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腎細胞癌 にお けるPCNA標 識率 による

増殖能 とIL-6分 泌の検討
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   The relationship between the proliferating cell nuclear antigen (PCNA) expression in renal cell 
carcinoma (RCC) determined by immunohistochemical staining using the  PC10 clone, and the 

preoperative serum interleukin-6 (IL-6) value determined by ELISA was examined. The secretion of 
IL-6 in RCC was also examined immunohistochemically using an antil-IL-6 antibody. 

   The PCNA labeling rate was significantly higher in grade 3 tumors than in grade 1 tumors (p< 
0.05), but there were no significant differences between the other grades or TNM stages. No 
significant correlation was obtained between the serum level of IL-6 or the positive cell rate of IL-6 and 
the pathological grade of the RCC. A correlation was observed between the PCNA labeling rate and 

positive cell rate, and between the serum IL-6 value and CRP or ESR. 
   In conclusion, the secretion of IL-6 was detected in RCC tissue, and was suggested to be a tumor 

factor responsible for the growth and spread of RCC. The serum IL-6 value is considered to reflect the 
total secretion of IL-6 produced by the RCC and accessory cells, i.e., monocyte-macrophage lineage 
cells, endothelial cells and fibroblasts. 

                                             (Acta Urol. Jpn.  44: 233-238, 1998) 
Key  words  : Interleukin-6, Renal cell carcinoma, PCNA

緒 言

Interleukin-6(IL-6)は 生 体 内でお もに単球,B細

胞,T細 胞,macrophageに よ り産生 され る.こ れ ら

の各種細 胞 は生 体防御 の最前線 を担 うもの であ り,

IL-6の 産 生分泌 は非特 異的生体防御反応 の結果 と考

えられて いる1)ま た,IL-6は,B細 胞 に対 して免疫

グロブ リン産生 誘導2),T細 胞 に対 してキ ラーT細 胞

の誘導や肝細胞 か らの急性期蛋 白産生誘導 など様 々な

機 能 を有 す る とされ る1)一 方 で は,Castlman's病

にお けるBリ ンパ球や多発性骨髄腫や形質細胞腫 の腫

瘍 自身がIL-6を 過 剰 産生 し,IL-6が 腫 瘍 の増 殖因

子 と して作用す る ことも判明 してい る3'4)こ う した

IL-6の 機 能 や特定 の疾患 にお ける病 因 としての作用

か ら,腎 細 胞 癌 に お い て み られ るparaneoplastic

syndromeと の 関係 が予測 され,Mikiら5)は,IL-6

は 腎 細胞癌 で のautocrine'growthfactorで あ り,腎

細胞癌 にお ける増 殖やtransformationに 影 響す ると

報告 している.

今 回,わ れ われ は腎細胞癌 の摘 除標 本 を用 いて抗

PCNA(proliferatingcennuclearantigen)抗 体 を用

いた腎細胞癌 の増殖能 と術前の患者血清 中IL・ ・6値お

よび抗IL-6抗 体 を用 いて の腎細胞 癌組織 にお け る

IL-6分 泌 との関連につ いて検討 を行 った.

対 象 お よ び方 法

1)対 象お よび組織

1981年1月 か ら1995年12月 まで に当科 および関連病

院において腎細胞癌 と診断 し外科的摘 除され,病 理組

織学検索 によ り腎細胞癌 と診 断された29症 例 を対 象 と

した.

対 象症例の性 別は男子19例,女 子10例,各 々の年齢

分布は男子36歳 一一79歳(平 均年齢62.1歳)女 子35歳 ～

77歳(平 均年齢62,6歳)で あ る.こ れ ら対象症例の観

察期 間は2カ 月一一164カ 月(平 均観 察期間46.4カ 月)

で あ る.対 象 症例 のstage(TNM分 類 に よる)は,

pTll症 例,pT217症 例,pT39症 例,pT42症 例

で あ りpT1+pT2をlowstage群,pT3+pT4を
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highstage群 の2群 に分類 した.grade(腎 癌 取 り扱

い規約6》 によ り,種 々のgradeの 混 在 す る症例 は最

もhighgradeの 病 理診断 を用い た)は,gradell1

症 例,grade214症 例,grade34症 例 で ある.各 摘

除標本は約24時 間,10%ホ ル マ リン液にて固定後にパ

ラフ ィン包埋 ブ ロ ック として保存 され,こ の包埋 ブ

ロ ック よ り厚 さ5μmの 切 片 を作 製 し,Hemato-

xylin-eosin染 色 に よ り壊死組織 を含 まない腎細胞癌

組織の部位 を選択 し,1症 例の5な い し6標 本 を以下

の検討 に使用 した.

