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ProliferatingCellNuclearAntigen(PCNA)

の表 在 性 膀 胱 癌 組 織 にお け る発 現
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   It is important to know the proliferating ability and the malignant potential of each tumor. 
We studied 56 cases of pTa to  pT1 superficial bladder tumors using immunohistochemical staining 
for proliferating cell nuclear antigen (PCNA), and compared the results with the clinical course 
of each patient. We obtained the following results. I) We detected the PCNA positive nuclei in 
all cases, and the PCNA positive rates varied within a range of  1.1-77.5% with a mean of 34.0%. 
2) The PCNA positive rate showed no correlation with age, sex, duration of paraffin-embedded, 
or pathological stage, but showed a significant correlation with the number of tumors, pathological 

grade of malignancy, or non-recurrence rate. PCNA positive rate of Grade 1 cases  (n=19, 15.6%: 
mean) was significantly lower than those of Grade 2 cases (n=27, 39.9%) or Grade 3 cases (n= 
10, 53.1%)  (P<0.01). The recurrence rate of the cases with PCNA positive rates of more than 
34%  (n=24) was significantly higher than that of the cases with a PCNA positive rate of less than 
34% (n=32)  (P<0.05). 

   In conclusion, the method of counting the rate of PCNA positive nuclei is considered to be 
very useful because of its applicability to paraffin-embedded tissue sections and the simple and 
rapid techniques. Our results in bladder cancer tissues suggest that this method may also be 
useful for investigating the proliferating ability and the malignant potential of tumors in general. 

                                                (Acta Urol. Jpn. 39: 313-319, 1993) 
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癌 を 特 徴付 け る のは,抑 制 を欠 い た 旺 盛 な そ の増 殖

能 で あ る.そ れ ゆ え,癌 の細 胞 増 殖 能 を 解 析 し,生 物 学

的 悪 性 度 を推 測 す る一 助 に し よ うと,従 来 よ り種 々 の

方 法 が 研 究 され て い る.す な'わ ち,thymidineana-

10gueで あ るbromodeoxyuridine(BrdU)をin

vitroあ るい はinvivoで 標 識 す る 方 法1・2)やKi・67

反 応 性 抗 原を 利 用 す る方 法3》等 で あ る.し か し,い ず

れ も検 体 と し て 新 鮮 材 料 を 必 要 と し,retrospective

な 検討 が で きな い とい う欠 点 が あ った,

1978年,Miyachiら に よ り報 告 され たPCNA4)

は,そ の 後 の研 究 でGl後 期 か らS期 に か け て 合 成

され るDNApolymerase一 δの補 助 蛋 白質 で あ り5),
ヒ

細胞増殖能と密接に関連 していることが示 された.し

かも,そ の抗原性はホルマリン固定後のパラフィソ包

埋組織においても失われずに保持されていることが報

告されている6・7).従って,PCNAに 対するモノクロ

ーナル抗体を用い,通 常の病理標本を使って免疫組織

化学染色を行えば,容 易に細胞増殖能の解析が可能に

なるうえ,え られた情報をすでに臨床結果の判明して

いる症例と対比することも容易で,そ の有用性はきわ

めて高いといえる。

この観点か ら,今 回われわれは膀胱癌パラフィン包

埋組織切片を用いて,PCNAの'発 現様式を検討し,

得 られた結果を個々の症例の臨床経過と対比させ,検

討 したので報告する.

対 象 と 方 法

1985年1月 より1991年12月 宋 までに山口大学医学部

附属病院泌尿器科および小郡第一総合病院泌尿器科を

受診 した膀胱癌症例のうち,未 治療で経尿道的腫瘍切

除術が施行された56例 のパラフィン包埋標本用いた.

全症例ともIO%ホ ルマリン液にて約12～24時 間固定後

にパラフィソ包埋処理されていた.

