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胃癌患者所属リンパ節における免疫細胞の組織化学的検討

日本医科大学第 1外科り,同  第 2病理の

渉真  泣 1つ 恩田 昌 彦
1)徳
永  昭 1)浅 野 伍 朗の

担癌患者の局所免疫能を検討するため50例の胃癌患者を対象として,切除胃の所属リンパ節を用い,

Tリ ンパ球,Bリ ンパ球およびTリ ンパ球サブセットの分布およびS‐100陽性樹状細胞の局在につい

て検討した。転移陽性リンパ節においてはTリ ンパ球の減少,Bリ ンパ球の増加,抗 原提示細胞とし

て樹状細胞数の減少や形態学的変化が観察された。Tリ ンパ球サブセットの検索では,転 移陽性リン

パ節においてCD4陽性細胞数の減少および細胞の空泡状変性が認められた。担癌患者とくに胃癌患者

の所属リンパ節における免疫担当細胞の量的および質的変化は癌の進展,患 者の免疫能や予後に関連

することが示唆される。
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結  言

担癌患者では癌の進行に伴って免疫能の低下が観察

されている。その原因として血中免疫細胞の量的な減

少,免 疫ネットワーク (網内系)の 崩壊および免疫抑

制血清因子の関与,癌 細胞のリンパ節など免疫臓器ヘ

の浸潤とそれによる障害などが考えられる。これまで

癌増殖局所に浸潤するリンパ球および樹状細胞が自己

の腫瘍に対する免疫反応を引き起こすことや癌増殖局

所におけるリンパ球や樹状細胞の異常分布が報告され

ているll~4としかし,所属リンパ節内におけるこれらの

細胞の分布および変化に関する報告は少ない.そこで,

胃癌患者における所属リンパ節を用いて Tリ ンパ球,

Bリ ンパ球および樹状細胞の分布を検索した。さらに

腫瘍免疫に密接関与 しているTリ ンパ球の内容 と変

化を観察するためリンパ節内の Tリ ンパ球サブセッ

トを免疫組織化学的に検索した,

対象および方法

当科における胃癌手術患者50例を対象とした。そ

の内訳は男性28例,女性22例,平均年齢58.5歳(29～77)

である.胃 癌の病期進行度および組織型は胃癌取扱い

規約 (改訂第12版)。により分類し,Stage 1 11例,I111

例,II1 11例,IV 17例 で,組 織型は分化型腺癌 (tub)

18例,低 分化型腺癌 (por)17例,印 環細胞癌 (dg)10

例,粘 液癌 (muc)5例 である。

術前抗癌剤や免疫療法など治療を受けた症例を除外
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した。

1.ホ ルマリン・パラフィン標本

胃癌43例の切除リンパ節合計757個を用い,10%ホ ル

マリン固定,パ ラフィン包埋のブロックよリリンパ節

を2,5μmの 薄切連続切片を作製し,HE染 色で組織お

よび細胞を同定した。連続切片を用い,Tリ ンパ球,

Bリ ンパ球は特異的抗体により,樹 状細胞はS‐100陽

性蛋白質を指標として免疫組織化学的染色を行った。

方法は抗ヒト特異抗体を 1次抗体 として用い,次 いで

2次 抗体 としてビオチン化抗 ウサギ IgGヤ ギ血清

(DAKO),抗 マウスツサギ血清 (DAKO)で 反応させ

た。 3次 複合体 として ABCキ ットを用いて反応後,

5%H202添 カロの3,3‐di‐aminobenzidine(DAB)4HCl

で定色反応を行った。PBSに て反応停止後,水 洗し,

Mayerの ヘマ トキシリンで核染を行い,脱 水,透 徹,

封入し観察した。免疫染色の染色性は陰性 (一);軽 度

(十)i中 等度 (十);高 度 (‖)と した。リンパ節の S‐

100陽性樹状細胞数は症例ごとのリンパ節を観察し,

200倍 5視 野で判定,算 定した.1次 抗体としてモノク

ローナル抗ウトT cell,CD45RDO, UCHLl(DAKO),

モノクローナル抗体 B cell‐CD20, L26(DAKO)お よ

びポリクローナル抗体 S‐100(2,β 複合型 ,DAKO)

