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モ ノク ローナル抗体Ki-67を 使用 した

前立腺吸 引組織 スメアにおけ る増 殖細胞 に関す る研究
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    Immunohistochemical staining using monoclonal antibody Ki-67 was performed in 30 patients 
with benign prostatic hypertrophy (BPH), one with prostatic tuberculosis (TB), 22 with prostatic 
adenocarcinoma, one with prostatic transitional cell carcinoma and one with prostatic invasion 
from a bladder cancer. Specimens were aspirated from the prostate transrectally and a cytological 
smear were made This antibody is specific for a proliferation-associated nuclear antigen. Alkaline 

phosphatase anti-alkaline phosphatase stained immunopositive nuclei red making positive or nega-
tive specimens easy to recognize. In BPH and TB smears, no immunopositive cell was reactive 
with Ki-67. In prostatic malignancy were found many immunopositive cells ranging from 2.5 
to 10.2% (mean 5.9%) in prostatic adenocarcinoma (n=22), and from 11.9 to 24.3% (mean 18.1 
%) in prostatic transitional cell carcinoma. Transitional cell carcinoma may have a much 
greater growth fraction than adenocarcinoma in prostatic tissue. Poorly differentiated 
adenocarcinoma showed a higher growth fraction (from 4.2 to 10.2%, mean 6.9%) than well 
differentiated (from 3.1 to 8.9%, mean 5.8%) and moderately differentiated adenocarcinoma 
(from 2.5 to 10.1%, mean 5.6%), but this difference was not significant. There was no correl-
ation with age, clinical stage, bone metastasis or Bocking's cytological grade. 

   In conclusion, immunohistochemical staining using Ki-67 on aspirated prostatic smear is visua 
lizes the growth fraction of prostatic disease well and is useful to diagnose prostate cancer. 

                                                (Acta Urol. Jpn. 37: 881-886, 1991)
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緒 言

悪性腫瘍 を治療す る上で,個hの 腫瘍の病理組織学

的所見に加 えて,そ の増殖能 とい う生物 学的特性を理

解することが重要 と考 え られ る.1983年 にGerdes

らが作製 したKi-67は,増 殖 能 を検 出す るモノクロ

ーナル抗体 として近年注 目され ている.こ れはHodg-

kin病 由来 のcelllineL428中 の特 異 的抗原 を認

識 し,増 殖 期細 胞(proliferatingcells)の 核 抗 原 と

反 応 す るが,い わ ゆ る休 止 期 細 胞(restingcells)と

は反 応 しない とされ て い る1).ま たKi-67が 認 識 す

る 核抗 原 は,earlyGl,s,G2お よびM期 の細 胞 核 に

のみ 存 在 し,GO期 に は 存 在 しな い こ とが 明 らか に さ

れ て い る2),

前 立腺 癌 は泌 尿 器科 領 域 で 頻 度 の高 い悪 性腫 瘍 で あ

りな が ら,早 期 発 見 が 比 較的 困難 で,進 行癌 と して発
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見 され ることが多い疾患であ る.そ の診断には前立腺

触診 と針生検が最 も有効な手段 であるが,前 立腺針生

検 は ス クリーニング検 査 として外 来 レベル で行 うに

は,侵襲 ・合併症の点 で不都合である と考 えられ る.一

方,経 直腸的前立腺 吸引細胞診法は前 立腺針生検 よ り

も細 い針を使用 し,細 胞を吸引液 とともに採取す る方

法であ り,侵 襲が少な くス クリーニングに適 した方法

である.し か し,核 が小型で配列が比較的整 ってい る

前立腺癌 の細胞診所 見や精嚢細胞を同時に吸引 した ケ

ースのそれでは診断が困難 となることも少 な くない.

著老 らは,Ki-67が 増殖細胞 に反応す るとい う特性に

着 目し,前 立腺吸引細胞診材料にっいて,Ki-67を 使

用 した免疫組織化学染色を行 い,前 立腺癌増殖期細胞

の同定 とlabelingindexの 算定に よる前立腺疾患増

殖能の判定,前 立腺癌診断に対す る有用性 について検

討 した.

