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Forthepurposeofestablishingaquantitativepat･hologicdiagnosisoftransitional

cellcarcinon-aintheurinarybladder,theauthorconductedresearchworkonrelatrionships
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cogeneproductsandargyrophilicnucleotarorganizerregionassociat･ed protein. Asa

result,BrdUlatx911ingindexwasmostcloselyrelatedtothehistologicalgrading.There-

fore,it-isexpectedt･hatthecountingofBrdU labelling indexgivese打ectively m ore

detailedinrorlnationfortheestimationorprognosis.
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要 旨

勝耽移行上皮癌iこおける病理診断の計量化をめざして,

組織学的異型度と細胞増殖能との関係を調べた.増殖能

の指標には核分裂像,bromodeoxyuridille(B1-dU)敬

り込ふ率,proliferatingcellnuclearantigen陽性率,

e一七rbB-2癌遺伝子産物発現およびargyrophilicnucle-

Olarorganizerregionassociatedprotein を用いて検
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索 した.その結果,BrdU取り込み率が最もよく異型度

と相関 した, し卜たがって,BrdU取 り込み率の測定が予

後の推測にあたって更に詳細な情報を与えてくれるもの

と考える.

緒 田

潜航移行上皮癌における組織学的異型度の判定は,チ

後の推測や治療法の決定に際 し重要な役割を果たして い
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る. しか しながL:),熟練 した病坪医の間ではその判定に

大差はないとはいF)ちのの,従来n異型度の判定基準1､

2､は客観性に欠けることは否めず.判定の実地に困難

を感 じることも少なくない.

細胞増殖能を鮭L織学的手法によ一,て識別する方法が近年

幾つか開発されてきた.これらの方法は,異型度と増殖

能を直接対比でき,かつ数量的取 り扱いが可能であると

殖能の検査方法には次のようなものがある.

1. 核分裂像の計測

2.細胞増殖抗原の免疫染色

l) BI･OnlOdeoxyuridine(以下 BrdU1

2) ProlifeI-atingcellnuclearantigen(以下 PC-

NA)

3) DNA-polymeraseα

4) Ki戎7

51 癌遺伝子産物

3. 好銀性核小体形成体関連蛋白

(A1-gym)Philienucleolarorganizerregionasso-

ciatedpl･otein.以下 AgNOR)

上記をこよって得 られる増殖能の指標は必ず しも同 じも

のを指 しているわけではない.悪性度と異型度との関係

が大筋においてほほほ確立されている謄眺移行上皮癌3Ll

･卜 においては有用な増殖能(･')て--カ一一は異型度と締iこ

相関 していることが予想 され.る､従来C')異型度判定に加

え,数量化された客観的基準を補足するとすればどのよ

うなものが適当か,細胞増殖能マーカーのうち,パラフィ

ン包埋切片を用いることのできる核分裂像,13rdU.Ⅰ〕CI

NA.e-erbB-2癌遺伝子産物,AgNOR に-L,いて検討

してふたので,その結果と使用にあたっての問題点につ

いて述べたい.

研究材料と方法

新潟大学医学部泌尿器科学教室において.勝耽全摘術

を行 った勝耽移行上皮癌17例を材料とし,その中の組織

学的異型度 1 (grade1,以下 Gl)の部分 5領域,輿

型度2 (grade2,以下 G2)の部分 6領域.異型度3

(grade3,lrF G3)の部分9領域iこついて検討 した

(表 1).異型度の判定は勝耽癌取扱規約Iliこのっとi).

著者および複数の認定病理医によっで行われた.なお.

これ らの症例は術前に化学療法や放射線治療は行われて

いない.

