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腎細胞癌における腫蕩浸潤性単球系細胞の臨床的検討
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A CLINICAL STUDY ON  TUMOR-ASSOCIA TED MONOCYTE 

LINEAGE CELLS IN RENAL CELL CARCINOMA 

Ikuto HAMADA 
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To investigate the relationship between the ratio of monocytes infiltrating renal cell carcinoma 

(RCC) and prognosis， in 78 patients who underwent nephrectomy， the positive rate of the following 
parameters was assessed immunohistochemically under light microscopy: tumor-associated 

macrophage (TAM)， microvessel density (MVD)， S-100 cell， HLA-DR cell， apoptosis index (AI) and 

proliferative index (PI). The relationship between the positive rate ofthese parameters and prognosis， 
and intercorrelations among these parameters were analyzed. A positive correlation with prognosis 

was observed in patients positive for TAM， MVD or PI (r=0.625). Prognosis was poor for patients 
with high levels ofthese parameters. Furthermore， the number ofS・100-positivecells was a prognostic 
factor only in patients with metastatic RCC. Although the role of T AM  as a prognstic factor in RCC 

is clear， no linear relationship was identified between prognosis and other monocytes. 
(Acta Urol. Jpn. 48: 213-220， 2002) 
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緒 Eコ

単球から分化するマクロファージと，樹状細胞は自

然免疫と特異免疫の接点に存在し，両者の調節に重要

な役割を担っていることが知られている.マクロ

ファージは炎症反応の惹起と同時に炎症による過剰な

組織の破壊を防ぐために抗炎症作用を順次発動させ，

さらに血管新生や間質の増生を伴った組織の修復を行

うことで生体の恒常性を維持している.この bal-

anced macrophage activation cycleと呼称される状

態は，様々な病的状態で破綻することが推測されてい

るが，固形癌がその lつに挙げられている1)活性化

マクロファージによる癌細胞への障害性は知られるも

のの，癌組織の局所においてはむしろ，癌細胞より産

生される各種のサイトカインによって，マクロファー

ジは抗炎症的な方向に働き，ひいては細胞性免疫の抑

制の方向に働くと同時に腫蕩細胞の増殖や，腫蕩新生

血管の増生を介して，病勢の進行に関与していること

が推定されている2)

臨床例においても tumorassociated macrophage 

(TAM)は negativeな予後因子であることが，いく

つかの癌種で報告されている.

樹状細胞 (DC)はリンパ球への抗原提示を専門と

する特異な細胞であり，最近では特異的癌免疫療法の

発動を目的として，同細胞を用いた臨床的トライアル

が開始されている.

癌組織における DCの存在は良好な予後因子とな

るとする報告も散見されるが，全般的には癌患者なら

びに癌組織における DCの意義については充分に理

解されていない.

腎細胞癌はインターフムロン(IFN)を中心とした

サイトカイン療法がスタンダードな治療法となってお

り，また様々な細胞性免疫療法が試みられている癌種

である.臨床例にも用いられる IFN-yは単球系細胞

の賦活化に最も重要なサイトカインであるが，その投

与によって一定の治療効果は認められるものの，満足

しうるものには至っていない.

このことは腎細胞癌における TAMの制御が IFN-

α， yによっても充分に計り得ないことを示唆してい

る可能性がある. したがって腎細胞癌に対するバイオ

治療法の成績を向上するためにも，腎細胞癌臨床例に

おける TAMの意義についての充分な解析は重要な

ものと考えられる.過去の腎細胞癌例における TAM

とDCの解析は，少数例による病理学的な解析に留

まっており，生物学的意義を明らかにするものに至っ

ていない.

本研究では，長期の臨床的観察が可能であった臨床

例に限定して，腎細胞癌組織中の TAMとDCの免

疫組織学的な解析を，以下の点について行い，その臨

床的意義を検討した. (1)腫傷組織中の TAMと

DCの予後への影響， (2) TAMと癌組織中における

血管新生，癌細胞の増殖能ならびに癌細胞の apopto-
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SlSとの相E関連， (3)既存の予後因子と TAM(な

らびに DC)との関連の 3点である.さらに追加事項

として胃痛例では悪性度の高いスキルス癌で腫場辺縁

でのマクロファージの細胞浸潤が乏しいとする報告を

もとに3) 腫蕩中央域，腫傷・正常組織境界域，腫楊

内小動脈周囲の3領域におけるマクロファージの浸潤

度をおのおのの予後との関連において検討した.

