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はじめに：特殊 2重染色により静脈とリンパ管を識別し，2重染色法により判定されたリン
パ管侵襲（以下，ly と略記），静脈侵襲（以下，vと略記）の臨床的意義を検討した．方法：curA
手術が行われた ss 大腸癌初回手術 125 例を対象とし，代表的 1切片に対し，CD34 免疫染色に
弾性染色を加えた 2重染色を施行．1か所でもリンパ管侵襲，静脈侵襲を認めた場合を ly（＋），
v（＋），まったく認めない場合を ly（－），v（－）と定義し，2重染色による分類および特殊染
色の意義について検討した．結果：vはリンパ節転移との間に強い相関を認めた（p＝0.01）．予
後解析からは，ly（＋）群は ly（－）群に比べ予後不良の傾向を認め（5生率 88.9％ vs 75.6％，
p＝0.06），v（＋）群は v（－）群に比べ予後不良の傾向を認めた（5生率 90.0％ vs 78.9％，p＝
0.09）．リンパ節転移有無，ly，vを共変量とした多変量解析ではリンパ節転移のみが独立した予
後因子として選択された（p＝0.008）．また，4個以上の静脈侵襲所見の有無で検討したところ，
静脈侵襲にはリンパ節転移有無とは独立性を有する臨床的意義が存在した．考察：予後因子と
しての意義は，侵襲所見の有無を基準とした場合，ly，vともにリンパ節転移を凌駕しえない
が，4個以上の静脈侵襲所見はリンパ節転移の有無と同様に重要な臨床的意義を有すると考え
られた．

緒 言
早期大腸癌の予後は比較的良好であるのに対

し，進行癌のそれは不良で，その組織型，壁深達
度，臓器転移の有無などが重要な予後規定因子と
いわれている．大腸癌取扱い規約１）には病理診断項
目として，これらの因子とともにリンパ管侵襲（以
下，ly と略記），静脈侵襲（以下，vと略記）が記
載されており，従来から病理医により判定され，
臨床医も癌悪性度の指標としてこれを参考にして
きた．しかしながら，特に進行癌において脈管侵
襲は単変量解析では予後因子となるものの，多変
量解析で独立した予後因子として選択されるとい
う論文は少ない（Table 1）２）～９）．さらに，大腸癌の
脈管侵襲の判定方法は大腸癌取扱い規約に記載さ

れているものの，詳細は確立されておらず，脈管
侵襲の判定および程度の違いが病理医間で生じや
すい．その原因としては，一般的に切除材料での
癌の ly，vの判定にはHematoxylin-Eosin（以下，
HEと略記）染色標本が使用されるが，リンパ管内
皮細胞や静脈周囲弾性線維の同定がHE染色標本
では困難なことが多く，ly，vの判定および程度
が病理医個々独自の基準により主観的になされて
いることにある１０）～１２）．早期癌では消化管専門病理
医であっても脈管侵襲陽性判定の一致率は 30％
（ly）あるいは 50％（v）と極めて低率と報告され
ている１２）．
脈管内皮の客観的な評価には，CD34，CD31，

Ulex Europaeus agglutinin type I（UEA-1），第
VIII 因子関連抗原などの抗体を用いた免疫組織
化学的検索が有用である１０）～２０）．しかしながら，脈管
内皮の同定のみではリンパ管と静脈の判別は困難
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Fig. 1 A：Characteristic appearance of lymphatic 

invasion on a slide with double stain：Lymphatic 

vessels have CD34 immunopositive endothelial 

cells. B：Characteristic appearance of venous inva-

sion on a slide with double stain：Venous vessels 

have round elastic lamina stained by elastica stain.
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Table 1 Articles with reference to prognostic significance of vessel invasions of colorectal carcinoma