2)抗PCNA抗 体 による免疫組織化学染色

パ ラフ ィン包埋 ブロ ックよ り厚 さ5μmの 切片 を作

製 し,脱 パ ラフィン後マイクロウェーブ処理 し抗原 を

賦活化,0.3%H202に よ り内 因性 ペルオキシダーゼ

処理,一 次抗体 と して150倍 に 希釈 した抗PCNA抗

体(PCIO,NovocastraLabs.)と4℃ で一晩反応 さ

せた.二 次抗体 として ビオチ ン化抗マ ウスIgGに て

処理後,ペ ルオキシダーゼ標識 ス トレプ トアビジ ンに

反応 させ,diaminobenzidine(DAB)-H202に て 発

色 させ た.核 染色 はhematoxylin染 色 にて行 った.

陰 性 コン トロールは一次抗体 としてPBSを 用 い,そ

の他の手技 は抗PCNA抗 体 に よる免疫組織化学染 色

と同様 に て行 った.PCNA発 現 率 は,imagecyto-

metry(CAS200)を 用 いて,同 一標本 の陰性 コ ン ト

ロールでsubtractionを 行 ない1標 本あた り10な い し

15視 野 内の500個 か ら800個 の細胞についてsortingを

行 い,標 識核面積/全 核面積 ×100(%positivearea)

と して算出 し,各 々の症例 における検討標本数で平均

した.

3)抗IL-6抗 体 による免疫組織化学染色

抗PCNA抗 体 による免疫組織化学染色 に用 いた と

同 じ部分のパ ラフ ィン包埋組織切片 を用 い,一 次抗体

と して50倍 に希 釈 した抗IL6抗 体(Genzyme ,

Boston)を,陰 性 コ ン トロー ル は一次 抗 体 と して

PBSを 用 いて,抗PCNA抗 体 による免疫組織化学染

色 と同様 にて行 った.染 色後,顕 微鏡下 に標本全 範囲

を観 察 し,IL-6染 色 陽性細 胞が2個 以上集 合す る部

位 を1コ ロニー として,標 本全範囲 に占め るコロニー

数をIL-6分 泌 指数 と し,各 々の症例にお ける検討標

本数 により平均値 を求めた.

4)末 梢 血 中のIL-6値 の測定

対象患者 の術前末梢血 を検体 としてAmersham社

のIL-6ELISASYSTEMを 用 いて 測定 を行 っ た。

正常 コ ン トロール と して 当科 におけ る生体 腎移植 の

donorの 測 定結 果お よび亀本7)の 報告 よ り3,2pg/ml

以 下 を測定 限界 とした.

さ らに,急 性 相 反 応 性 物 質(acutephasereac-

tants)で あ るCRP(ラ テ ックス免疫 比 濁法),ESR

(Westergren法)も 同時に測定 した.

5)統 計 学的処理

統計解析 はStatView4.0⑧ を使 用 し,2群 問 の比

較 にはMann-Whitney法,3群 間 の比較 にはScheffre

法 を用 いた.各 項 目間 の相 関分析 はSpearmanの 順

位相関 を用 いた.検 定結果 はp<0.05を 有 意水準 と

した.本 文中 と表 中の数値は特 に断 りの ないか ぎ り平

均値 ±標準偏差 とした.

