回我々は術前 CRT を施行した直腸癌切除症例における、生検検体、切除検

体の両方における臨床実用性の高い病理学的な CRT 効果予測因子、および予後

予測因子を探索することを目的とした。 
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第一章 

進行直腸癌に対する術前化学放射線治療前生検検体での

Intratumoral budding の治療効果と 

長期予後の予測因子としての有用性に関する検討 

 

緒言 

 

欧米では、CRT とその後の TME が局所進行直腸癌の標準治療となっており、

本邦においても同様の治療が標準化されつつある。術前 CRT 後、10%から 20%
の患者が病理学的完全奏効を達成する一方で、50%以上の患者は CRT に対して

不十分な反応を示し、予後が不良であることが報告されている (Collette et al, 
2007; Das et al, 2007; Park et al, 2012)。近年では、欧米を中心に CRT の前後で手

術前に全身化学療法を行う、Total Neoadjuvant chemoradiotherapy (TNT) や臨床的

完全奏効を達成した患者に対する非手術療法 (Nonoperative management, NOM) 
など、進行直腸癌の治療戦略が多様化している (Benson et al, 2022)。術前 CRT に

対する反応を予測するバイオマーカーを特定することは、より個別化された治

療戦略を設計するうえで有用である。例えば、CRT に対して高い反応が期待さ

れる患者では、術前 CRT のみで優れた腫瘍学的結果や臓器温存が達成できる可

能性がある。一方、CRT に対する反応が不良と予測される患者は、TNT などの

強化された治療法が有益となるだろう。しかし、現時点では、臨床の場で日常的

に使用できるバイオマーカーは存在していない。 
近年の研究では、直腸癌患者において、治療前の生検標本における CD8+腫瘍

浸潤リンパ球 (CD8+ tumor-infiltrating lymphocytes ; TIL) の密度が高いことが、

CRT に対する良好な反応と関連していることが示されている (Akiyoshi et al, 
2019; El Sissy et al, 2020; Orhan et al, 2022)。しかし、TILレベルは病理学的なルー

チン検査においてまだ評価されておらず、TIL の定量方法も十分に標準化されて

いない。 
予測バイオマーカーのもう一つの候補は、腫瘍内の簇出 (intra-tumoral budding; 

ITB) の存在であり、ITB が高いことが直腸癌における CRT に対する不良反応と

関連していると示唆する報告がある (Chen et al, 2021; Farchoukh et al, 2021; Huang 
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et al, 2019; Rogers et al, 2014; Wen et al, 2022; Yim et al, 2022)。Budding は、孤立し

た一つの癌細胞または 5細胞未満の細胞集団として定義され (Ueno et al, 2002b)、
上皮間葉転換 (epithelial-mesenchymal transition, EMT) の形態学的現象とされて

いる (Basile et al, 2022; Ueno et al, 2019a)。大腸癌における予後不良と関連する

Budding は、浸潤縁における腫瘍周囲の Budding または ITB に分類される

(Morodomi et al, 1989)。The International Tumor Budding Consensus Conference 
(ITBCC）は、腫瘍浸潤部における Budding をステージ II 大腸癌の病理報告に含

めることを強く推奨しているが (Lugli et al, 2017)、術前 CRT で治療された直腸

癌における ITB のルーチン報告を支持する証拠はまだ十分ではなく、ITB の密

度と CD8+ TIL の関係を調査した研究は限られている (Farchoukh et al, 2021; 
Huang et al, 2019; Lugli et al, 2017)。さらに ITB と EMT との関係についての報告

はこれまでなされていない。 
本研究は、ITB と CD8+ TIL の密度が、CRT に対する反応、無再発生存率

（Recurrence free survival, RFS）、および全生存率（Overall survival, OS）に与える

影響を評価し、ITB および CD8+ TIL 密度が治療反応を予測するバイオマーカー

として有効であるかを検討することを目的とした。また、ITB と EMTマーカー
の発現との関係をトランスクリプトミクスデータを用いて評価した。	
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方法 

1.対象 

本後ろ向き研究は、ヘルシンキ宣言に従って実施され、がん研有明病院の倫理

委員会（承認番号：2016-1042）によって承認された。 
本研究は、2005 年から 2014 年の間にフルオロピリミジン系薬剤を用いた長期間

の CRT（総線量 45-50.4 Gy）とその後の TME を受けた進行直腸癌の 287人の患

者を対象とした。TNT を受けた患者は本研究には含まれていない。本研究のコ

ホートは、我々の以前の生検標本の CD8免疫染色に関する研究と同一のもので

ある(Akiyoshi et al, 2019; Kitagawa et al, 2022; Ogura et al, 2018)。287人の患者のう

ち、術前生検標本の欠落や CD8免疫染色に必要な腫瘍量が不十分であった 12人
の患者は除外された。さらに、HE 染色標本における腫瘍細胞量が不十分であっ

た 9人の患者では ITB の評価が困難であった。最終的に、266人の患者が解析対

象として選定された (図 4)。本研究は、観察研究の報告ガイドラインである

STROBE (von Elm et al, 2007)に従って実施された。 
 

 

図 4. 対象患者のフローチャート 

2005 年１月から 2014 年 12 月の期間で 266症例を対象とした。 
 

 

2.病理学的評価 

1) ITB の評価方法 
術前の生検標本は、10%中性緩衝ホルマリン液で 24～72時間固定され、パラ

フィン包埋された後、切片を作成し HE 染色が行われた。ITB は、生検標本にお

ける孤立した 1 つの癌細胞または 5 個未満の腫瘍細胞の集団として定義された。
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HE 染色されたすべての生検標本は、ITB を評価するために後方視的に評価され

た。腫瘍生検標本の約 2～3枚のスライドを低倍率で観察し、最も ITB の数が多

いスライドを選択した。最も多くの Budding が観察された視野において、

0.785mm²の領域で Budding の数をカウントした (Chen et al, 2021; Farchoukh et al, 
2021; Pavlič et al, 2022; Slik et al, 2019; Wen et al, 2022)。ITB は、2 ヶ所以上の

Budding が確認された場合を ITB-High、1 ヶ所以下の ITB が確認された場合を

ITB-Low として分類した (Farchoukh et al, 2021; Slik et al, 2019; Wen et al, 2022)。
ITB の評価は、1名の外科医および 1名の病理医によって実施され、両者とも最

終的な病理結果には盲検化された状態で評価を行った (図 5)。 
 

 

図 5. ITB の評価方法 
(A, B) ITB を示す生検標本画像。4倍の倍率で撮影された画像 (A)と 40倍の倍率

で撮影された画像 (B)。B では黄色矢印で ITB を示している。 
(C, D) ITB が見られない生検標本画像。4倍の倍率で撮影された画像 (C)と 40倍
の倍率で撮影された画像 (D)。 
 

2)  CD8 の評価方法 
術前生検標本の CD8免疫染色におけるデータ解析と定量法については、既に

報告しているが、以下に示す(Akiyoshi et al, 2019; Kitagawa et al, 2022; Ogura et al, 
2018)。CRT 前に取得されたホルマリン固定パラフィン包埋標本から切り出した

厚さ 4μm の切片を用いた。マウスモノクローナル抗 CD8 抗体 (希釈 1:100、ク
ローン C8/144B；ニチレイ、東京、日本) を使用し、Leica Bond III自動染色シス

テム (Leica Biosystems, ニューキャッスル、英国) を用いて染色を行った。全切

片は Aperio ImageScope システム (Leica Biosystems) を用いて 20 倍の倍率でス
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キャンされた。視野は 0.6mm²の領域から 2 つ無作為に選び、CD8+TIL と間質リ

ンパ球を別々にカウントした。腫瘍および間質領域における CD8+TIL 密度の平

均値を計算した。CD8+TIL 密度については、患者を中央値 (65.49 /mm²) に基づ
いて「High群」と「Low群」の 2群に分類した (図 6)。 
 

 

図 6. CD8免疫染色の定量方法 
Aperio ImageScopeシステム（Leica Biosystems）を用いて定量した。 
 

 

3) Tumor regression grade 
術前 CRT に対する効果は、手術で切除された標本を用いて、Dworak tumor 

regression grade (TRG) に従って評価した (Dworak et al, 1997) 。TRG 4 (完全な腫

瘍退縮。腫瘍細胞が全く認められず、治療による完全な奏効を示している。) お
よび TRG 3 (大部分が線維化に置き換わり、わずかな腫瘍細胞しか残っていな

い。) と分類された患者は「good responders」とされ、一方で TRG 2 (腫瘍細胞と

線維化が同程度見られる。) および TRG 1 (腫瘍の退縮は少なく、ほとんどが腫

瘍細胞で構成されている。) と分類された患者は「poor responders」と分類した。 
 
3.トランスクリプトーム解析 
我々の最近の研究で 2004 年から 2020 年にかけて CRT を受けた直腸癌患者

298 名の治療前生検標本に対して RNA シークエンシング解析を実施した

(Akiyoshi et al, 2023)。この 298名の RNAシークエンシングデータのうち、ITB
は 174名の患者について解析した。RNA の調製およびシークエンシングの詳細
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な方法は、以前に報告しているが以下に示す (Akiyoshi et al, 2023)。新鮮凍結さ