を使用した。

2.凍 結標本

胃癌所属リンパ節の Tリ ンパ球亜群を調べるため,

固定標本症例以外に7例 胃癌患者を対象とし,切 除リ

ンパ節を用い,組 織を3×3×5mmの 大 きさで切 り出

し,OCTコ ンパウンド包埋後,迅 速液体窒素で凍結,
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クリオスタットで5μmの 凍結切片を作製,ド ライヤー

で 1時 間風乾後冷アセトンで10分間固定し,CD4(Wl),

CD3(Os)に 対するモノクローナル抗体 (DAKO patts

社)を それぞれ 1次 抗体 として免疫組織学的染色を

行った。

統計学的有意差検定にはt検定を用いた。

成  績

1.ホ ルマリン・パラフィン標本

切除された胃癌43例の転移陰性 リンパ節または転移

陽性 リンパ節における検索個数とTリ ンパ球,Bリ ン

パ球の染色性および S‐100蛋白染色性を示す (Table

l).転 移陰性 リンパ節ではTリ ンパ球の割合が Bリ

ンパ球より多い (T>B)が 7例 ,Tリ ンパ球,Bリ ン

パ球が同量に分布 (T=B)が 13例で,T≧ Bが 83%を

占めた。Tリ ンパ球は傍皮質領域に分布し,Bリ ンパ

球は濾胞中心領域に分布し,歴 中心の面積比は小さ

かった(Fig。1).転 移陽性 リンパ節では,Tリ ンパ球

Table l  lmmunohistochemical demonstration of

T‐ and B‐lymphocytes in lymph nodes 、vith or

without metastasis of patients with gastric cancer

T: T- lymphocytes B:  B- lymphocytes

S*:  No. of  S-100 posi t ive cel ls
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Fig. 1 Photomicrograph of T-lymphocytes (ax

40) and B-lymphocytes (bx40) population in
regional lymph node without metastasis.

Fig. 2 Photomicrograph of T-lymphocytes (ax

100) and B-lymphocytes (bx100) population in
regional lymph node with metastasis.
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の割合が Bリ ンパ球より多い (T>B)例 はなく,T=

Bが 5例 ,Tリ ンパ球が Bリ ンパ球より少ない (T<

B)が 19例で,金 てが T≦ Bで あった。Tリ ンパ球領域

の縮小とBリ ンパ球の増加,胚 中心の発達と面積の増

加が著明であった (Fig。2).転 移陰性または転移陽性

リンパ節各々410イ固,347個 を対象としてリンパ節にお

ける細胞の割合をT>B,T=B,T<Bと 分類し,転

移の有無との関係を検索した (Table 2).転 移陰性 リ

ンパ節ではT>Bが 49%,T=Bお よび T<Bが おの

おの28%,23%で あった。転移陽性 リンパ節では T>

Bは 7%,T=B22%,T<Bが 71%で あった。またリ

ンパ節内におけるS‐100陽性樹状細胞はTリ ンパ球領

域および胚中心内にdendHticな 形態をとり局在 し

た.樹 状細胞は大型で不整形,細 胞質より多数の樹枝

状突起を伸ばし,不 整核を持ち,集 族状局在が特徴で

ある(Fig,3).転 移陰性 リンパ節では樹状細胞は平均

25/視野 と多くみられたが,転移陽性 リンパ節では樹状

細胞は平均14/視野であった。転移陽性 リンパ節におけ

る樹状細胞はその特徴である樹枝状突起の短縮がみら

Table 2 T- and B-lymphocytes populations
lymph nodes with or without metastasis
patients with gastric cancer

Fig. 3 Photomicrograph of dendritic cells popula-
tion in regional lymph node without metastasis
(  x  200) .
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Fig. 4 Photo■licrograph of dendritic cells popula‐

tion in regional lymph node H′ith metastasis(×

200)
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Table 3 Immunohistochimical demonstration of
CD, and CDa positive cells in lymph nodes with or
without rnetastasis of patients with gastric cancer

No
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examined Metastasis
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posi t ive
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れ,細 胞形態は円形あるいは類円形に変化していた。

さらに本来集族状局在像の崩れも観察された (Fig.