56症 例 の内訳は,男 性48例,女 性8例 で,年 齢は41

歳か ら89歳 の平均66.9歳 であった,腫 瘍数は単発が22

例,2個 以上の多発が34例 であった.全 例とも組織学

的に移行上皮癌であることが確認され,組 織学的異型

度分類ではgrade1が19例,grade2が27例,gra-

de3が10例 で,組 織学的深達度分類 では,pTaが19

例,pTIが37例 で あった.術 後観察期間は,2ヵ 月

から73ヵ 月,平 均14.5カ 月であった、

免疫組織化学染色(PCNA法)は すでに報告した,

ABC(avidin-biotinperoxidasecomplex)法 を若

干修飾 して行った8).す なわち,パ ラフィン包埋標本

よ り厚 さ5μmの 切片 を 作 製 し,脱 パ ラ フ ィ ン後

0.3%H202水 溶 液 に て 内 因性 ペ ル オキ シ ダ ーゼ を阻

害 した.一 次 抗 体 は,抗PCNAモ ノ ク ローナ ル 抗体

(Dako社)を 用 い,10%正 常 血 清 と0.04%Triton

X-100を 含 むPBS(抗 体 希釈 液)に て100倍 に 希釈

し,湿 室 内室 温 で2時 間反 応 させ た.冷PBSに て洗

浄 後,抗 体 希 釈 液 で 同様 に100倍 に 希釈 した ピオ チ ン

化 抗 マ ウスIgG二 次 抗 体(VectorLab.)を 室 温 に

て1時 間,つ い で,調 整 済 み のABCcomplex

(VectorLab.)を1時 間 反 応 させ た.発 色 は3,3'-D-

ABIH20z液 を用 い,イ ミダ ゾー ル(o.OlM,和 光 純

薬)を 増 感 のた め 添 加 した.核 染 色 は マ イ ヤ ーの ヘ マ

トキ シ リン液 を 用 い た.対 照 は 一 次 抗体 の代 わ りに 同

量 のPBSを 反 応 させ,以 後 ま った く同様 に 処 理 した

もの と した,判 定 は,ミ ラ ー切 片 のHE染 色 を行 い,

癌 組 織 で あ る こ とを 確 か め た 後,光 学 顕 微鏡400倍 下

で,PCNA染 色 性 が最 も高 い 領域 を 選 択 し,異 な る

数 視 野 で,腫 瘍 細 胞 核 約2,000個 を 観 察 し,全 観 察細

胞 に対 す る陽 性細 胞 の 割 合 よ りPCNA陽 性 率(%)

を算 出 した.算 出 され たPCNA陽 性 率 と年 齢,パ ラ

フ ィン ブ ロ ッ ク保 存 期 間,腫 瘍 数,組 織 学 的 異 型 度,

組 織 学 的 深達 度,非 再 発 率 との 関連 に つ き検 討 した.

非 再 発 率 の 算 出に はKaplan-Meier法 を 用 い,非

再 発 率 曲 線 の差 の検 定 に はCox-Manteltestを 用 い

た.そ の 他 の有 意 差 検 定,相 関 係 数 の 検 定 に はWi1-

coxontest,Kruskal-Wallistestも し く はSpear-

man,SCOrrelatiOnCOeffiCientを 用 い た.

結 果

IPCNA染 色性(Fig.IA&B)

PCNA陽 性細胞の核は,Fig.1A&Bに 示す よ

うに茶褐色に一様に染まるものが大多数であったが,

穎粒状に染色されるものも認められた.対 照標本の非

特異的染色強度に比較して,よ り強 く染まる核を陽性

と判定し,核 がヘマ トキシリンにより青紫色にのみ染

まっているものを陰性と判定した.

ll.PCNA陽 性率と症例背景因子との関係

対象とした表在性膀胱癌全症例 にお いて,PCNA

陽性細胞を検出可能で あ り,PCNA陽 性率は,1.1

～77.5%の 範囲で認められ,平 均34.0±22.0%(me-

an±SD)で あった.

1)年 齢および性

年齢粒よび性のPCNA陽 性率におよぼす影響を検

討 した,年 齢とPCNA陽 性率の間には統計学的に有

意な相関は認められなかった(R=0・036)・ 性別では,

男性48例 は34.1±22.0%(mean±SD),女 性8例 は



和田,ほ か=PCNA・ 膀胱癌 315

灘
A

Fig・1.