れた生検標本から癌細胞を濃縮するためにレーザーキャプチャーマイクロダイ

セクションが行われ、Illumina HiSeq2500（Illumina, サンディエゴ, カリフォルニ

ア, USA）を用いて RNA シークエンシングを施行した。遺伝子発現値は、

Transcripts Per Kilobase Million (TPM) として示され、無限値を回避するために擬

似値 1 を加えた後、log2 に変換した。ZEB1、TWIST1、SNAI1、および CDH1 の

遺伝子発現は、ITB-High群と ITB-Low群の間で比較した。さらに、シングルサ

ンプル遺伝子セット濃縮解析 (Single-sample gene set enrichment analysis; ssGSEA) 
を 実 施 し 、 Molecular Signature Database ver 7.5.1 か ら

HALLMARK_EPITHELIAL_MESENCHYMAL_TRANSITION を 定 量 化 し た   
(Liberzon et al, 2015)。解析には、R と Bioconductor の遺伝子セット変動解析を使

用した (Hänzelmann et al, 2013)。 
 

4.統計解析 
カテゴリー変数の比較には Fisher の直接確率検定または χ²検定を使用し、連

続変数の比較には Mann-Whitney U 検定を用いた。生存曲線は Kaplan-Meier 法を

用いて可視化し、ログランク検定で比較した。全生存期間 (Overall Survival; OS) 
は手術からあらゆる原因による死亡までの期間として定義され、無再発生存期

間 (Recurrence-free survival; RFS) は手術から再発までの期間として定義された。

CRT への反応に関連する因子のオッズ比 (Odds Ratio; OR) を推定するために、

単変量および多変量ロジスティック回帰モデルを使用し、RFS および OS に関連

する因子のハザード比 (Hazard Ratio; HR) を推定するためには Cox 比例ハザー

ド回帰モデルを使用した。単変量解析で p値が<0.20 となった変数は多変量解析

に含めた。両側 p値<0.05 は統計的に有意とみなした。解析は、Rバージョン 4.1.0 
(Foundation for Statistical Computing、ウィーン、オーストリア) 、R のグラフィカ

ルユーザーインターフェースである EZR (自治医科大学埼玉医療センター、埼玉、

日本) (Kanda, 2013)、または GraphPad Prismバージョン 7 (GraphPad、サンディエ

ゴ、カリフォルニア、USA) を使用して実施した。 
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結果 

1. ITB と術前 CRT の効果との関連 
本研究に含まれた 266名の患者のうち、62名（23.3％）が ITB-High群に分類

された。術前生検標本の ITB分類に基づく臨床病理学的背景は、表 1 に示した。

術前の CEA値は、ITB-High群で ITB-Low群に比べて有意に低かった（p = 0.04）。 
 

表 1 CRT 前生検標本における ITB に基づく臨床的患者背景 

項目 ITB-Low (n=204) ITB-High (n=62)  P 値 

性別   0.64 

男性 137 (67.2%) 44 (71.0%)  

女性 67 (32.8%) 18 (29.0%)  

年齢 (年) (range) 60 (27- 78) 61 (34-77) 0.61 

肛門縁から腫瘍までの距離 (mm) (range) 40 (0-100) 40 (10-80) 0.40 

CRT 前 CEA (ng/mL) (range) 3.7 (0.50-152.4) 2.9 (0.80-14.60) 0.04 

CRT 前 CA19-9 (ng/mL) (range) 7.80 (0-588.3) 6.35 (0-588.3) 0.23 

CRT 前 腫瘍内 CD8+ TIL 密度   0.56 

低 105 (51.5%) 29 (46.8%)  

高 99 (48.5%) 33 (53.2%)  

臨床的深達度分類   1.00 

   cT2   1 (0.5%)   0 (0%)   

  cT3 185 (90.7%)  57 (91.9%)   

   cT4  18 (8.8%)   5 (8.1%)   

臨床的リンパ節転移陽性  62 (30.4%)  19 (30.6%)  1.00 

CRT から手術までの期間 (日)    0.28 

   ≤56 180 (88.2%)  51 (82.3%)   

   >56  24 (11.8%)  11 (17.7%)   

放射線量 (Gy)   0.10 

   45 117 (57.4%)  43 (69.4%)   

   50.4  87 (42.6%)  19 (30.6%)   

手術   0.53 

   肛門温存 145 (71.1%) 41 (66.1%)  

   非肛門温存 59 (28.9%) 21 (33.9%)  



 18 

病理学的背景に関して、表 2に示す。術前の腫瘍内CD8+密度の値に関しては、

ITB-High群と ITB-Low群の間で有意差は認められなかった（53.2％ vs. 48.5％）。

術後の病理学的所見において、ITB-High群と ITB-Low群間で ypT に差がある傾

向が見られた（p = 0.13）。完全奏効率は、ITB-Low群で ITB-High群よりも高か

った（19.1％ vs. 6.5％）。リンパ管浸潤および ypNカテゴリーに関しては、両群

間で有意差は認められなかった。TRG においては、good responder の割合が ITB-
Low群で ITB-High群よりも有意に高かった（29.4％ vs 11.3％, p = 0.004）。 
 
表２ CRT 前生検標本における ITB に基づく病理学的背景 

項目 ITB-Low (n=204) ITB-High (n=62)  P 値 

病理学的深達度分類   0.13 

ypT0 39 (19.1%) 4 (6.5%)  

ypT1 11 (5.4%) 4 (6.5%)  

ypT2 64 (31.4%) 21 (33.9%)  

ypT3 84 (41.2%) 32 (51.6%)  

ypT4 6 (2.9%) 1 (1.6%)  

病理学的リンパ節転移分類   0.71 

ypN0 142 (69.6%) 43 (69.4%)  

ypN1 45 (22.1%) 12 (19.4%)  

ypN2 17 (8.3%) 7 (11.3%)  

組織型   0.08 

高分化もしくは中分化腺癌  197 (96.6%) 56 (90.3%)  

その他 7 (3.4%) 6 (9.7%)  

脈管侵襲   0.11 

陽性 98 (48.0%) 37 (59.7%)  

陰性 106 (52.0%) 25 (40.3%)  

Tumor regression grade（腫瘍縮小グレード）   0.004 

TRG1/2 144 (70.6%)  55 (88.7%)   

   TRG3/4  60 (29.4%)   7 (11.3%)   

術後補助化学療法   0.74 

あり 87 (42.6%) 29 (46.8%)  

なし 116 (56.9%) 33 (53.2%)  

不明 1 (0.5%) 0 (0.0%)  
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単変量および多変量解析を実施し、本コホートにおいて術前の臨床的および

病理学的因子が CRT に対する反応を予測できるかを解析した (表 3) 。多変量解

析では、cT4カテゴリー (OR 0.20; 95％CI 0.04-0.93; p = 0.040)、cN陽性 (OR 0.40; 
95％CI 0.22-0.73; p = 0.003)、および高 ITB (OR 0.33; 95％CI 0.14-0.80; p = 0.014) 
が CRT の poor responder と有意に関連していることが示された。対照的に、術前

の腫瘍内 CD8+TIL 密度が高い患者（OR 2.69; 95％CI 1.45-4.98; p = 0.002）は、多

変量解析において良好な反応と関連していることが示された。 
 

表 3 CRT に対する効果に関連する CRT 前因子の単変量および多変量解析 
  単変量解析  多変量解析  

項目  オッズ比  

(95% CI) 
 オッズ比  

(95%CI) 
 

 N  P 値  P 値 

年齢 (年)   0.481   

≤60 134 1    

>60 132 1.24 (0.69, 2.26)    

性別   0.292   

男性 181 1    

   女性 85 1.38 (0.73, 2.55)    

肛門縁から腫瘍までの距離 
(mm) 

  0.671   

≤40 143 1    

>40 123 0.85 (0.47, 1.54)    

CRT から手術までの期間 (日)   0.677   

≤56 231 1    

>56 35 1.22 (0.49, 2.82)    

臨床的深達度分類   0.076  0.040  

T2/3 243 1  1  

T4 23 0.26 (0.03, 1.12)  0.20 (0.04, 0.93)  

臨床的リンパ節転移   0.006  0.003  

陰性 104 1  1  

陽性 162 0.49 (0.24, 0.82)  0.40 (0.22-0.73)  

CEA (ng/ml)   0.942   
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≤5 176 1    

>5 90 0.94 (0.49, 1.75)    

放射線量 (Gy)   0.043  0.059  

45 160   1  

50.4 106 1.81 (0.99, 3.30)  1.11 (1.00, 1.24)  

組織型   1.000   

高分化もしくは中分化腺癌 253 1    

その他 13 0.89 (0.15, 3.58)    

腫瘍内 CD8+ TIL 密度   0.005  0.002  

低 134 1  1  

高 132 2.31 (1.26, 4.33)  2.69 (1.45, 4.98)  

