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要旨 
 
【背景・目的】 

肝外胆管癌は消化器癌の中でも悪性度の高い腫瘍として知られ、根治的外科

的切除後の 5 年生存率は 20〜40% と報告されている。特に、リンパ節転移陽

性例は予後不良であり、5 年生存率はわずか 20% 程度にとどまる。近年、

胆道癌においても TS-1 による術後補助療法が標準治療となったが、3 年生

存率は約 75%であり、生存期間を 6 ヶ月延長したのみであり、未だ満足で

きる成績ではない。したがって、肝外胆管癌の予後改善には再発を抑制しうる

補助療法の開発が急務であり、そのためには腫瘍進展の転移メカニズムの解明が

必須である。 
近年、腫瘍の進展には腫瘍細胞のみではなく、その周囲の微小環境が重要な

役割を担っていると考えられている。この微小環境を構成する要素のひとつとして

腫瘍周囲間質があげられ、腫瘍周囲間質が腫瘍進展に伴い変化することは間質

線維反応（Desmoplastic Reaction; 以下、DR と略記）と呼ばれる。この間質変化

には癌関連線維芽細胞（Cancer-associated fibroblasts; 以下、CAFs と略記）の

関与が示唆されている。大腸癌においては、DR の形態学的分類が提唱され、予

後予測因子として注目されている。 
本研究の目的は、第 1 に肝外胆管癌において、DR の形態学的分類が臨床病

理学的因子と関連するか、また、予後予測因子となり得るかを検証し、第 2 に、形

態学的、免疫組織学的検討により DR と CAFs の関連を明らかにすることであ

る。 
 
【方法】 

検討に用いる症例は、2004 年 1 月から 2017 年 12 月の期間に北海道大学消

化器外科Ⅱで根治的切除術が施行された肝外胆管癌 335 例のうち、病理組織

学的に検討が可能であった 283 例（肝門部領域胆管癌 174 例、遠位胆管癌 109
例）とした。肝外胆管癌において DR 分類が適応可能かを判断するために、観察

者内研究および観察者間研究を設定した。観察者内研究では、病理診断を日常

的に行う観察者１が最初の分類を行い、その 3 ヶ月後に全標本を再分類した。観

察者間研究では、無作為に抽出した 100 標本について、同じく病理診断を日常

的に行う観察者 2 名がそれぞれ DR 分類を行い、一致率を検討した。観察者間

研究の後に、3 人の観察者のコンセンサスによって、全標本の DR 分類の最終判

断を決定した。 
DR の形態学的分類は腫瘍の代表切片を用いて評価し、myxoid changes を伴
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う線維性間質が高倍率視野を占めて観察された場合には“immature”、keloid-like 
collagen が成熟した間質と混在し、成熟した膠原線維と並行して存在する場合に

は “intermediate”、線維性間質が多層性に配列した線維のみで構成されている

場合は“mature”と分類した。 
臨床病理学的検討項目として年齢、性別、腫瘍の局在、腫瘍の分化度、深達

度、脈管侵襲、神経周囲浸潤、所属リンパ節転移、tumor budding の程度、形態

学的 DR 分類について集計・解析した。 
免疫組織化学染色による検討のために、手術検体から作製したホルマリン固定

パラフィン包埋標本をもとに組織マイクロアレイ（Tissue micro array; 以下、TMA 
と略記）の作製を行なった。胆管癌 208 例で TMA を作製し、腫瘍先進部（腫瘍と

正常間質の境界部）と腫瘍内部（腫瘍先進部から少なくとも 100 細胞以上離れた

腫瘍部）の 2 ヶ所から腫瘍組織を、正常対照群として同一検体の正常胆管上皮

から 1 ヶ所の、計 3 ヶ所から組織採取を行なった。 
加えて、作製した TMA を用いて hematoxylin and eosin (以下、HE と略記) 

染色標本で DR の評価と、抗α-SMA 抗体染色による CAFs の分布との関係を検

討した。 
DR の分類と、上皮間葉転換の程度の形態学的表現型と考えられている tumor 

budding、および CAFs の分布の関係を検討するために、腫瘍を代表する切片の

HE 染色標本および TMA を用いた HE 染色標本、免疫染色標本（抗α-SMA 抗  

体）を作製し、評価を行なった。 
Tumor budding は腫瘍先進部において個細胞性または小胞巣状の腫瘍が間

質内に散らばるように浸潤する現象であり、様々な癌種において転移の危

険因子や予後不良因子であると報告されている。Tumor budding を構成する

単一または 5 個未満の癌細胞からなる胞巣を tumor bud と定義し、各症例

において tumor budding の程度が最も高い HE 染色標本を選出し、その標

本上で tumor bud 数が最も多く観察される領域でその個数を測定した。 
 

【結果】 
DR 分類の観察者内および観察者間の検討において 3 人の観察者間で高い

再現性と一致性が確認された。肝門部領域胆管癌 174 症例、遠位胆管癌 109
症例の両群において、DR 分類は pT 分類、静脈浸潤、神経周囲浸潤、局所リン

パ節転移、および tumor budding grade と有意に関係していた。また肝門部領域

胆管癌、遠位胆管癌ともに DR 分類は、単変量解析において生存期間の短縮と

関連しており、成熟度が低いほど予後が不良であり、多変量解析において独立予

後不良因子として選択された。 
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TMA を用いた検討においては、“immature type”と分類された症例においては

筋線維芽細胞が密にびまん性に存在し、“mature type”と分類された症例におい

てはまばらに存在する傾向を認めた。 
 

【考察】 
 肝門部領域胆管癌、遠位胆管癌の両者において、DR 分類がリンパ・脈管侵

襲およびリンパ節転移に強く関連していることを明らかにした。この一貫した所見

は、腫瘍先進部にける腫瘍間質の形態学的変化が“mature”から“intermediate”お

よび“immmature”にかけて aggressive な腫瘍の性質を反映していることを示唆し

ていると考える。この結果から、DR 分類は肝外胆管癌における悪性度評価の指

標のひとつとなり得ることが示唆された。さらに、DR 分類により術後生存率が層別

化され、肝外胆管癌の独立した予後予測因子の一つとなり得ることが示された。加

えて、腫瘍先進部の DR 分類と CAFs (α-SMA 陽性) の分布パターンの間に有

意な関連を示していた事から、CAFs の量および分布の差異が DR 分類の群間で

予後に影響している可能性がある。さらに、各群の比較から、腫瘍進展を促進する

因子が“immature type”の腫瘍微小環境内に存在する可能性が考えられた。これ

は、DR および CAFs が腫瘍微小環境の変容に関連し、予後に影響する仮説を支

持するものであると考えられた。 
 
【結論】 

DR 分類は、胆道癌の術後病理標本において HE 染色のみで評価することが

可能であり、新規の形態学的予後予測因子となり得ると考えられた。今後、胆道癌

DR 分類に関する多施設共同・前向き研究を行い、評価手法を検証・改良してい

くことが望まれる。加えて、生検組織検体における DR 分類の応用可能性に関し

ても検討を行う必要があると考える。また、DR 分類と 1 種類の CAFs の分布との

関連が見出せたことから、他の種類の CAFs との分布との検討を加え、さらに DR
の変化を引き起こす CAFs から産生される液性因子などの検討を行うことで、胆道

癌進展の局所メカニズムがより明らかになることが期待される。 
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略語表 
 
本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 
 
ADAMs A disintegrin and metalloproteinases 
apCAFs antigen-presenting cancer-associated fibroblasts 
CAFs  cancer-associated fibroblasts 
DCC  distal cholangiocarcinoma 
DR desmoplastic reaction 
EBDR extrahepatic bile duct resection 
EHCC extrahepatic cholangiocarcinoma 
EMT epithelial-mesenchymal transition 
ECM extracellular matrix 
FFPE formalin-fixed paraffin-embedded 
FGFR2  fibroblast growth factor receptors 2 
HE hematoxylin and eosin 
iCAFs inflammatory cancer-associated fibroblasts 
MET mesenchymal-epithelial transition 
MST median survival time 
MMPs matrix metalloproteinases 
myCAFs myofibroblastic cancer-associated fibroblasts 
OS overall survival 
PHCC perihilar cholangiocarcinoma  
RFS relapse free survival 
TMA  tissue microarray 
UICC           the International Union Against Cancer 
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緒言 
 