4 ) .

2.凍 結標本

切除胃癌 7例 のリンパ節におけるTリ ンパ球サブ

セットの分布を示す (Table 3).転 移陰性 リンパ節で

は全例が CD4>CD8で ,CD4陽 性細胞が多 く認められ

た。CD4陽 性細胞の分布はリンパ濾胞を除く,Tリ ンパ

球領域に密度高く均一であった。CD4陽 性細胞は元来

Tリ ンパ球の形で,丸 く,大 きい,充 実な濃核を持つ

像がみられた (Fig.5)。 CD8陽 性細胞はCD4陽 性細胞

より密度が低 く粗であった (Fig。6).一 方,転 移陽性

リンパ節ではCD4>CD8が 2例 ,CD4<CD8が 2例 で,

癌転移巣周辺ではCD4陽 性細胞の減少 とCD4陽 性細

胞の空泡状変性 (Fig.7)が みられ,癌 転移巣内の CD4

陽性細胞は細胞溶解と思われる像が観察された (Fig.

8)。これに対し,CD8陽 性細胞は残存しやすく,癌転移

T- and B-lymphocytes
populat ions

24(7%)Ⅲ

75(22%)

248(71%)ホ

347(100%)

ヤ
p<001

200(49%)

113(28%)

97(23%)

410(100%)
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Fig. 5 Photomicrograph of CDn-positive cells pop-

ulation in regional lymph node without metas-

tas is  (x400) .

Fis. 6 Photomicrograph of CDa-positive cells pop-

ulation in regional lymph node without metas-

tas is  (x400) .

Fig. ? Photomicrograph of CDo-positive cells pop-

ulation in regional lymph node with metastasis
(  x  400) .

巣内では細胞溶解像を認めず本来の形態を保っていた

(Fig.9).
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Fig. 8 Photomicrograph of CDo-positive cells pop-

ulation in regional lymph node with metastasis
( x 400)

Fig. 9 Photomicrograph of CDs-positive cells pop-

ulation in regional lymph node with metastasis
(  x  400) .

考  察

今回著者らは胃癌局所における免疫反応を所属リン

パ節を用いて検討した.

胃癌における所属リンパ節は宿主免疫反応の場と認

識され●
～ゆ,各 種モノクローナル抗体を用いた免疫組

織化学的手法やフローサイトメトリーにより,免 疫応

答の解析がなされている。所属リンパ節は癌増殖すな

わち転移に対するbarrierであるとも考えられている

がい1い,い ったん,癌の転移が成立すると免疫担当細胞

の抗腫瘍活性は減弱ないし消失する
11)ことが想像され

る。今回の検討では,癌 のリンパ節転移の有無によっ

てTリ ンパ球,Bリ ンパ球分布の割合に変化がみられ

た。すなわち,転移陽性リンパ節内におけるTリ ンパ

球領域の結小ととも,数 の減少が観察され,同 時にB
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リンパ球の優位の像がみられた。