Intratumoral budding   0.004  0.014  

Low 204 1  1  

High 62 0.31 (0.11, 0.73)  0.33 (0.14, 0.80)  
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2. ITB と長期予後との関連 
図 2 は、ITB-High 群と ITB-Low 群における無再発生存率 (RFS) および全生

存率 (OS) の曲線を示している。生存者の中央値追跡期間は 73 ヶ月(IQR、64–
84) であった。5 年間の RFS は、ITB-High群の患者で ITB-Low群よりも有意に

悪かった (67.4％ vs. 81.4％、p = 0.03) 。また、5 年間の OS も ITB-High群で ITB-
Low群よりも有意に悪かった (83.5％ vs. 92.4％、p = 0.04) 。 

 
 

 
 
図 7. ITB-High群と ITB-Low群に基づく無再発生存率（A）および全生存率

（B）の Kaplan–Meier 生存曲線解析 
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3. ITB と長期予後との関連 
表 4 に RFS に関連する術前および治療関連の臨床因子を使用した単変量お

よび多変量解析を示した。RFS に関して、多変量解析では cN 陽性が RFS の悪

化と関連していた (HR 2.57、95% CI 1.37-4.81、p = 0.003) 。一方で、術前の腫瘍

内 CD8+ TIL 密度が高いことは RFS の改善と関連していた (HR 0.41、95% CI 
0.24–0.72、p = 0.002) 。ITB-High は RFS の悪化とわずかに関連していたが、p値
は有意ではなかった (p = 0.104) 。 
 
表 4 RFS に関連する CRT 前因子の単変量および多変量解析 

  
単変量解析  多変量解析  

項目 N 
ハザード比 

(95% CI) 
P 値 

ハザード比

(95% CI) 
P 値 

年齢 (年)   0.561   

≤60 134 1    

>60 132 1.17 (0.70, 1.95)    

性別   0.623   

男性 181 1    

女性 85 0.87 (0.49, 1.53)    

肛門縁から腫瘍までの距離(mm)   0.388   

≤40 143 1    

>40 123 0.79 (0.47, 1.34)    

CRT から手術までの期間 (日)   0.056  0.163 

≤56 231 1  1  

>56 35 1.86 (0.99, 3.51)  1.59 (0.83, 3.04)  

臨床的深達度分類   0.047  0.115  

T2/3 243 1  1  

T4 23 2.06 (1.01, 4.20)  1.81 (0.87, 3.80)  

臨床的リンパ節転移   0.003  0.003  

陰性 104 1  1  

陽性 162 2.52 (1.36, 4.67)  2.57 (1.37, 4.81)  

CEA (ng/ml)   0.150  0.359 

≤5 176 1  1  
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>5 90 1.47 (0.87, 2.48)  1.29 (0.75, 2.23)  

放射線量 (Gy)   0.236   

45 160 1    

50.4 106 1.37 (0.82, 2.29)    

組織型   0.425    

高分化もしくは中分化腺癌 253 1    

その他 13 1.51 (0.55, 4.18)    

腫瘍内 CD8+ TIL 密度   0.003  0.002  

低 134 1  1  

高 132 0.43(0.25, 0.75)  0.41(0.24, 0.72)  

Intratumoral budding   0.027  0.104  

Low 204 1  1  

High 62 1.84 (1.07, 3.16)  1.58 (0.91, 2.76)  
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表 5 に OS に関連する術前および治療関連の臨床因子を使用した単変量およ

び多変量解析を示す。多変量解析では術前の腫瘍内 CD8+ TIL 密度が高いことの

みが OS の改善と関連していた (HR 0.36、95% CI 0.17–0.74、p = 0.005) 。ITB-
High は OS の悪化とわずかに関連していたが、p 値は有意ではなかった (p = 
0.163) 。 
 
表 5  OS に関連する CRT 前因子の単変量および多変量解析 

  単変量解析  多変量解析  

項目 N 
ハザード比 

(95% CI) 
P 値 

ハザード比

(95% CI) 
P 値 

年齢 (年)   0.026  0.089 

≤60 134 1  1  

>60 132 2.18 (1.10, 4.35)  1.83 (0.91, 3.68)  

性別   0.582   

男性 181 1    

女性 85 0.83 (0.42, 1.62)    

肛門縁から腫瘍までの距離(mm)   0.951   

≤40 143 1    

>40 123 0.98 (0.52, 1.84)    

CRT から手術までの期間 (日)   0.583   

≤56 231 1    

>56 35 1.27 (0.54, 2.98)    

臨床的深達度分類   0.635   

T2/3 243 1    

T4 23 1.27 (0.48, 3.34)    

臨床的リンパ節転移   0.051  0.055 

陰性 104 1  1  

陽性 162 2.05 (0.99, 4.22)  2.05 (0.98, 4.29)  

CEA (ng/ml)   0.279   

≤5 176 1    

>5 90 1.43 (0.75, 2.70)    

放射線量 (Gy)   0.781   

45 160 1    
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50.4 106 0.98 (0.87, 1 11)    

組織型   0.061  0.061 

高分化もしくは中分化腺癌 253 1  1  

その他 13 2.70 (0.95, 7.62)  2.80 (0.95, 8.22)  

腫瘍内 CD8+ TIL 密度   0.013  0.005 

低 134 1  1  

高 132 0.41 (0.20, 0.83)  0.36 (0.17, 0.74)  

Intratumoral budding   0.048  0.163 

Low 204 1  1  

High 62 1.95 (1.00, 3.77)  1.61 (0.82, 3.16)  
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4.ITB と EMT 関連遺伝子の発現との関連 

図 8A は、上皮間葉転換 (EMT) マーカーである ZEB1、TWIST1、SNAI1、お

よび CDH1 の発現を ITB-High群と ITB-Low群で比較したものである。ZEB1、
TWIST1、SNAI1、CDH1 の発現には、ITB-High群と ITB-Low群の間で有意な差

は認められなかった。ssGSEA を用いた遺伝子セット解析でも、両群間で EMT
の代表的な遺伝子セットの発現に有意な差は見られなかった (図 8B) 。 
 

 

図 8. ITB に基づく EMT に関連する遺伝子発現 
(A) ZEB1、TWIST1、SNAI1、および CDH1 の発現を ITB に基づいて示した散布

図。中央値は横線で表されている。P値は Mann-Whitney U 検定で算出した。 
(B) EMT セットの ssGSEA スコアを ITB に基づいて示した散布図。中央値は横

線で表しており、P値は Mann-Whitney U 検定で算出した。 
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考察 

最近の研究では、術前の腫瘍免疫微小環境の状態が、直腸癌患者における CRT
への反応を予測するバイオマーカーとなる可能性が示唆されている。免疫成分

に関して、我々や他の研究者は、CD8+ TIL の密度が高いことが、CRT に対する

良好な反応と関連していることを、生検標本における免疫組織化学染色により

報告している(Akiyoshi et al, 2019; El Sissy et al, 2020; Orhan et al, 2022)。一方、腫

瘍成分に関しては、生検標本における ITB の存在が、HE 染色(Chen et al, 2021; 
Farchoukh et al, 2021; Huang et al, 2019; Rogers et al, 2014; Yim et al, 2022)、または

免疫組織化学染色(Wen et al, 2022)によって評価され、CRT の不良な反応と関連

していることが示されている。これまでのところ、CD8+ TIL と ITB の関係を調

査した研究はほとんどない。本研究では、腫瘍内 CD8+ TIL 密度と ITB の間に明

確な相関関係は見られなかったが、両者が独立して CRT への反応と関連してい

ることを示した。これらの結果は、生検標本において腫瘍成分と免疫成分の両方

を評価することで、直腸癌患者における CRT への反応をより正確に予測できる

可能性があることを示唆している。また、単変量解析において、高 ITB が長期

的な腫瘍学的予後不良と関連していることを示したが、CD8+ TIL 密度を含む多

変量解析では有意な関連は見られなかった。さらに、生検標本における ITB の

存在が、転写解析による EMT経路遺伝子の増加と関連していないことも示され

た。我々の知る限り、進行直腸癌において、CD8+ TIL 密度と組み合わせて、CRT
に対する反応を予測する上での ITB の重要性を検討した研究としては、これが

最大規模のものである。 
腫瘍浸潤部周囲における Budding は、特にステージ II 結腸癌における確立さ

れた予後不良因子であることが知られている(Rogers et al, 2016)。しかしながら、

切除標本における周囲腫瘍の Budding とは異なり、生検標本における腫瘍内

Budding, ITB の重要性を支持する十分なエビデンスはまだ得られていない。最近

の 13件の研究を対象としたメタアナリシスでは、ITB が高いことは高度な病理

学的深達度、リンパ節転移の増加、無病生存率の低下と有意に関連していること

が示された(Kang et al, 2022)。しかし、このメタアナリシスには、ITB が切除標

本で評価された研究が含まれており、また術前 CRT を受けた直腸癌に限定され

たものではなかった。いくつかの先行研究では、術前 CRT を受けた直腸癌患者

の術前生検標本における ITB の関連性を調査しており、ITB が高いとされる基

準にはさまざまなものがある(Chen et al, 2021; Farchoukh et al, 2021; Huang et al, 
2019; Rogers et al, 2014; Wen et al, 2022; Yim et al, 2022)。Rogers らは、100倍の倍