1) 肝外胆管癌に関して 
肝外胆管癌（extrahepatic cholangiocarcinoma; 以下、EHCC と略記）は、胆管

上皮から発生する比較的稀な上皮系の悪性腫瘍であり、腫瘍の主座により肝門

部領域胆管癌（perihilar cholangiocarcinoma; 以下、PHCC と略記）と遠位胆管

癌（distal cholangiocarcinoma; 以下、DCC と略記）に分類される。EHCC に対す

る治療には手術、化学療法、放射線療法があるが、根治を得られる治療法は手術

のみである。標準治療となる術式は、PHCC に対しては肝外胆管・尾状葉切除を

伴う肝葉切除、DCC に対しては膵頭十二指腸切除であり、いずれも極めて侵襲の

大きな術式であるが、患者選択の適正化、手術手技の定型化や周術期管理の向

上により、術後合併症は減少傾向にあると言える。しかし、近年の報告でも、術後

合併症率は 43.1%、手術関連死亡は 1.4%であり、やはり他臓器癌の手術と比べ

危険性は依然として高いと言える（Nagino et al, 2013）。 
 

 EHCC の長期予後は、腫瘍遺残のない完全切除（R0 症例)に加えて、リンパ節

転移陰性であることが良好な術後予後を得る上で重要とされている（Lim et al, 
2012）。根治的切除後でも再発が多く、5 年生存率は PHCC で 9-44%、DCC で

20-45%と報告されている（Blechacz et al, 2017; DeOliveira et al, 2007; Nagino et 
al, 2013; Nakanishi et al, 2020）。前述の通り、EHCC においてリンパ節転移陽性

は強力な予後不良因子であるとされている（DeOliveira et al, 2007; Murakami et 
al, 2011）。PHCC では、遠隔転移陰性（M0）かつ R0 切除が可能であった症例の

うち、リンパ節転移陰性で 5 年生存率が 67.1%であるのに対し、リンパ節転移陽性

では 22.1%であったと報告されている（Nagino et al, 2013）。一方、M0 であっても

癌遺残陽性（R1-2）症例の 5 年生存率は 18.0%であり、リンパ節転移陽性は腫瘍

遺残に匹敵する予後不良因子であるといえる（Nagino et al, 2013）。 
 
EHCC に対する術後化学療法の予後改善効果についての報告も存在している

（Hoehn et al, 2015; Morine et al, 2017）。リンパ節転移陽性の PHCC について、

術後の 5 年生存率が手術単独では 15.0%であったのに対し、術後化学療法

（gemcitabine）併施では 32.9%であったと報告している（Mizuno et al, 2017）。ま

た、2019 年には国外から capecitabine を用いた胆道癌術後補助療法の

randomized control study（BILCAP trial）の結果が報告され、有効性が報告された

（Primrose et al, 2019）。本邦においても、胆道癌に対する S-1 術後補助療法の第

Ⅲ相臨床研究がなされ、３年生存率が経過観察群で 67.6%であったのに対し、補
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助療法としての S-1 投与群では 77.1%と有意に延長する結果が得られたことより、

（Nakachi et al, 2023）、現在では S-1 が胆道癌の術後補助療法として標準治療と

なっている。 
 
切除不能胆道癌に対する化学療法に関しては、gemcitabine と cisplatin 併用

療法が gemcitabine 単独療法に対する優越性を示した 2 つの試験（ABC-02 trial; 
BT22 trial）の結果が報告されている（Valle et al, 2010; Okusaka et al, 2010）。しか

し、併用療法群の生存期間中央値は、ABC-02 trial で 11.7 ヶ月、BT22 trial では

11.1 ヶ月に留まり、胆道癌に対する化学療法の効果に関しては限定的であった。 
2015 年に胆道癌における遺伝子解析の結果が報告され、新規の治療標的

となる可能性を含む遺伝子変化のスペクトラムが明らかにされた 
(Nakamura et al, 2015)。その結果を受けて、遺伝子異常に基づく分子標的治

療薬の開発が進み、線維芽細胞増殖因子受容体 2（fibroblast growth factor 
receptors 2：以下、FGFR2 と略記）融合遺伝子を有する胆管癌患者におけ

る二次以降の治療として、FGFR 阻害剤の有効性を示す 2 つの第Ⅱ相臨床

試験 FIGHT-202 trial (Ghassan et al, 2020)、FOENIX-CCA2 trial (Lipika Goyal 
et al, 2023) の結果が報告された。FIGHT-202 trial では pemigatinib の奏効

率が 35.5%、奏功期間中央値が 7.5 ヵ月、追跡期間中央値 17.8 ヵ月の時点

で OS の中央値が 21.1 ヵ月であり、FOENIX-CCA2 trial では futibatinib 
の全奏効率が 42%、奏功期間中央値が 9.7 ヵ月、追跡期間中央値 17.1 ヵ

月の時点で OS の中央値が 21.7 ヵ月と、それぞれで良好な治療成績が示

された。 
また近年、発展の著しい免疫チェックポイント阻害剤については、

gemcitabine と cisplatin に加えて durvalumab を併用することの有効性につ

いて検討した TOPAZ-1 trial において durvalumab 併用群とプラセボ併用群

の OS の中央値が各々 12.8 ヵ月、11.5 ヵ月で durvalumab 併用の優越性

が示され (Do-Youn et al, 2022)、KEYNOTE-966 trial では pembrolizumab 
併用群とプラセボ併用群の OS の中央値が各々 12.7 ヵ月、10.9 ヵ月で 
pembrolizumab 併用の優越性が示されている(Robin Kate Kelley et al, 
2023)。 
 以上のように、胆道癌においても新規化学療法薬、免疫チエックポイン

ト阻害剤などを使用した新規治療法が開発され、徐々に予後が改善してい

る。しかしながら、依然として他癌種と比較して薬物治療の選択肢は少な

く、予後も不良であり、胆道癌の浸潤及び転移形成に関する分子生物学的

機序に関する研究による、新たな治療標的の探索が求められている。 
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2) 近年の癌の浸潤・転移に関する研究成果 
  癌の浸潤・転移は、原発巣で増殖した癌細胞が基底膜を破壊して周囲間質へ

と浸潤することから始まる。癌細胞は腫瘍微小環境を構成する血管やリンパ管へと

侵入して、到達したリンパ節や臓器で転移巣を形成する。これら癌の浸潤・転移の

過程を形態変化に着目して考えると、腫瘍はまず、腫瘍細胞間の接着を失って間

質に浸潤・脈管に侵襲を来たし、転移先では再び腫瘍細胞同士が接着し、転移

病巣を形成する。この変化に関連していると考えられているのが、上皮間葉転換 
(Epithelial-mesenchymal transition：以下、EMT と略記) および間葉上皮転換 
(mesenchymal-epithelial transition：以下、MET と略記)といった現象である

（Polyak and Weinberg, 2009; Thiery et al, 2009; Thiery and Sleeman, 2006)。
EMT および MET は本来、正常な個体発生・組織構築のプロセスにおいて必要

不可欠な生理的機構である。EMT は一定の細胞極性を持って、基底膜に規則正

しく配列した上皮系の細胞がその細胞極性を失うことで遊走能、運動能を獲得し、

間葉系の形質を持つ細胞に変化することを示している (Thiery et al, 2009; Thiery 
and Sleeman, 2006)。一方で、MET は間葉系の形質を持つ細胞が細胞間接着能

を獲得して上皮組織を形成する過程であり、尿細管上皮の形成過程などでみられ

るものである。正常な発生過程においては所定の形態変化が完成されたのちに

EMT および MET は収束し、組織構築が維持されていく。しかしながら、癌におい

ては、様々な液性因子やシグナル伝達亢進の影響を受け、生理的なレベルを逸

脱して EMT および MET の異常な活性化をきたすことで腫瘍の進行および転移

を促進する可能性があると考えられている(Brabletz et al, 2005; Thiery, 2002; 
Thiery et al, 2009)。 
  さらに間質に関しては詳細な研究が行われ、腫瘍周囲微小環境における間質

