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膀胱移行上皮癌におけるPCNA/cyclin,P53,C-erbB-2の

発 現 と組織学的悪性度 に関す る検討
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      CARCINOMA OF URINARY BLADDER
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   It is important to know the proliferating ability and the malignant potential of tumor tissues. 
We have examined the expression of PCNA/cyclin, p53 and C-erbB-2 in transitional cell carcinoma 
of the human urinary bladder by an  immunohistochemical method, and compared the results with 
the histological grade, stage and survival rate. Immunohistochemical studies, using monoclonal and 

polyclonal antibodies, on these proteins were performed with formaline fixed-paraffin sections of 
tumor tissue from 40 patients with bladder cancer. 

   Generally, a higher grade and higher stage tumors expressed PCNA/cyclin, p53 and C-erbB-2 
with a greater frequency  than the tumors with a lower grade and lower stage and strongly stained 
cases had a lower survival rate than weakly stained cases. These findings suggest that the detection 
of each antigen is useful for estimating the malignant potential of transitional cell carcinoma as 
the adjuvant  studtg'because of its applicability to paraffin-embedded tissue sections and its simple, 
rapid technique. 

                                                (Acta Urol. Jpn. 41: 253-258, 1995)
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緒 言

近年,免 疫組織化学的染色法の手技の発達により,

数多くの癌遺伝子関連物質が発見されてお り,腫 瘍の

悪性度やmalignantpotentialお よ び予後との相関

について報告がなされている.し かしながら,ほ とん

どの癌遺伝子関連物質は検出に新鮮凍結標本を必要と

し,臨 床検査として応用するには困難があるばか りで

なく,retrospectiveな 検討は不可能である.そ こで

われわれはホルマ リン固定パラフィソ包埋標本か らも

抗原の検出が可能とされるPCNA/cyclinお よびp-

53,C-erbB-2の 各抗体 を用いて,ホ ルマリン固定パ

ラフィン包埋された膀胱移行上皮癌組織における各抗

体の発現 と悪性度(grade)・ 深達度(stage)・ 生存率

とを比較し,そ れぞれの抗体の臨床的有用性について

検討を行った.

対 象 と 方 法

1対 象

膀胱移行上皮癌40例(gradcはGl;13例,G2;

13例,G3;14例.stageはpTI以 下;21例,pT2

以上;19例)と コソトロール群として正常膀胱移行上

皮15例 を対象とした.膀 胱移行上皮癌40例 の年齢は30

～82歳(平 均6L7±14 .5歳)で,性 別は男性;33例,

女性7例 であった.治 療法はGlお よびG2症 例 で

は全例でTUR-Btが 施行され,G3症 例では全例で

根治的膀胱全摘出術が施行された.検 体の抽出にあた

っては初発症例で,検 体採取前に化学療法や放射線療
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法 な どを 受 け て お ら ず,病 理 組織 学 的 検 討(hema-

toxylin-eosin染 色)で 扁 平 上 皮化 生 な ど他 の組 織 型

は混 在 しな い症 例 を選 択 した.ま た,対 象 と した 組 織

標 本 は ホ ル マ リン固 定 条 件 を一 定 化 す る た め,術 前 の

膀 胱 鏡 下 腫 瘍 生 検 組 織 を 使 用 した.な お,grade・

stageは 膀胱 癌 取 扱 い 規 約1)に 基 づ い て判 定 した.

]。 免 疫 組織 化学 染 色

10%非 緩 衝 ホ ル マ リン固定 パ ラ フ ィ ン切片 を 用 い 切

片 を 型 の ご と く脱 パ ラ フ ィ ン し,0.3%H202加 メタ

ノー ル溶 液 に て 内因 性 ペ ル オキ シ ダー ゼ を除 去 した.

つい で 二 次 抗体 と同 種非 免疫 血 清 を 用 い非 特 異 反 応 を

プ ロ ノ ク した.一 次 抗体 に は 抗PCNA/cyclinマ ウ

ス モ ノ ク ロナ ー ル 抗 体(NOVOCASTRA社 製;

PCIO;200倍 希釈 ・4℃ ・18時 間),抗p53ウ サ ギ ポ

リク ロナ ール 抗体(NOVOCASTRA社 製;CMI;

10,000倍 希 釈 ・4℃ ・18時 間),抗C-erbB-2ウ サギ

ポ リ クロナ ー ル抗 体(DAKO社 製;A485;200倍 希

釈 ・4℃ ・18時 間)を 用 い,PCNA/cyclin,p53は 酵

素 抗 体 法(labelledstreptavidin-biotin法;LSAB

法),C-erbB-2は 間接 法 にて 検 出 した.な お,発 色 は

3,3'-diaminobenzidine,tetra-hydrochloride(DAB

基 質 液)を 用 い,核 染 色 は2.5%メ チ ル グ リー ンに て

行 った.

判 定 方 法 は,PCNA/cyclinとp53の1abelling

index(LI;%)で は,ま ず 光 学顕 微 鏡 弱 拡 大(100

倍)に て標 本 全 体 を 観察 し,染 色 性 が最 も平 均 的 な視

野 を 選 択 して,強 拡 大(400倍)に て 約1,000個 の細 胞

を 対 象 に算 出 した.C-erbB-2染 色 で は細 胞 膜 周 囲 が

明 らか に染 色 され る ものを 陽 性 と判 定 した.