率で観察される Budding がある場合を「高 ITB」と定義し、89 名の患者のうち

20％に高 ITB が観察されたと報告している(Rogers et al, 2014)。また、彼らは高
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ITB が CRT への不良な反応とわずかに関連していること (p=0.061) を示し、高

ITB の患者には病理学的完全奏効が認められなかった(Rogers et al, 2014)。Lino-
Silva らは、0.785mm²あたり 5 つ以上の ITB がある場合を「高 ITB」と定義し、

50.4％の患者で高 ITB が確認されたと報告している(Lino-Silva et al, 2018)。本研

究では、0.785mm²あたり 2 つ以上の ITB を「高 ITB」と定義したが、その理由

は、0.785mm²あたり 5 つ以上の ITB を持つ患者の数が限られていたためである 
(n = 12、4.5％) 。さらに、ITBCC は ITB の評価に 0.785mm²の視野を使用するこ

とを推奨している(Lugli et al, 2017)。我々の結果は、同じ基準を用いた Farchoukh
らの研究とほぼ一致している。117名の患者を評価したところ、高 ITB の割合は

22％であり、多変量解析において高 ITB は CRT への不良反応と有意に関連して

いた(Farchoukh et al, 2021)。生検標本における ITB の評価は一般化されておらず、

標準化するためには、さらなる研究が必要である。 
高密度の TIL は、大腸癌において良好な予後と関連していることが報告され

ており(Pagès et al, 2018)、Budding と腫瘍浸潤周囲における適応免疫応答の相互

作用が示唆されている(Fujiyoshi et al, 2020; González et al, 2021; Lang-Schwarz et al, 
2018; Zlobec et al, 2011)。Fujiyoshi らは、大腸癌患者において、上皮内の CD8+ 
TIL 密度と浸潤部周囲での Budding の程度に逆相関があることを明らかにした

(Fujiyoshi et al, 2020)。他の研究では、TIL 密度が腫瘍浸潤部周囲の Budding とは

独立した予後因子であることが示されている(Fujiyoshi et al, 2020; Lee et al, 2020)。
浸潤部における Budding とは異なり、生検標本における ITB と TIL との関係は

十分に調査されていない。本研究では、ITB と CD8+ TIL 密度との間に相関関係

は認められず、両方の変数が独立して CRT に対する反応と関連していた。実際

に、生検標本内では、CD8+ TIL と ITB に関連するホットスポットが異なってお

り、この違いが ITB と CD8+ TIL の相関の欠如に関連している可能性がある。し

かしながら、我々の結果は、生検標本において ITB と TIL を同時に評価するこ

とで、直腸癌における CRT への反応予測を改善できる可能性を示唆している。

Farchoukh らによる唯一の先行研究では、生検標本で自動デジタル画像解析を用

いて ITB と CD8+ TIL 密度の関係を調査しており、彼らの研究でも ITB と CD8+ 
TIL 密度との相関は認められなかったが、ITB と CD8+ TIL 密度が CRT に対する

反応の独立した予測因子であることを示していた(Farchoukh et al, 2021)。 
ITB の予後予測に関して、本研究の結果では、ITB ではなく CD8+ TIL 密度が

RFS および全生存率 OS と有意に関連していることが多変量解析で示された。こ

の結果は、単に高 ITB の患者数やイベントが少なかったことに起因している可

能性がある。Rogers らは、高 ITB が無病生存率の低下と癌特異的死亡率の増加

と関連していることを示した(Rogers et al, 2014)。しかし、彼らは CD8+ TIL の密

度を分析しておらず、他の術前腫瘍特性を含む多変量解析も行っていなかった。
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Farchoukh らの研究では、多変量解析において CD8+ TIL ではなく高 ITB のみが

無病生存率と関連していることが示された(Farchoukh et al, 2021)。しかし、CD8+ 
TIL の予後的意義は単変量解析でわずかであったため（p = 0.1）、彼らの研究で

は多変量解析に CD8+ TIL は含まれなかった。さらに、著者らは腫瘍内領域と間

質領域を区別しておらず、我々は腫瘍内の CD8+ TIL のみを測定した点が異な

る。生検標本における CD8+ TIL 密度の定量化に関しては標準化された方法が存

在しないため、ITB は CRT の反応や生存率のバイオマーカーとして臨床実践に

おいてより使いやすい可能性がある。 
最後に、ITB と EMT 関連遺伝子発現との関連も評価した。EMT は ZEB1、

TWIST、SNAIL などの複数の転写因子によって誘導される。ZEB1 および SNAIL
は CDH1 プロモーターに直接結合して E-カドヘリンの発現を抑制し、一方で

TWIST は CDH1 プロモーターに直接結合せずに EMT を引き起こす(De Craene 
and Berx, 2013)。以前の研究では、間葉系の CMS4（Consensus Molecular Subtype 
4）では上皮系の CMS2/3 に比べて腫瘍の Budding の割合が有意に高いことが示

されている(Trinh et al, 2018)。本研究では、ITB と EMT 関連遺伝子発現の関連

や、高 ITB 腫瘍における EMT遺伝子セットの増加は確認できなかった。この結

果は、RNAシークエンシングが腫瘍全体の生検標本を用いて行われ、Budding細
胞のマイクロダイセクションが実施されなかったことによる可能性がある(De 
Smedt et al, 2017)。我々は以前、CMS4 と CMS2/3 の間で CRT に対する良好な反

応率に有意差がないことを報告している（38％ vs. 24％）(Akiyoshi et al, 2023)。
また、これまでの研究では、EMT 関連タンパク質が大腸癌の Budding領域で発

現していないことが示されており、Budding細胞が必ずしも EMT を反映してい

ない可能性がある(Yamada et al, 2017)。ITB の分子メカニズムを理解するために

は、さらなる研究が必要である。 
本研究の強みは、標準的な長期間の CRT を受けた患者数が比較的多く、十分

な長期追跡が行われた点である。一方で、本研究の最大の制約は、後ろ向きの単

施設研究である点である。サンプルサイズは比較的大きかったものの、good 
responder やイベント（死亡および再発）の数が比較的少なかったため、内部妥

当性を確保する上で課題があった。さらに、本研究には、TNT や NOM を受け

た患者は含まれていない。直腸癌において、生検標本での ITB の有用性を CRT
反応の予測バイオマーカーとして確認するためには、より多くの患者を対象と

したさらなる後ろ向きおよび前向き研究が必要である。 
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第二章 

術前化学放射線療法後の進行直腸癌における 

Desmoplastic Reaction の長期予後的意義の検討 
 

緒言 

第一章では、進行直腸癌における術前 CRT 前の生検検体内での腫瘍微小環境

に注目し、HE 染色で確認できる ITB の効果予測としての有用性および長期予

後との関連を検討した。しかし、CRT に対する反応は患者間で大きく異なり、

一部の患者では完全奏効を示す一方で、約 40％の患者は術前 CRT に対する反

応が不良であり、最終的には遠隔再発を発症するケースが存在する(Fokas et al, 
2014)。CD8+ TIL をはじめとする術前の CRT に関する腫瘍微小環境に関する報

告は散見される一方で、術後の腫瘍微小環境についての特徴については、十分

に調査されていない(Chen et al, 2020; Hong et al, 2022; Song et al, 2019) 。術前お

よび術後の腫瘍微小環境を理解し、それに伴う再発率を把握することは、直腸

癌の管理において患者をより適切に層別化し、術後の化学療法やフォローアッ

プ方法を最適化し、さらなる長期予後の改善につながる可能性があると考えら

れる。 
腫瘍微小環境の特徴の中でも、腫瘍細胞を取り巻く線維性組織の変化、

Desmoplastic Reaction (DR) は、大腸癌における重要な予後因子として注目され

ている(Ueno et al, 2021a; Ueno et al, 2019b) 。DR はコラーゲン沈着や細胞外マ

トリックスの程度によって特徴づけられ、成熟した組織化から未熟な粘液状の

間質まで様々である(Ueno et al, 2002a; Ueno et al, 2004; Ueno et al, 2015b) 。DR
は ITB と同様に標準的な HE 染色で評価でき、追加の免疫染色を必要としない

ため、実臨床でも応用可能な患者を層別化するための有望なツールと考えられ

る。DR のこのような利点にもかかわらず、術前 CRT 後の直腸癌における DR
の分類の予後的価値は十分に調査されていない。第二章では、術前 CRT および

その後の外科的切除を受けた患者における DR分類と、無再発生存率（RFS）
および全生存率（OS）などの臨床転帰との関係を調査することを目的とした。 
 

 
 
 