の役割が注目されている。近年、腫瘍の進展は腫瘍細胞のみではなく、腫瘍細胞

とその周囲の腫瘍微小環境 （図1) との相互作用によって調節されるとされている

（Jing et al, 2011）。腫瘍微小環境には間質細胞、血管、リンパ管、神経線維、シ

グナル伝達分子、細胞外基質が含まれる（Kalluri et al, 2006; Ohlund et al, 2014; 
Sanegre et al, 2020）。 
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図 1. 腫瘍微小環境 胆管癌症例 HE 
 
  腫瘍細胞は腫瘍微小環境において、増殖抑制的な環境を回避し、さらには積

極的に環境を改変しながら、発生・進展をする。癌関連線維芽細胞（Cancer-
associated fibroblasts; 以下、CAFs と略記） によって生じる癌微小環境における 
Extra-Cellular Matrix (以下、ECM と略記) の合成と再構築は Desmoplastic 
Reaction (以下、DR と略記） と呼ばれている (Ohlund et al, 2014; Chen et al, 
2019)。この間質反応は癌の進展のみならず、組織障害に対する自然な生体反応

であり、線維化の形成は膵癌の発生においても重要な因子である。線維化には複

数のプロセスが関与しており、腫瘍の増殖・転移を促進する様々なサイトカインや

ケモカイン、炎症、酸化ストレス、様々な成長因子などが挙げられる (Sato et al, 
2023)。 
 Ueno らは、大腸癌において DR を形態学に分類（後述）し、これによって予後

が層別化し得ると報告した(Ueno et al, 2001; Ueno et al, 2004)。 
 正常組織の創傷治癒の過程では、活性化した線維芽細胞がコラーゲンや

フィブロネクチン、ラミニンなどの ECM の産生を行い、他の間質細胞と

協調することで組織の修復を行う。一方、癌組織においては、CAFs が分

泌する液性因子などにより ECM の分解が生じ、浸潤が促進されると考え

られている。DR とは、腫瘍の存在により腫瘍周囲の ECM の合成・再構築が生

じた状態であり、癌の発生・進展に伴い、観察されうる現象である(Ohlund et al, 
2014; Chen et al, 2019) 。DR 分類は、腫瘍先進部における間質の状態がパター
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ン分類できるかどうか、また、その分類から予後を層別化可能かといった観点で大

腸癌の研究者により報告され(Ueno et al, 2002)、肝内胆管癌、胃癌、食道癌、子

宮頸癌といった他癌種においても予後層別化因子として報告がなされている

(Kojima et al, 2020; Sakai et al, 2021; Akimoto et al, 2022; Kouzu et al, 2022; 
Pun et al, 2022)。大腸癌においては、DR 分類は、myxoid stroma や ケロイド様

コラーゲンの有無で腫瘍先進部間質を mature、intermediate、immature の 3 つの

type に分類された。大腸癌で、Mature から Immature に移行するに従い予後不良

となることが報告されている (Ueno et al, 2002)。この機序としては、腫瘍により活性

化された筋線維芽細胞が T リンパ球の腫瘍への侵入を防ぐ physical barrier を形

成するために DR が immature である時、CD8 陽性リンパ球や腫瘍関連マクロファ

ージなどの宿主免疫細胞の数が減少するためと推測する報告があるが (Ueno et 
al, 2015)、実際には未だ不明である。 

 
  前述したように ECM の再構成、つまりは癌先進部における腫瘍周囲の間質、

間質の変化に寄与している可能性のある CAFs に着目した。線維芽細胞は様々

な領域において存在するが、図 2 に示すように CAFs は癌塊内に存在する線維

芽細胞として定義され、線維芽細胞、上皮細胞、血管内皮細胞、血管周皮細胞、

星細胞、前脂肪細胞、骨髄由来間葉系細胞など種々の前駆細胞から起源するも

のである。 
 

 

図 2. 線維芽細胞 胆管癌症例 （HE・E-Masson 染色） 
  腫瘍先進部において、線維芽細胞が確認される。 

 

通常の組織において線維芽細胞は、細胞外基質の再構成、上皮細胞の分化

促進、免疫応答の制御などの機能を担っている。線維芽細胞はコラーゲンやフィ

ブロネクチンなどの細胞外基質、基底膜構成成分の主要な産生源であり、同時に

matrix metalloproteinases (以下、MMPs と略記）や A disintegrin and 
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metalloproteinases (以下、ADAMs と略記）などのプロテアーゼを産生することで

ECM の恒常性を調整している（Sato et al, 1994; Sato et al, 2010）。創傷治癒過程

では、活性化線維芽細胞がこのような細胞外基質の産生を行い、他の間質細胞と

協調することで組織を修復する。これらの活性化線維芽細胞は myofibroblasts と

称され、創傷治癒の完了とともにアポトーシスおよび形態の変化を起こして減少し

ていく。一方、癌の組織において CAFs は活性化状態を維持し、様々なサイトカイ

ンやケモカインを放出することで、癌細胞の増殖の促進や血管新生の促進、脈管

浸潤促進、免疫応答の制御などを通じて癌の浸潤に有利な微小環境を構築する

ことがわかってきている （Kobayashi et al, 2019; Joshi RS et al, 2021） (図 3)。 

 近年、CAFs は機能的に腫瘍に対して促進的に働くものと、抑制的に働くサブタ

イプに分類できる可能性があると報告されている（Mizutani et al, 2019）。単一細

胞の RNA シークエンシング解析を中心とした網羅的解析の結果、

myofibroblastic CAFs (以下、myCAFs と略記）、inflammatory CAFs (以下、

iCAFs と略記）、antigen-presenting CAFs (以下、apCAFs と略記）といった亜集

団が報告されている （Caligiuri and Tuveson, 2023; Laviet et al, 2022）。CAFs の

マーカーは多数報告されているが、α-SMA は代表的な myCAFs を定義するマ

ーカーであり、筋線維芽細胞の形態を持つ CAFs を同定可能である。通常、筋線

維芽細胞の形態をもつ CAFs は腫瘍促進的なものと報告されている（Akatsu et al, 
2021）。myCAFs は組織硬化を介して癌細胞の浸潤を促進するだけではなく、細

胞障害性 T 細胞の腫瘍内への浸潤を抑制すると報告されている（Caligiuri and 
Tuveson, 2023; Laviet et al, 2022）。加えて myCAFs で産生された TGF-βはパラ

クライン効果により近傍の癌細胞や免疫細胞にも作用し、部分的に上皮間葉転換

を促進することで浸潤や転移を調節している（Sahai et al, 2020）。また、iCAFs は

膵癌や乳癌の解析で確認され、癌細胞の増殖の促進や M2 マクロファージや骨

髄由来免疫抑制細胞の誘導などを通して免疫抑制環境の構築に寄与していると

報告されている（Laviet et al, 2022）。apCAFs は膵癌の解析において、

podopkanin 陽性線維芽細胞中で抗原提示分子である主要組織適合性複合体

class Ⅱを発現する亜集団として確認されており、他に肺癌や乳癌でも同様に

apCAFs の存在が報告されている。apCAFs には、抗原提示を介してナイーブ

CD4 陽性 T 細胞を Treg に誘導する作用がある（Elyada et al, 2019; Huang et al, 
2022）。 
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図 3. CAFs （Akatsu et al, 2021 より引用改変） 
  CAFs は様々なサイトカインや増殖因子の産生を介して癌細胞の増殖、血管新 
  生、浸潤・転移を促し、T 細胞の免疫を抑制することで有利な微小環境を構築 
  している。 
 
3) 研究の目的 
 EHCC に対する有効な薬物治療の開発のためには、EMT・MET を基盤とした

癌の浸潤、転移に関する分子生物学的メカニズムを調査し、治療の標的を探索す

ることが必要である。本研究においては、EHCC における癌の浸潤のメカニズムを

臨床病理学的観点から解明するために、癌先進部における腫瘍周囲の間質、間

質の変化 (DR) および間質の変化に寄与している可能性のある CAFs に着目し

た。 
  大腸癌においては、Uenoらによる 形態学的 DR分類の術後生存期間に対す

る影響が報告されているものの、本邦においてEHCCにおけるDRと臨床病理学的

分類、術後予後との関係に関する研究報告はない。本研究では、PHCCおよび

DCCの各々において、形態学的 DR分類の術後生存期間に対する影響を評価

し、新たな予後因子となり得るかを検討することとした。 
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方法 
 

