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Stereologyに よる非腫瘍部分膀胱粘膜の平均核容積の測定

 - Vertical Sectionに よ る計 測 - 

市立静岡病院泌尿器科(科 長=佐 々木美晴)
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ESTIMATION OF NUCLEAR VOLUME OF NONTUMOROUS 

BLADDER MUCOSA IN PATIENTS WITH BLADDER TUMOR 

 - MEASUREMENT BY VERTICAL SECTION - 

Miharu Sasaki, Eijiro Nakamura and Yoshiyuki Kaneko 
From the Department of Urology, Shizuoka City Hospital

   The mean nuclear volume (MNV) of non-tumorous bladder mucosa in 27 patients with a 
bladder tumor was estimated by using a new stereological method, "vertical  section' Eighty 
four specimens were obtained by punch biopsy from preselected sites of urinary bladder. 
Thirteen specimens (10 patients) out of 84 were histologically diagnosed as carcinoma in situ 

(CIS). Bladder mucosa of 24 patients with various benign diseases were also measured as 
normal controls. The MNV of the normal control group was 127.1 +19.6tem3 (mean±standard 
error) and that of the specimens diagnosed with CIS was 279.6±69.0 pm3. There was no overlap 
between the two groups. Out of 71 specimens diagnosed as having no malignancy, 30 (42.3%) 
exhibited significantly increased MNV. Estimation of the MNV of non-tumorous bladder mucosa 
may be useful for standardization of CIS. Further studies are needed to investigate the role of 
the increased MNV in histologically normal mucosa in the course of a bladder tumor. 

                                                  (Acta Urol. Jpn. 37: 679-684, 1991)
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緒 言

膀胱癌において非腫瘍部分の変化が再発との関係に

おいて注 目されD,carcinomainSltU(CIS)あ るい

はdysplasia,atypiaな どの概念が提唱されている.

しか し,そ れらの定義は確定された とは言 い難 く,

よ り客観的な方法による定義づけが必要である2).一

方,癌 組織を数量化する試みが以前よりなされている

が,い まだ一般的な方法はない.わ れわれはすでに,

stereologyを 応用 した計測法に よる膀胱癌の平均核

容積(meannuclearvolume;MNV)の 測 定法 に

つき報告し,予 後不良の群においてMNVが 有意に

増大 していることを証明し,膀 胱癌 にお い てMNV

の測定が悪性度の客観的指標となることを示 した3).

本法は高価な装置を必要とせず,測 定も簡単で,日 常

の臨床検査 として用い うる有用な方法 であ る.し か

し,前 回報告した方法は細胞の配列に方向性のない標

本(randomsection)に のみ適応できる方法で,す

べての膀胱癌組織に適応できるものではない.た とえ

ば,正 常膀胱粘膜は基底膜 より垂直方向に向か う細胞

配列を示すため,前 回報告 した方法で測定するのは理

論的に間違いである.そ こで今回は,pointsampled

intercepts法 の うち,方 向性のある組織のため工夫さ

れたverticalsection法 について述べ,膀 胱粘膜の

変化を数量化する 目的で非腫瘍部分粘膜のMNVを

計測 したのでその結果につき報告する,

方 法

*現:京 都大学

Gundersenら が 報 告 したpointsampiedinter-

cepts法4)の うち,方 向性 の あ る組 織 に 対 して 考 案 さ

れ たverticalsection法 に て計 測 した5).光 学 顕 微 鏡

を用 い て組 織 像 を 机 上 に 投影 し,特 別 に 工 夫 さ れ た

rulerを 用 い て 計 測す る点 で は,randamsectionに

お け る 計 測 と 同L'で あ る.Verticalsectionで は
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intercept測 定 の方 向 を 決 め る た め にorientating

frameとtestprobeを 使 用 す る.Orientating

frameはFig.1に 示 した よ うに1か ら97ま で 目盛 り

が つ け て あ る.Testprobeは 透 明 な フイ ル ムに 印 刑

して あ り,orientatingframeと 重 ね る こ とに よ り

intercept測 定 の方 向を 決 め る こ とが で き る(Fig.1).

