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Proliferatingcellnuclearantigen(PCNA)

免 疫組 織染 色 に よ る膀胱 癌 の増 殖 能 の検 討
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GROWTH FRACTIONS OF BLADDER CANCER 

 DETERMINED BY PROLIFERATING CELL 

  NUCLEAR ANTIGEN IMMUNOSTAINING
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   Immunohistochemical staining of proliferating cell nuclear antigen (PCNA) can be performed 
on conventionally fixed and processed tissue. We applied anti-PCNA monoclonal antibodies to 
transurethrally resected bladder cancer specimens. The labelling index (LI) of PCNA increased 

 with tumor grade and that of the invasive tumor group was higher than that of  the non-invasive 
tumor group. Especially in large tumors, there was intratumoral variation of labelled cell distri-
bution, which may represent tumor heterogeneity. These findings suggest that PCNA might be a 
useful marker for bladder cancer proliferation. 

                                               (Acta Urol. Jpn. 40:  379-382, 1994) 
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緒 言

膀 胱癌 の悪性 度 の診 断 は,現 在主 と して病 理 組織 学

的に 行 われ て い る.そ れ に 加 え て 最 近 で は,増 殖 能

を検 討す る 目的 で,flowcytometryに よ るDNA解

析1)や,bromodeoxyuridide(BrDU)2),Ki672・3)な

どの細胞 増殖 のマ ー カ ーに よ る腫 蕩 の免疫 組 織染 色 が

行 わ れ て い る.し か し,flowcytometryに よ る

DNA解 析 は組織 構 築 を とどめた ま までは 不 可能 で あ

り,BrDUに よ る 増 殖細 胞 の 標 識 はinvivoで 行

わ ね ばな らず,Ki67の 免 疫 組織 染 色 は凍 結 標本 に し

か 行 えな い な ど,そ れ ぞれ 欠 点 があ る.最 近 開発 され

た 抗proliferatingcellnuclearantigen(PCNA)

抗体 は,主 と してS期 の 細 胞核 に あ る 核 抗原 を 認 識

し,新 しい 細 胞増 殖 の マ ーカ ー と して 期 待 され て い

*現3協 仁会小松病院泌尿器科

る.PCNAの 免疫組織染色は,通 常 のパ ラフ ィン標

本 で可能であ ることが示 され,す でにい くつか の腫瘍

で染色が試み られ てい る4・8-13).今回われわれは膀胱

癌に対 してPCNAの 免疫組織染色を行い,腫 瘍の悪

性度を判定す る指標 としての有用性を検討 した ので報

告する.

対 象 と 方 法

対象:当 科にて1988年10月 か ら1993年1月 までに内

視鏡的切除(TURB)を 行った 初 発 お よび 再 発 膀

胱癌66例 の切除標本を対象 とした.初 発例(51例)で

はTURB以 前 に放射線療法,化 学療法,膀 胱 内注

入療法は行 って いないが,再 発 例(15例)で は 少 な

くとも1回 のTURBに 加 え て,上 記 の 治 療 を行

った ものも含まれ る.手 術時年齢 は40～85歳(平 均

67.3歳),男51例,女15例 であ った.病 理組織学的に
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Tablel.SummaryQfbladdercancerpatients

NumberofbladClercanccrpatientS

Stage

nOn-inVaSiVeinVaSiVe

GradepT孟s&pTapTIpT2<

Gl

G2

G3

16

28

4

6

4

1

7

Total 48 且8

は,66例 のす べ て が 移 行 上 皮 癌(transitionalcell

carcinoma:TCC)で,通 常 のhematoxylin-eosin

染 色 の標 本 に よ り,grade,stageを 同 一者(HK)

に て 再評 価 した(Tablel).

PCNA免 疫 組織 染 色 ・TURBで 切 除 された 腫 瘍

は た だ ちに10%ホ ル マ リソで 固定 し,固 定 時 間 を24時

間 以 内 と して パ ラ フ ィン包 埋 した.こ れ を5μ に 薄 切

し,50℃ 以下 の伸 展板 上 に てovernightで 乾 燥 さ

せ た.一 次 抗体 と して抗PCNAモ ノ クロ ーナ ル抗体

(NovocastraLab.:PCIO)を100倍 希釈 して 用 い,

4。Cで 一晩incubateし,ABC(avidin-biotin-com-

plex)法 に て 染色 した.さ ら にhematoxylinに ょ

り薄 く核 染 色 を加 えた.正 常対 照 と して,正 常 の移 行

上 皮 を有 す る膀 胱標 本 を用 いた.ま た,陽 性 対 照 と し

て 正常 の小腸 壁 標本 を用 いた.

細 胞 計 数1個 々の腫 瘍 で,ま ず 弱拡 大(X40)で 腫

瘍 全体 を観 察 し,最 も陽性 細 胞 の比 率 の高 い 部 分 を選

び,同 部 の腫 瘍 細胞 を 強拡 大(×400)に て500個 カ ウ

ン トし,陽 性 率をlabellingindex(LI)(%)と し

て 算定 した.