対象と方法

対象は1987年から1997年まで，埼玉医科大学泌尿器

科にて腎細胞癌に対し腎摘出術を施行した78例であ

る.男性58例，女性20例で平均年齢は56.0歳であっ

た.

免疫組織学的に検討したパラメーターは tumor-

associated macrophage (T AM)， micro-vessel densi-

ty in the tumor (MVD) ， S-100蛋白陽性細胞 (S-

100 (+)細胞)， HLA-DR陽性細胞 (HLA-DR(+)

細胞)， apoptosis index (AI)， proli先日tiveindex 

(PI)の6種である.摘出した腎細胞癌の検体は，

10%ホルマリン溶液で固定し，パラフィン包埋され

た.切片スライドは 5μmで作成された.切片はキシ

ロールとアルコールで脱パラフイン化された.

TAM， MVD， S-100(+)細胞， HLA-DR(+)細

胞， PIの免疫染色はすべて ABC法で行い， 3，3'ージ

アミノベンジジン，四塩酸塩にて発色した後，対比染

色にはマイヤーヘマトキシリンを用いた.Table 1に

各パラメーターで用いた一次抗体を示す.

TAMの評価は400倍顕微鏡下で腫蕩内の TAM密

度の高い叩カ所を選ぴ，その平均値を TAMとした.

その際，腫蕩内の壊死を起している部位は除外し視野

中に腫蕩細胞が50%以上存在する部位のみ評価し

た4) さらに腫傷内小動脈周囲，腫蕩一正常組織境界

領域の TAMの浸潤数を同様の方法で評価した.

MVDの評価は200倍顕微鏡下で腫蕩内の MVD数

の最も高い値を MVDとした5)

S-100( +)細胞， HLA-DR(+)細胞の評価は100倍

顕微鏡下で腫蕩内の最も高い値を S・100(+)細胞数，

Table 1. 

TAM 

MVD 

S-IOO( +) cell 

HLA-DR(+) 
cell 

PI 

Primary antibodies used for evalua-
tion of TAM， MVD， S-100( +) cell， 
HLA-DR( +) cell and PI 

Primarv anti-human CD68/horseradish 
peroxide monoclonal antibodies (DAKO 
]APAN， Kyoto， ]apan) 

Anti-factor VIII-related antI!ren仁Dako
Corporation， Santa Barbara， CA， USA) 

Primary Rabbit anti-S-IOO antibodies 
{:Qako Corporation， Carpinteria， CA， 
USA) 

Monoclonal mouse anti-human HLA-
DR alpha-chain (DAKO， Denmark) 
~i-67 antigen (Dako Corporation， Santa 
Barbara) 

HLA-DR(十)細胞数とした6) その際，腫傷内の嬢

死を起している部位は除外し視野中に腫蕩細胞が50%

以上存在する部位のみ評価した.さらに腫蕩内血管周

囲，腫蕩境界部の分布を評価した.

PIの評価は400倍顕微鏡下で腫揚細胞1.000個中の

染色された細胞数の比率を PIとした7)

AIの染色は TUNEL法 (ApopDETEKCell 

Death Assay System， Enzo Diagnostics， Inc. 

Famingdale， NY; USA)で行った8) 評価は400倍

顕微鏡下で腫蕩細胞1.000個中の染色された細胞数の

比率を AIとした.

統計学的検討は TAM. MVD， S-100(+)細胞，

HLA-DR(十)細胞， AI， PIの各々の相聞を Pear-

sonの相関計数で求めた.各因子の予後因子としての

検討は，各々の計測値の中央値で低値群と高値群に分

け，その 2群問比較を生存率について， Kaplan-

Meier法にて検討した.また，先の予後因子と既存

の予後因子を加えた，生存に関する多変量解析は

Cox比例ハザードモデルにより検討した.危険率5

%未満を有意差ありとした.