まず,orientatingframeの 水 平 軸 を 投 影 さ れ た

組 織 像 の基 底 膜 に あ わ せ,垂 直 軸が 核 の長 軸 に平 行Y`

な る よ うにorientatingframeを 置 く.つ ぎに,乱 数

表 か ら2桁 の 数字R(1≦R≦97)を 選 び,そ れ を 最

初 の 視 野 のintercept測 定 の 方 向 と し,orientating

frame上 の 目盛 りに 合 わ せ てtestprobeを 重 ね る

(Fig・2)・ つ ぎの 視 野 に 移 る 時 は,Rに 任 意 の 数m
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(1≦m≦97/2)を 加 え て,つ ぎのintercept測 定 の方

向 とす る,わ れ わ れ は,mの 値 と してNielsenb)と

同様37を 用 い た.も しR+mが97を 越xた 場 合 は97

を 引 く.Intercapt測 定 の 方 向 が 決 まれ ば,testpoint

が重 な った 核 に つ い てInterceptの 長 さ を計 測 す る ・

interceptの 長 さを1・ と す る と平 均 容 積Vvは 以下

の 式 で 表 され る(Fig・3)4)・
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Fig.1.Schematicdrawingoftheorientating

frameandthetestsystem.

1二4ba1鼻15箪25;,o-3510

,藤羅
/・ 子・・;・ 〆 影,曝 磯

ξ …鰍ず ≒鋭¥/劃
4が ゴ'

Fig.2.Theuroepithelprojectedontheori-

entatingframewiththetestsystem.

/',,.
＼～.

十

meanvolume(Vv)=3to

Fig.3.Schematicdrawingofanucleusand

apointsampledintercept.Foresti-

matingthemeannuclearvolume,

onemeasuresthelengthlo.

Vv=(R/3)xlO3

実際 の計 測 に は,Bra巳ndgaadら が 報 告 した特 殊 な

Rulerを 使 用 した7).Testpointの 間 隔 は2cmと

し,rulerは 全 長25mmの もの を使 用 した.ま た,

投 影 像 の 倍 率 は 正 確 に1,600倍 と し た.Vertical

section法 の理 論 的 背 景 につ い ては,Baddeleyら の

論 文 を 参 照 して い た だ きた い5)、

対 象

当科で治療 した膀胱癌患者27名 を対象とし,腫 瘍部

分およびpunchbiopsyで 得 られ た非腫瘍部分粘膜

の平均核容積を計測 した.対 象症例の年齢は30～78歳

(平均56.7歳),男 性23例,女 性4例 である.27例 中17

例は初発時の標本を計測し,10例 は再発時の標本を計

測した.そ のうち3例 は膀胱内注入療法を受けていた

が,治 療終了後最低4週 間以上の期間をおいた時点で

の標本を計測 した.放 射線療法後の標本は含まれてい

ない.組 織型はすべて移行上皮癌であ り,組 織学的診

断は膀胱癌取 り扱い規約に従った.非 腫瘍部分生検で

得られた84標 本の うち,CISと 診断された部分は13標

本(10例)で あり,10例 中9例 は腫瘍に随伴するCIS

である,な お,腫 瘍部分 の組 織はrandamsection

として測定した.生 検部位は原則として,左 右尿管口

付近,三 角部,左 右側壁,後 壁,頸 部としたが,生 検

予定部位に腫瘍がある場合は組織採取していない.し
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た が って,生 検 部位 の ほ とん どは 腫 瘍 部分 よ り少 な

くと も約2cm以 上 離 れ た 部 位 で あ る.採 取 した 組

織 は直 ち に20%bufferedformaldehydeで 固 定 し,

Hematoxylin-Eosin染 色 した4μmの 厚 さの切 片 を

作 成 した.ま た,controlと して,前 立 腺 肥 大 症 の 手

術時 に 患 老 の 同意 を えて 採 取 した 膀 胱 粘 膜,お よび膀

胱腫 瘍 を 疑 って 生検 を施 行 した が 悪性 所 見 が 認 め られ

な か った 症 例 の膀 胱 粘膜 を 計 測 した.い ず れ もpunch

biopsyで 採取 され た 組 織 で あ り,全 例 他臓 器 に も癌

を有 しない 症 例 で あ る,年 齢 は37～84歳(平 均68.3

歳),男 性23人,女 性1人 で あ る.有 意 差 検 定 に は

student'sT-testを 用 い た.

結 果

1)Control群 のMNVに つ い て

Control群 のMNVは 平 均127.1±19.6μm3で あ

った.統 計 学 的 に ほ ぼ正 規 分 布 を示 し,正 常 範 囲(95

0信 頼 区間)は87.9～166.3μm3と 考 え られ た.