対象症例 
本研究では、2004 年１月から 2017 年 12 月までの期間に、北海道大学病院消

化器外科 II で切除術が施行された EHCC 335 症例を対象とした。在院死 19 症

例、他癌種の併存 3 症例、非浸潤癌 8 症例、姑息手術 3 症例、再発 10 症例、

術前化学療法や放射線治療を受けた 6 症例、検体不適切 3 症例の計 52 症例

は除外した。術式の内訳を表１に示す。 
本研究では、手術前に「将来的に医学研究に用いる目的で保管し使用するこ

と」を文章で同意（包括同意）した患者の検体のみを使用した。本研究は、北海道

大学病院自主臨床研究審査委員会の承認を得たものである（承認番号：019-
0444）。 

 
手術術式 
  PHCC の標準手術は、尾状葉切除と肝外胆管切除を含む major hepatectomy
である。浸潤癌が膵内胆管に浸潤している場合は、膵頭十二指腸切除が併施さ

れた。腫瘍が総胆管内に位置し、残肝量が不足など肝切除リスクがある場合には

肝外胆管切除のみ、または膵頭十二指腸切除を受けた患者もいた。DCC 患者で

は、門脈分岐レベルで胆管を切除する亜全胃温存膵頭十二指腸切除を施行し

た。 

表 1.  手術術式 

施行術式 PHCC (N =174) DCC (N = 109) 

 症例数 (%) 症例数 (%) 

肝外胆管切除 22 (12.6) 3 (2.7) 

肝中央二区域切除+ 肝外胆管切除 1 (0.6)  

肝右葉切除 + 肝外胆管切除 61 (35.1)  

肝右三区域切除+ 肝外胆管切除 4 (2.3)  

肝左葉切除 + 肝外胆管切除 46 (26.4)  

肝左三区域切除+ 肝外胆管切除 7 (4.0)  

膵頭十二指腸切除 9 (5.2) 96 (88.1) 

肝切除を伴う膵頭十二指腸切除 24 (13.8) 10 (9.2) 

PHCC, perihilar cholangiocarcinoma; DCC, distal cholangiocarcinoma 
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組織標本作製と病理組織学的診断 
切除検体は 10%緩衝ホルマリンで固定し、肉眼観察の後、厚さ 3-6mm で連続

標本を作製した。次に、ホルマリン固定パラフィン包埋ブロックを 4μm 厚の切片に

薄切し、haematoxylin and eosin (以下、HE と略記)で染色した。病理診断は the 
International Union Against Cancer（UICC）TNM classification of malignant 
tumors, 8th edition に準拠した（Amin et al, 2016）。 

 
組織マイクロアレイ（Tissue Microarray）の作製 

腫瘍先進部の線維間質反応の形態学的差異と筋線維芽細胞分布に関して免

疫組織化学染色を用いて検討を行うにあたり、TMA の作製を行なった。腫瘍先進

部（腫瘍と正常間質の境界部）と腫瘍内部（腫瘍先進部から少なくとも 100 細胞

以上離れた腫瘍部）の 2 ヶ所から腫瘍組織を採取し、正常対象群として同一検体

の正常胆管上皮から１ヶ所の合計３ヶ所から組織採取を行った。 
作製の手順として、まず連続標本の HE 染色標本にて腫瘍組織 2 ヶ所と正常

胆管上皮１ヶ所を特定し 2.0mm 大の印をつけた。この際に、病理専門医が HE 染

色標本を鏡検し、固定状態の良悪、腫瘍の大きさなどを含め、本研究にて使用可

能か否かの判断を併せて行なった。 
同部位に相当するパラフィンブロックの部位を 2.0mm の針をセットしたアレイヤ

ー（Sakura Finetek Japan）で円柱状に打ち抜き（コア）、あらかじめ円柱状に穴をあ

けた別のパラフィンブロックに包埋し、TMA ブロックを作製した。同一個体の腫瘍

組織と非腫瘍組織は隣接して作製した。完成したアレイブロックを 4μm 厚の切片

に薄切し、スライドを作製した（図 4）。 
TMA 標本を作製、使用した理由は、免疫染色の労力・経費削減といった利点

の他、同一個体の腫瘍組織と非腫瘍組織を比較して観察できる点、加えて多数の

標本を同時に染色することで、切片毎の染色条件の差異を最小限にするためであ

る。 
一方で、TMA を用いる欠点としては採取した腫瘍部分が必ずしも腫瘍全体の

組織型やタンパク質の発現における heterogeneity を反映しているとは限らない点

が挙げられる。そのため、本研究においては通常の連続標本および TMA の両者

で HE 染色を施行し、評価を行なった。 
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図 4. TMA の作製手順（Oga et al, 2007 図 1 より引用改変） 
(A) HE 染色標本を見直して、各症例における代表切片、採取部位を選定し

た。 
(B) パラフィンブロック上の選定対応部位の組織を直径 2.0 mm の針で採

取した。 
(C) 採取した組織断片をアレイブロックに挿入、整列させた。 
(D) 作製したパラフィンブロックを 4 μm の厚さで薄切して標本を作製し

た。 
(E) 実際の TMA の HE 染色後のプレパラート 

 
 
免疫組織化学染色 
 組織切片をキシレンで脱パラフィン処理し、段階的エタノール系列を用いて脱水

した。熱誘導抗原賦活化は、高 pH 抗原賦活緩衝液（BenchMark URTRA; 
Roche, Switzerland）中で行なった。内因性ペルオキシダーゼは 36℃の 3％過酸

化水素水 4 分間でブロッキングした。ホースラディッシュペルオキシダーゼポリマー

法（Ventana ultraView DAB Universal Kit; Roche, Switzerland）を用いて切片を

標識し、染色には自動免疫染色装置(BenchMark ULTRA; Roche, Switzerland)を
用いた。免疫染色した切片をヘマトキシリンで対比染色し、エタノールで脱水後、

キシレンで透徹した。免疫染色は抗α-SMA マウスモノクローナル一次抗体（1A4；

Abcam、Cambridge、UK）を使用した。 
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DR の評価方法 
  HE 染色標本で腫瘍を代表する切片を選択したのち、図 5A で示すように 
低倍率（対物レンズ 4 倍）または中倍率（対物レンズ 10、40 倍）で腫瘍先進部の

DR を評価した。腫瘍先進部に“myxoid changes”を伴う線維化間質（“myxoid 
stroma”）が観察された場合には DR は“immature”と判断する。“myxoid changes”
は好酸性またはわずかに塩基性の細胞外基質（extracellular matrix; 以下、ECM 

と略記）から成る非晶質性物質と定義され、ヒアリン化コラーゲンが錯綜して配列し

存在している。40 倍の視野を完全に“myxoid changes”を伴う線維化間質が占め

ている場合（40 倍視野を越える範囲に存在する場合）、DR の分類は“immature”
と判断する（Ueno et al, 2021）(図 5B)。“keloid-like collagen”が成熟した間質と混

在し、成熟した膠原線維と並行して存在する場合には、“intermediate”と分類する

(図 5C)。“keloid-like collagen”とは、創傷治癒過程において生じるケロイド瘢痕の

際に観察される、明るい好酸性の hyalinized collagen bundles に類似した膠原線

維の太い束と定義されている。“keloid-like collagen”は弱拡大から中拡大で認識

され得る幅を有したものとする。DR は腫瘍先進部の領域において、上述した

“myxoid stroma”および“keloid-like collagen”を有さずに、線維性間質が繊細に

一定方向に多層性に配列し成熟したコラーゲン線維のみで構成されている場合

“mature”と分類した(図 5D)。 
  検索した限り、本研究は EHCC 患者における DR 分類に関する最初の検討、

報告である。従って、この DR 分類が EHCC の臨床検体に適応できるかどうかを

検討するために観察者内研究および観察者間研究を行なった。 
  観察者内研究では、病理診断を日常的に行う観察者１が最初の分類を行い、

その 3 ヶ月後に全標本を再分類した。 
  観察者間研究では、無作為に抽出した 100 標本について、同じく病理診断を

日常的に行う観察者 2 名がそれぞれ DR 分類を行い、一致率を検討した。観察

者間研究の後に、3 人の観察者のコンセンサスによって、全標本の DR 分類の最

終判断を決定した。 
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図 5. DR 分類のフローチャート 
  A: 腫瘍先進部組織学的シェーマ。先進部における間質（点線）を観察する。 
  B: Immature category (myxoid stroma) 
  C: Intermediate category (keloid-like collagen) 
  D: mature category 
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Tumor budding の評価方法 
  Tumor bud は脱分化した単一の癌細胞または 5 個以下の癌細胞からなる胞巣

