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膀胱癌組織 におけ るp53,Ki-67抗 原 の免 疫組織 学的検 討
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   We examined the relationship between the expression of mutant p53 and Ki-67 antigens in urinary 
bladder transitional cell carcinoma and the pathological and clinical findings. Tissues were obtained 
from 28 patients with bladder carcinoma who underwent total or partial cystectomy. An ABC 
immunostaining method and two primary antibodies (DO-7 and MIB-1 antibodies) were used. The 

percentages of p53 and Ki-67 antigen-positive cells to the total number of cells were regarded as the p53 
and Ki-67 labeling indices (LI) respectively. There were no statistically significant correlations 
between p53 LI and the histological grade or stage, although p53 LI increased slightly in the high grade 
and high stage group. There was a statistically significant correlation between Ki-67 LI and the 
histological grade and stage (p<0.05). The correlation between p.53 LI and Ki-67 LI was linear. 
Some cases had a p53 LI below the mean even though the Ki-67 LI was higher. 

   The clinical course was characteristic of superficial bladder carcinoma initially, but progressed to 
invasive bladder carcinoma over the next several years. These results suggest that even cases initially 
diagnosed as superficial bladder carcinoma with a low p53 LI may progress to invasive bladder 
carcinoma in subsequent years. Therefore, it is important that the patient be followed-up. 

                                            (Acta Urol. Jpn. 45: 453-456, 1999) 
Key words : Bladder carcinoma, p53, Ki-67 antigen

緒 言

膀胱癌の病理組織診断に客観的な評価 を加 え,さ ら

に補助診断の1つ として,最 近遺伝子発現異常や核内

増殖関連蛋白を免疫組織学的に検索することが行われ

ている.p53蛋 白は細胞核内に存在 し,種 々の癌 にお

いて変異,欠 失が報告 されている癌抑制遺伝子であ

るDKi-67抗 原は核内増殖関連蛋白で,増 殖期細胞

の核 を認識し,他 の種々の癌の悪性度の指標にされて

お り2),パ ラフィン包埋切片でも優れた再現性を有す

るとされている.今 回,膀 胱癌組織における両者の発

現性 を免疫組織学的に検索 し,臨 床病理学的項 目およ

び臨床経過 との関連性について検討 してみた.

対 象

1990年 から1996年 までの間に当科において膀胱全摘

除術および膀胱壁部分切除術を行った28例が対象で,

内訳は男性20例,女 性8例 である.年 齢は50歳 から86

歳,平 均年齢64歳 であった.組 織学的分類は膀胱癌取

り扱 い規 約 に準 じた3)組 織 型 は全例 が移 行 上皮癌

で,組 織学的異形 度 はgradelが2例,grade2が10

例,grade3が16例 で あ った.組 織学 的深 達度 はpTl

が3例,pT2が9例,pT3が16例 で あ った.リ ンパ

管お よび壁 内静脈侵 襲 において,pL(一),pV(一)

を脈管侵 襲 な しと しpL,pVい ず れ か(+)を 脈 管

侵襲 有 りとした.そ の結果 脈管侵襲 な しが7例,脈 管

侵襲 有 りが21例 であ った.

手 術施行 までの臨床 経過 の違 いにおいて2群 に分類

で きた.す なわち,初 発時表在性 の腫瘍 と診 断 され再

発 を繰 り返 したの ち浸潤性 とな り膀胱 全摘術 を施行 し

た5例 と,初 発時浸潤性 で直ち に摘 除術 を施 行 した23

例 に分 けてそれぞれ検討 した.

方 法

免 疫組 織学 的 染色 方法 はavidin-biotin-peroxidase

complex法 を用 いて 行 った.ホ ルマ リン固定後,パ

ラフ ィン包埋 した標 本か ら薄切 切片 を作 成 し,脱 パ ラ

後,ク エ ン酸Bufferに て 加熱処 理 し抗 原の賦活 化 を
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行 った.O.3%H202加95%メ タ ノールで30分 間反応

させ,内 因性 ペル オキ シダーゼ を除去 し,一 次抗体 と

してp53(Do-7,DAKo社),Ki-67(MIB-1抗 体,

DAKO社)を100倍 希 釈 し,ビ オチ ン化マ ウスIg-G

を二 次抗 体 と し反 応,洗 浄後avidin-biotin-peroxid-

asecomplexと 室 温 で反応 させ た.続 い てdiamino-

benzidine-tetra-hydrochloridc(DAB)に て発色 させ,

メチル グリー ンにて核 染色 を行 った.こ の染色標本 を

検鏡,800--1,000個 の腫瘍細胞 か ら陽性細胞 をカウン

トし陽性 率 をlabelingindex(H)と して算出 した.