Prognostic significance
Subject

Number of
patients

YearAuthor
Multivariate analysisUnivariate analysis

ly：N.S., v：N.S.No referencewithout limits5011992Shirouzu9）

ly：p＝0.44, v：p＝0.24ly：p＝0.12, v：p＝0.08curA, B1011994Nakamori8）

vascular invasion：N.S.vascular invasion：p＜0.001curA, B3391995Bognel7）

ly：p＝0.73, v：p＝0.86No referencewithout limits2151996Yamaguchi6）

ly：p＝0.26, v：p＝0.23ly：p＜0.001, v：p＜0.001curA, B1661996Takebayashi5）

V：p＝0.054v：p＝0.002T3M0, T4M01181998Lanza4）

ly：N.S., v：N.S.No referenceT1, T2, T3, T49272000Nakagoe3）

vascular invasion：N.S.vascular invasion：p＝0.01T3, T41042003Bouzourene2）

※N.S.：not significant

である．Elastica-Van-Gieson（以下，EVGと略記）
染色は弾性線維を染色するもので，静脈侵襲の同
定法として古くより用いられてきたが，免疫染色
およびElastica 染色を同一スライド上で施行する
2重染色という技法を用いて，とくにリンパ管に
ついて脈管侵襲の有無をより客観的に判定したう
えで，他の臨床病理学的因子や予後との関係を検
討した研究は，PubMed で「Colorectal cancer」，
「Vascular invasion」をキーワードとして 1983 か
ら 2004 年まで，また医学中央雑誌で 1987 から
2004 年まで「大腸癌」，「脈管侵襲」について検索し
たところ，皆無である．
そこで今回，我々はCD34 の免疫染色および

Elastica 染色を同一スライド上で施行する 2重染
色法を行い，静脈とリンパ管を識別した．次に，
2重染色法により判定された ly，vと他の臨床病
理学的因子との関係，および予後因子としての意
義を検討した．
なお，論文中の組織型，部位，脈管侵襲などの

用語は大腸癌取扱い規約１）に基づいた．
対象と方法

1．対象
1989 年から 1993 年に防衛医科大学校病院第 1

外科で初回手術が行われた大腸癌症例で，根治度
Aに分類された 125 症例を検討した．脈管侵襲の
予後因子としての意義について検討するため，
TNM分類でのT因子を固定する方針とし，当科
で最も症例数の多かった漿膜下層浸潤（以下，ss
と略記）の症例を対象とした．
カルテおよび病理報告書の記載より年齢，性別，

占居部位，組織型，遠隔転移，リンパ節転移を引
用した．
性別は男性 69 例，女性 56 例，年齢は 29 歳から
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Table 2 Clinicopathological features of cancers, classified by novel classification according 

to the double staining

P valuev（＋）v（－）P valuely（＋）ly（－）

Age

34362446≧60

0.8926290.541639＜60

Sex

35342544Male

0.5025310.261541Female

Histological differentiation

55633781well/moderately

0.26 5 20.68 3 4poorly/mucinous

Lymph node metastasis

27442051Negative

0.0133210.292034Positive

85 歳で平均 61.0 歳，占居部位は肓腸 11 例，上行結
腸 15 例，横行結腸 10 例，下行結腸 5例，S状結腸
40 例，直腸 44 例であった．組織型は高分化腺癌
（wel）が 29 例，中分化腺癌（mod）が 89 例，低
分化腺癌（por）が 5例，粘液癌（muc）が 2例で
あった．
2．特殊 2重染色法
腫瘍組織の最深部を含む代表的 1切片（ホルマ

リン固定後パラフィン切片）を 4µmに薄切，抗
CD34 モノクローナル抗体（Dako 社，クローン：
QBEnd10，免疫動物：マウス）を用いた内皮細胞
の免疫染色の後に，レゾルシンフクシン液（武藤
化学）を用いたElastica 染色を追加した．特殊染色
の手順は以下の通りである．キシレンで脱パラ
フィン後，97℃のクエン酸 buffer に 45 分浸した．
抗CD34 モノクローナル抗体を 50 倍希釈し，1
次抗体とし，4℃ overnight．2 次抗体はEnvision
System anti-mouse and rabbit を使用（DAKO社）
し，室温 2時間放置．その後，発色反応を行った．
次に，レゾルシンフクシン液（武藤化学）に 20
分浸し２１），その後ヘマトキシリンで核を薄く染め
て脱水封入した．
3．脈管侵襲の判定
リンパ管，静脈はともに内皮細胞を有するが，

弾性線維からなる弾性板は静脈のみに認められ
る．CD34 免疫染色により内皮細胞を識別するこ
とが可能で，Elastica 染色により弾性線維を染色
することが可能である．