2)腫 瘍 部 分 のMNVに つ い て

腫瘍 部 分 のMNVと 腫 瘍 のgradeと の 関 係 は

Fig・4に 示 す 通 りで あ る.Gradeiとgrade2と

の 間 でMNVに 有意 差 が 認 め られ た が,grade2と

grade3と の 間 に は 有 意 差 は 認 め ら れ なか った ・
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MNVとstagcと の 関係 では,pTaとpTlと の 間

でMNVに 有 意差 が認 め られ た が,pTlとpT2以 上

との群 の 間 に は有 意 差 は 認 め られ なか った(Fig・5)・
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volumeandthehistologicalstagein

patientswithbladdertumor.

3)非 腫瘍部分のMNVに つ いて

非腫瘍部分の84標 本全体のMNVの 分布をFig・6

ln電en旧1

(um')

80^'100

00‐i20

20--140

40^-160

60～180

80--200

200～220

220^-240

240^-260

260.280

280^-300

soo-,-3so

320^-340

340^-360

360--380

380^-400

400^-420

420^-440

440^-460

Freq.

(No.ofspecimen) 5 is IS

2

7

14

13

13

3

6

6

6

5

1

3

2

0

0

1

1

1

0

Fig.6.Distributionofthemeannuclear

vOlUmeofnOn-tumorousmucosain

patientswithbladdertumor.



682 泌尿紀要37巻7号1991年

に 示す.統 計学 的に は,非 腫 瘍 部 分 のMNVは 右 す

そ 広 が りの分 布 を 示 す が,単 峰性 と考xら れ た.非 腫

瘍 部 分 の 組織 の うち,移 行 上 皮癌 と診 断 さ れ た 部 分

(10例,13標 本)のMNVは 平 均279.6±69・0μm3

で あ り,control群 よ り有 意 に 大 き く,overlapも な

か った(Fig.7).組 織学 的 に 悪 性所 見 な し と 診 断 さ

れ た 部 分(25例,71標 本)のMNVは 平 均174.9±

60.2μm3で あ り,control群 との 間 に 有 意 差 を 認 め

た(Fig.8).ま た,71標 本 中30標 本(42.3%)が 正 常

範 囲 を 越 え て お り,症 例 単 位 で 検討 す る と,組 織 学 的
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には,正 常と診断されたにもかかわ らず,MNVの

異常値を示した部分が25例 中17例(68%)に 認められ

た.CISと 診断された部位を含めると,27例 中20例

(74.1%0)に おいて,非 腫瘍部分粘膜のMNVが 異常

値を示 していた.非 腫瘍部分におけるその他の随伴病

変,た とえばdysplasiaあ るいは炎症所見などの有無

については検討しなかった.手 術標本 にて確認 した

pT2以 上 のinvasivetumorに つ いてみると,6例

中5例 は非腫瘍部分粘膜 のMNVの 異 常値 を示 し

た.ま た,非 腫瘍部分のMNVが すべて正常値を示

した7例 の うち,わ ずか1例 のみがinvasivetumor

であ った.

考 察

膀 胱 癌 に お い て,MNVが 予 後 と非 常 に 良 い 相 関

を 示 す こ とが,Nielsenら に よ って 初 め て 報 告 され

た8)そ の後 彼 らは さ らに詳 細 な検 討 を 加xて い る

が9),こ の検 査 法 を 追 試 した 報 告 は 見 あ た らな い.わ

れ わ れ が 初 め て追 試 に 成 功 し,彼 ら と同 様 の 結 果 を 得

た こ とは す で に 報告 した3).今 回の 症 例 で も,grade

の増 加 に つれ てMNVが 増 大 す る こ とが 確 認 され,

さ らにstageと も よい 相 関 を 示 す こ とが 示 され た.

膀 胱 癌 のstageとgradeは そ の 予 後 を 判 定 す る上 で

非 常 に 重 要 な要 素 で あ る,そ の 両 者 と相 関 す るMNV

は膀 胱 癌 の 悪 性 度 を表 す 客 観 的 な指 標 と して非 常 に 有

用 で あ る.