結 果

鱗鍵
Fig.1.ImmunohistochemicalstainingofPCNA

counterstainedwithhematoxyllninblad・

dertransitionalce11carcinoma.

1eft:TCC,Gl,pTa.Manyweakly

positivelystainednucleiareobserved。

right:TCC,G3,pTlb.Manystrongly

stainednucleiareobserved.

Table2。LIvaluesforPCNAstaining

GradeNumberLabellingindex(%)

Gl

G2

G3

16

35

H

11.4士10.8

32.7±29.3

47.6±26.2

GlvsG2p<0.Ol

GlvsG3p<0。01

G2vsG3p>0.1

(mean±SD)

Table3。LIvaluesforPCNAstaining

StagcNumberLabdlingindex(%)

pTl>

pT1≦

48

18

27.2土27.9

54.9±25.1

抗PCNA抗 体 に よ る呈 色 は核 に 限 局 し,び まん 性

も し くは穎 粒 状 に染 色 され てい た.backgroundに

比 して 明 らか に 強 く染 色 され て い る細 胞 を陽 性 と して

カ ウ ン トした.正 常 対 照 で あ る小腸 の 標本 で は,腺 上

皮 の陰 窩 で多 くの陽 性 細胞 が 認 め られ た.正 常 移行 上

皮 で は 陽性 細 胞 は上 皮 の基 底 層 に のみ 少数 認 め られ,

上皮 細 胞 のLIは5%以 下 であ った.

膀 胱 癌症 例 で の染 色 例 をFig・1に 示 す,膀 胱 癌 の

各gradeに お け るLI(平 均 ±SD)は,GLll.4±

10.8,G2=32.7±29.3,G3:47.6±26.2で あ った.G1

群 とG2,G3群 のLI値 に は 有意 差 が 認 め られ た が

(GlvsG2:p<0.Ol,GlvsG3:p〈0.Ol),G2群

とG3群 の間 に は 有 意 差 は 認 め られ な か った(p>

0.1)(Table2),つ ぎに全 例 を非 浸 潤 群(pTis ,pTa)

と粘 膜 下浸 潤 群(pTla≦)に 分 けて お の お の のLI

pTl>vspTl≦p〈O.05 (mean±SD)

を検討 した.基 底膜 をわずかに破 って浸潤 しているの

が疑われる症例(microinvasive)は 非浸潤群に含め

た.LIは 非 浸潤群:27.2±27,9,粘 膜下浸潤群:

5生9±25.1で,粘 膜下浸潤群 のLIは 非 浸潤群 に比

して 有意 に 高か った(p<0.05)(Table3).ま た大

きな腫瘍では同一腫瘍 内で陽性細胞の局在に不均一性

が存 在 し,粘 膜下 へ浸潤 してい る細 胞集団で陽性率が

高い傾 向が認め られた,

考 察

proliferatingce11nuclearantigen(PCNA)は

Cyclinと も よ ば れ る 非 ピス トン 核 蛋 白 で,SLE

(systemicIupuserythematosus)患 者 血 清 中 の 自己

抗 体 の 対 応 抗 原 と して最 初 に 報 告 された5-.DCNA
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はG・ 後期か らS期 にかけて合成 され,DNA合 成の

際にDNApolymerase一 δの補助蛋 白として働 く6)・

従 って細胞内のPCNA量 は細胞の増殖能を反映する

と考え られてい る7).最 近開発 された抗PCNAモ ノ

クローナル抗体(PCIO)は,免 疫組織染色に応用が

可能で,S期 の細胞を認識する.こ れに対 して,こ れ

まで細 胞 の増 殖 マーカーとしてよく用 いられ てい る

Ki67は,S期 のみならず増殖のcycleに 入 っている

細胞の核抗原を認識す る抗体で2・3),乳癌をは じめ多 く

の悪性腫瘍 の 予後判定因子 として用 い られてい る.

Ki67の 尿路上皮に対す る免疫組織染色の報告はす で

に多 く2・3),細胞の増殖マーカーとしての有用性が示 さ

れている.し か し,凍 結標本に しか利用で きないのが

欠点であった,こ の点,抗PCNA抗 体は従来か らの

ホルマ リソ固定 ・パラフィン包埋 された標本に も応用

が可能であ り,予 後のfollowupの で きてい る症例

にも応用できるため,今 後増殖 マーカーとして広 く用

いられる可能性がある.