それゆえ，CD34 免疫染色にて脈管内腔を裏打
ちする内皮細胞が染色され，Elastica 染色により
周囲に弾性線維が認められない脈管に癌が浸潤し
ている場合，リンパ管侵襲陽性とし（Fig. 1A），
Elastica 染色により管腔周囲を取り巻く弾性線維
が確認できる脈管に癌が浸潤している場合，静脈
侵襲陽性とした（Fig. 1B）．脈管侵襲の判定は著者
の中の 1名が判定した．1か所でもリンパ管侵襲，
静脈侵襲を認めた場合を ly（＋），v（＋）とし，
まったく認めない場合を ly（－），v（－）とした．
4．統計学的解析方法
有意差検定は 2×2 χ二乗検定（Fisher の直接確

率試験）を用い，5％以下を有意差ありとした．脈
管侵襲の予後（生存期間）に及ぼす影響はKaplan-
Meier 法から累積生存率を算出し，log-rank 検定
を用いて評価した．多変量解析はCox の比例ハ
ザードモデル（ステップワイズ減少法）を用いて
評価した．

結 果
1．臨床病理学的因子との相関
全 125 例中 ly（＋）群は 40 例，ly（－）群は 85

例，v（＋）群は 60 例，v（－）群は 65 例であっ
た．ly（＋）と ly（－）群との比較において，Ta-
ble 2に挙げる他の臨床病理学的因子との間に有
意差は認められなかった．
一方，v（＋）群は v（－）群に比べリンパ節転

移（55.0％ vs 32.3％，p＝0.01）が有意に高率に認
められた（Table 2）．
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Fig. 2 A：Disease specific survival curves of ly 

（＋）/ly（－）groups, defined by novel classification

（Kaplan-Meier Method）：A survival of ly（＋）

group was worse than that of ly（－）group（p＝

0.06，log-rank test）. B：Disease specific survival 

curves of v（＋）/v（－）groups and the group that 

venous invasion was 4 foci or more, defined by 

novel classification（Kaplan-Meier Method）：A sur-

vival of v（＋）group was worse than that of v（－）

group（p＝0.09，log-rank test）, and a survival of 

the group that venous invasion was 4 foci or more 

was statistically worse than that was less than 4 

foci（p＝0.01，log-rank test）.
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2．予後因子としての意義
ly に関しては ly（＋）群は ly（－）群に比べ予

後不良の傾向を認めた（5年生存率 ly（－）群
88.9％ vs ly（＋）群 75.6％，p＝0.06）（Fig. 2A）．v
に関しては v（＋）群は v（－）群に比べ予後不良
の傾向を認めた（5年生存率 v（－）群 90.0％ vs
78.9％，p＝0.09）（Fig. 2B）．
次に，リンパ節転移有無，ly，vを共変量とした

Cox の比例ハザードモデル（ステップワイズ減少
法）による多変量解析を行った（Table 3）．リンパ

節転移のみが独立した予後因子として選択された
（リンパ節転移：HR3.6，p＝0.008）．
一方，複数の静脈侵襲所見について検討を行っ

たところ，4個以上の静脈侵襲所見を有する群は，
有しない群と比べて有意に予後不良であった
（p＝0.01）（Fig. 2B）．リンパ節転移有無，ly，4 個
以上の静脈侵襲の有無を共変量としたCox の比
例ハザードモデル（ステップワイズ減少法）によ
る多変量解析では，リンパ節転移，4個以上の静脈
侵襲所見が独立した予後因子として選択された
（リンパ節転移：HR3.0，p＝0.03，4 個以上の静
脈侵襲所見：HR4.4，p＝0.001）（Table 4）．

考 察
大腸癌取扱い規約１）には病理診断項目として脈

管侵襲が定められているが，その判定は一般に難
しいとされる．その理由は，ly の判定に関しては
リンパ管内皮細胞の同定が困難なことも多
く１０）～１２），vの判定に関しても，HE染色で内腔がほ
とんど確認できない虚脱した脈管は同定が困難で
あるからである．大腸 sm癌を対象とした検討で
は，HE染色標本による判定に比べ，特殊染色標本
を併用した ly，vの陽性率はそれぞれ 18.8％か
ら 21.4％（有意差なし），12.0％から 23.9％（p＝
0.027）に増加したという報告や２０），進行癌において
HE染色での癌の静脈侵襲陽性率は 25％である
のに対し，EVG染色を併用すると陽性率は 87％
になるという報告もある２２）．また，半数の消化管専
門病理医が脈管侵襲の判定にリンパ節転移の有無
を考慮するという調査結果も報告されている１２）．
今回の検討においては，2重染色により判定さ