統 計 学 的 手 法 にお いて は,群 間 の有 意差 にMann-

WhitneyのU-testを 用 い,Hの 相 関性 の検 定 に は

Spearmanの 順 位相関係数 による検定法 を用いた.

Table2.Ki-671abelingindexaccordingtothe

histologicalgradeandpathological

stage

Cases LIrange(median)

結 果

Grade

Stage

Gl

G2

G3

pTl

pT2

pT3

2

10

16

3

9

16

4-21(15)

2-29(18)

O-51(21)

4-26(21)

2-51(8)

0-46(29)

p53お よ びKi-67の 陽 性反応 は核 内 に限局 し,陽

性細胞の核 は褐色 に染色 され陰性細胞 との鑑別 は容易

であ った,各 症例 の染色例 をFig.1に 示 した.

1.p53染 色 結果

p53のLIはO・-71%(中 央 値19%)でgrade,

stage別 にお けるHの 結果 をTableIに 示 した.両

者 ともgrade,stageが 進 む につ れHが 上 昇す る傾

向 はみ られたが統 計学 的に有意差 は認、め なか った.脈

管侵襲の有無 において も同様 の傾向 をみせたが有意差

は認めなか った.
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G2vs.G3p<0.05,pT2vs.pT3p<O.05.

2.Ki-67染 色 結果

Ki-67のLIはO・-51%(中 央 値23%)で,grade,

stage別 に お け るLIの 結 果 をTable2に 示 した.

Gradeが 進 む につれHは 上昇傾 向 を示 しgrade2,

3間 で 統 計学 的有 意差(p<0.05)を 認 め た。 深達 度

にお いて はpTlが 中 央値が高 い傾 向 を示 した.統 計

学 的有意差 において はpT2,pT3間 で 認 め られ(p<

0.05),脈 管 侵 襲 の有 蕪 で は,侵 襲 な しで2～27%

(中央値10%),侵 襲 有 りでO--51%(中 央 値27%)と

上 昇傾 向が み られたが統 計学 的有 意差 は認 め なか っ

た.

3.臨 床 経過 による染色結果

初発時表在性で最終的 に浸潤性 となった5例 と初発

時よ り浸潤性で あった23例 のHの 結 果 をTable3に

示 した.p53のLIに お いて両者 の間で統計学 的有意

差(p〈o.05)を 認 め,Ki-67も 同様 に調べ る と両 者

の値 はほぼ変 わ らず有意差 は認 めなかった.

4.LIの 相 関性 について

p53,Ki-67のLIの 相 関性 をFig.2に 示 した。両

Table3.p53andKi-671abelingindices

accordingtothedifferenceofclinical

course

が ㊧

♂ 倒:;蔑 ♂

Ri.67

SuperficialtypeInvasivetypepvalue

p53LI

Ki-67LI

2-18(7)

0-37(29)

0-71(28)

2-51(21)
p<O.05

NS

Positiveimmunoreactivityf()rp53and

Ki-670fbladdercarcinoma.Both

nucleiarestronglystained.

Tablel.p531abelingindexaccordingtothe

histologicalgradeandpathological

stage

Llrange(median)

range(median)

(%)
60

Cascs

40

LlofKi-67

20

Grade

Stage

Gl

G2

G3

pTl

pT2

pT3

2
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16

3

9

16

negative

3-53(15)

2-71(39)

0-18(6)

4-63(22)

2-71(25.5)
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者の間で相関性があることが認められ,臨 床経過で分

類 した初発時表在性で浸潤性に移行 した5症 例(ク

ローズサークル)を 除外すれば相関係数は0.724と な

りさらに強い相関性があることが認められた.

考 察

膀 胱癌 の発生 や進展 にはp53遺 伝 子 の関与が 指摘

されてお り4),泌 尿 器科領域 で は膀胱癌 の他,前 立腺

癌で も関与 が指摘 され5'6),腎 癌,精 巣 腫瘍で はp53

遺伝 子異常の頻度は非常 に低 い とされている7)

特 に膀胱ではp53の 変 異 はhigh-grade,high-stage

の 腫 瘍 に多 く認 め られ る との報 告が 多 く,CISと の

関与 も指摘 されてい る8)

Ki-67抗 原 は核 内増殖 関連蛋 白で あ り9),現 在bro-

modeoxyuridine(BrdU)10),proliferatingcellnuc-

learantigen(PCNA)ID,argyrophilicnucleolar

organizerregion(AgNOR)12)な ど と比較 し,MIB-1

抗 体 はパ ラフィン包埋切 片で優 れた再現性が あ り,煩

雑 な手技 を必要 とせず腫瘍細胞 の増殖能 を検定で きる

ため13)今 回Ki-67を 使用 した.