 31 

方法 

1.対象 
本研究は後ろ向きコホート研究として、ヘルシンキ宣言に基づく倫理原則を

遵守し、がん研有明病院の倫理審査委員会から承認を得て実施された（承認番

号：2016-1042）。本コホートは、第一章の研究と一致しており、同様の患者集

団を対象としている。本研究では、2005 年から 2014 年の間にフルオロピリミ

ジン系薬剤を用いた術前 CRT を受け、総放射線量 45-50.4 Gy の後に TME を施

行された進行直腸癌患者 287名を対象とした（生検検体が欠如していた症例は

除いた。）統一されたコホートを維持し、従来の CRTレジメンが DR のパター

ンに与える影響を評価するため、TNT 療法を受けた患者は除外した。さらに切

除標本が入手できなかった 20名の患者を除外し、最終的に 255名の患者が解

析対象として適格であった（図 9）。選定および解析は、観察研究報告の強化を

目指すガイドラインである STROBE声明に従って実施された。 
 

 
図 9.  対象患者のフローチャート 

2005年１月から 2014年 12月の期間で 255症例を対象とした。 
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2.病理学的評価 
 
1)DR の評価方法 

DR の分類は、Ueno らの方法論に基づいており(Ueno et al, 2021b; Ueno et al, 
2019b; Ueno et al, 2017; Ueno et al, 2018)、標本を特定の組織学的特徴に基づいて、

mature、intermediate、immature に分類した。線維性間質がケロイド様コラーゲン

や十分な量の粘液様間質を示さず、細かい成熟したコラーゲン線維が複数の層

にわたってすべての反応性線維性領域にわたって分布している場合、mature と

分類された。intermediate は、ケロイド様コラーゲンが成熟した間質内に散在し、

通常は成熟コラーゲン線維に平行に配列されている場合に分類された。最後に、

Immature は、線維性間質内に粘液様変化が見られ、粘液様間質の量は 40倍対物

レンズで観察された顕微鏡視野を使用して判断され (図 10) 、最終判定につい

ては図 11 のフローチャートに従って行った。DR の評価は、1名の外科医、1名
の病理医によって、HE 染色スライドを用いて行なった。評価者は臨床データお

よび切除標本の最終病理結果を盲検化された状態で評価を行った。 
 

 

図 10. 直腸癌切除標本における DR分類 
(A) Immature：線維性間質は、組織化されたコラーゲン線維がほとんどなく、主

に粘液様間質が優勢である。間質は通常、緩くゼラチン状の外観を呈し、コラー

ゲンの沈着がまばらで、不規則に配置されている。 
(B) Intermediate：線維性間質には、成熟した間質のマトリックス内にケロイド様

のコラーゲンが散在している。ケロイド様コラーゲンは、太く硝子化したコラー

ゲン線維として現れ、成熟コラーゲン線維に沿って平行に配置されることが多

い。 
(C) Mature：線維性間質は、細かく成熟したコラーゲン線維で構成されており、

すべての反応性線維領域にわたって複数の層に分かれている。ケロイド様コラ

ーゲンや粘液様間質は存在しない。 
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図.11 DR分類フローチャート 
(大腸癌研究会, 大腸癌における Desmoplastic reaction (DR) 分類 -病理アトラス-)
より引用 
 

2) 壁内神経周囲浸潤の評価方法 
壁内神経周囲 (Intramural perineural invasion ; PN) は、主に癌がアウエルバッハ神

経叢の領域に沿って広がる場合と定義し、一方で壁外神経周囲浸潤は、筋層外に

位置する神経束に沿って腫瘍細胞が浸潤または延長している場合と定義した

(Ueno et al, 2013)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 34 

3) CD8+ TIL の評価方法 
生検検体においての CD8+ TIL の測定方法は第一章と同様である。CRT 後の

切除標本では、間質組織のみの領域内でリンパ球が最も豊富な 2～4 つの視野が

評価され、1.0 平方ミリメートルの範囲で CD8+ TIL を評価した。 (図 12) 。こ

れは、CRT 後に腫瘍性領域の境界を正確に識別することが難しいためである。

病理学的完全奏効が得られた場合、残存腫瘍または線維化領域に隣接する間質

組織の領域が腫瘍間質を表すと判断した。この評価に基づき、CD8+ TIL の平均

密度 (細胞/mm²) を計算した。CD8+ TIL は中央値で高密度群と低密度群に分類

した。 
 

 
図 12. 切除検体における CD8+ TiL 密度の評価方法 
腫瘍浸潤縁において CD8+ TIL が最も豊富な領域を選択し分析が行われた(A)。
囲まれた領域の拡大図 (B, C)。 
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4)TRG の評価方法 
TRG の評価は第一章と同様である。切除検体を用いて Dvorak tumor regression 

grade に従って評価した(Dworak et al, 1997) 。TRG 4 (完全な腫瘍退縮。腫瘍細胞

が全く認められず、治療による完全な奏効を示している。) および TRG 3 (大部

分が線維化に置き換わり、わずかな腫瘍細胞しか残っていない。) と分類された

患者は「good responders」とされ、一方で TRG 2 (腫瘍細胞と線維化が同程度見

られる。) および TRG 1 (腫瘍の退縮は少なく、ほとんどが腫瘍細胞で構成され

ている。) と分類された患者は「poor responders」と分類した。 
 
3.統計解析 
カテゴリ変数の解析にはカイ二乗（χ²）検定を使用し、連続変数の評価には

Kruskal-Wallis 検定を用いた。定量データは中央値および四分位範囲（IQR）と

して表した。生存曲線の作成には Kaplan–Meier 法を用い、比較にはログランク

検定を適用した。全生存期間（OS）は手術日からあらゆる原因による死亡まで

の期間、無再発生存期間（RFS）は手術日から再発の検出までの期間として定

義した。RFS および OS との関連性を検討するため、Cox 比例ハザード回帰モ

デルを使用し、単変量解析で p値が 0.20 未満を示した変数を多変量解析に含め

た。統計的有意性の判定には、両側 p値 0.05 未満の閾値を採用した。統計解析

は、Rソフトウェアバージョン 4.1.0（Foundation for Statistical Computing, ウィ
ーン、オーストリア）および R のグラフィカルインターフェースである EZR 
(自治医科大学埼玉医療センター、埼玉、日本) を使用して行った(Kanda, 
2013)。 
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結果 

1.DR分類に基づく臨床病理学的特徴 
DR は、255名の患者の術前 CRT 後の切除標本に基づいて、mature

（69.0％）、intermediate（5.5％）、immature（25.5％）に分類された。DR分類に

基づく詳細な臨床的患者背景は表 6 に示す。CEA の値は、グループ間で有意に

異なり、mature DR で他のグループよりも顕著に低かった（p = 0.001）。 
 

表 6 切除標本における DR に基づく臨床的患者背景 

項目 
mature intermediate immature 

P値 
(n=176) (n=14) (n=65) 

性別    0.48 
男性 116 (65.9%) 10 (71.4%) 48 (73.8%)  

女性 60 (34.1%) 4 (28.6%) 17 (26.2%)  

年齢 (年) (IQR) 61 (53- 67) 58.5 (51-61) 61 (54-66) 0.49 
肛門縁から腫瘍までの距離(mm) 40 (30-50) 45 (25-57.5) 40 (30-60) 1.00 

CRT 前 CEA (ng/mL) (IQR) 3.2 (1.9-5.6) 5.6 (4.2-10.7) 4.9 (2.7-12.8) 0.001 

CRT 前 CA19-9 (ng/mL) (IQR) 7.0 (3.8-17.0) 12.7 (3.8-78.8) 10.0 (4.1-19.8) 0.33 
CRT 前 腫瘍内 CD8+ TIL 密度 
(/mm2) (IQR) 

75.7 
(34.5-169.5) 

80.0 
(54.0-115.5) 

62.8 
(30.1-119.0) 

0.19 

臨床的深達度    0.11 
  cT3 165 (93.8%) 11 (78.6%) 59 (90.8%)  

   cT4 11 (6.2%) 3 (21.4%) 6 (9.2%)  

臨床的リンパ節転移陽性 104 (59.1%) 12 (85.7%) 42 (64.6%) 0.13 

CRT から手術までの期間 (日)     0.17 
   ≤56 154 (87.5%) 12 (85.7%) 52 (80.0%)  

   >56 22 (12.5%) 2 (14.3%) 13 (20.0%)  

放射線量 (Gy)    0.54 
45 111 (63.1%) 9 (64.3%) 36 (55.4%)  

50.4 65 (36.9%) 5 (35.7%) 29 (44.6%)  

手術    0.25 
   肛門温存 130 (73.9%) 8 (57.1%) 43 (66.2%)  

   肛門非温存 46 (26.1%) 6 (42.9%) 22 (33.8%)  
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切除標本のおける DR に基づく術後の病理学的所見を表 7 に示す。ypT（p < 
0.0001）、ypN（p = 0.0009）、およびリンパ管浸潤の有無（p < 0.0001）におい