臨ゆ鯵
・
、 ヤ

瓶

罐蟻 鈴

潮〆
ヤ蒜

B

鷲
㍉ぜ∵

,'

磯
,轡

声 ず

轟
ざト 箪.%

Transitionalcellcarcinomaofthebladder(grade2,pTa).Mostnucleiinthisfield

arepositivelystainedforPCNA.(A,×100)(B,×400)

欝」

書

舅9

≡ii
昏

α)

80

70

60

50

40

30

20

10

0

「一一一一一一一一一一Pく0・01-一 一一一一一一一1
● ●

　

●&

　
33『

● ●●

●

野

乳

『

●

●●

●●●

綿

●

●●

●

Solitary
(n=22)

Numberoftuロor

匿ultiple

(n=34)

Fig.2.Relat1onshipbetweenPCNApos孟tiverateand

numberoftumors

33.2±22.1%で あ り,有 意差は認められなかった(P

=0.952).

2)パ ラフィンブロック保存期間

内視鏡的に標本を採取 し,ホ ルマリソ固定後にパラ

フィソ包埋を行 うが,パ ラフィン包埋保存 期間が

PCNA染 色性および陽性率におよぼす影響について

検討 した.パ ラフィン包埋保存期間は,2ヵ 月から84

ヵ月の平従40.9ヵ 月であった.PCNA陽 性率と保存

期間の問に統計学的に有意な相関は認められなかった

(R=0.112).ま た,染 色性 についても保存期間によ

る差は認められなかった.

3)腫 瘍数(Fig.2)

単発腫瘍群と2個 以上の多発腫瘍群に分けて,PC-

NA陽 性率を比較した.単 発腫瘍群は24,8±22,1%

(mean±SD)で あ った の に 対 し て,多 発 腫 瘍 群 は

40.0±19.7%と 有意 に 高 値 を示 した(P<0.OI).

4)組 織 学的 異 型 度(Fig.3)

gradel群 で は,15.6±9.8%(mean±SD)と

PCNA陽 性 率 は低 か った の に比 較 して,grade2群

は39.9±20.8%,grade3群 は53.1±15,6%と 統 計 学

的 に 有 意 に 高値 を 示 した(P<0.01).ま た,grade2

群 に比 較 して,grade3群 のPCNA陽 性 率 は 高 く

な る傾 向が 認 め られ た(Pニ0.078).

5)組 織 学的 深 達 度(Fig4)

pTa群 とpT1群 に分 け て,PCNA陽 性 率を 比 較

した.pTa群 は28.5±19.3%(mean±SD)で あ っ

た のに 対 して,pTl群 は36.8±22.7%と 高値 を示 し

た が,両 群 間 に 有 意 差 は 認 め ら れ な か った(P=



316 泌尿紀要39巻4号1993年

鴛
」

.婁

岩
9

ぎ
」

(%)

80

70

60

50

40

30

20

10

0

「=P<e'e'〒=「 一=「

:

1王
●●

●

●●

●

■働

●

禦
●●

3

3
●

3●
●●

3

●●

●

●

●●

●

Fig.3・

Grade1

(n=19)

Grade2

(n=27)

Pathological

Relationshipbetween

patholo9孟ca置grading

PCNA

Grade3
(n=10)

grading

positiverateand

焉
」

.婁

蕾
9

ぎ
山

(完)

80

70

60

50

40

30

20

10

0

_P=0.201___一 一一一一一一1
●●

●

.8.

●●

器
●

●●

8
●●

,
●

●

禰
●●●

●

●

●●

●●

●

篇
認
●

8器

●

●●

pTa

(n二19)

pTl

(n・37)

Pathologicalstaging

Fig.4.RelationshipbetweenPCNApos三tiverateand

pathologicalstaging

0.201).