（図 6）と定義されている（Ueno et al, 2002; Ueno et al, 2004）。Tumor buds は

EMT の形態学的表現型であると報告されており（(Prall, 2007; Karamitopoulou, 
2013; Grigore et al, 2016）、当教室の先行研究においては、EHCC の腫瘍先進部

の tumor buds 数が EMT を反映し、腫瘍の浸潤・転移に関連することが明らかに

されている（Ogino et al, 2019）。 
DR 分類と tumor buds の数との関連も検討し、計測には“the International Tumor 
Budding Consensus Conference measurement method”を用いた（Lugli et al, 
2016）。腫瘍先進部を対物レンズ 10 倍でスキャンし“hotspots”を同定し、その視野

において対物 20 倍レンズで tumor buds 数を計測した。分類に関しては、所属す

る研究グループの既存の研究（Ogino et al, 2019）に基づき、0-4 個の tumor buds
は low-grade、5 個以上は high-grade として分類した。 

 
図 6. Tumor budding 評価 
  Tumor buds は脱分化した単一の癌細胞または 5 個以下の癌細胞からなる 
  胞巣と定義される（▲矢頭）。腫瘍先進部において“hotspot”を同定し、対物 
  レンズ 20 倍で tumor buds 数を計測する。 
 
 
DR 分類と筋線維芽細胞の分布パターンの関連性の評価方法 
  代表的な腫瘍促進的な CAFs のマーカーであるα-SMA を識別することで、筋

線維芽細胞の形態を持つ CAFs の同定を目的とした。 
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  EHCC 患者の 191 症例の TMA 切片において DR 分類と抗α-SMA 抗体によ

って同定された筋線維芽細胞の分布の関連を検討した。腫瘍先進部における筋

線維芽細胞の局在パターンは、大腸癌で観察されたように“confined”と

“pervasive”の 2 つに分類可能であった（Ueno et al, 2004）。“confined”とは腫瘍か

らの距離が離れるにつれて筋線維芽細胞の分布がまばらになるもの(Figure.3A)、 
“pervasive”とは腫瘍先進部において筋線維芽細胞が密集し、微慢性に分布する

ものと定義された(図 7)。 
  DR 分類と筋線維芽細胞の分布は同じ TMA 切片で染色を行なった HE 染色

標本と抗α-SMA 抗体染色を用いて評価した。 

 
図 7. TMA 評価 
  A. Confined type: 抗α-SMA 抗体染色陽性の筋線維芽細胞が腫瘍先進部に 
  まばらに存在する。 

  B. Pervasive type: 抗α-SMA 抗体染色陽性の筋線維芽細胞が腫瘍先進部 
  に密にびまん性に存在する 
 
 
術後フォローアップ 

術後フォローアップとして、5 年間を目標に 3～6 ヵ月毎の通院を継続した。受

診毎に造影 CT 検査を行った。本検討では最終フォローアップを 2021 年 3 月ま

でとした。術後化学療法は当院では施行しなかったが、一部の症例はかかりつけ

医との相談で術後化学療法が施行された。 
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生存解析と統計解析 
PHCC および DCC 患者における DR 分類と臨床病理学的特徴との関連を解

析した。DR 分類に従って、外科的切除後の全生存期間（overall survival; 以下、

OS と略記）と無再発生存期間（recurrence free survival; 以下、RFS と略記）を

推定した。OS は手術日を起点とし、いかなる原因でも死亡したものを発生例とし、

観察期間終了まで生存していたものは打ち切り例とした。RFS は手術日を起点と

し、再発が明らかになった時点、またはいかなる原因でも死亡した時点で発生例と

し、観察期間終了時点で無再発生存であった場合を打ち切り例とした。 
DR 分類の観察者内および観察者間の一致は、κ指数を用いて評価した。変

数間の比較は、適宜、χ2 検定または Mann-Whitney U 検定を用いて行った。量

的変数同士の比較においては Spearman’s rank method、多群間の比較（量的変

数と質的変数の比較）の検討においては、分散分析（ANOVA）を施行し、群間に

有意差を認めた場合には、post-hoc pairwise t 検定を用いてそれぞれの群

間の平均値の差を t 検定した。生存曲線は Kaplan-Meier 法を用いて推定し、各

群間の比較は log-rank 検定を用いて検討した。単変量解析で有意性を示した予

後因子は、その後多変量 Cox 比例ハザードモデルに導入し、独立予後規定因子

の選択を行った。有意性の閾値は p＜0.05 とし、信頼区間は 95％とした。全ての

統計解析は JMP ソフトウェア（SAS Institute Japan, Tokyo, Japan）を用いて行っ

た。 
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結果 
 

EHCC における DR 分類の観察者内・観察者間比較 
DR 分類における観察者内および観察者間の症例一致数を表 2 に示す。観察

におけるばらつきを示すκ係数は、それぞれ観察者内 0.83、観察者間 0.75 / 0.83
であった。PHCC 症例の DR 分類は、mature（n=51、29.3％）、intermediate
（n=63、36.2％）、immature（n=60、34.5％）であり、DCC 症例の DR 分類は、

mature（n=39、35.8％）、intermediate（n=38、34.9％）、immature（n=32、29.3％）

であった。PHCC 症例と DCC 症例では、DR 分類の分布に有意差は認められな

かった（p=0.4825）。 
 

表 2. 観察者内・観察者間比較  

 
 

DR 分類による臨床病理学的因子の比較 
PHCC および DCC 両群において、DR 分類と、それぞれの臨床病理学的因子

との検討を行った結果を表 3 および表 4 に示す。PHCC およぶ DCC の両群にお

いて、DR 分類は pT 分類、静脈浸潤、神経周囲浸潤、局所リンパ節転移、および

tumor budding grade と有意に関連していた。 
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表 3. PHCC における DR 分類と臨床病理学的因子との検討 

 
 
 
 
 

Mature (N=51) Intermediate (N=60) Immature (N=63)
n (%) n (%) n (%) P値

年齢 (歳) 0.179
<70 22 (43.1) 38 (60.3) 33 (55.0)
≧70 29 (56.9) 25 (39.7) 27 (45.0)

性別 0.872
男性 36 (70.6) 46 (73.0) 45 (75.0)
女性 15 (29.4) 17 (28.3) 15 (23.8)

組織学的グレード 0.117
G1 21 (41.2) 14 (22.2) 13 (21.7)
G2 24 (47.1) 35 (55.6) 34 (56.6)
G3 6 (11.7) 14 (22.2) 13 (21.7)

T 因子 <.0001
T1 10 (19.6) − −

T2 37 (72.5) 40 (63.5) 42 (70.0)
T3 3 (5.9) 14 (22.2) 5 (8.3)
T4 1 (2.0) 9 (14.3) 13 (21.7)

リンパ管侵襲 (Ly) 0.021
なし 35 (68.6) 29 (46.0) 27 (45.0)
あり 16 (31.4) 34 (54.0) 33 (55.0)

静脈侵襲  (V) 0.002
なし 30 (58.8) 24 (38.1) 16 (26.7)
あり 21 (41.2) 39 (61.9) 44 (73.4)

神経周囲侵襲 (Pn) <.0001
なし 19 (37.3) 6 (9.5) 5 (8.3)
あり 32 (62.7) 57 (90.5) 55 (91.7)

領域リンパ節転移 <.0001
N0 44 (86.3) 34 (54.0) 25 (41.7)
N1 6 (11.8) 28 (44.4) 29 (48.3)
N2 1 (1.9) 1 (1.6) 6 (10.0)