後述する BrdU 取 り込み率を調べるために, 勝眺全

表 1 研究材料の内訳
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症例 年齢 性 発育様式 異型度 深速度 Ly Ⅴ N

及 53 M PNT Gl pTa 0 - 0

2 65 M PNT Gl pTa 0 0

3 67 M PNT Gl pTa 0 0

4 63 M PNT Gい2 pTa 0 0

5 61 M PNT G2＼l pTl b O - 0

6 57 M PIT G2 pTlb 0 - 0

7 72 M PIT C2 pTlb 0 - 0

8 61 ド PIT G2 pT3b O - 0

9 72 F NNT G312 pTl 0 -0
10 63 M lNNT C3 pTis 0 - 0

ll 74 M NNT C3 pTl O -0
12 7() M MT C3 pTl 0 - 0

13 72 M MT G3 pT2 0 十 0

14 67 F MT G3 pT3b 2 - 2

15 79 M MT C3 pT4 2 - 2

16 60 M NIT G3 pT4 2 - 2

摘術前に BrdU500mgを生理食塩水 5Omlに潜解 し,

こIttを勝眺内に2時間注入 しておいた.BrdLTの検索は

70067ノLニト-JL固定 ベラ7 (ン包埋切1--ll-を用いたが.他

はすべて10%ホ′いてりン固定 ベラ7 1ン包埋切片で検索

した.

(1) 核分裂像

-て トキシりン･エオジン標本を用い400倍視野下で

細胞 1.000個に対する核分裂数を算定 した.

(2) Bl･dU 取 り込人事

BrdU 免疫染色は抗 BrdLTて｢177､モ ノクtj一十JL,玩

体 (BectonDikinson,LJSA)を用い, ス トL-f卜7

ピジン ･どすチン (Streptavidin-t3iotin:以下 SAB)

法にて行った.取 り込も率は細胞500個に対する BrdU

陽性染色細胞数を数えた.

(3) PCNA

抗 PCNA マウスモ ノクロ-ナル抗体 (Noboeastra,

England)を用い,SAB 法iこて免疫染色を行い,腫癌

細胞500 個に対する PCNA 陽性細胞の比率を求めた.

(4) crerbB-2癌遺伝:-f一産物

抗 e-erbB-2癌遺伝子産物 ウサギボ l)ク亡-一十JL抗

体 (二チレ仁 東京)を用い SAB 法にて行った.

(5) AgNOR

AgNOR 染色は,Derenziniの方法5-によって行い,

その評価は3次元画像解析装置 (ライズ,東京)を用い,
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図 1 BrdU取り込ふ細胞

a:it:_常移行上皮.b:TCC,Gl,C:T(｢C,.G2,
d:TCC,G3Lへ-1'卜二巨/l)ン後染色. ､360)

油浸 1.000倍下において腫壕細胞 100個の AgNOttの

数と総面積を計算した.

カ所計測 し,その中の最高値を各症例cT)ft表値とした.

統計学的な検討は‥上記 (1)--(こ畑 (5)にはWilcoxon

の 順 位 和 検 定 ,(4)には x2検定を用い,危険率59b'で

有意差とした.

結 果

1) 核分裂像

核分裂像は,正常移行,l二皮部ではほとんど認めit-,,かす,

た.

2) BrdU取り込み率

正常移行上皮部では,BrdU取 i)込み細胞は基底部に

認めL.)か (図 1-a),その取 り込ふ細胞の比率は0.196~
以下であった.Glでは,概ね基底層から中間層までに

認められた (図 1一七),取i)込み率の平均は5.6%であっ

た.G2では取り込み細胞はさらに表層までにも見られ

るようになi)(図 1･1),取i)込み率は13.5,Or6Fであった.

(図 1-d).取 E)込ふ率の平均は21.79,6であった.正常

移行土庄部と移行.L二攻癌との間および移行上皮癌の各異

型度間に有意差を認めた (図21.

3l PCNA

行上皮癌 Glでは 11.4%,G2:28.3%,C3:49.69,6

であった (図 3,4㌦ PCNA検出率は異型度とともに

増加 し,各異型度群間で有意差があったが.同.--異型度

群内でもかなりのばらつきが見r)わた.

4) (-erb13-2癌遺伝子産物

正常部と Glとでは C-erbB-2癌遺伝子産物は全く

検出されず,G2では粘膜部5領域中 1領域,浸潤部5

領域中2領域に,C3では粘膜部5領域中3領域,浸潤

部8領域中6簡域に陽性であった (表 2,図 5).粘膜

内領域と Glと G3間に有意差を認めたが,他の群間

に有意差は見られなかった.