6)再 発率(Fig.5)

56例 のPCNA陽 性率の値は正規分布を示したた

め,全 症例の平均値の34.0%を 境 界 として2群 に分

け,再 発率との関連につき検討 した.PCNA陽 性率

34.O%以 上の群24例 では,PCNA陽 性率34.0%未 満

の群32例 に比較して,有 意に再発率が高かった(P<

O.05).な お,経 尿道的腫瘍切除後に再発防止法として

抗癌剤膀胱内注入法が施行された39例 にて検討したと

ころ,PCNA陽 注率が39例 の平均値39.1%よ り高い

群では,低 い群に比べて有意に再発率が高かった(P

<0.05).予 後については,現 在,癌 あ り生存は8例,

癌死は2例 であ り,推 計学的検討は行いえなか った.

考 察

proliferatingcellnuclearantigen(PCNA)は

Gl後 期 か らS期 に か け て 合 成 され る分 子 量36kd

の 酸 性核 蛋 白 であ る9).最 近 の 研究 結 果 で は,PCNA
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はcyclinと 同 じ性質を有する蛋白でDNA複 製時に

はDNApolymerase一 δ の補助蛋白として働 くこと

が報告されている5).PCNAの 正確な役割は まだ解

明されていないが,DNA合 成 の抑制因子を中和 し,

細胞のDNA合 成を刺激す る ことが示唆されてい

る1。).近年,癌 の生物学的悪性度 の解析 を 目的とし

て,細 胞増殖能の測定が各種の方法で行われているが

これまでの検出法では,生 組織や新鮮組織の凍結切片

が必要であったため,一 般的に広 く用いられることは

なかった.こ れらに対して,PCNA法 は,ホ ルマリ

ソ固定後のパラフィソ包埋標本を検体として使用でき

るため6・7),通常の病理標本を用いて,簡 単に細胞増

殖能の解析が可能であり,き わめて有用な方法といえ

る.

PCNAの 免疫染色性に関する今回のわれわれの検

討結果から,多 くの細胞核は一様に強く染色されてい

たが,やや淡く穎粒状に染まる核 も散見された.PCN-

AはGl後 期からS期 にかけて合成されるが,そ の半

減期は約20時 間であることより1D,細 胞増殖周期の全

相においてPCNAが 存在する可能性が考えられる.

また,守 内らは二次元電気泳動法にてPCNAの スポ

ノトがS期 だけでな く,Gl期 とG2期 にも薄いなが

らも存在することを実際に証明してお り12),細胞増殖

周期によって,PCNAの 抗原量が変化するため,染

色性に差異が生 じたとも推察される.し たがって,わ

れわれは淡く染まった核も,増 殖関連細胞として陽性

に判定 した.

全視野のうち陽性細胞の最 も多い領域を選択したこ

とに関 しては,癌 組織内にheterogeneityが ある場

合,癌 の悪性度や予後との関連が深いのは増殖細胞の

最も多い領域であると考えたことによる.

今回われわ れが検討 した表在性膀胱癌全症例にて

PCNA陽 性細胞が検出可能であ り,PCNA陽 性 率

は平均34.O%で あった.従 来のBrdU標 識率13)に比

較してPCNA陽 性率が高値となった理由は,前 述し

たようにPCNAは,Gl後 期からS期 にかけて合成

され,そ の半減期は約20時 間であることより,S期 だ

けでなく,細 胞増殖周期の全相において存在 している

と考えられる.こ のため,S期 細胞のみの比率をあら

わすBrdU標 識率に比較してPCNA陽 性率が高値を

示したものと考えられる.ま た,他 領域のPCNA陽

性率の検討では,胃 癌93例 で平均40.7%i4),乳 癌54例

で平均10.2%!5),悪 性 リンパ腫24例 で平均54%16)等 の

報告があ り,こ れらPCNA陽 性率の違いは組織型に

よる癌細胞の増殖活性またはdoublingtimeの 差異

を示すことが推測される.細 胞増殖能は年齢や性にも

影響される可能性が考えられるが,今 回の検討か ら年

齢や性によって,表 在性膀胱癌組織におけるPCNA

陽性率に差異は認められなかった.

パラフィソ包埋期間のPCNA染 色性におよぼす影

響に関 しては,包 埋後約20年 経過 した胃癌手術標本に

ても良好な染色結果がえられたという報告もある7>.

今回の結果から,膀 胱癌については,7年 間保存 され

た検体においてもPCNAの 抗原性は保持されている

ことが明らかとなったが,そ れ以上保存された検体に

ついても現在検討中である.