て、DR分類間で有意な差が認められた。具体的には、mature 群の患者の

22.7％が ypT0 を示したのに対し、intermediate群では該当者がなく、immature
群では 1.5％にとどまった。また、ypN0 の割合も mature群（73.9％）が

intermediate群（21.4％）や immature群（63.1％）よりも有意に高かった。リン

パ管浸潤の割合も mature群（40.3％）で他の 2 つのグループ

（intermediate85.7％、immature80.0％）より有意に低かった。同様に、PN の割

合も mature群（25.6％）で他の 2 つのグループ（intermediate 85.7％、immature 
50.0％）より有意に低かった。切除標本における CD8+ TIL 密度に関しては、

DRカテゴリー間で有意差がなく（p = 0.75）、CD8+ TIL は DR の状態と相関し

ていないことが示された。対照的に、TRG は DR の状態と有意に相関してお

り、mature群では good responder の割合が有意に高く（34.1％）、intermediate
（0％）および immature（4.6％）グループと比べて高かった（p < 0.0001）。術

後化学療法を受けた患者の割合もグループ間で有意に異なり、mature群で最も

低く（38.6％）、intermediate群で最も高かった（85.7％、p = 0.0007）。 
 
表 7 切除標本における DRに基づく病理学的患者背景 

項目 
mature intermediate immature 

P 値 
(n=176) (n=14) (n=65) 

病理学的深達度分類    <0.001 

ypT0 40 (22.7%) 0 (0.0%) 1 (1.5%)  

ypT1 13 (7.4%) 0 (0.0%) 2 (3.1%)  

ypT2 63 (35.8%) 0 (0.0%) 14 (21.5%)  

ypT3 59 (33.5%) 12 (85.7%) 44 (67.7%)  

ypT4 1 (0.6%) 2 (14.3%) 4 (6.2%)  

病理学的リンパ節転移分類    <0.001 

ypN0 130 (73.9%) 3 (21.4%) 41 (63.1%)  

ypN1 32 (18.2%) 9 (64.3%) 17 (26.2%)  

ypN2 14 (8.0%) 2 (14.3%) 7 (10.8%)  

組織型    0.12 

高分化もしくは中分化  169 (96.0%) 12 (85.7%) 59 (90.8%)  

その他 7 (4.0%) 2 (14.3%) 6 (9.2%)  

脈管侵襲    <0.001 
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陽性 71 (40.3%) 12 (85.7%) 52 (80.0%)  

陰性 105 (59.7%) 2 (14.3%) 13 (20.0%)  

神経周囲浸潤    <0.001 

壁内神経浸潤陽性 9 (5.1%) 8 (57.1%) 24 (36.9%)  

壁外神経浸潤陽性 36 (20.5%) 4 (28.6%) 15 (23.1%)  

陰性 127 (72.2%) 2 (14.3%) 24 (36.9%)  

不明 4 (2.3%) 0 (0.0%) 2 (3.1%)  

Tumor regression grade 
（腫瘍縮小グレード） 

   <0.001 

TRG1/2 116 (65.9%) 14 (100.0%) 62 (95.4%)  

  TRG3/4 60 (34.1%) 0 (0.0%) 3 (4.6%)  

切除検体内 CD8+TIL 密度 
(/mm2) (range) 

485.7 
(28.5-1689.1) 

377.6 
(163.8-1554.1) 

478.7 
(55.3-2378.7) 

0.75 

術後補助化学療法    <0.001 

あり 68 (38.6%) 12 (85.7%) 30 (46.2%)  

なし 108 (61.4%) 1 (7.1%) 35 (53.8%)  

不明 0 (0.0%) 1 (7.1%) 0 (0.0%)  
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2. DR分類に基づく長期生存率 
図 2 は、DR分類ごとに層別化された RFS および OS曲線を示している。生

存者コホートの中央値追跡期間は 72ヶ月 (IQR 62–84ヶ月) であった。mature 
DR群は、5 年間の RFS 率が 85.4％と優れていた。これに対し、intermediate群
は 45.1％、immature群は 65.8％であった。mature DR群は 5 年間の OS 率が最

も高く 93.0％であり、intermediate群と immature群はそれぞれ 76.2％と 88.8％
でやや低かった。 
 

 

 
図 13.  DR分類に基づく無再発生存率（A）および全生存率（B）に関する

Kaplan–Meier 生存曲線解析 
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RFS および OS の単変量および多変量解析の結果は表 8, 9 に示した。DR と

TRG には強い相関が見られ、TRG 3/4 の症例の大部分が mature DR に分類され

た  (95.2％) 。この強い相関に伴う統計学的な交絡を避けるため、表 8 および

表 9 の多変量解析からは TRG を除外した。 
RFS に関する単変量および多変量解析の結果を表 8 に示す。解析の結果、

ypT および ypN は RFS に有意に関連しており、進行した ypT および ypN は予

後不良と関連していた。しかし、多変量解析においては、ypT は RFS との有意

な関連を示さなかった (HR: 1.67; 95% CI: 0.77-3.65; p = 0.19)。一方、ypN は多

変量解析において RFS と有意な関連を示し (HR: 3.66; 95% CI: 1.95-6.90; p < 
0.0001)、さらに神経周囲浸潤も RFS に有意な関連を示していた (HR: 2.02; 95% 
CI: 1.01-4.05; p = 0.047)。リンパ管浸潤は単変量解析において RFS と有意に関連

していた (p = 0.0003) が、多変量解析では有意な関連は認められなかった (p = 
0.62)。また、intermediate/immature DRグループは単変量解析において RFS の悪

化と関連していたが、多変量解析ではこの関連は RFS にのみ認められた (HR: 
1.96; 95% CI: 1.07-3.59; p = 0.03)。切除標本における CD8+ TIL 密度は RFS と有

意な関連を示さなかった。 
 
表 8. 無再発生存率（RFS）に関する単変量、多変量解析 

  単変量解析 多変量解析 

項⽬ 
N ハザード⽐ 

(95% Cl) 
P 値 

 ハザード⽐ 
 (95% Cl) 

P 値 

年齢 (年)   0.23   

≤60 126 1    

>60 129 1.39 (0.81-2.37)    

性別   0.62   

男性 174 1    

女性 81 0.86 (0.48-1.55)    

肛門縁から腫瘍までの距離 
(mm) 

  0.04  0.02 

>50 189 1  1  

≤50 66 2.20 (1.04-4.66)  2.55(1.16-5.58)  

CRT 前 CEA (ng/mL)   0.05  0.10 
≤5 167 1  1  

>5 88 1.70 (1.00-2.88)  1.61 (0.92-2.81)  

放射線量 (Gy)   0.42   

45 156 1    
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50.4 99 1.04 (0.94-1.15)    

CRT から手術までの期間(days)   0.08  0.50 
≤56 218 1  1  

>56 37 1.76 (0.93-3.34)  1.28 (0.63-2.58)  

術後補助化学療法   0.31   

あり 110 1    

なし 144 0.76 (0.45-1.29)    

病理学的深達度分類   0.000001  0.19 
T0/1/2 133 1  1  

T3/4 122 4.88 (2.57-9.27)  1.67 (0.77-3.65)  

病理学的リンパ節転移   0.00000001  0.00006 
なし 174 1  1  

あり 81 4.99 (2.88-8.66)  3.66 (1.95-6.90)  

組織型   0.01  0.23 
高分化もしくは中分化腺癌  240 1  1  

その他 15 2.78 (1.25-6.14)  1.69 (0.72-3.97)  

脈管侵襲   0.0003  0.62 
なし 120 1  1  

あり 135 3.11 (1.69-5.71)  0.83 (0.39-1.74)  

神経周囲浸潤   0.0000002  0.047 
なし 153 1  1  
あり 96 4.79 (2.67-8.59)  2.02 (1.01-4.05)  

切除検体内 CD8+ TIL 密度   0.24   

⾼ 125 1    

低 128 1.38 (0.81-2.36)    

DR 分類   0.00005  0.03 
   mature 176 1  1  

   immature/intermediate 79 2.98 (1.76-5.07)  1.96 (1.07-3.59)  
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OS に関しては、単変量解析の結果、ypT および ypN が OS に有意に関連して

いた。しかし、多変量解析では、ypT は OS との有意な関連を示さなかった 
(HR: 1.53; 95% CI: 0.58-4.04; p = 0.39)。一方、ypN は OS と有意に関連しており 
(HR: 2.89; 95% CI: 1.24-6.72; p = 0.01)、神経周囲浸潤は OS に有意な関連を示さ

なかった (p = 0.50)。また、intermediate/immature DR は単変量解析で OS の悪化

と関連していたが、多変量解析では OS との有意な関連は認められなかった 
(HR: 1.27; 95% CI: 0.60-2.68; p = 0.54)。切除標本における CD8+TIL 密度は OS
とも有意な関連を示さなかった。 
 
表 9  全再発生存率（OS）に関する単変量、多変量解析 

  単変量解析 多変量解析 

項⽬ 
N ハザード⽐  

(95% Cl) 
P 値 

 ハザード⽐  
(95% Cl) 