5)AgNOR

正常移行上皮の平均 AgNOR数は2.03で,Gl,G2,

G3ではそれぞれ平均 3.17,3.03,4.86であった.同
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組 織 学 的 異 型 度

図3 PCNA取り込ム細胞

a:TCC,Gl,b:TCC,G3し-1′トキシ1)ン練染色. ＼450)

表 2 C-et-bB-2遺伝子産物の発現部位

*:p<0.05

表 3 AgNORの数と面積
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AgNOR数 iE常部と〔7)比

∴日､:-I.-I

3.17±0.11J**

一一■-●

4.86±0.37_f*

= ･こ.･L･l ､
1.66±0.07_∫

｢

2.31±0.15_さ*

AgNOR面凱um21

:I/ -M tl
6.32±0.23_チ*

｢
7.23±0.55_～

｢

9,84±0.70_**

(Mean±SD),*:P<0.05,**:P<0.01
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Gl (;: C3

組 織 学 的 押 型 度

図 4 PCNA陽性 率と組織学 的 異JPJ.痩

･~ ている= 1. しか しながLL),異型度診断はどうしても:i:-='.

TJ 観的要素が入ることを否めず,客観的診断基準もいまだ

確立されているとは言い難い.このこ上は治療の個別化

r をめざして,prost)ectiヽ,eiこ研究を推進 させようとするJ､ふ

図 5 C-er上)B-2遺伝子産物の免疫染色

しヘマトキシリン後染色. .･､4501

との比では Gl.G2,C3でそれぞれ平均 1,46,1.砧,2.31

で.各異型度問に有意差を認めた.また∴正常移行上境

の平均 AgNOR総免疫は 2.51FEm 2 で,移行 上 皮 癌 Gl.

G2,C3ではそれぞれ 6_32,7.23,9.84/Lm2 で,各

異型度間に有意差を認めた (表 3.図 61.

考 察

腰痛の予後を推察するとともに治療方針を決定するた

めの指棟として,組織塾,鼠織学的異型度,発育様式,

深達度等の病理形態学的所見がこれまで多くの臓器で最

も頻用されてきた.傍耽移行上夜癌においても異型度と

悪性度とがよく相関することは諸家iこよって確かめられ

際大きな間頓となる.そこで著者は,比較的数量化しや

すい細胞増殖能から悪性度を見てふることiこし,有用な

増殖能の指標を選ぶべく.翼型度と増碑能とLT)開陳を検

討することにした.

まず従来より増殖能の指標として用い上■-れてきた核分

裂像について検討 してふた結果は異型度が高まるととも

に核分裂数も増加する傾向を認めたが,有意差が認めと､一

陳の多寡が悪性度(･T)判定に用いられている61.が.上皮

性の膝壕である蹄眺移行上皮癌においては層形成叫亨jl題,

乳頭状か非乳頭状かの問題もあることから,単に数だ(,千.

れる.また,固定までiこ時間がかかると核分裂像は減少

して しまう71.核分裂像の計測という古典的方法におい

てさえ厳密な条件の設定が必要である.

近年,核分裂数計測のほかに組織切片iこおいて細胞の

増殖動態を調べる方法が幾つか開発されてきた. BrdU

は. 合成の thimidineanalogueで,invi＼roあるい

ば invitroで投与するとS期細胞の DNA に選択的

サル抗体が開発され免疫染色により容易

出さflLるようになった91.BrdU 取 り込､'-i=

S期細胞が検

率と予後との

関係は脳腫壕i･こおいて最 もよく明らかにされ10㌧ 勝耽

癌においても異型度とよく相関 していることが示されて



谷川 :勝眺移行上皮癌の組織学的異型度と増殖能との関繰

藩

｢

図 6 AgNOR 染色

･･ ;､ ト iL'r t:･'.{ Ht＼ (.:i ･1...

いる日､121.著者の検索では,非陣場部と移行._l二攻癌部

および移行上皮癌の各異型度間で明瞭な差をみとめた.

さi▲)にこLT)方法の良い点は,染色の陽性 ･陰性がはっき

りしているため BrdU の取込んの有無の判定が容易な

初期より問題となっていたが,著者 らの考案 した勝艶内

投与法13､は,動物実験で他臓器への BrdU の取 り込ん

が全 くないこと,使用者の追跡調査により異常を全 く認

めていないことかiL.)その安全性は確かなものと考える.