結 果

本検討の各パラメーターの実測値と，既存の予後因

子の全症例における分布を Table2に示す

Table 2. Results of TAM， MVD， S-100(+) 
cell， HLA-DR( +) cell， AI and PI， 
and pathological characteristics in 78 
patIents 

TAM(m×a4g0m0l aca-Minimal 
tlOn， 

Max 恥1ean Median 

~ 本 o (n= 3) 104.1 33.95 33.4 
b** o (n=15) 70 11.72 8.0 
c*申本 o (n=15) 42 6.82 4.0 
MVD jmag耐
tion， X200) 133 33.28 28 

S-IOO( +) cell (magnification， X 100) 
a 牢 o (n=15) 98 10.27 5.0 
b** o (n=28) 100 13.46 9.0 
c事事事 o (n=17) 60 6.62 3.0 
HLA-DR( +) cell (magnification， X 100) 

a* o (n=15) 337 52.72 31 
b** o (n=28) 99 11.42 3 
c本市本 o (n=17) 169 37.38 25 

A×l40(Om，移~)ification ， 0.1 12 3.21 2.4 

P×l40(0m，t9F6) niaut10n，0.I 65.4 6.71 3.9 

Grade GI; 26 G2; 45 G3; 7 

T criteria Tl/2; 42 T3/4; 36 

V criteria V(-); 47 V(+); 31 

M criteria MO; 59 乱11;19 

* The tumor center，判 Theboundary between tumor 
tissue and normal renal tissue，帥*in the connective tis-
sue around intratumoral main vessel. 
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Table 3. Correlation between classical prognostic factors and the mean values ofTAM， MVD， S-100(十)
cell， HLA・DR(+) cell， AI and PI in all the patients 

TAM MVD S-lOO( +) cell HLA-DR(+) cell AI PI 

MO (n=59) 30.9:t2.8 28.8:t 2.2 9.7:t2.0 55.8:t 8.6 2.9:t0.3 5.9:t 1.3 

M1 (n=19) 43.3土3.9 47.3:t 6.6 11.8土4.2 43.1 :士17.4 4.1:t0.7 9.0:t 1.1 

P value <0.01 <0.01 n.s n.s n.s n.s 

Grade 1 (n=26) 3 1.2:t 4.6 29.9土4.3 15目O土4.6 49.9:t 11.9 3.4:t0.5 3.7:t 1.0 

Grade 2 (n=45) 32.8:t2.6 30.8:t 2目。 7.6:t1.6 49.5:t 9.3 3.0:t0.4 8.2:t 1.6 

Grade 3 (n=7) 52.1士9.6 61.3士15.6 9.5:t3.6 83.7:t47.1 3.3:t 1.2 8.2:t2.6 

P value <0.0デ <0.05ネ n.S n.s n.s n.s 

<0.05料 <0.01料 (0.07) (0.06) 

T1/2 (n=42) 31.7土3.5 32.2:t 3.0 11.6土3.2 48.8土 9.5 2.9:t0.4 5.8:t 1.7 

T3/4 (n=36) 36.5土3.1 34.5士 4.0 8.7:t 1.5 57.3:t 12.7 3.5土0.5 7.8士1，0

P value n.s n.s n.s n.s n.s n.s 

V(-) (n=47) 32.8:t3.5 34.7:t 3.4 12.7土2.9 48.5土8.7 2.9土0.4 4.4:t 1.5 

V(+) (n=31) 35.7:t2.9 31.1:t 3.4 6.4土1.2 59.0土14.5 3.7土0.5 7.0:t1.l 

P value n.S n.S n.S n.S n.s n.s 

(0.09) 

* P value between grade 1 and grade 3，判 Pvalue value between grade 2 and grade 3 

TAMは腫蕩中央部において 3例 (3.8%)で検出

されなかった.TAMの浸潤の部位による差の検討で

は腫蕩中央部に最も多く (mean=33.95)，ついで腫

蕩正常組織境界部 (mean=11. 72)であり，最も少

なかったのは腫蕩内小動脈周囲部 (mean=6.82)で

あった.

S-100( +)細胞は腫蕩中央部において21例 (26.9%)

で検出されなかった.浸潤の部位による差の検討では

腫蕩一正常組織境界部に最も多く (mean=13 .46)， 

ついで腫傷中央部 (mean= 10.27)であり，最も少な

かったのは腫蕩内小動脈周囲部 (mean=6.62)で

あった.