結 果

1)PCNA標 識 率 と各gradeお よ びstageと の 関

係

PCNA標 識 率 は最低値8.23%か ら最高値88 .16%,

平 均38.96±19。58%で あ っ た.PCNA標 識 率 は,

grade上 昇 に伴 い高値 となる傾向がみ られgrade1に

お けるPCNA標 識 率 に対 してgrade3のPCNA標

識 率 は有 意(p〈0.05)に 高 値 の結 果 が認 め られ た

(Fig.1).2つ のstage群 間 におい て は,highstage

群 ほ どPCNA標 識 率 は高値 となる傾 向がみ られ たが

2群 間に有意な差 は認め られなか った .
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2)II.-6の 分 泌陽性細 胞の コロニー数(以 下,陽

性 コロニー数)と 各gradeお よ びstageと の 関係

抗IL-6抗 体 を用 いた免疫 組織化 学染 色 の結 果 を

Fig.2に 示 した.Fig.2は63歳 の 女 性 例 で あ り,

轍
Fig.2.Immunohistochemicalstainingof
anti-IL-6monoclonalantibody(63-

year-oldfemale,pT2pNOMO,grade
lplasmaIL-6concentration:17.4

P9/ml).
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pT2NOMO,gradelの 病 理診 断で あった(Fig.2).

陽性 コロニー数 は最小値3個/標 本か ら最大値49個/標

本,平 均17.7個/標 本の結 果 を認 めた.各grade問 に

おける陽性 コロニー数 において一定の傾 向は認め られ

ず(Fig.3),ま た,2つ のstage群 間 にお い て は

highstage群 ほ どコロニ ー数が増加する傾向がみ られ

た.し か し,各gradeお よ びstage群 間 にお け る陽

性 コロニー数 には有意 な差は認め られなかった.

3)血 清IL・ ・6値 と各gradeお よびstageと の 関係

血清IL-6値 の 測定結果 は最低値3,2pg/mlか ら最

高値126.Opg/ml,平 均14.88±24.41pg/mlで あ っ

た.血 清IL-6値 とgradeお よびstageの 関係 におい

て,gradeに お いては一定の傾 向は認め られなかった

が,highstage群 に おいて高値 を示す症例がみ られた

(Fig.4).し か し,各gradeお よ びstage群 問 におけ

る血 清IL-6値 に おいて有 意 な差 は認 め られなか っ

た.

4)各 測 定項 目の相関

(Spearmanの 順位相 関分析による)

PCNA標 識 率,血 清IL-6値 お よび陽性 コ ロニー

数 とCRPお よ びESRと の相関係数 による検 討か ら

は,PCNA標 識 率 と陽性 コロニー数,血 清IL-6値

とCRPお よびESRの 間 に有意 な相関が認め られた
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Table1.Correlationrateofeachfactorsinthisstudy

PCNA標 識率 血清IL6値 Colony数 ESR

血清IL-6値

Colony数

ESR

CRP

0.304(n=29)
(p=0.061)

0.416(n=27)
(p;0.034)

0.446(n==29)
(p;0.Ol83)

0.495(n=29)
(p=0.0142)

Colony数

ESR

CRP

0.148(n=27)ESR

(P=0.4901)

0.558(n==29)CRP

(p=0.0034)

0.590(n=29)

(p=0.003豆)

唱!留CRPOII馨 。!編ll)
0.242(n=27)

(p=0」308)

(Table1).

考 察

Interleukin-6(IL-6)は,B細 胞 に対 して免疫 グロ

ブ リン産生誘導2),T細 胞 に対 してキ ラーT細 胞の誘

導,さ らに は肝細胞 か らの急性期 蛋 白産生誘導 な ど

様 々な機能 を有す るサ イ トカイ ンと され る1)IL-6

と腎細胞 癌の 関係 につ いて,Mikiら5)は,腎 細 胞癌

の培 養 に よ り培 養液 中 にIL-6の 産 生 がみ られ,抗

IL-6抗 体 の培養液 中へ の添加 に より癌細胞 の増 殖が

抑制 された ことな どか ら腎細胞癌 がIL-6を 産 生 し,

IL-6が 腎細 胞癌 自身 のautocrine増 殖 因子 と して作

用 していると報告 した.ま た,腎 細胞癌 において は,

以 前 よ り赤沈充進,発 熱,CRP陽 性 な どのparaneo-

plasticsyndromeを 併 発 す る症 例 が み られ,rapid

typeと して予後不 良 とされてい る8)が,IL-6の 機 能

に肝細胞 からの急性期蛋白産生誘導が存在す ることか

ら,腎 細胞癌 自身がIL-・6の 分泌 を行い,そ の結果 と

してparaneoplasticsyndromeの 発 現 が 考 え られ

る9)さ らに,Takenawaらlo)は 腎 細胞癌原発巣43例

中22例(51.2%)にIL-6geneの 発 現 を認め,IL-6

receptorの 発 現 も43例 中ll例(25.6%)に 認 め られ

た ことより,腎 細胞癌がIL-6を 自己分泌 し自身の増

殖やtransf()rmationに 関与 している と述 べてい る.