材 料

1987年Il月 よ り1990年5月 までに当科 を受診 した患

者 の うち,前立腺 肥大症30例,肉 芽腫性前立腺炎(結 核)

1例,前立腺癌22例,前 立腺部移行上皮癌1例 および膀胱

移 行上皮癌の前立腺 浸潤1例 よ り採 取 した検体を材料

とした.吸 引細胞診法 は各症例に対 し1回 行い,全 視

野におけ る総細胞数 が1,000に 満たない ものは原則 と

して除外 した.な お前立腺癌は全例未 治療症例である。

方 法

1.Ki-67染 色

経 直 腸 的 前 立 腺 吸 引細 胞 診 法 に よ り,前 立 腺 か ら吸

引液 を 採 取 し,ス ライ ドグ ラス 上 に塗 布 し,冷 風乾 燥

固定 後,抗 原 性保 持 の 目的 で アセ トン固定 を10分 間行

った.免 疫 組 織 化 学 染 色 は,APAAP法(alkaline

phosphataseanti-alkalinephQsphatase法;

DAKOAPAAPKITsistem40を 使用)で 行 い,

一 次 抗 体 はKi-67(DAKO-PC=Dako社)を1%

BSAに て10倍 希 釈 して 使 用 し,そ の反 応 時 間 は30分

間 と した,二 次 抗体 は抗 マ ウ ス ウサ ギ血 清 で30分 間 反

応 させ,APAAPreagentは30分 間 反応 させ た.各

抗 体 反 応 は 室 温 に て湿 室 中 で 行 い,ま た 各 操 作 間 で は

0.05MTris緩 衝 液(pH7・6)に て 十 分 に洗 浄 を 行 っ

た.発 色 はalkalinephosphatasesubstrateで20分

間 行 った.マ イ ヤ ー へfト キ シ リソに て核 染 色 後,グ

リセ リ ソゼ ラチ ンで封 入 し鏡 検 した.Ki-67陽 性細 胞

は 核 のみ が 赤 色 に染 色 され,そ の 染色 態 度 は 様 々で あ

った が,陽 性 と陰性 の判 定 は 容 易 で あ った,

2.Ki-671abelingindex

陽性細胞 が均一 に存在す る細胞集塊を原則 として10

ヵ所 以上選 び,総 細胞数 と して1,000以 上 カウン トし,

その中に占める陽 性細 胞の百分 率をKi-671abeling

index(0)(以 下Ki-67indexと 略す)と して算定

した,な お誤 差を少 な くす るために検体を2枚 用意 し

異な った 時期 に染 色 し,両 者 の平 均値をKi-67in-

dexと した.前 立腺 癌 にお いては 別に針生 検 による

組織検査を行い,組 織像お よび腫瘍分化度3)を 確認 し

組織別,分 化 度別 にKi-671abelingindexを 比較 し

た.ま た,年 齢別,臨 床病期別,骨 転移の有無別およ

びB6ckingの 細胞学 的異型 度別4)に,Ki-67index

の検討を行 った.

結 果

1.各 疾患 におけ る染色所見

a.前 立腺 良性疾患

前立腺肥大症の30例 で,Ki-67に 反応す る細胞はみ

られ なか った(Fig・1A).ま た,肉 芽腫性 前立腺 炎

(結核)の1例 については,類 上皮細 胞の混 在に より

細胞異型を伴 う細胞診像を認 めたが,Ki-67陽 性細胞

はみ られなか った,

b.前 立腺癌

一部 の癌細胞に核が赤 く染色され るKi -67陽 性細

胞をみた(Fig.lB～D).各 症例にお いて,細 胞形態,

細胞配列に差異を認 めたが,陽 性細 胞の形態は同様で

あ り,核 内に穎粒状に色素に認 めた,腺 癌については

分化度別に比較 したが,染 色態度に いずれ も差を認め

なか った.移 行上皮癌では細 胞配列 において腺癌 と差

異を認め るが,Ki-67陽 性細 胞の染色態度は同様であ

った.

2.Ki-671abelingindex

Tableに 各疾患におけ るKi-67indexを 示す.

a.前 立腺 良性疾患

前 立腺肥 大症,前 立 腺結核の両 者にお いてKi-67

indexは0%で あ った.

b.前 立腺悪性疾患

前 立腺癌 でのKi-67indexは,2.5～10.2/(平 均

5.9%)で あ り,移 行上皮 癌 の2例 で は,そ れ ぞれ

lL9%,24.3%と いずれ も高値を示 した.