抗PCNA抗 体 による染色 は,核 内に穎粒状 に 認

められ,陽 性細胞の判定は容易である.し かし,ホ ル

マ リン中に長時間保存 した標本ではPCNA活 性を損

ない,特 に固定時間が48時 間を越えるものでは,染 色

性 の低下 が 著 しい とされている4・13)また60℃ 以上

で数時間伸展 した標本で も,活 性を損な うとされてお

り4),標 本作製 の過程で充分な注意 が必要である.わ

れわれの予備実験 では,48時 間 までの ホルマ リン固

定,50℃ 以下で24時 間以内の伸展では,染 色性には

影響しないことを確認 している.従 って,原 則的 にホ

ルマ リン固定時間を24時 間以内 とし,ホ ッ トプレー ト

の温度を50℃ 以下として長時間伸展 しないな どの点

に留意 した.そ れにもかかわ らず,ま った く陽性細胞

が存在 しない染色不 良症例を5例 認め,今 回の対象か

らは除外 した.上 記 の標本作製条件下でも染色不良を

きた した原因は不明だが,固 定不 良もしくは標本作製

過程での何 らかの原因に よるものと考えられる.ヒ ト

の腫瘍 に対するPCNAの 免疫染色 に関す る報告 で

は,胃 癌8)な どを対象 とした ものでは,予 後の指標 と

しての有用性が示唆 されている.最 近,前 立腺癌の増

殖能の指標 としての有用性を示唆する結果 も報告 され

ている9).最 近,尿 路上皮に関する文献も報告されて

お り10-13),今後 も報告が続 くことが予想 される.

われわれの結果では,膀 胱癌 のgradeの 高い もの

ほどLI値 が 高 く,浸 潤群 では非 浸潤群 よ りLI値

は高かった.こ の結果か ら,PCNAは 膀胱癌の増殖

マーカーとして有用 であ ることが示唆 された.手 術時

期の古い症例に関 しては,標 本の固定状態 の確実性が
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低 いため,今 回は比較的新 しい症例についてのみ検討

した.そ のため経過観察期間の短い症例が多 く,こ の

結果か らでは,予 後判定因子 としての有用性 を論ず る

ことはできない と思われる.特 に浸潤性の膀胱癌症例

では,今 回の症例の長期経過観察を行い,予 後 との関

連を検討 したい と考えている。

今回の検討では,最 も陽性比率 の高 い部 分 のLI

をもってその腫瘍のLIと したが,特 に大きい 腫 瘍

の場合,腫 瘍内での染色性に大 きな偏 りが存在 し,概

して浸潤部位でのLIが 非浸潤部位 よ り高 い傾 向が

み られた.ヘ マ トキ シ リソーエオジン染色標本で,腫

瘍中心部におけ る血行障害や,固 定不 良などの所見 の

ない部分に も,染 色性 の低い所見が認められた.従 っ

て,こ のLI値 の偏 りは腫瘍 の不均一性を示 してい る

とも考 えられ,同 一腫瘍で も,浸 潤部位 の細胞 と非浸

潤部位 の細胞とでは性質が異 なることを示 している可

能性がある.Ki-67で も浸潤部位 で 陽性率 がわずか

に高い例があるとの記載はあるが,不 均一性は著 明で

はな く,概 して均一な染色性 を示す とされている2・3).

これに比 してPCNAの 染色の不均一性ははるかに著

明で,こ れが通常の組織染色では判審 の困難な細胞の

性質を区別 している とすれば,非 常に興味深い結果で

あると考え られ る.こ の染色性 の不均一性につき,可

能なら定量化で きれぽ望 ましいと思われ る.実 際,胃

癌の報告でも不均一性は記載 されてお り,陽 性細胞の

比率が50%以 上か以下かで区別 し,半 定量的 に分類 し

ている8).し か し今回検討 した膀胱癌では,腫 瘍 ごと

に不均一性が まちまちな上に,腫 瘍の大 きさのば らつ

きが大 きいため,定 量化は困難であると考え,数 値化

は行わなかった,

また,gradeの 高い膀胱癌で,異 型性の強 い細胞集

団でLIの 低い例 が認め られた.上 記の不均一性を考

慮す ると,小 さな標本では本来 のLIよ り低 く判定 さ

れ,実 際の悪性度が反映 されず,正 確 さを欠 く可能性

があるため注意を要す る.

さらに,わ れわれは膀胱上皮の生検標本に対 して も

PCNAの 組織染色を検討 したが,LIが10%以 上の

正常膀 胱上皮を全検体の約6%に 認めた(1993年4月

第81回 日本泌尿器科学会総会にて報告).こ の結果は,

組織学的 には判定できない細胞の増殖性を示 してい る

可能性 があるが,そ れが腫瘍性増殖 に 関連 した もの

か,炎 症後な どの再生性変化に よるものかな どは現在

のところ不明である.実 際には,正 常膀胱上皮 でLI

値の高いことを腫瘍性増殖 の一環 として位置 づけ るの

は容易ではない と思われるが,こ の ような症例 につい

ては,今 後の膀胱癌発生の頻度な どにつ き注 目してい
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きたいと考えてい る.

結 語
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1)膀 胱癌におけるPCNAの 免疫組織染色は,従

来のパラフィソ切片で可能で,そ のLIはgradeの

高い群で高 く,ま た浸潤群では非浸潤群 よ り高い結果

がえ られた.こ のことか ら,PCNAは 腫瘍 の増殖能

のマーカー として有用である可能性 が示唆 された.

2)大 きい腫瘍の場合,腫 瘍内 での 染色性 に大 きな

偏 りが認め られた.こ の現象 の意味 は現在のところ不

明だが,腫 瘍 の不均一性を示 している可能性がある.
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