P 値 

年齢 (年)   0.05  0.24 

≤60 126 1  1  

>60 129 2.03 (0.99-4.17)  1.57 (0.74-3.30)  

性別   0.67   

男性 174 1    

女性 81 1.16 (0.58-2.34)    

肛門縁から腫瘍までの距離 (mm)   0.26   

>50 189 1    

≤50 66 1.66 (0.69-4.00)    

CRT 前 CEA (ng/mL)   0.11  0.35 
≤5 167 1  1  

>5 88 1.73 (0.89-3.37)  1.38 (0.70-2.75)  

放射線量 (Gy)   0.83   

45 156 1    

50.4 99 0.99 (0.87-1.12)    

CRT から手術までの期間(days)   0.80   

≤56 218 1    

>56 37 1.12 (0.46-2.73)    

術後補助化学療法   0.46   

あり 110 1    

なし 144 0.78 (0.40-1.52)    

病理学的深達度分類   0.0007  0.39 
T0/1/2 133 1  1  
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T3/4 122 3.92 (1.78-8.63)  1.53 (0.58-4.04)  

病理学的リンパ節転移   0.00001  0.01 
なし 174 1  1  

あり 81 4.92 (2.40-10.07)  2.89 (1.24-6.72)  

組織型   0.046  0.11 
高分化もしくは中分化腺癌  240 1  1  

その他 15 2.68 (1.02-7.05)  2.23 (0.84-5.91)  

脈管侵襲   0.004  0.59 
なし 120 1  1  

あり 135 3.16 (1.44-6.97)  1.31 (0.49-3.50)  

神経周囲浸潤   0.001  0.50 
なし 153 1  1  
あり 96 3.21 (1.59-6.45)  1.35 (0.57-3.16)  

切除検体内 CD8+ TIL 密度   0.52   

⾼ 125 1    

低 128 1.24 (0.64-2.43)    

DR 分類   0.01  0.54 
   mature 176 1  1  

   immature/intermediate 79 2.30 (1.18-4.49)  1.27 (0.60-2.68)  
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good responder と mature DR の強い相関を考慮し、特に poor responder (TRG 
1/2)に限定して、DR が予後と関連するかを検討した (表 10、11)。 

RFS に関連する TRG1/2 患者の背景および手術後の因子に関する単変量およ

び多変量解析について表 10 に示す。多変量解析の結果、intermediate/immature 
DR は RFS の悪化と有意に関連していることが示された (HR: 2.06, 95％CI: 
1.08-3.90, p = 0.03)。ただし、多変量解析では TRG と RFS との有意な関連は示

されなかった (HR: 0.82, 95％CI: 0.42-1.63, p = 0.58)。肛門縁からの腫瘍距離 
(≤50 mm, HR: 2.40; 95％CI: 1.03-5.58; p = 0.04) および PN (HR: 2.37; 95％CI: 1.09-
5.14; p = 0.03) も RFS と有意に関連していた。 
 
表 10  RFS に関連する TRG1/2 患者の背景および手術後の因子に関する 

単変量および多変量解析 
  単変量解析               多変量解析 

項目 
N ハザード比  

(95% Cl)     P値 
  ハザード比  

 (95% Cl)      P値 
年齢 (年)   0.24    

≤60 99 1    

>60 93 1.41 (0.79-2.49)    

性別   0.27    

男性 136 1    

女性 56 0.68 (0.35-1.34)    

肛門縁から腫瘍までの距離 (mm)   0.03   0.04  
>50 140 1  1  

≤50 52 2.40 (1.07-5.34)  2.40 (1.03-5.58)  

CRT 前 CEA (ng/mL)   0.07   0.17  
≤5 124 1  1  

>5 68 1.69 (0.96-2.98)  1.54 (0.83-2.86)  

放射線量 (Gy)   0.44    

45 125 1    

50.4 67 1.04 (0.94-1.16)    

CRT から手術までの期間(days)   0.12   0.81  
≤56 164 1  1  

>56 28 1.73 (0.86-3.47)  1.10 (0.50-2.41)  

術後補助化学療法   0.56    

あり 97 1    

なし 94 0.85 (0.48-1.49)    
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病理学的深達度分類   0.0005   0.77  
T0/1/2 78 1  1  

T3/4 144 3.63 (1.76-7.50)  1.14 (0.48-2.68)  

病理学的リンパ節転移   0.000008    0.0006 
なし 116 1  1  

あり 76 3.94 (2.16-7.18)  3.23 (1.65-6.29)  

組織型   0.11   0.62 

高分化もしくは中分化腺癌  181 1  1  

その他 11 2.11 (0.84-5.34)  1.29 (0.47-3.54)  

脈管侵襲   0.002   0.68  
なし 62 1  1  

あり 130 3.46 (1.55-7.73)  1.21 (0.49-3.00)  

神経周囲浸潤   0.00002  0.03 
なし 94 1  1  
あり 94 4.67 (2.32-9.39)  2.37 (1.09-5.14)  

Tumor regression grade 
（腫瘍縮⼩グレード） 

  0.01   0.58  

TRG1 106 1  1  

   TRG2 86 0.45 (0.24-0.84)  0.82 (0.42-1.63)  

切除検体内 CD8+ TIL 密度   0.09   0.29  
⾼ 97 1  1  

低 93 1.65 (0.92-2.94)  1.41 (0.75-2.64)  

DR 分類   0.002  0.03  
   mature 116 1  1  

   immature/intermediate 76 2.54 (1.43-4.50)   2.06 (1.08-3.90)   
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OS に関連する TRG1/2 患者の背景および手術後の因子に関する単変量および

多変量解析について表 11 に示す。ypN+のみが OS の悪化と関連していた (HR: 
2.42, 95％CI: 1.00-5.89, p = 0.049) 。 
 
表 11  RFS に関連する TRG1/2 患者の背景および手術後の因子に関する 

単変量および多変量解析 
  単変量解析               多変量解析 

項目 
N ハザード比  

(95% Cl)     P値 
  ハザード比  

 (95% Cl)      P値 
年齢 (年)   0.05   0.18  

≤60 99 1  1  

>60 93 2.12 (0.99-4.53)  1.74 (0.78-3.89)  

性別   0.57    

男性 136 1    

女性 56 1.25 (0.58-2.67)    

肛門縁から腫瘍までの距離 (mm)   0.18   0.15  
>50 140 1  1  

≤50 52 1.94 (0.74-5.07)  2.10 (0.77-5.70)  

CRT 前 CEA (ng/mL)   0.09   0.27  
≤5 124 1  1  

>5 68 1.87 (0.91-3.82)  1.52 (0.72-3.18)  

放射線量 (Gy)   0.94    

45 125 1    

50.4 67 1.01 (0.87-1.16)    

CRT から手術までの期間(days)   0.61    

≤56 164 1    

>56 28 1.27 (0.51-3.99)    

術後補助化学療法   0.54    

あり 97 1    

なし 94 0.80 (0.39-1.64)    

病理学的深達度分類   0.02   0.52  
T0/1/2 78 1  1  

T3/4 144 3.03 (1.24-7.42)  1.40 (0.50-3.95)  

病理学的リンパ節転移   0.001   0.049  
なし 116 1  1  

あり 76 3.72 (1.70-8.16)  2.42 (1.00-5.89)  
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組織型   0.048   0.25  

高分化もしくは中分化腺癌  181 1  1  

その他 11 2.91 (1.01-8.36)  1.91 (0.64-5.72)  

脈管侵襲   0.06   0.71  
なし 62 1  1  

あり 130 2.51 (0.96-6.57)  1.23 (0.41-3.68)  

神経周囲浸潤   0.03  0.67 
なし 94 1  1  
あり 94 2.42 (1.11-5.29)  1.22 (0.50-2.98)  

Tumor regression grade 
（腫瘍縮小グレード） 

  0.40    

TRG1 106 1    

   TRG2 86 0.72 (0.34-1.52)    

切除検体内 CD8+ TIL 密度   0.46   

高 97 1    

低 93 1.30 (0.64-2.64)    

DR 分類   0.06   0.25  
   mature 116 1  1  

   immature/intermediate 76 2.00 (0.97-4.13)   1.60 (0.71-3.61)   
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3.  DR分類に基づく術後補助化学療法の効果 
図 14 は、DR分類ごとに層別化した術後補助化学療法の効果を示している。

mature DR群 (N=176)では、5 年間の RFS 率は補助化学療法の有無によって影

響を受けず (あり vs. なし、86.4% vs. 84.8%; p = 0.64)、有意差は認められなか

った。対照的に、intermediate/immature DR群 (N=79) では、補助化学療法を受

けた患者は、受けなかった患者と比較して 5 年間の RFS 率が低い傾向を示した 
(55.9% vs. 69.4%; p = 0.27)。ただし、この差はサンプルサイズが小さいことが原

因で有意差には至らなかった可能性がある。 
 

 
図 14. mature DR（A）および intermediate/immature DR（B）における補助化

学療法に応じた無再発生存率（RFS）のカプラン–マイヤー生存曲線解析 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 49 