Ttumor budding grade <.0001
Low-grade 22 (43.1) 11 (17.5) 6 (10.0)
High-grade 29 (56.9) 52 (82.5) 52 (90.0)

Desmoplastic reaction 分類
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表 4. DCC における DR 分類と臨床病理学的因子との検討 

 
 
 
 
 
 
 
 

Mature (N=39) Intermediate (N=38) Immature (N=32)
n (%) n (%) n (%) P値

年齢 (歳) 0.8126
<70 18 (47.4) 19 (50.0) 14 (42.4)
≧70 20 (52.6) 19 (50.0) 19 (57.6)

性別 0.1487
男性 30 (79.0) 35 (92.1) 25 (75.8)
女性 8 (21.0) 3 (7.9) 8 (24.2)

組織学的グレード 0.0262
G1 20 (52.6) 10 (26.3) 6 (18.2)
G2 14 (36.9) 23 (60.5) 23 (69.7)
G3 4 (10.5) 5 (13.2) 4 (12.1)

T 因子 <.0001
T1 20 (52.6) 10 (26.3) 6 (18.2)
T2 14 (36.9) 23 (42.1) 23 (69.7)
T3 4 (10.5) 6 (15.8) 4 (12.1)

リンパ管侵襲 (Ly) 0.6752
なし 19 (48.7) 15 (39.5) 13 (39.4)
あり 20 (51.3) 23 (60.5) 20 (60.6)

静脈侵襲 (V) 0.0021
なし 26 (66.7) 17 (44.7) 8 (25.0)
あり 13 (33.3) 21 (55.3) 24 (75.0)

神経周囲侵襲 (Pn) <.0001
なし 16 (41.0) 3 (7.9) 1 (3.1)
あり 23 (59.0) 35 (92.1) 31 (96.9)

領域リンパ節転移 <.0001
N0 34 (87.2) 18 (47.4) 11 (34.4)
N1 4 (10.3) 19 (50.0) 16 (50.0)
N2 1 (2.5) 1 (2.6) 5 (15.6)

Tumour budding grade 0.001
Low-grade 18 (46.2) 6 (15.8) 4 (12.5)
High-grade 21 (53.8) 32 (84.2) 28 (87.5)

Desmoplastic reaction 分類
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EHCC における DR 分類と筋線維芽細胞の関係の検討 
DR 分類と筋線維芽細胞の局在パターンとの関連を表 5 に示す。 筋線維芽細胞

の局在パターンは DR 分類間で有意差を認めた。“mature”と分類された 51 症例

のうち 43 症例 (84.3%) は筋線維芽細胞の分布が“confined type” （まばらに存

在） であった。一方で、“immature”と分類された 45 症例においては筋線維芽細

胞が“pervasive type” （密にびまん性に存在）であった。χ2 検定で“mature”と
“intermediate”の比較では p < 0.001、“intermediate”と“immature”の比較では p 
< 0.001 と有意差を認めた。 
 
表 5. DR 分類と筋線維芽細胞の関係の検討 

 Distribution patterns of myofibroblast 

 Total Confined Pervasive 

Type of DR No. of patients (%) 

Mature 51 (100%) 43 (84.3) 8 (15.7) 

Intermediate 95 (100%) 41 (43.2) 54 (56.8) 

Immature 45 (100%) 0 (0) 45 (100) 

Total 191 (100%) 84 107 

  

 
EHCC における DR 分類を用いた予後の層別化 

PHCC および DCC 患者の術後の全生存期間(overall survival：以下、OS と略

記) と無再発生存期間(relapse free survival：以下、RFS と略記) に対する臨床

病理学的因子の影響に関する単変量と多変量解析の結果を表 5 と表 6 に示す。 
PHCC 174 症例（表 6, 表 7, 図 8）において DR 分類毎の、生存期間中央値

は “mature”で 10.4 年、“intermediate”で 5.0 年、“immature”で 2.3 年であり、単

変量解析で mature vs intermediate ; p=0.0009、 intermediate vs immature ; 
p<0.001 と有意差を認めた。RFS の生存期間中央値が“mature”で not reach、
“intermediate”で 2.7 年、“immature”で 0.9 年と成熟度が低いほど予後が不良で

あり、単変量解析で mature vs intermediate ; p<0.001、 intermediate vs 
immature ; p<0.001 であった。 

DCC 109 症例（表 8, 表 9, 図 9）においては、OS の中央値が “mature”で

not reach、“intermediate”で 4.0 年、“immature”で 2.4 年と短縮しており、単変量

解析で OS mature vs intermediate ; p<0.001、 intermediate vs immature ; 
p=0.0072 と有意差を認めた。RFS では生存期間中央値が“mature”で not 
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reach、“intermediate”で 2.4 年、“immature”で 1.0 年と成熟度が低いほど予後が

不良であり、単変量解析で mature vs intermediate ; p<0.001、 intermediate vs 
immature ; p=0.003 であった。 

DR 分類は術後 OS と RFS の両者を層別化することができ、多変量解析におい

て独立した予後因子として選択されていた。 
 
表 6. PHCC の全生存率に関する予後規定因子の検討  

 

　症例数

n (%) 生存期間中央値(年) P値 相対危険度 (95% CI) P値

年齢 (歳) 0.911
<70 93 (53.4) 4.6
≧70 81 (46.6) 4.1

性別 0.450
男性 127 (73.0) 4.2
女性 47 (27.0) 4.6

組織学的グレード 0.053
G1 48 (27.6) 5.1
G2 93 (53.4) 4.4
G3 33 (19.0) 2.5

T 因子 <.0001 0.107
T1 10 (5.8) 10.0 1
T2 119 (68.4) 4.7 1.22 (0.39-3.74)
T3 22 (12.6) 3.7 1.51 (0.43-5.28)
T4 23 (13.2) 1.9 2.30 (0.66-7.93)

リンパ管侵襲 (Ly) 0.447
なし 91 (52.3) 4.7
あり 83 (47.7) 3.8

静脈侵襲 (V) 0.115
なし 70 (40.2) 5.0
あり 104 (59.8) 3.8

神経周囲侵襲 0.003 0.865
なし 30 (17.2) 6.2 1
あり 144 (82.8) 3.8 1.18 (0.65-2.13)

領域リンパ節転移 <0.001 0.026
N0 103 (59.2) 6.9 1
N1 63 (36.2) 2.6 1.48 (1.01-2.17)
N2 8 (4.6) 1.9 2.46 (1.13-5.36)

Ttumour budding grade 0.001 0.125
Low-grade 39 (22.4) 10.0 1
High-grade 135 (77.6) 2.6 1.46 (0.89-2.38)

間質線維反応 (DR) 分類 <0.001 <0.001
mature 51 (29.3) 10.4 1
intermediate 63 (36.2) 5.0 1.77(1.05-2.99)
immature 60 (34.5) 2.3 4.07 (2.36-7.00)

単変量 多変量



 

26 

表 7. PHCC の無再発生存率に関する予後規定因子の検討 

 

 

 

 

 

 

症例数

n (%) 生存期間中央値(年) P値 相対危険度(95% CI) P値

年齢 (歳) 0.502
<70 93 (53.4) 2.2
≧70 81 (46.6) 2.6

性別 0.220
男性 127 (73.0) 2.1
女性 47 (27.0) 2.7

組織学的グレード 0.247
G1 48 (27.6) 3.6
G2 93 (53.4) 2.1
G3 33 (19.0) 1.8

T 因子 <.0001 0.378
T1 10 (5.8) 8 1
T2 119 (68.4) 2.8 1.24 (0.33-4.60)
T3 22 (12.6) 2.2 1.35 (0.31-5.80)
T4 23 (13.2) 0.9 1.86 (0.44-7.91)

リンパ管侵襲 (Ly) 0.111
なし 91 (52.3) 3.3
あり 83 (47.7) 1.8

静脈侵襲 (V) 0.154
なし 70 (40.2) 3.6
あり 104 (59.8) 1.9

神経周囲侵襲 (Pn) 0.035 0.485
なし 30 (17.2) 4.9 1
あり 144 (82.8) 2.1 0.81 (0.45-1.45)