HLA-DR(+)細胞は15例(19.2%)で検出されな

かった.浸i聞の部位による差の検討では1重傷中央部に

最も多く (mean=52.72)，ついで腫傷内小動脈周囲

部 (mean=37.38)であり，最も少なかったのは腫場

一正常組織境界部 (mean立 11.42)であった.

各パラメーターの実測値と既存の予後因子との関連

をTable3に示す TAM， MVDは，いずれも MO

群に比し MI群で有意な高値を示したが， T 

criteria， V criteriaでは有意差を認めなかった.また

grade 3の7例では TAM，MVDのいずれも他の2

群に比し高値を示した. S-100 (+)細胞は gradeと

V criteriaにおいて有意な相関を認めなかったが，

high-risk group (high grade， V ( + ) )で浸潤数が少

ない傾向が認められた.HLA-DR(+)細胞， AI， PI 

は既存の予後因子との相関を認めなかった.

各パラメーターの実測数の中央値で分けた2群聞の

生存期間を Kaplan-Meier法によって検討した結果

をTable4に示す TAM (p<O.OI， Fig. 1)， MVD 

(p=0.0303) ， PI (p<O.OI)はいずれも高値群が予後

Table 4. The survival rate of all the patients 
using monovariate analysis (Kaplan-
Meier method; n=78) 

TAM 

MVD 

S-lOO(十)cell 

HLA-DR( +) cell 

AI 

PI 

M criteria 

Grade 

T criteria 

V criteria 

(P value) 

<0.01 

<0.05 

n.s 

n.S 

Ji.S 

<0.01 

<0.01 

<0.05 

<0.01 

<0.01 

(Poor prognostic group) 

high TAM 

high MVD 

high PI 

乱11

high grade 

T3/4 

V(+) 

不良因子と推定された.対してら100(+)細胞，

HLA-DR(+)細胞， AIは予後因子とならなかった.

既存の予後因子はいずれも highrisk群が予後不良因

子であった.

さらに MVD低値群に限定した， TAM浸潤数の

予後に対する検討では，全症例群と同様に， MVD 

低値群においても TAM高値群が有意に予後不良で

あった (Fig.2). 

また， MO群に限定した検討でも， TAM高値群は

有意に予後不良で、あることが認められた (p<0.05). 

次に解析した6因子聞の相関関係を検討したが，

TAMと他の 5因子聞の関係と，その他のものは有意

なものを Table5に示す

Kaplan-Meier法において有意な予後因子として認

められた TAM，MVD， PIは各々が有意に正の相

関を示した. TAMと最も強い相関を示したのは

MVD (r=0.652)であった.対して TAMとPIの
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日 lowTAMgroup (n回39)

一一一一highTAM group (n=39) 

8 

1 
-1-----
1 
1 …一一一一 一一一ー

cu 

m己
『
〈
豆
旦
刃
刷
出
件
。

.4 

.2 

。
20 40 60 80 100 120 140 (months) 

Survival curves of patients with high and low T AM  
value in all patients (n=78). Pat日ntswith a high 
TAM value showed a significantly worse survival 
than those with a low TAM value (p<O.OI). 

O 

Fig. 1. 

lowTAM group (n=20) 

一一一一一一highTAMgroup (n=1 9) 

」一一 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
.8 

po 

m
Z
2王
位

-gg
.4 

2 

O 

20 40 60 80 100 120 140 (months) 

Survival curves of patients with high and low T AM  
values in low MVD value patients (n=39). Patients 
with a high T AM  value showed a significantly worse 
survival than those with a low TAM value (p<O.Ol). 

P value S-lQO (+)細胞， HLA-DR(+)細胞の聞に相関関

係は認めなかった.

AIは PIとのみ有意な正の相関を示した.また

TAMとMVDの相関関係については，既存の予後

因子 (M，grade， T， V)内の細分化した各群のいず

れにおいても有意な正の相関関係が認められた.

検討した6因子と既存の4予後因子を変数とする，

生存期間に関する多変量解析を Cox比例ハザード法

によって行ったが，その結果を Table6に示す.な

お強い正の相聞を認めた TAMとMVDは各々分別

して検討した.TAM， MVDいずれの検討において

も M criteriaが最も優位な予後因子 (TAM:l= 
10.203， MVD: X2=10.715)であった.