PCNA は,DNA ボ りメラー-ゼ (亨のホロ酵素の.一部

を構成する蛋 白 ト1､で.Gl後期かLL)S期にかけて合成

さi･tる151.ホJして リン固定 バラフ (ン切片でも検出で

の増殖能の指標として期待 されるようをこなった.今のと

ころ陸離移行上皮癌について充分に検討 した報告はまだ

Jlない.著者の成績では,非瞳壕部と移行上皮癌部及び

移行上皮癌の各異型度間で有意の差を認めた. しか し,

同-異型度群内でもかなりのばらつきがあり,特に G3

i･こおいてそれは著 しかった. また,PCNA は薄切 した

切片を勲伸展栃に長時間お くと抗原性が低下すると報質

され 著者 もその事実を確かめた. したがって, 今後

PCNA を用し､るためには.染色までの至適条件等をさ

らに細部まで検討 してふる必要がある.

103

C-erbB-2は.crbT3と er･osshybridizationEこよっ

てと トゲノム._L二に兄いだされた遺伝 T l7-で,cl)NA c')

塩基配列から EGFレセプタ-と極めて額似 した蛋 白

を二-ードしていると推測 されている胤.C-pel･bB-2 の

増幅が乳癌;･こおいては転移や予後との間に密接な関係が

あることが示 され19㌧ その遺伝子･産物の発現は勝靴癌

においても悪性度との関連を示唆する報告がなされてい

る20l.今回の検討では.輿型度が高 く.浸潤部である

ほど C-erbB-2遺伝子産物が検出される傾向はあー･,た

ものの,こIlく･こ該当 しない例も見t､)れ これのんで瞭耽

移行上皮癌の悪性度を総括的に論ずることは困難上思わ

れる. Lか し,個 々J)症例に-.〕いては,C-trbIト2 遺伝

子産物の発現と癌の浸潤との問iこ関連があるように思 わ

Itた.

核小体形成体 (Nucleol;u10rgallizer･1･egion.NOR)

は r･RNA 遺伝子が存在す る l)NA 上の部位であ り.

この間園を酸性 T)ン酸化蛋白が取 り巻 く.こ(~･71蛋白は好

銀性を有するため,銀染色により,核小体形成閑適蛋白

(argyropllylicI一uCle()lal･Organizel･regiol1 associated

protein,AgNOR) として検出される21~-. この蛋白は

Ⅰ)NA polymeraseIによる rRNA 遺伝子の転写活性

胞増殖能の指標になr)得ると考えt､)かるようになった23).
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蹄耽癌においても,腫壕の輿型度と相関 し,化学療法有

効例では治療により AgNOR 数の減少と分布の変化を

認めたとい う報告が既になされている2▲い.著者の検索

では 単に AgNOR 数だけでふてい くと G2では Gl

検体上L?)正常部としり比で去ると,異型度と柏関 して有意

に高 くな一1た.この原田は検討中ではあるが,同定条件

特に園定時間が長 くなると AgNOR が凝解 し数が減少

するという現象によることに一閃すると考えられる.阜

施設間での成績の比較の場合,注意すべき要点である.

このため,標本制作条件を一定にするか.次善策とLて

れる.む しF',AgN()R の総面積L')75が輿型度と相関

するLJ)で, こちLJI)を採用すべきかもしれない.

以上の検討より.予後をよく反映する異型度と最 もよ

た_PCNA と AgNOR も良い指標となる可能性があー.､

た.これらを比べた場合,Bydu 取 り込み率は免疫染色

までと7〕前処置がやや繁雑で. また使用に際 L informed

conSemtを得なければならない.特をこ後者の理由から

適上胴 ミ限定 さIlる. --焉,lJCNA も AgNOR も染色

は簡単ではあるが,標本の作製魚件にまだ問題が残 り労

染色結.製Lp')判定 も必ず しも容易ではない.私見ではある

内注入法にtよる Bl･dLT取 り込:Ẑ率が増殖能の指標とし

て最 も良い情報をZjJ･えて くれると考える.それができな

い場合は.in ,ヽitro標識法25-2い を代用 してもよいであ

7_17:).

今後,異型度判定が難 しい例に--)いて,これr-増殖能

のマーカーを検索 しどのような経過 をたどるか充分に追

跡調査 しなければなi∵ない.その成綿が.1..iたときにこそ.