れた ly および vともに，単変量解析において予後
因子となる傾向を認めたが，多変量解析ではリン
パ節転移のみが独立した予後因子となった．単変
量解析および多変量解析で ly が予後因子となら
ない論文も見受けられるが８），本研究結果からも，
免疫染色やElastica 染色を加え精密に判定しよう
とも，陽陰性を基準とした場合 ly や vは予後因子
としてリンパ節転移を凌駕しえない因子であると
考えられる．ただし，本法により侵襲個数に関す
る客観的情報が得られ，4個以上の静脈侵襲所見
にはリンパ節転移とは独立性を有する臨床的意義
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Table 3 Multivariate analysis of survival, using novel classification

P value95%CIHRFactors

0.0081.399―9.5243.6Lymph node metastasis（Positive vs Negative）

Table 4 Multivariate analysis of survival, using novel classification according to 

the number of venous invasions as variables

P value95%CIHRFactors

0.03 1.120―7.8133.0Lymph node metastasis（Positive vs Negative）

0.0011.795―10.874.4Venous invasion（＜4 foci vs ≧4 foci）

が存在することが明らかとなった．
今回，CD34 免疫染色とElastica 染色を重ねる 2

重染色を行い，脈管侵襲を判定した．同一切片上
で 2重染色をすることで，CD34 陽性の脈管につ
いて，弾性線維陽性の静脈と陰性のリンパ管に分
類が可能であった．しかしながら，CD34 免疫染色
では血管とリンパ管の内皮細胞の両者とも陽性を
示すため，弾性線維に乏しい細静脈～毛細血管と
リンパ管の区別は本法を用いても困難である１３）１９）．
リンパ管と毛細血管を鑑別する方法として，墨
汁・硝酸銀をおのおのの脈管に取り込ませて鑑別
する方法（加墨汁硝酸銀水局所動脈注入法）や，
電子顕微鏡検索がある．また，5’-nucleotidase（5’-
Nase）活性がリンパ管で高く，血管で陰性である
こと，alkaline phosphatase（ALPase）活性がリン
パ管で低く血管で高いことを利用して染め分ける
酵素 2重染色法２３）も報告されているが，いずれの
方法も手間がかかり，特殊な酵素および抗体が必
要であることから，通常の診断業務には適さな
い１９）．近年開発されたD2-40 はリンパ管内皮に特
異的に染色性を有し，この臨床的意義についての
検討が必要と考えられる．
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Prognostic Significance of Lymphatic and Venous Invasions in pT3 Colorectal Carcinoma,
Quantified with a Double Staining Combining CD34 Immunostaining and Elastica Staining

Taichi Sato, Eiji Shinto, Yojiro Hashiguchi,
Hideki Ueno and Hidetaka Mochizuki

Department of Surgery I, National Defense Medical College

Purpose：We clarified the prognostic significance of lymphatic and venous invasion judged by slides with
double staining combining CD34 immunostaining and elastica staining.Methods：Subjects were 125 patients
with pT3 colorectal carcinoma who underwent curative surgery between 1989 and 1993. Each representative
pathological section including the deepest area of tumor penetration was stained with elastica staining after
immunostaining for CD34. Cancer was classified based on the number of lymphatic invasions per section（ly
（－）, 0；ly（＋）, 1 or more）and on venous invasions（v（－）, 0；v（＋）, 1 or more）. We then looked at the re-
lationship between invasion grade and patient prognosis . Results：Microscopically , we clearly identified
lymph vessels with immunostained endothelium and venous vessels with round elastic fibers on slides with
double staining. V（＋）was strongly associated with lymph node metastasis（p＝0.01）. Univariate analysis
showed that the ly（－）group（5-year survival of 88.9％）and v（－）group（90.0％）showed more favorable
survival than the ly（＋）group（75.6％, p＝0.06）and v（＋）group（78.9％, p＝0.09）. Lymph node metasta-
sis（HR 3.6, p＝0.008）was found by multivariate analysis to be independent prognostic factors, but not ly（＋）
and v（＋）. Conclusions：To diagnose the grade of vessel invasion objectively, additional staining was useful.
Lymphatic and venous invasion were not found to be independent prognostic factors in patients with pT3 col-
orectal carcinoma.
Key words：colorectal carcinoma, lymphatic invasion, venous invasion, CD34 immunostaining, elastica stain-

ing
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