考察 

本研究では、進行直腸癌患者の術前 CRT 後の切除標本において、RFS と DR
分類に有意な関連があることを明らかにした。この結果は、腫瘍周囲の微小環

境が癌の進行や治療効果において重要な役割を果たしていることを示唆してい

る。特に、DR によって示される線維性反応が、患者の予後において重要な指

標となる可能性が示された。 
Ueno らの研究(Ueno et al, 2015a)では、短期間の CRT を受けた直腸癌患者 101
名を分析し、術前 CRT 後の切除標本の 46.5％で mature DR が確認された。我々

の知る限り、進行直腸癌患者における術前 CRT 後の DR の臨床的影響を調査し

たのは、我々の研究が 2例目である。本研究では、69％の症例が mature DR と

評価され、Ueno らの研究と比較して高い割合であった。この差異は、Ueno ら

の研究で用いられた 20 Gy に比べて、本研究で使用された放射線量が高いこと

に起因する可能性がある。また、本研究では CRT と手術の間隔がより長く (中
央値 47 日 vs. 30 日) 、これも寄与因子となり得る。放射線照射と手術の間隔

が長いほど、pCR 率が高くなることが知られており(Petrelli et al, 2016; Wolthuis 
et al, 2012)、実際に本研究の ypT0 率  (16.1％)  は前研究の 3.0％よりも高かっ

た。注目すべきは、両研究において ypT0症例の mature DR の割合が非常に高

かったことであり (本研究 98％、Ueno ら 100％) 、腫瘍縁での mature な線維性

反応が CRT への良好な反応と関連していることを示唆している。ただし、

mature DR が CRT 前に存在していたのか、それとも CRT への良好な反応の結

果として形成されたのかは不明である。両研究の間で 5 年間の DFS 率は類似し

ていたが(Ueno et al, 2015a)、前述のとおり放射線量と手術前の待機期間に違い

があったため、本研究は、現在の CRT で用いられている標準的な放射線量と待

機期間下での DR の臨床的影響を検討した初めての研究であると考えられる。 
mature DR は成熟した線維化であり、癌細胞の移動を制限する物理的な障壁

を形成することがある(Hewitt et al, 1993)。このような現象は CRT によって引き

起こされ、上皮間葉転換 (EMT) を抑制し、転移の可能性を低減する可能性が

ある。Ueno らによると、直腸癌における mature DR は、CRT の有無にかかわ

らず、腫瘍浸潤リンパ球 (TIL) が豊富に存在することが特徴であり、TIL が少

ない場合は immature DR を示す傾向がある(Ueno et al, 2002a; Ueno et al, 2004; 
Ueno et al, 2015a)。しかし、本研究では、DRカテゴリーと切除標本における

CD8+ TIL との関連は確認されなかった。この差異の一因として、TIL 密度およ

び DR を評価した特定の領域の違いが考えられる。また、本研究では CRT と手

術の間隔が Ueno らの研究よりも長かったことが、特に pCR を達成した患者に

おいて腫瘍抗原の喪失により CD8+ TIL 密度が減少した可能性がある。術前
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CRT を受けた直腸癌患者において、DR分類と局所免疫状態との関係を明らか

にするためには、さらなる研究が必要である。 
局所進行直腸癌患者において、術前 CRT に対する反応が不良である場合、

DFS および OS の低下と関連していることが知られている(Fokas et al, 2014; 
Karagkounis et al, 2019; Song et al, 2018)。しかし、poor responder に限定した予後

因子に関する報告は少ない。本研究では、TRG1/2 と分類された患者 (poor 
responder) において、DR が独立した予後因子であることが確認された。この

結果は、CRT に対する反応が限定的であっても、腫瘍を取り囲む線維性環境の

質が重要な予後的価値を持つことを示唆している。TRG1/2 の分類は CRT に対

する限られた反応を示しているが、DR のタイプは、TRG では捉えきれない腫

瘍の特異な生物学的挙動を示している可能性がある。切除標本における高い

CD8+ TIL 密度は、poor responder において単変量解析で RFS の改善傾向を示し

た (p = 0.09) 。これは、CRT 後の高 CD8+ TIL 密度が再発の減少と関連してい

ることを示す先行研究と一致している(Chen et al, 2020; Hong et al, 2022)。ただ

し、CD8+ TIL 密度は多変量解析では統計的有意性に達しなかった。いくつか

の研究で、PN (神経周囲浸潤) が CRT を受けた直腸癌の不良予後因子であると

報告されており(Kim et al, 2019; Song et al, 2019)、本研究の結果もこれらの先行

研究と一致している。重要なことに、本研究は、DR が PN とは別の独立した

不良予後因子であることも示している。 
先行研究では、進行直腸癌患者において術前 CRT 後の術後補助化学療法が

DFS の改善に寄与しないことが示されている (Breugom et al, 2015) 。本研究で

は、intermediate/immature DR の患者において、術後補助化学療法を受けた場合

の RFS 率が、補助化学療法を受けなかった患者よりも劣っており、CRT 後に

intermediate/immature DR に分類される患者には補助療法が無効である可能性を

示唆している。intermediate/immature DR の存在は、CRT 後の腫瘍の悪性度の高

い生物学的挙動や、放射線または全身性の細胞毒性化学療法に対する耐性を示

している可能性がある。本研究の結果は、補助化学療法の恩恵を受けるのは

good responder のみであることを示す先行研究と一致している(Cai et al, 2024; 
Collette et al, 2007) 。近年の総術前療法の発展に伴い、従来の CRT 後に基づい

て補助化学療法を選択する必要性は減少しているが、術後 CRT 腫瘍微小環境の

分子レベルでの詳細な理解は、poor responder に対する新しい治療標的の特定に

つながる可能性がある。 
本研究は後ろ向き研究であり、手術標本からの組織学的評価に焦点を当てて

いることからいくつかの制約がある。DR の評価は主観的な要素を含むため、

観察者間で解釈にばらつきが生じ、分類の一貫性に影響を及ぼす可能性があ

る。さらに、我々の知見は単一のコホートに基づいており、その一般的適用性
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を確保するためには多様な患者集団での検証が必要である。3 つの DR分類間
で補助化学療法の割合が有意に異なることは、長期成績の結果の解釈における

潜在的なバイアスとなる。また、TNT を受けた患者は評価されておらず、

Budding などの他の術後 CRT 因子(Trotsyuk et al, 2019) も評価されていない。 
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全体の結論 

1. 本研究から得られた新知見 
Ø 第一章 
・進行直腸癌の生検検体における ITB と CD8陽性 TIL はそれぞれ独立して術

前 CRT の効果に相関した。 
・ITB は単変量では無再発生存率と相関したが、CD8陽性 TIL を含む多変量解

析では有意差は認めなかった。 
・生検標本における ITB の存在は、転写解析による EMT経路遺伝子の増加と

関連しなかった。 

 
Ø 第二章 
・標準的な術前 CRT を施行した、進行直腸癌の切除検体において無再発生存率

と DR分類の間に有意な相関がみられた。 
・特に、poor responder において、DRカテゴリーは TRG よりも強く予後に相

関した。 
・intermediate/immature DR の患者においては、術後補助化学療法を受けた群で

の無再発生存率が、補助化学療法を受けなかった群よりも低い結果となった。 
 
2. 新知見の意義 
進行直腸癌の CRT における効果予測および予後に関して、本研究の第一章で

は生検検体における ITB、第二章では切除検体における DR の重要性を明らか

にした。これらの因子は、いずれも免疫染色を必要とせず、標準的な HE 染色

で容易に確認できるため、特別な設備や高コストな手法を用いることなく、日

常診療に導入しやすい点が特徴であり、進行直腸癌患者における CRT の効果予

測や予後判定において、個別化治療を導く新たな指標となり得る。 
 
3. 本研究で得られた新知見から今後どの様な研究が展開されうるか 
本研究で得られた予後予測因子を活用することで、進行直腸癌に対する個別

化治療が実現すれば、それに関連する新たな治療薬の開発研究への道が開かれ

る可能性がある。これにより、患者の予後をさらに改善・延長できる展望が広

がると期待される。再発高リスク患者においては、血液バイオマーカーや先進

的な画像診断法の改良による精密なモニタリングツールの開発が期待される。

これにより、早期の再発検出と適切な治療介入が可能となり、予後改善に寄与

するであろう。また、フォローアップ方法や頻度の最適化に関する検討も進展

することが見込まれる。 
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4. 今後の課題 
今回の研究で見出された ITB や DR の予後予測因子としての意義をより確実

なものとするため、大規模かつ多施設での前向き研究が求められる。また、

ITB や DR の標準的な評価方法や測定プロトコルの確立は、臨床現場での応用

を可能にし、再現性を高めるためにも不可欠である。加えて、腫瘍微小環境に

おける他の要素、特に腫瘍浸潤リンパ球や他の免疫細胞との相互作用に関する

理解を深めることが、CRT に対する反応をより正確に予測し、個別化治療戦略

を最適化するために重要であると考える。 
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