今回の検討結果では,PCNA陽 性率と組織学的深

達度pTaとpTlと の間に明らかな相関は認められ

なかったものの,組 織学的異型度との関係ではgra・

del群 に比較 して,grade2群,grade3群 は有意
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に高値であった.乳 癌15),悪 性 リンパ腫16),血 管周囲

細胞腫17)等の検討において,組 織学的異型度が高い症

例ほど,PCNA陽 性率も有意に高値を示 したと報告

されている.こ のことは,PCNA陽 性率が癌の悪性

度を測る客観的指標 として応用できる可能性が示唆さ

れている.

再 発率とPCNA陽 性 率との関係では,PCNA陽

性率高値群は,低 値群に比較して,有 意に再発率が高

かったことから,表 在性膀胱癌において,PCNA陽 性

率は再発の推測因子 となりうる可能性が示唆された.

なお,grade2(n=27)症 例 につ いて も,再 発率と

PCNA陽 性率との関係を検討 した ところ,PCNA

陽性率が高率の群では再発率が高いものの有意差は認

められなかった(P=0,271).

今回の検討では,pTa群 とpTi群 の間にPCNA

の発現率には有意な相関は認められなかったが,基 底

膜下にまで浸潤した腫瘍の予後は不 良 との報告もあ

り18>,基底膜周囲の癌細胞のみのPCNA陽 性率を検

討すればpTa群 とpTI群 の間に有意な差が認めら

れるかもしれない.さ らに詳細な検討を加えたい.

PCNA陽 性率と予後との関係については,Yuら

の血管周囲細胞腫25例 の検討では,PCNA陽 性率14

%未 満11例 の群では全例が生存 しているのに比較して

14%以 上の群では14例 中7例 が癌死 してお り,有 意に

予後が悪かったとの報告もある17)今 回われわれの検

討では表在性癌より浸潤性癌へと移行し死亡した症例

が少なく,今 後,観 察期間を延ば し検討したい.

以上報告したごとく,PCNA法 は通常のパラフィ

ソ包埋病理標本を用いて簡便に細胞増殖能の解析が可

能でありきわめて有用な方法といえる.ま た,PCNA

陽性率は組織学的異型度と高い相関が認められたこと

より,膀 胱癌の生物学的悪性度を示す新しい指標とな

りえると考えられた.

結 語

抗PCNAモ ノ ク ローナ ル 抗体 を用 い て 膀 胱 癌 パ

ラフ ィン包 埋 組 織 の 免 疫組 織 化 学 染 色 を 行 い,以 下 の

結 果 を え た.

1)全56症 例 に おい てPCNA陽 性 細 胞 を 検 出 で き,

PCNA陽 性 率 は 平均34.O%で あ った,

2)PCNA陽 性 率 と腫 瘍 数 と の関 係 で は,単 発 群(n

=22)の 平均2生8%に 比 較 して,多 発 群(n=34)は

40.O%と 有意 に高 値 で あ った(P<0.Ol).

3)PCNA陽 性 率 と組 織 学 的異 型 度 と の 関 係 では,

grade1群(n=19)の 平均15.6%に 比 較 してgrade

2群(n==27)を ま39.9%,grade3群(n=10)を よS3,1

%と 有意に高値であった(P<0.OI).一 方,組 織学的

深達度とPCNA陽 性 率との間には,有 意な関連性は

認められなかった.

4)PCNA陽 性率と再発率との関係では,PCNA陽

性率34%以 上の群では,PCNA陽 性率34%末 満の群

に比較して有意に再発率が高かった(P<0.05).

5)PCNA陽 性率は,腫 瘍数,組 織学的異型度と高

い相関を認めることより,膀 胱癌の生物学的悪性度を

知る新 し∀・指標とな りえる可能性が示唆された.

本論文の要旨は第43回日本泌尿器科学会西日本総会にて報

告した.ま た本研究の一部は文部省科学研究費,一 般研究

(C)(課 題番号02670709)に よった.検 体の整理にご援助

いただいた研究室の升田千代子嬢に感謝します.
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