他に有意な予後因子として認められたのは， PI 

o 
Fig. 2. 

Table 5. Correlation between TAM and other 
factors examined (n=78) 

TAM: MVD r=0.652 <0.01 

TAM: PI r=0.42 <0.01 

TAM: S-IOO( +) cell r=ー 0.01 n.S 

TAM: HLA-DR(+) cell r=0.52 <0.01 

TAM:AI r=0.08 n.s 

MVD:PI r=0.283 <0.05 

MVD: HLA-DR( +) cell r=0.330 <0.01 

PI: HLA・DR(+)cell r=0.253 <0.05 
AI: PI r=0.316 <0.01 

相関は TAMとMVDの相関よりも低かった (r=

0.42). MVDと PIも低い相関 (r=0.283)であっ

た. HLA-DR(+)細胞は Kaplan-Meier法の結果で

は，予後に影響していないにもかかわらず TAM

(r=0.52)， MVD (r=0.33)， PI (r=0.025)と有意

な正の相聞を認めた.
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TAMについては浸潤部位の局在別に，各々の相関関

係と生存への影響を検討した.TAMの計測値では腫

場中央部と腫傷一正常組織境界部で正の相関 (r=

0.47)を認めた. しかし腫蕩一正常組織境界部は単変

量解析において予後因子とならなかった.TAMの腫

傷中央部と腫場内小動脈周囲部聞に相関関係は認めら

れなかった.また後者の生存への影響は認められな

かった.

S-lOO (十)細胞浸潤数， AIのいずれも全例の検討

においては，有意な相関関係と認められなかったが，

Ml群のみ分別して，両者についてさらに検討する

と， S-lOO (+)細胞高値群で良好な生存期間となる傾

向が認められ (Fig.3)， AI高値群は有意に良好であ

ることが認められた (Fig.4). 

なお Ml群での両者の相関ならびに，両者と他の

既存の予後因子との関連は認められなかった.

i貧困，ほか:腎細胞癌・腫蕩浸潤性単球系細胞

The survival rate of all patients us-
ing Cox multivariate logistic regres-
sion analyses (n=78) 
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V criteria 
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0.01 
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0.05 
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ll.S 

ll.S 
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10.203 
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4.423 
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0.941 
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考 察

今回の検討で，腎細胞癌において TAM数と

MVDが正の相関をすること，ならびに TAM高値

群が予後不良であるとの結果を得た.

このことは乳癌や勝目光癌，子宮内膜癌，肺腺癌の臨

床的検討で報告された結果と一致する4，9-11) また，

メラノーマやグリオーマにおいても TAMとMVD

が正の相関を示すことも報告されている12，13)

癌細胞の血管新生については，腫蕩産生血管新生促

進因子と TAM産生血管新生促進因子が推定されて

いる.前者については各種のものが報告されている.

この前者については腎細胞癌においても各因子が報告

されている14、16)

一方 TAM産生血管新生促進因子では一般に

VEGF， b-FGF， tumor necrosis factor-α， thymidine 

phosphorylaseが認められている4，17-19) しかし腎細

胞癌においては TAM産生血管新生促進因子の解析

はなされていない また，腎細胞癌における TAM

と生存率との解析は今回の検討が始めてである.

今回の検討では， TAMとMVDの間に正の相闘

を認めたが，その相関係数は0.65であり，腎細胞癌に

おける血管新生促進に関しては，腫蕩産生血管新生促

進因子と TAM産生血管新生促進因子の両方がいず

れも関与している可能性が示唆された.

TAMの腫蕩内遊走の機序は未だ不明なことが多し通

が，腫蕩内マクロファージや腫傷内の微小環境におけ

る低酸素刺激により産生が充進するとされる腫蕩細胞

産生性 VEGFが，マクロファージの遊走を促すと考

えられている 20) さらに腫傷内から放出される

monocyte chemotactic protein-l によって腫場内の

TAMのレベルが上昇することがラットの melanoma

modelで認められている21)

また interleukin-1O(IL-IO)はTAMの腫場内遊走

抑制因子と推定する報告も認められるが，腎細胞癌に

おける Onishiらの IL-IOが高頻度に癌細胞より産生

されているとの報告をあわせると， TAMの遊走に関

する機構の解析はさらに検討が必要であると考えられ

る22)

腎細胞癌は IFN，IL-2などの免疫機構を介した治

療法が推奨されているが，一般的に TAMは全身的

ならびに腫蕩局所の腫蕩免疫能を抑制すると推定され

ている.本検討において MVD低値群内の TAM高

値群が予後不良となる結果が認められたことは，腫傷

内に多数浸潤する TAMが血管新生促進以外の様々

な腫蕩を増悪させる機能を有していることを示唆する

ものと思われる.先の免疫抑制機構もその lつとなる

可能性も挙げられる.