3.前 立腺癌症例におけ る他因子 の検討

a.年 齢(F董9.2A)

50歳 代か ら80歳 代の各年 齢層 におい て比 較 した.

Ki-67indexは 各年齢層において ほぼ同 等 の値 を示

してい る.

b,分 イヒ度(腺 癌)(Fig.2B)

高分化型腺癌では3.1～8.9%(平 均5.8%),中 分化
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Fig.1.Noimmunopositivenucleiareseeninbenignprostatichypertrophy(A,x200).
Manyimmunopositivenucleiareseeninbothwelldifferentiatedadenocarcinoma

(B,x100)andpoorlydifferentiatedadenocarcinoma(C,x100).Largeimmuno-
positivenucleiareseenintransitionalcellcarcinoma(D,x100).

Table.Ki-671abelingindexineachprostaticdisease

Ki・611abelingindex(%)

prostatecancer

wel(n=5)

mod(n=13)

por(n=4)

TCじ(n=2)

BPH(n=30)

TB(n=1)

2.5-10.2(mean5.9)

3.1‐8.9(mean5.8)

2.5-10.1(mean5.6)

4.2‐10.1(mean6.9)

11.9-24.3(mean18.1)

0

0

*exceptprostaticTCC

型腺 癌 で は2.5～10.1%0(平 均5.6%),低 分 化 型腺 癌

で4.2～10.2%(平 均6.9%)で あ った 。 高 分 化型 お よ

び中 分 化型 腺 癌 で の 平 均値 は,ほ ぼ 同 等 で あ り,低 分

化型腺 癌 にお い て平 均6.9%と 若 干 高 値 を 示 して い る.

しか し統 計 学 的 に は有 意 差 は 認 め られ な か った.

c.臨 床 病 期 と骨転 移

StageBが4例,Cが4例,Dが12例 で あ った.3

群 聞 のKi-67indexに 明 らか な 相違 を認 め な か った.

また,骨 転移 の ない 群 の平 均 値 が6,7%0,骨 転移 の あ

る群 が5.1°oで あ り,統 計学 的 に 有 意 差 を認 めな か っ

た.

d.Buckingの 細 胞 学 的 異 型 度(Fig.2C)

腺 癌 に お い てはgrade3が み られ な い た め,grade

lとgrade2で 比 較 した が,Ki-671abeling
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indexの 平 均 値 はgradelで5.1%,grade2で

6.0%で あ った.移 行上 皮 癌 は いず れ もgrade3と 判

断 され,そ のKi-67indexの 平均 値 は18.1%で あ っ

た 。

考 察

前立腺癌はその解 剖学的あ るいは生物学 的特性のた

めに症状が現われに くく,早 期癌 の うちに発見で きな

い ことが少な くない,一 般に早 期発見のためには直腸

内触診,腫 瘍マ ーカーの測定,超 音波断層撮影法な ど

が行われ,異 常所見を認めた ものに前立腺 針生検が行

われ る.著 者 らも前記の手順 にて前立腺癌 の診断を行

っていたが,針 生検は合併症 が比較的多 くみ られ,外

来 レベ ルで多数 の患老に行 うには不都合であると考え,

最近 では経直 腸的 前立 腺 吸引細 胞診法を主に行 って

いる.本 法の利点 として侵襲 が少な く短時間 に行え る

ことや検査後の合併症が少ないことがあげ られ る.逆

に欠点 としては,癌 細胞が吸引 されて も細胞異型性が

低 いために確実 な癌診断が行Yな い症例があること,

精嚢細胞の同時 吸引な どに よるcontaminationの た

めに疑陽性 がみ られ ることなどがあげ られ る.