増殖能の指標が悪性度の指標となるであノーう.

結 語

牌耽移行上定癌において. fp後に関係する計巌化可能

な指標を求めるために,核分裂数,BrdU 取 り込品率,

PCNA.C-erbB12癌遺伝子産物及び AgNOR に-I)い

て検討 してふた結果,BrdU 取 ;)込ふ率を用いることが

最 も適当であるという結論を得た.

稿を終えるにあたり,御指導と御校閲を賜 りまし

た恩師佐藤昭太郎教授なLt_)ぴに渡辺英伸病理学第---･

教室教授に心から御礼申し上げます.また本研究を

直接御指導 して下さいました泰山悌-病理学第-教

窒助教程に深謝いた します.

参 考 文 献

l)日本泌尿器科学会 ･日本病理学会編: 泌尿器科 ･

柄理陣耽癌取扱規約. 第 1版. 金原出帆 東京.

1980.

21Murphy,W.lW.: i)iseasesoftheut･inaryI_)lildder.

urethra.uretersilndrenalpelvis.lnMurphy,

W.M.ed.LTrologiepathology(lsted.). p.

6Ll-･102,S(,lund(汀S.Plliladelphia､L～椴).

封 守山正胤,加藤哲郎,森 久,阿部良悦,佐藤一

成,土田正義.上坂佳敬,綿貫 勤: 蹄眺移行._l二

皮癌L')臨耗病理学的検討.H泌尿会誌､78:19･･1(ト

19L19.1987.

･1)黒田昌男,柚木 茂.木内利明,三木恒治. 清原久

和,宇佐美道之.中村蘇 峰男.古式敏彦: 蹄眺陣

場J)臨床統計的観察.H泌尿会誌,Tti:2098--2107.

1987.

5)DerenZini,M..Romagnli､T‥ MingaT.Zini,P.

andMarinozT.i.V.: InttゝrllhとISienuele(llar

organizeI-1でgiolldistT･ibuti()Hと1㌧こIdiLILlnOStic

pari1met(11･tOdiffLlrentiatek11i即1rr(1nlm(llign(lnt

epitheliilltumors(1fhunlanintesirle.Virch.Arch.

R(二ellPとIthoL.,.F:14:334-340.198 8 .

61Sill･erberg,S.(lT.: Reproducibilityofthemitosis

countinthehistopIlthological(iiagnosisofsm()oth

museletun10rS()fth(さuteruS .Hum.tJatho1..7:

451--L156,1976.

7〕lhnhuiiSen.K..Schmidt.lT..Hirrhe.H..Van

Bt!uningt･n,D.andBudaeh.V.: Chilng(､Sin

mitoticrIltei.lIldm､IleyelpfractiotlSCt,lust-(.ihy

delllyedfixation.Hum.P乙ltho1..21:70～卜 714.

199().

8)GratZner.H.G.:Mon(xllom=11Ilnlitl_)(ト ー(15-broTn()

an(i5---iodod(,し〕Xyuridine:^ n()W IICagentfoI･･

dcteetionofDNA replicこltion.SL.ience.21ボ:

L17L1-475,1982.

9)Morstyn,(;..f血u.S-M.,Kin粁Ila.T..Gratzner.

H.G..Ru甜0.A.andMiteht･lL.J.B.: Br()mode｡-

xyLlridineintumorsandchromosome,SdeteLlted

withanlOnOCIonalantibody.J.Clin,Inヽ-est‥

72:184L1-1850､1983.

10)Nagashima,T.,DeArmond.S.∫..Murovic.∫.

andH鵬hino.T.:lmmLu10Cyl∝hemicaldemonstra-



谷川 :餅肌移行上二度癌の組織学的異型度と増殖能との関繰

tionofSl)hasp eL･llsbyanti-b1-0IllOdeoxy-uridine

monoelomllantibodyinhutTlaTlbraintulllOr

tissues.ActaNeuropathol‥ 67:155-159.1985.

ll)Nemoto.R..Uchida.K..Hattori,汰.,Shimizu,

T..NiL<hijima.Y..Saito.S..Koiso,K.and

Harada,M.: Sphaseft･acti()ll()∫humallbladder

tum｡rmeaSueredinsituwithbr･omodeoxyuridine

labeling,J.LTro1..139:286-289,1988.