膀 胱全摘術 の適応は浸潤性膀胱癌であ ることは言 う

まで もないが,さ まざまな臨床病理学的 因子があ り,

また異な った臨床経過 を経 て手術 に至 ることがあ る.

今 回,浸 潤性膀胱 癌 の診断 を得 た28例 のp53,Ki-67

との 関連性 を①p53と 病 理学的因子 の関係,②Ki-67

抗 原 と病 理学 的 因子 の 関係,③ 両 者のLIの 相 関性

およびp53,Ki-67抗 原 と臨床経過 との関係 につ いて

以下 の検討 を行 った.

①p53に お け る膀胱癌 と異形度 との関係 はgrade

が 高 くなるほどLIは 高い値 を示すが有意差 は認 めな

か った.深 達度,脈 管侵襲 の有無 において も病期が進

むにつれLIが 高 くなる一定の傾向が見 られ たが有意

差 はなか った.今 回p53の 陽 性 反応 の判定 に はKi-

67と 同 様 にLIを 採 用 した.諸 家 によ ると20%以 上

陽性 細胞 所見が 見 られれ ば陽性 と判 定 した り14・15),

陽 性 細 胞 が 一部 にで も見 られ れ ば陽 性 と判 定 した

り16)と 判 定 法 の一致 をみて い ない.こ の こ と もGl

症 例 の少 なか ったこ となどのほか,有 意差の見 られ な

かった要 因か と考 えられた.

②Ki-67に て いてはgradc2,3間 で 有意差 を認

め,増 殖能細胞の増加の可能性 を考慮すれば細胞異形

度 と相関す ることは矛盾 しない と思われた.ま た深達

度 にお いてはpT2,pT3問 において有意差 を認 めた.

脈 管侵襲の有無 において も侵 襲有 りのLIが 高い傾向

を見せ たが有 意差 と しては認めなか った.以 上 よ り臨

床病理学 的 因子 との関連性 は,今 回の検討 でp53に

お いては病期 の進展 とともにLIの 上昇 を認 め,一 定

の傾 向は見せ る も統計学 的有意差 は認めず,Ki-67の

LIは 細 胞 異形度,深 達度 におい て相 関 し,悪 性度 の

指標として有用で諸家の報告とほぼ同様の結果であっ

た17・18)

③ 臨床経過においては,5例 は初発時表在性で最

終的に浸潤性 とな り手術 を施行,23例 は初発時すでに

浸潤性であ りただちに手術 を施行 した経過をたどって

いる.前 者における5例 中4例 のp53のHは23例 に

比べ一様に低 く,Ki-67に おいては両者 ともほぼ同様

の増殖能を示 した.両 者の悪性度は最終的に同様であ

るがp53の 発現性の違いについては,今 回の検討で

は臨床経過の相違のみで有意差があった.す なわち,

5例 の浸潤癌にいたる平均経過年数は6.6年 と長期に

わたってお り,そ の閲に再発を繰 り返 し進展 していっ

たものと思われる.長 い経過の間にこれ らの症例は全

摘にいたるまで,全 例にMVAC療 法 を行 っている.

p53の 抗癌剤感受性の関連については十分な検討はな

されていないが,朝 田らによればMVAC療 法前の

原発巣に存在したp53の 染色性が剖検組織で消失 し,

MVACに よりp53陽 性細胞の死滅,p53陰 性細胞の

残存等の可能性 も指摘 されてお り19),こ れらの因子

との関連 によ り発現性が低下 した可能性 も考 えられ

る.今 回の検討では,p53が この5症 例の経過におい

て癌化のどの段階で関わっていたのかは不明だがこれ

らの症例においてはinitiationの みに関わりprogres-

sionに は関連がなかったことは予想 される.し か し,

症例数 も少なくさらに症例 を増や し検討する必要 もあ

ると思われた.し か し今回の結果からたとえ表在性で

あってもp53とKi-67の 間に相関の見 られない症例

については術後 も注意深い観察が必要であることが示

唆された.

結 語

L膀 胱 癌 組織28例 を用 いて,p53,Ki-67の 発 現

性 をモ ノクローナル抗体 を用いて免疫組織 染色 を行い

検討 した.

2,Ki-67のLIは 組 織学 的異形 度,深 達度 と相 関

した.

3.p53,Ki-67のLIに 相 関性 を認 めた.し か し,

初 発表在性で再発 を繰 り返 し,浸 潤性に移行 した症例

の なかに両者 のLIに 相関性 を認 めない症例 があ り浸

潤癌 に至 るp53の 関 与 に多様 性 があ るこ とが示唆 さ

れた.

本論文の要旨は,第6回 泌尿器科細胞解析研究会,第62回

日本泌尿器科学会東部総会において発表 した.
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