1983年 にGerdesら が報告 したモ ノクローナル抗

体Ki-67は,増 殖細 胞に反応 し,休 止期細胞には反

応 しない とい う特性を有 して いる.す なわ ち,正 常組

織では,精 細胞や子宮膣粘膜 などの増殖活性 の高い一

部の細 胞にのみ反応がみ られ,他 の細 胞には反応 しな

い.ま た悪性腫瘍においては,earlyGl,S,G2お

よびM期 に相当する細胞 によ く反応 し,休 止期細胞に

は反応 しない1,2).そ こで今回著者 らは,前 立腺疾患

において,経 直腸的吸引細 胞診法 に よ り得 られた検体

に対 し,Ki-67を 使 用 した免疫 組織化学 染色を 行い,

その染色形態を観察 した.本 法 の所用時間は約3時 間

と短 く,染 色手技 も簡 便であるので一般染色 と同時に

進め られ る.APAAP法 に よ り発 色 させ た 増殖細胞

は赤色を 呈す るので,陽 性 と陰性 の判定は容易である,

Ki-67に 反応す る抗原が何 であるかはい まだ明 らかで

ないが,こ れは核内に存在 し,強 拡大で観察すると穎

粒状の色素沈着 と して 認め られ る.前 立腺 癌で は,

Ki-67indexは,2.5～10.2/(平 均5.9%)で あ り,

前立腺 良性疾患では0%で あった.今 回の検討に よ り

前立腺癌 と前立腺良性疾患 との間 に明らかに増殖活性

の差異 がみ られた.し たが ってKi-67indexの 算定

を行 うことに よ り,前 立腺癌を よ り確実に診 断で きる

可能性が示唆 された.前 立腺肥大症においても0.5～

6.0%5),0.2～0.4%6)のKi-67indexが 得 られ ると

の報告 もあるが,こ のよ うな ケー スで はKi-67in-

dexが 比 較的低値 を示す タイ プの前立 腺癌 との鑑別

が困難 となるか もしれない.し か しこの ようなケース

は少数 であると考え られ,多 くの症例でみれば,経 直

腸的前立腺吸引細胞診材料 に本染色法を行 うことで,

よ り診断能が 向上す るもの と考え られた.今 回研究対

象 とした症例の うち,前 立腺癌は全例一般 染色で陽性

と判断 され,免 疫組織化学染色で も全例に陽性細胞を

認めた.良 性疾患では結核の1例 と前立腺肥大症 の2

例において疑陽性 と判断 され,こ れ らの症例ではKi-

67陽 性細胞は認め られず,癌 除外診 断の一 助 となっ

た.

一方
,抗 プ ロモデオキ シウリジ ソ抗体を使用 した免
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疫 組織 化学 染 色 で は,S期 細 胞 が 選 択 的 に 同 定 で

き7-]0),そ のlabelingindexは1.02～6.29%(平 均

2,9%)と 報 告 され て い る がn),こ の方 法 は プ ロモ デ

キ シウ リジ ソ標 識 を あ らか じめ 行わ なけ れ ぽ な らず,

ヒ トに用 い る場 合 は安 全性 の 面 で問 題 が 残 され て お り,

また外 来 レベ ルで の 検 査 と して は必 ず しも適 当 で は な

い.

凍結組 織 切片 を用 いた 前 立 腺 癌 のKi-67indexで

は,Raymondら は,6～53%(平 均16.3%0)と 報 告

し5),Galleeら は,0.4-9.1%(平 均2.9%)と 報 告

してい る6).著 者 ら の吸 引 細 胞 診 材 料 を用 い た方 法 で

は,2.5～10,2%(平 均5.9%)で あ った.Raymond

らの報告 でKi-67indexが か な り高 値 とな って い る

が,Galleeら は,こ れ は カ ウ ン トした 細 胞 数 が 少 な

いこ とや 染色 手 技 に 違 い が あ る た めだ ろ う と述 べ て

い.ま た 根本 らu),Meyer12),の 報 告 したS期 細 胞 の

labelingindexも 平 均2.9%,o.s/と 比 較 的 低 値 で

ある こ と か らみ て も,著 者 ら のKi-67indexと

Galleeら のそ れ を 合 わせ た0.4～10.2%0が 前 立 腺 癌 の

Ki-67indexの 範 囲 と考 え られ る.