一方 今 回の 報 告 の 目的 は
,極 性 の あ る組 織 に お け る

測定 法 を 紹 介 し,そ れ を利 用 して非 腫 瘍 部 分 の 変 化 を

数 量化 す る こ とに あ る.Stereologyに お い てvertical

sectionと は,あ る一 定 の方 向性 を も つ 組 織 に お い

て,す べ ての 切 片 が あ る軸(verticalaxis)に 平 行 に

配 列 して お り,し か も切 片 はverticalaxisを 中 心 に し

てisotropicで あ る よ うな 標 本 を意 味 す る.今 回検 討

した膀 胱 移 行 上 皮 は 基 底 膜 か ら垂 直 方 向 に 向か う極 性

を 示 し,こ の方 向をverticalaxisと み なせ ば,そ れ

と平 行 に 切 られ た切 片 はverticalsectionと 見 な す

こ とが で きる.こ の 方 法 は 悪 性 黒 色 腫 に も応 用 され,

MNVが 予 後 を 予知 す る上 で 重 要 な 要 素 で あ る こ とが

証 明 され て い る10).

今 回 得 られ た結 果 に は,注 目す べ き こ と が3点 あ

る.ひ とつ は,control群 のMNVの 平 均 がNielsen

の 計測 結 果 とほ とん ど同 じで あ る と い う点 で あ る.

Nielsenは10%formaldehydeで 固定 し,わ れ われ

は20%の ものを 使 用 した に もか か わ らず,contro1群

のMNVはNielsenの 報 告5)で は133μm3,わ れ わ

れ の結 果 は127・1μm3と ほ と ん ど差 が な い.こ の こ
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とは,核 容積が固定液の濃度差による影響をほとんど

受けないことを示す以外に,こ の測定法が非常に優れ

た再現性を持つことを証明する点で重要である.今 回

われわれがcontro1と して用いた症例の多 くは尿

路感染を有し完全な正常者とは 言えない.し か し,

Nielsenの 検討では尿路感染症症例のMNVは 正常

老よりやや大きい傾向を示 してお り,非 腫瘍症例の上

限を決める場合,尿 路感染症を含めた症例で検討する

のは意味がある.

2番 目に,CIS群 のMNVは 明らかに増大してお

り,contro1群 とのoverlapが まったくなかった こ

とも注目すべき結果である.CIS自 体 ある程度認め

られた病変であるとしても厳密に定義されているとは

言い難く,ま してdysplasiaあ る いはatypiaと い

われる変化は定義が客観性に乏しく,一 般的に受け入

れられた概念とはいえない2),今 回の結果は,MNV

が少なくともCISを 定i義する上で客観的な指標とな

ることを示唆するものである.

3番 目に,組 織学的に正常と診断 され た部位に,

MNVが 増大した部分が発見されたことも興味深い.

今回検討した症例はほとんど再発例あるいは膀胱全摘

例で,症 例に偏 りがあった可能性はあるとしても,全

症例の68%に このような部位が発見されたことは無視

できない.つ まり,MNVをCISの 指標として用い

ることを考えた場合,falsepositiveが 非常に多 くな

ることが問題とな る.し か し,非 腫瘍部分における

MNVの 増大が,組 織診断の如何に関わらず膀胱腫瘍

の再発あるいは進行と関係があるとなれ ば,こ の検

査法は非常に有用な検査法となる.今 回の検討 では

invasivetumorに おいて異常値の出現頻度が高 く,

正常値を示 した症例のほとんどがnon-invasiveで あ

るという傾向が認め られたが,非 腫瘍部分における核

容積の増大が臨床上どのような性格を持つのか,今 回

の症例だけでは結論を下すことはできない.再 発との

関係など今後検討すべき問題である.

今回の検討で,stereologyに よ るMNVの 計 測

が,膀 胱腫瘍の腫瘍部分だけでなく非腫瘍部分の数量

化にも有用であることが示唆された.MNVを 悪性度

の指標として用いれば,多 施設問の共同研究あるいは

成績の比較を,客 観的なデータのもとで行 うことがで

きる.そ のためにはMNVを も とに したgrading

systemを 確立するとともに,施 設間あるいは計測者

間の再現性についてさらuy密 な検討が必要である.

この点に関して,現 在デンマーク,オ ーフス大学 との

間で共同研究が進行中である.

結 語

前回われわれは,Stereologyに よる測定法の一つ

であるRandamsectionに おける測定を試み,平 均

核容積が悪性度の客観的指標となることを示 した.今

回の検討で,CIS群 はcontrol群 の約2倍 の核容積

を示 し,正 常粘膜と明らかに区別でぎた.本 法は非腫

瘍部分の変化を客観的に表す方法として有用である.

組織学的に正常と診断された粘膜にも核容積が増大し

た部分が認められ,こ の部分の膀胱腫瘍における意義

についてさらに検討する必要がある.
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