領域リンパ節転移 <0.001 0.002
N0 103 (59.2) 5.0 1
N1 63 (36.2) 1.2 1.65 (1.11-2.45)
N2 8 (4.6) 0.7 3.49 (1.56-7.81)

Ttumour budding grade 0.0056 0.706
Low-grade 39 (22.4) 8.0 1
High-grade 135 (77.6) 2.0 1.10 (0.65-1.87)

間質線維反応 (DR) 分類 <0.001 <0.001
mature 51 (29.3) N.R 1
intermediate 63 (36.2) 2.7 3.09 (1.65-5.77)
immature 60 (34.5) 0.9 8.76 (4.57-16.81)

多変量単変量
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表 8. DCC の全生存率に関する予後規定因子の検討 

 
 
 
 
 
 
 
 

症例数

n(%) 生存期間中央値 (年) P値 相対危険度(95% CI) P値

年齢 (歳) 0.127
<70 51 (56.8) 5.3
≧70 58 (53.2) 3.7

性別 0.820
男性 90 (82.6) 4.4
女性 19 (17.4) 3.1

組織学的グレード 0.055
G1 36 (33.0) 6.0
G2 60 (55.0) 3.6
G3 13 (12.0) 5.6

T 因子 0.003 0.844
T1 38 (34.9) 7.0 1
T2 54 (49.5) 3.5 1.12 (0.54-2.32)
T3 17 (15.6) 2.1 1.32 (0.50-3.43)

リンパ管侵襲 (Ly) 0.140
なし 47 (43.1) 5.7
あり 62 (56.9) 3.3

静脈侵襲 (V） 0.013 0.527
なし 51 (46.8) 5.8 1
あり 58 (53.2) 3.2 1.19 (0.68-2.07)

神経周囲侵襲 (Pn) 0.046 0.207
なし 20 (18.3) N.R 1
あり 89 (81.7) 4.0 0.54 (0.21-1.40)

領域リンパ節転移 <0.001 0.688
N0 63 (57.8) 6.0 1
N1 39 (35.8) 2.1 1.31 (0.70-2.45)
N2 7 (6.4) 2.8 1.15 (0.43-3.08)

Ttumour budding grade 0.0169 0.598
Low-grade 28 (25.6) 8.0 1
High-grade 81 (74.3) 3.6 1.21 (0.58-2.50)

間質線維反応 (DR) 分類 <0.001 0.0002
mature 39 (35.8) N.R 1
intermediate 38 (34.9) 4.0 4.01 (1.70-9.48)
immature 32 (29.3) 2.4 6.83 (2.75-16.9)

単変量 変量
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表 9. DCC の無再発生存率に関する予後規定因子の検討 

 
 

  

症例数

n(%) 生存期間中央値 (年) P値 相対危険度(95% CI) P値

年齢 (歳) 0.649
<70 51 (56.8) 2.7
≧70 58 (53.2) 3.3

性別 0.582
男性 90 (82.6) 2.8
女性 19 (17.4) 5.1

組織学的グレード 0.161
G1 36 (33.0) 5.3
G2 60 (55.0) 2.4
G3 13 (12.0) 1.7

T 因子 0.004 0.257
T1 38 (34.9) 9.4 1
T2 54 (49.5) 2.6 0.60 (0.39-1.21)
T3 17 (15.6) 1.1 0.88 (0.37-2.10)

リンパ管侵襲 (Ly) 0.056
なし 47 (43.1) 5.0
あり 62 (56.9) 1.7

静脈侵襲 (V) 0.007 0.974
なし 51 (46.8) 5.0 1
あり 58 (53.2) 1.9 1.00 (0.41-1.74)

神経周囲侵襲 (Pn) 0.001 0.666
なし 20 (18.3) N.R 1
あり 89 (81.7) 2.5 1.28 (0.41-3.98)

領域リンパ節転移 <0.001 0.380
N0 63 (57.8) 5.4 1
N1 39 (35.8) 1.1 1.36 (0.74-2.51)
N2 7 (6.4) 0.9 1.79 (0.70-4.58)

Tumour budding grade 0.0006 0.297
Low-grade 28 (25.6) 13.0 1
High-grade 81 (74.3) 1.9 1.52 (0.68-3.38)

間質線維反応 (DR) 分類 <0.001 <0.001
mature 39 (35.8) N.R 1
intermediate 38 (34.9) 2.4 5.53 (2.12-12.91)
immature 32 (29.3) 1.0 10.32 (3.83-27.78)

単変量 多変量
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図 8. Desmoplastic reaction 分類による生存解析 
（A）Perihilar cholangiocarcinoma (PHCC) の全生存期間 （overall survival） 
（B）Perihilar cholangiocarcinoma (PHCC) の無再発生存期間 (recurrence free 
survival) 
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図 9.  Desmoplastic reaction 分類による生存解析 
（A）Distal cholangiocarcinoma (DCC) の全生存期間 （overall survival） 
（B）Distal cholangiocarcinoma (DCC) の無再発生存期間 (recurrence free 
survival) 
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考察 
 

  上皮系由来の癌が増大、浸潤、転移をきたす際には癌細胞が基底膜を破壊し

間質へ浸潤する必要がある。癌細胞の浸潤は、間質内の ECM を介して移動し、

リンパ管や脈管に侵入し、所属リンパ節、遠隔臓器へと移動する (De Smedt et al, 
2016)。その際には、様々なサイトカイン、ケモカイン、増殖因子が放出され、腫瘍

微小環境の再構築が生じている。間質の形態学的変化の一つとして DR があり、

この DR の形態学的分類は腫瘍微小環境の解明に寄与すると考えられる。DR
は、浸潤および転移プロセスの解明のために、主に大腸がんで予後因子として研

究・報告がなされている。本研究は DR の形態学的分類に着目し、その変化に伴

う臨床病理学的因子、ならびに予後との関係を検討したものである。さらに腫瘍微

小環境の変容に影響を与えるとされている CAFs の代表的マーカーの一つであ

る、α-SMA の分布に関しても検討した。 
  

  胆道は解剖学的に肝内胆管、肝外胆管、胆嚢、Vater 乳頭部に分類されるが、

その中でも本研究の対象となる EHCC は既報にある大腸癌と同様に管腔の上皮

原発の悪性腫瘍であることから、腫瘍先進部で DR の形態学的分類を評価・検討

することで、実臨床で予後予測因子となり得る可能性があると予測された。実際

に、EHCC 患者における病理学的 DR 分類の報告はこれまでになく、本研究の中

で DR 分類の観察者内および観察者間の検討において、3 人の観察者間で高い

再現性（κ統計量＝0.83）と一致性（κ統計量＝0.83）が確認された。このことか

ら、DR 分類は EHCC 患者の標本においても適応可能であることが示された。

EHCC の手術検体においても適応可能と考えられたため、PHCC と DCC の 2 群

において、DR 分類と臨床病理学的因子との関連、および術後予後に及ぼす影

響を解析した。 
 DR 分類と臨床病理学的因子の特徴は両群で一貫しており、“immature type”

は“mature type”よりも進展能・深達度（pT grade）が高く、神経周囲浸潤、静脈浸

潤、リンパ節転移率も高率に見られ、tumor budding の数とも関連していることが明

らかになった。この一貫した所見は、腫瘍先進部にける腫瘍間質の形態学的変化

が“mature”から“intermediate”および“immmature”にかけて aggressive な腫瘍の

性質を反映していることを示唆していると考えている。 
生存期間分析においても、DR 分類は OS および RFS の両方で層別化することで

可能であり、独立した予後因子であった。 
  DR 分類は術後予後を層別化することができ、PHCC および DCC 患者におけ

る独立した予後因子である。さらに、DR 分類は筋線維芽細胞の分布パターンと関
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連していた。本研究デザインが後方視的であったため、各患者において再発後に