121大山 力.中角尚菅.佐藤 信.吉川和行,星 室

次,折笠精一: Bromodeoxyuridineinvi＼,olabe l-

irlgによる勝批瞳壕のS期細胞の検討.日泌尿会誌,

81:524-153l.1990.

131谷川俊貴.冨田喜彦.笹川 亨,西山 勉,佐藤昭

太郎: Bromodeox),uI･idille謄朕注入による正常

移行上皮および移行上皮癌-の取 り込みについて.

口療治会誌,24:233.1989.

14)Tan.C.K.,(bStillo,C..So.A.G.andDauney,

K.M.:Anauxiliarypr(1tei11forDNApolymerase-

∂fronlfetalCalfthymus.J.Biol.Cllem‥ 261:

1231()--12316.1986.

151flravl).R.andMa(donaldBravo,H.:ellangeS

inthenucleardistributioTIOfcyclin(lつCN̂ )but

itssyntesisdependonI.)NAt･eplication.Ⅰ二MBO.

J.,4:655-661,1985.

16)Ibhbins.B.A‥ delaVeLga,D..Ogata.K..Tan,

E.M.andNakamura.氏.M.: Immunohisto-

chemicaldetectionofproliferatingecllnuclear

antigeninsolidhumanmalignancies.Ar.ch.

Pathol.Lab.Med.,Ill:841-845､1987,

171Semba,氏..Kamata,N..Toyoshima,K.and

Yam anKItO,T.:Av一℃rbB-I?ユatedproto･t)ncogene.

Pr.oc.Natl.Aead.Sci.USA.82:6497--6501,

1985.

181YamarrKItO.T..lkawa,S..AkiyarrB.T..Semha,

K..lNomura.N.,Miyajima,N..Saito,T.and

Toyoshim a,K.: SimilヱIrityofpr()teinencoded

I(15

bythehumane+jrbfをJu)genetoepideITnalgrowth

factorrerePt()r.Nature(L(.md.).319:23O.1986.

19)SlarrKln,D.∫..Clark,G.M.,Wong,S.(i..Levin.

W.J..Ullich.A.andlWcGuire,W.L : HumaTl

hrcastcancer:corelationofrelllpSeandsun,ivこtI

withilmPlificationoftheHER-2.neuoncogene.

Science.235:177.1987.

201Moriyama.M..Akiyama,T‥ Yam amoto,T.,

Kawamoto.T..Kato,T‥ Sato,K.,Watanuki,

T..Hikage,T.,Katsuta,N.andMori,S.:

Expressi(111Ofc-erbB-2geneproductinurin(･lry

bladdercancer.J.LTr･olH l45:423-427,1991.

21)Hernandez-Verdun,D.: Thenucleolarol･ganizer

regions(collecti＼,ere＼･,iew上 Bi(ll.Cell,49:

191-202,1983.

221Dimova,R.N.: ElectronmieTIoscopicocalization

ofsilヽ･erstainingNOR-proteinsinratnuL､Ieoli

up(1nIニトgalactosamineblLX:koftranscription.Eur.

J.CellBiol.,が:272-277.1982.

23)DerenT.ini,M.,Pession,A..Farabegoli,F..

Tladiali,M.andI)ehan,P.: Relationship

t氾tWLlenint(汀phasicIluCleolaT･org(lTli7,er･r(場ions

andgrowthrateintwoneurけblastomacelllines.

Am,J.Pathol‥ 134:925-932,1989.

241竹内敏視: 勝耽腫壌iこおける核′ト体形成体の研究.

日泌尿会誌.8l:1711-1719,199().

25)S舶aki.K.,Takahashi.M..Ogino.T.andYasui,

H.:In ′ヽitroestimatioTIOfCellkineticparこリ11eterS

inhumanurinarybladderlancers.Gann,72:

795-797,1981.

261辻楠宏典,松田久雄,秋山隆弘,栗田 孝.上島成

也: 抗 Bromodeoxyuridineモ/クロ-ナル抗体

を用いた勝耽腫癌S期細胞の免疫組織学的検討.日

泌尿会誌,79:423-427,1988.

(平成 3年 9月25【~･】受付)