1975年,Tsakraklidesら
1りは乳癌,胃癌,子宮頭癌,

結腸,直 腸癌,頭 頚部癌などのリンパ節の形態学的変

化からリンパ節でリンパ球が優位の状態ならば最も高

い生存率が期待され, リンパ球減少がみられるリンパ

節では,転移浸潤が始まりかけている例に多くみられ,

生存率は低いと述べている。リンパ節におけるTリ ン

パ球とBリ ンパ球の分布について,Tリ ンパ球の割合

が増加している場合は癌浸潤がなく,胚 中心優勢型の

リンパ節,一 部転移浸潤のあるリンパ節,あ るいは老

齢患者 (60歳以上)の リンパ節ではBリ ンパ球の割合

が多いとする報告もある
1。
.担 癌におけるリンパ節の

T,Bリ ンパ球の変化は癌の進展,転移の原因か,ま た

は結果かは明らかではないが,免 疫細胞による癌細胞

認識の有無を追求する研究が重要と考えられる。

癌転移陽性リンパ節の抗腫瘍活性の減弱ないし消失

の原因についてサプレッサ細胞の存在が報告されてお

り14)lD,このような免疫学的活性の変化とリンパ球亜

群の変化には相関があると考えられる
10.胃 癌所属 リ

ンパ節の解析の結果,転移陰性 リンパ節におけるTリ

ンパ球の多くはhelper Tリンパ球で,転移陽性リンパ

節におけるCD4陽 性細胞の減少はhelper Tリ ンパ球

の減少と指摘され, リンパ節の持つ抗腫場性の減弱と

関連することが示唆された
1の
。今回,リンパ球サブセッ

トを用いた転移陽性 リンパ節の観察では,CD4陽 性細

胞の癌転移により減少や空泡状変性,癌 転移巣内に浸

潤しているCD4陽 性細胞の細胞溶解像が観察された。

現在, この結果についての十分な説明はなされていな

い.今 後,転 移 リンパ節における本現象の確認とその

意義の検証が必要と考えられる。

最近,抗 原提示細胞として樹状細胞の役割が注目さ

れている1助lり.樹 状細胞はS‐100蛋自の免疫組織化学

から同定される
2の-2つ
.抗原提示細胞との接触によりT

リンパ球が活性化される.樹状細胞 とTリ ンパ球の培

養では多 くの樹状細胞が Tリ ンパ球 と生理的接触を

持ち,多 数の細胞集塊を形成している
20～20,こ の細胞

集塊形成はT,Bリ ンパ球やマクロファージなどでは

認められていない。活性化されて芽球化した Tリ ンパ

球は静上期 Bリ ンパ球を認識し,自 ら増殖すると同時

に Bリ ンパ球を抗体産生細胞へ分化させるが,静 止期

Tリ ンパ球ではこのような現象は観察されない
231,稲

葉らは樹状細胞による正常 Tリ ンパ球の活性化の過

程で最も特徴的かつ重要な現象が cluster(集篠)形 成

であると強調し,こ の集族は抗原特異的 Tリ ンパ球選
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別の過程であると考えられる
2o。
すなわち樹状細胞 は

リンパ球 と協同して抗原提示,免 疫細胞間相互作用,

免疫細胞のいわゆる nurse cellな どの役割を果たして

いる。近年 これ らの作用機序は in vttro培 養系におい

てだけではな く生体内での免疫応答の場でも観察され

ている2の。今回著者 らの検索では,こ の樹状細胞の変化

が胃癌転移陽性 リンパ節で観察され,樹状細胞の変形,

本来細胞質 より樹枝状突起 を伸ばすのが特徴 とする樹

状細胞は癌による細胞が円形,あ るいは類円への形態

変化および集篠状局在の崩れが認められた.こ のこと

は樹状細胞による抗原提示作用の減弱や機能喪失,さ

らに樹状細胞 を介す Tリ ンパ球の活性化や Tリ ンパ

球,Bリ ンパ球の相互作用および抗体産生への障害,

免疫全般に対する影響 と深 く関連があると思われる。

以上,著 者 らは胃癌所属 リンパ節において免疫組織

化学的検討を行った。胃癌の進行程度および癌患者の

予後はリンパ節の転移の有無に密接な関連性を有する

ことが示唆された。

本論文の
一部は第35回日本癌治療学会総会 (1992年 9月 ,

東京),第 56回日本臨床外科医学会総会(1994.11月 ,舞 浜)

において発表した。
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Immunohistochemical Examination of Lymphocyte Population of Regional Lymph
Nodes in Patients with Gastric Cancer

Sachirat)2), Masahiko Ondat), Akira Tokunagar) and Goro Asano2)
First Department of Surgeryt) and Department of Pathology2), Nippon Medical School

A study was performed to examine immunohistochemically the T- and B-lymphocyte, and 5-100
protein positive cells populations of regional lymph nodes in patients with gastric cancer. Immunohisto-
chemically, a decrease of T-lymphocytes and dendritic cells, and an increase of B-lymphocytes were
observed in metastatic lymph nodes. A decrease of CDn positive lymphocytes and degenerative change of
these cells were also observed. Changes in the level of immunologic parameters in the distribution of
immunocytes in regional lymph nodes with or without metastasis may be linked to the progression of
cancer.
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