既存の予後因子と TAMとの関係では， Ml群で

有意に TAMが高値であったが， MO群関内でも

TAM高値群が有意に予後不良であった点と，多変量

解析によって M criteriaとTAM数が独立した予後

因子として認められたことの両者から，単なる背景因

子のかたよりによって TAM高値群の生存期間が短

期であったものとは考え得ない.

Migitaらは胃癌におけるマクロファージの腫蕩内

と腫場一正常組織境界域での分布を調査し intesti-

nal typeとdiffusetypeとを比較し，予後良好と考え

られる typeでは TAMが腫蕩内に少なく腫蕩一正常

組織境界域に多く分布していたことを報告した3)

このことをふまえて，本検討においても腫蕩中央

域，腫蕩一正常組織境界域，腫蕩間質内小動脈周囲の

3領域におけるマクロファージの浸潤度をおのおのの

予後との関連において検討した.

腫蕩中央域と腫傷一正常組織境界域は正の相関を認

めるものの，腫蕩一正常組織境界域，腫蕩内小動脈周

囲のマクロファージは MVDとの相関も認めず，予

後に影響しなかったことは腫蕩一正常組織境界域，腫

蕩内小動脈周囲のマクロファージが血管新生能を発揮

できないでいる可能性が考えられる.また各々の部分

の予後との関連が異なっていることからも，各々の局

在におけるマクロファージの分化の方向が異なること

を示唆するものである可能性も考えられた.

樹状細胞は抗原特異的に Tcellを活性化し，免疫

応答を誘導する抗原提示細胞であり，免疫ネァトワー

クを統御する細胞として注目されている.

これまで S-100(+)細胞での免疫組織学的検討で，

腫蕩内に局在した樹状細胞の数の増加が直腸癌，肺

癌，食道癌，咽頭癌，子宮頚癌で，より良い予後と相

関すると報告されている 23叩) 本検討ではら100

(十)細胞数にて予後との関連を検討したが，全例の

検索において S-100(+)細胞数は予後に影響しな

かった.

Troyらは活性化樹状細胞のマーカーとされる

CMRF -44 ( + )， CD83 ( + )細胞と S-100(+)細胞

との強い相関を認めると報告している6) しかしな

がら 8例の腎細胞癌より単離した DC類禄細胞の

CMRF-44(+)細胞の頻度は低値であるとし， DCの

minimal recruitmenと腫蕩内における DCの inacti-

vationが存在していることを示唆した.また VEGF

や IL-1OがDCの活性化に negativeな作用をしてい

る可能性が報告されており， DCが腫蕩内の微小環境

の影響を受けていると考えられる28，29) 本検討にお

けるら100(+)細胞の腫蕩内浸潤は，無転移例と有

転移例の聞で，その数に有意な差を認めないにもかか

わらず，有転移例内における S-100(+)細胞高値群

が予後良好因子である可能性が示唆されており，他の

癌種と同様に腎細胞癌においても S-100(+)細胞が
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腫蕩抗原提示を介した特異的腫蕩免疫に関与している

可能性も推測される. しかしながら本検討の無転移例

においては予後との関連を認めなかったことや，有転

移例が19例と少数であることから，腎細胞癌腫蕩内樹

状細胞の意義についてはさらなる検討が必要である.

以上の結果は，臨床例における腎細胞癌組織内の浸

潤性単球系細胞の様態と腫蕩増殖に関与する機能が複

雑なメカニズムを有していることを示唆している.今

後の治療法の向上を目指すにあたっては，これら腫蕩

内単球系細胞の制御が重要なものとなることが考えら

れた.

最後に，本検討を行うにあたり御指導いただいた，岡田耕

市教授ならびに加藤幹雄助教授に深謝します.
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