以 上の ようにIL-6は 従 来 か ら判明 している働 き以外

に腎細胞癌 の増殖な どに関 して重要な役割 を果 たす と

される.

しか し,浜 尾 ら11)はIL-6geneの 発 現 は15例 中2

例(13,3%)と 低 率でIL-6receptorの 強 い発現 は認

め られなかった と報告 し,Kooら12)も 腎 細胞癌株 の

検討 か ら細胞株すべ て に対 してIL-6がgrowthfac-

torと しての作用 は示 さず,IL-6に よ る腎細胞癌の増

殖促進 はあ まり顕著ではなか った と報告 してお り,腎

細胞癌 の全例 においてIL-6geneやIL-6receptorが

発 現 してい るもので はな く,IL6分 泌 と腎細胞癌 の

関係 について明 白かつ一定の結果 は得 られていない.

そ こで,わ れわれはIL-6の 分 泌 と腎細胞癌 の増殖

能の関係 についてパラフ ィン包埋腎細胞癌組織 を用い

た免疫 組織学 的手 法にて,retrospectiveな 臨 床例 に

おけ る両者の検討 を試 みた,IL-6の 分 泌 に関 しては
,

L細 胞の癌化 や癌 の進展 に伴 う癌細胞 自体が分泌す

る場 合,2.癌 細 胞 に対す る宿主 の免疫 応答 と して免

疫担 当細胞が 分泌す る場合,3.癌 細 胞 に刺激 され宿

主側の細胞(リ ンパ球,マ クロフ ァージ,線 維芽細胞

な ど)で 分泌が誘導 され る場 合が考 え られ る11)と さ

れ,1に 関 しては,摘 除腎細胞癌 のパ ラフィン包埋組

織 を用いて抗IL-6抗 体免疫染色 によ り,1,2お よび

3に 関 して患者 血清 中IL-6値 の測定 か ら,腎 細胞癌

の増殖能 は癌組織 中のPCNA標 識 率 から検討 を行 っ

た.

な お,PCNAはSLE患 者 の血清中 に発見された細

胞周期 のGl後 期 か らS期 に かけ て出現 す るDNA

polymeraseδ の 補助 蛋白質 とされ且3),PCNAの 発 現

量 の測定に より癌細胞増殖能 を示す指標 として有用 と

される14)腎 細 胞癌 にお ける,PCNA標 識 率 は最低

値O.9%か ら最 高値95%,平 均 値4.93±2.84%か ら

45.17±24.67%,と 報 告 されてお り,い ずれの報告 も

PCNA標 識 率 は腎細胞癌 のgradeやstageの 上 昇 と

ともに標識率 も上昇 し,悪 性度の重要 な指標 とな ると

述べている15-"17)

今 回,わ れわれ のPCNA標 識 率 の結果 もCronin

ら15)の そ れ と類似 する ものであ り,gradelとgrade

3のPCNA標 識 率 の 間 に は有 意 な 差 が 認 め られ

PCNA標 識 率 は腎細胞癌 の増殖 能 を表す指標 と して

有用 と考 えられ る.こ う したPCNA標 識 率 と抗IL-

6抗 体 に対 する陽性 コロニー数(す なわ ちIL-6分 泌

動態)と の間に相関が存在 すれば,腎 細胞癌 において

IL-6の 分 泌 がautocrineな 増 殖 因子 と して作用 して

い ると考 え られる.今 回の検討 では ,PCNA標 識 率

と陽性 コロニー数両者 の問 には有意 な相 関 が認 め ら

れ,Mikiら5)やTakenawaら10)の 結 果 と同様 と考 え

られ る.さ らに,stageの 上 昇 とPCNA標 識 率の 間

には一定の傾 向はみ られなかったがhighstage群 ほ

どIL-6の 陽 性 コロニ ー数が増加す る傾 向が あ り
,こ

のことは腎細胞癌の新たな血管新生 を基本 とする侵潤

や転移 にお ける,一 部の癌 細胞群のgradeupす な わ

ち増殖 能の増大 に伴 う結 果 と考 え られ ,IL-6分 泌 が

腎細胞 癌 の侵潤 や転移 に影響 して いる と も予 想 され

る.