細 胞 増殖 能 に影 響 を お よぼす 可 能 性 のあ る因子 と し

て,年 齢 ・腫 瘍 分 化 度 ・臨 床 病 期 ・骨 転 移 の 有 無 お よ

びBockingの 細 胞 学 的 異 型 度 別 に,Ki-67indexを

検 討 した.年 齢 別 で は,各 年 齢 層 でKi-67indexに

差 異は み られ な か った.腺 癌 に おい て は,分 化 度 別 に

増 殖能 を検 討 した が,平 均 値 で低 分 化 型 腺 癌 に お い て

や や高値 を示 した.し か しこれ は症 例 数 が 少 な い の で

統 計学 的 に有 意 差 は み られ なか った.ま た,膀 胱 移 行

上皮 癌 の前 立 腺 浸 潤 症 例 お よび前 立 腺 部 移 行 上皮 癌 症

例 よ り得 られ たKi-67indexは,そ れ ぞれ11.8%,

24.3%0と いず れ も高 値 を 示 して お り,組 織 像 に よ り

Ki-67indexに 差 異 が あ る と考 え られ た.

Raymondら は5),凍 結 組 織 切片 に よるKi-67score

とGleasonscore13)が よ く 相 関 した と報 告 し て い

るが,著 者 らは 吸 引細 胞 診材 料 を使 用 した 関 係 で,細

胞 診用 のgradeで あ るBockingの 細 胞 学 的異 型 度

を指標 とした 、B6ckingの 細 胞 学 的 異 型 度 との対 比

で は,腺 癌 で はgrade3の 細 胞診 所 見 が な か った の

で 今回 の 検討 では 判 定 不 能 で あ るが,移 行 上 皮 癌 は い

ず れ もgrade3で あ り,Ki-67indexも 高 値 を示 し

た.し か し これ が 組 織 型 差 に よる も のか,異 型 度 の違

い に よ る ものか は判 断 で き な い.こ の よ うにKi-67

indexの 大 小 と他 因子 と の検 討 を 行 ってみ たが,は っ

き り相 関 関係 がみ られ る因子 は なか った.前 立腺 癌 で

は ホ ルモ ソ療 法 後 の再 燃 が 問 題 とな る が,治 療 後 の

Ki-67indexの 変 化や 再 燃 癌 で の値 に つ いて 現 在 検
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討 中である.

大腸疾患では,山 口ら14)が大腸腺腫に比 し大腸癌が

高い増殖能を有 し,高 分 化型腺癌に比べて,中 分化型

お よび低分化型腺癌でKi-67陽 性率が有意に高か っ

た と報告 してい る.吉 野内is)は子宮内膜癌において報

告 しているが,分 化度に よるKi-67indexの 差異を

を認めていない,柴 田 ら16-18)の転移性脳 腫瘍につい

ての検討 で,Ki-67indexは 乳癌が最 も高 く56.7%,

前立腺癌が最 も低 くa.z/で あった のは興味深 く,こ

れは個 々の組織 型に よ り増殖活性が異な ることを示 唆

す るものであ る.以 上 のよ うな他 領域での検討は,お

もに 凍結組織切片 で行われているが,吉 野内15),柴 田

ら16-18)の報告では,擦 過 標本 による検討 も行われ て

お り,凍 結組織切片 と同様に良好に染色 された と述べ

られてい る.特 に婦人科領域では,子 宮内膜癌に対す

る子宮 スメアにおいてKi-67陽 性細 胞が高頻度 に認

め られ,ス クリー ニソグ検査 としての有用性が述べ ら

れて いる.以 上の よ うにKi-67を 使 用 したlabel-

ingindexの 算定は,各 領域 でそ の有用性 が報告 さ

れて お り,今 後泌尿器科領域で も汎用 されてい く方法

と考 えられ る.

結 語

モノ クR一 ナル抗体Ki-67を 使用 した免疫組織化

学染色を,経 直 腸的前立腺吸引細胞診法に よ り作成 し

た吸引 スメアに対 して行い,以 下 の結果を得た,

1前 立腺癌 の増殖能は前立腺 良性疾患に比 して明

らかに高か った.

2.低 分化型腺癌は,高 お よび中分化型腺癌に比 し

てKi-671abelingindexが 若干高値を示 した.

3.移 行 上皮癌 は腺 癌に 比 してKi-671abeling

indexが 高値 を示 した.

4.経 直腸的前立腺吸引細 胞診法 に本染色法を応用

す ることは前立腺癌早期診断の一助 とな る.

本論文の要旨は第39回日本泌尿器科学会中部総会にて報告

した.
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