実施された治療法に差異があることは考慮しなくてはならない。しかしながら、

PHCC 群と DCC 群の両者で OS と RFS は“mature”から“intermediate”および

“immmature”にかけて短縮していくという一貫した所見が得られたことから、DR 分

類は EHCC 患者群において新しいバイオマーカーであることが示唆された。加え

て、DR 分類を検討するにあたり、必要となるのは通常の手術検体の HE 染色標

本のみであり、簡便な手法であると言える。 
 さらに、臨床病理学的因子の検討においては、“intermediate type”と“immature  

type”の群の間にほとんど差は見られなかったが、“immature type”群では

“intermediate type”群に比べて術後予後が不良となっており、EHCC 患者の予後

不良となる、腫瘍進展を促進する因子が“immature type”群の腫瘍微小環境内に

存在する可能性があると考えられた。この点に関して、Ueno らは“immature type”
は“intermediate / mature type”と比較し hypovascularity であり、免疫細胞の分布

も少なく、腫瘍周囲の細胞外基質が豊富であると報告しており（Ueno et al, 2015; 
Ueno et al, 2017）、今後 EHCC においても免疫細胞の分布との関連を検討する

必要がある。 
本研究において、DR 分類を用いた形態学的な分類が可能であったが、この形

態的な特徴の差異が生じる背景としては、CAFs を主体とした ECM 再構築時の分

子制御機構の差が DR の形態学的な多様性として反映されている可能性が考え

られる。本研究で DR 分類と CAFs (α-SMA 陽性)の分布パターンの間に有意な

関連を示しており、“mature type”の 84%では分布が“Confined type”であり、対照

的に“immature type”では全て“pervasive type”であった。CAFs は先に述べたよう

に腫瘍の浸潤転移、増殖などに関与している（Kobayashi et al, 2019; Joshi RS et 
al, 2021）。今回、α-SMA 陽性 CAFs である myCAFs に関して、TMA を用いた

CAFs 標識の検討から腫瘍微小環境における myCAFs の量および分布の差異が

DR 分類の群間で予後の際に関連している可能性がある。本研究では、“mature 
type”以外の“intermediate type”と“immature type”両群における EHCC 患者の低

い生存率と DR 分類と腫瘍の悪性度に関連する分子学的基盤に関する研究は行

えていない。 
 大腸癌において CAFs から産生される ADAMs に着目した研究がなされてい

る。大腸癌より採取した CAFs のうち、immature type の DR を呈する症例から採

取したものでは、mature type の DR を呈する症例のものより、ADAM9 の発現が増

強しているという結果であった。直接的に腫瘍増殖に与える影響も評価されてお

り、癌細胞との共培養によって immature type の DR から採取された CAFs との培

養群で有意に増殖が促進される結果であった（Ao et al, 2022）。 
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  原発性大腸癌の切除後、肝転移をきたした症例の DR 分類は原発部位の DR
分類と正の相関を示す報告がある（Ao et al, 2019）。原発腫瘍の DR 分類が術後

予後因子としてのバイオマーカーとなるだけではなく、さらなる分子生物学的な探

究により、初回治療への応用の可能性、生検検体における術前情報として治療方

針の決定に使用できる可能性、再発に対する治療戦略の立案に活用できる可能

性がある。 
 
  大腸癌において、癌細胞が粘膜筋板を越えて粘膜下層に浸潤すると先進部

付近の粘膜下層に DR の発現を認めるようになり（Martin et al, 1996; Nishigami 
et al, 2000; Watanabe et al, 2005）、癌の浸潤に伴い進展し腫瘍の表層に及ぶよう

になる。そのため、表層部で腫 DR の発現を認めた場合には粘膜下層への浸潤を

疑うと報告されている（Nishigami et al, 2000）。しかしながら、大腸癌で DR の発現

がリンパ節転移の予測因子となり得る可能性があるとの研究報告があり、切除標本

での DR の発現が表層まで認められる場合には、生検組織標本においても約半

数で DR の発現を確認できたとされている。そのため複数個の生検を行うことで、

DR の発現についての評価精度を上げることができると報告されている（Watanabe 
et al, 2005）。しかしながらこの検討においては DR の形態学的分類には言及され

てはいない。 
  EHCC においては、大腸癌と比較して生検が難しく、現在の技術では先進部

の検体を確保できない可能性が高い。前述したように大腸癌においては DR の存

在は、リンパ節転移の予測因子となり得る可能性が示唆されてはいるが、DR の形

態学的分類との関連についての報告はない。今後、EHCC の生検組織標本での

DR の発現および形態学的分類、切除標本における DR の形態学的分類との比

較検討によって、治療方針の確立に寄与する可能性がある。 
 
  本研究には制約がある。第一に、本研究は国内単一施設の後ろ向き研究であ

り、症例数が限定的である。しかしながら、PHCC は高度な手術手技および慎重な

周術期管理を要することから、治療可能な施設が限定的であり、単一施設の研究

としても一定の意義は有すると考えている。 
  第二の制約は、CAFs の分布の検討においては代表的マーカーであるα-
SMA のみで評価を行っていることである。前述したように他の CAFs の亜集団を

標識するマーカーとしては他にも報告があり、腫瘍に対して促進的、抑制的に働く

マーカーの探索および分布様式の検索を行うことで、より線維化の形態を詳細に

検討できる可能性がある。一例として、膵癌で腫瘍抑制的に働く CAFs のマーカ

ーとして meflin が報告されている（Maeda et al, 2016）。腫瘍抑制的に働く CAFs
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と促進的に働く CAFs、他の亜集団である iCAFs や apCAFs の分布や量、割合な

どを詳細に検討することが、腫瘍間質における CAFs の役割や腫瘍進展に対する

影響を検討する上で必要であると考える。 
  第三に、癌微小環境の変容の過程で CAFs によって産生される液性因子（図

3）、TGF-β、IL-6、L-11、CXCL７、といったサイトカイン・ケモカイン、前述した

MMPs や ADAMs などの質・量などの検討が行われておらず、CAFs の分布だけ

ではなく、CAFs が周囲に与える影響についても検討することが今後の検討課題で

ある。 
DR に関連する線維芽細胞の分類、微小環境構成因子の検討を深め、有用な薬

物治療の構築を目指したさらなる研究が必要である。 
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総括および結論 
 

① 本研究から得られた新知見 
1. EHCC の切除標本を用いた臨床病理学的な検討において、腫瘍先進部

における DR の形態学的分類が可能であった。 
2. DR 分類では、未成熟な群であるほど、有意に OS および RFS が低

く、多変量解析においても AJCC の N 分類と並ぶ独立した予後不良因

子として選択された。 
3. DR 分類毎に線維芽細胞の分布に差異が認められた。 

 
② 新知見の意義 

本研究は PHCC および DCC において DR 分類と予後、臨床病理学的因子と

の関連を検討した世界初の報告である。EHCC において予後予測因子となり

得る可能性が示唆された。また、DR 分類毎に CAFs のマーカーの一つであ

る、α-SMA において分布形態に差異を認め、DR の形態変化に関与している

ことが示唆された。 
 

③ 本研究で得られた新知見から今後どのような研究が展開され得るか 
DR type 毎に CAFs の分布の種類・量および間質におけるサイトカインやケモ

カインといった液性因子の検討を加えることで、腫瘍浸潤、転移の抑制につな

がる因子の検討や治療標的となり得る分子の同定つながる可能性がある。 
生検組織検体での DR の発現・分類の検討、切除標本との DR 分類との比較

検討を行うことで、生検検体から予後予測および初回治療の方針決定に寄与

する可能性がある。 
 

④ 今後の課題 
本研究の課題として、単施設のみの症例での検討であり、症例数が限定的であ  
ったことが挙げられる。今後、より大規模な多施設共同での研究が望まれる。 
さらに、切除標本のみの DR の発現・形態学的分類の検討であり、生検組織検 
体への DR 分類の応用可能性に関して、比較検討を行う必要があると考える。 
加えて、今回 CAFs のマーカーの検討をα-SMA の 1 種類のみで施行してお 
り、抑制的 CAFs のマーカーと報告されている meflin、他の亜集団である iCAFs 
や apCAFs を標識するマーカーなど、他の分子を用いた検討も必要である。加え 
て腫瘍間質における CAFs の役割を検討する上では、DR type 毎の CAFs や、 
細胞株を用いて、CAFs の種類、ECM 構成分子（Ⅰ型・Ⅴ型コラーゲンやフィブ



 

36 

ロネクチン、テネイシン C など）の質的・量的差異や、ECM の変化に寄与する分子

生物学的制御機構の差異を検討することも必要であると考える。 
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