しか しなが ら,一 方で は,Kooら12)の 報 告 の よう
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にIL-6が 腎細胞癌 の増殖 能に影響 しないとす る報告

もあ り,こ の点 に 関 して,腎 細 胞癌 におけ るheter-

ogeneityの 存 在が 無視で きず,今 後 さ らに症例数 を

増や し検討 を要する もの と考 えられる.

次 に,血 清IL-6値 とPCNA標 識 率 との 間には有

意 な相 関は認め られず,陽 性 コロニー数 との問におい

て も同様 の結 果で あった.各grade間 お よび2つ の

stage群 に おいて も一定の傾 向は認 め られなかった.

しか し,highstage群H例 中2例 でIL-6値 がlow

stage群 の それの最高 値 を凌駕する結果が みられ た.

この点 に関 して は,Dosquetら18)は78例 の腎細胞癌

患者 について,リ ンパ節転移や遠隔転移 を有する症例

において,有 意 に高値 を示 し転移の指標 と して有用で

あるが血清II.-6値 の 分泌動態は不 明 と述べ てい る.

また,Tsukamotoら9)は71例 の 腎細胞癌 症例 の18例

(25%)に 血 清IL-6値 上 昇 を認 め,血 清IL-6値 の 上

昇は腫瘍 の大 きさやgradeに は相 関せずstageの 上

昇に相関 し,上 昇例の予後は不良 と述べている.こ う

した報告や われわれの検討 で もhighstage群 に 高値

を示 した症例 もあ ることか ら,血 清IL-6値 はstage

と相 関す るもの と考 えられる.ま た,そ の分泌動態は

highstage群 ほ どIL-6の 陽性 コロニー数が増加す る

傾 向がみ られたことよ り腎細胞癌 か らの分泌が基本で

ある と考え られる.し か し,本 論文中にデー ターは示

して いないが,今 回の検討 にて腎細胞癌領域 に隣接す

る正常腎組織 中のメサ ンギウム細胞や尿細管上皮 よ り

IL-6分 泌 が認め られたが,こ れは腎の炎症性病 変で

もみ られ る とされ19).癌 病 変以外 の腎組織 か らも分

泌 されている ことを示す ものであ る.ま た,血 清IL-

6値 とCRPと の 間 に有意な相関がみ られたことは,

腎細胞癌か ら分泌 されたIL-6あ るいは宿主の腫瘍に

対す る免疫反応や生理反応の結果誘導 されたIL-6が

肝 細胞 を刺激 し,急 性期 蛋白産生誘導が促進された結

果 と も考 えられ,腎 細胞癌患 者の血清 中IL-6値 の 上

昇は,先 に述べ た1か ら3ま での因子の総合的な分泌

動態に よる もの と考え られる.

結 語

腎細胞癌 におけるPCNA標 識率,grade,stageと

術 前血清 中IL-6値 お よび抗IL-6抗 体 を用 いた腎細

胞 癌組織 のIL-6分 泌 動態 との関連 につ いて検討 を

行 った.

1)PCNA標 識 率 はgradeの 上 昇 に伴 い有意(p<

0.05)に 高 値 を示 した.lowstage群 とhighstage群

においては有意 な差 は認めなかった.

2)免 疫 組織学 的検討 よ り,IL-6の 分 泌陽性細胞

の コ ロニ ー数 は各grade間 お よび2つ のstage群 間

において有意 な差 は認めなかった.

3)血 清IL-6値 は 各grade間 お よび2つ のstage

群 問 において有意 な差は認め なか った.

4)相 関係 数に よる検討 にて は,PCNA標 識 率 と

陽性 コロニー数,血 清IL-6値 とCRPお よ びESR

の 間 に相関が認 められた.

以 上か ら,腎 細胞癌組織 内にてIL-6は 分 泌 され腫

瘍の増殖,進 展 に関与する腫瘍側 因子 と推測 され る.

血 清IL-6値 は腎細胞癌 をは じめ とし,担 癌宿主の免

疫担 当細胞な どの因子 も関与 した総合的な分泌の結果

と考 える.

本論文の要旨は第84回 日本泌尿器科学会総会(岡 山)に お

いて発表した,
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