皿.検 討 方 法

全症 例 に おけ る各 抗体 の発 現(PcNA/cyclin,p53

はLI,C・erbB-2は 陽 性 検体 数)とgrade・stage。

生存 率 との関 係 に つ い て検 討 を 行 った.ま た,各 抗 体
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Fig・1・Transitionalcellcarcinomaofthe

bladder(grade3,pT3)inwhichmany

ofthenucleiarepositiveforPCNAl

cyclinstaining(×200).

間 の 相関 性 に つ い て も検 討 を行 った.な お,有 意 差 検

定 に はChi-squaretest,Wilcoxontest・Kruskal-

Wallistest,Studentt-testを 用 い,5%の 棄 却 率

を も って有 意 差 と した.
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pT1,x200)・B:Thetumorcellsshow

strongstainingfortheC-erlこ:⊃-2(grade
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吉川,ほ か:膀 胱移行上皮癌 ・免疫組織化学

果

1.PCNA/cyclin染 色

PCNA/cyclin染 色 は 細 胞 核 内 に 限 局 し て お り

(Fig.1),膀 胱 移 行 上 皮 癌40例 全例(Ioo%)で 陽性 細

胞 が 検 出 さ れ,全 体 のLIの 平 均 は40.5±4.7%

(mean±SD)で あ った.正 常 膀 胱 移 行 上皮 で は15例

中4例(26.7%)に 陽 性 細 胞 が 検 出 さ れ,陽 性 群 の

LIの 平 均 は2.5±4.4%で あ り,移 行 上 皮 癌 群 に 比 し

て 明 らか に低 値 で あ った(p<0,01).

皿.p53染 色

p53染 色 も同様 に 細 胞 核 内 に 限 局 し(Fig.2),膀

胱 移行 上 皮 癌40例 中29例(72,5%)で 陽 性細 胞 が 検 出

さ れ,40例 のLIの 平 均 は27.4±5.3%(mean±

SD)で あ った.正 常膀 胱 移 行 上 皮 で は15例 全 例 が 染

色 は陰 性 で あ った.

皿.C-erbB-2染 色

C-erbB-2染 色 で は細 胞 膜 周 囲 が 染 色 され(F{9.3)

移 行上 皮 癌40例 中11例(27.5%)で 陽 性細 胞 が検 出 さ

れ た.正 常移 行 上 皮 で はp53染 色 と 同様 に15例 全 例

が 染色 は 陰性 で あ った.

】V.各 抗体 間 で の相 関 性 の検 討

PCNA/cyclinとp53で のLIの 相 関 性 をstu-

dentT・testに て検 定 した が,両 抗体 間 で の染 色 性 に

は 相関 性 は認 め られ なか った.ま た,PCNA/cyclin

のLIはC-erbB-2陽 性 群 では45.8±9.0%で,陰 性

群 では38,5±5.5%(WilcoxontextlN.S.)で あ り,

p53のLIは 陽 性 群 で は31.5±9,3%で,陰 性 群 で は

25.8±6.4%CWilcoxontest;N.S.)で あ り,PCNA/

cyclin,p53,C-erbB-2の 三 者 で の 発 現 の 間 には 相 関

性 は認 め られ なか った.

Table1.

<Grade>
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Labellingindexvaluesfor

PCNA!cyclinsta五ning

GradeNumberLabeningindex(%)

13

13

14

15.4」=4.4

40.8±6.2

63.6±7.3

V.各 抗体 の発 現 と組織 学 的悪 性 度 ・進達 度 との関 係

Gradeお よ びstageとPCNA/cyclinの 発 現

(Tablel)と の関 係 で は,両 者 と も相 関 が認 め られ,

GradeやStageの 高 い 組織 ほ どLIは 高 値 を示 して

いた(p<O.Ol).同 様 に,p53の 発 現(Table2)と

の関 係 で も,gradeやstageの 高 い 組 織 ほ どLIは

増 加 を 認 め た(0.02<p<0.05),C-erbB-2の 発 現

(Table3)で もgradeやstageの 高 い 組織 ほ ど陽

性 とな る割 合 が増 加 して い た(p<O.Ol).

M.各 抗 体 の発 現 と生 存 率(予 後)と の 関係

PCNA/cyclinの 染 色性 が 予 後 と関 係す るか を 検 討

す る方 法 の一 つ と してPCNA/cyclin染 色 のLIが 平

均 値(40.5%)以 上 をA群(18例),平 均値 未 満 をB

群(22例)と し,A群 とB群 で の生 存 率 をKaplan一

Table2.

<Gradc>

Labellingindex

P53stain董ng

valuesfor

GradeNumber Labellingindex(%)

Gl

G2

G3

13

13

14

9.8±4.4

18.4士5.2

52,0士1LO

(mean±SD)

Kruskal-Wallistest;0.02<p<0.05

<Stagc>

Stage NumberLabellingindex(%)

pT1≧

pT2≦

21

19

13.7±3.8

42.5±9.2

(mcan±SD)

Wi量coxontest;O.02<p<0.05

Table3.RelationshipbetwcenpathQlogical

findingandC-erbB-2staining

<Grade>

Gl

G2

G3

(mean±SD)

Kruskal-WalliStest;P〈0・Ol

C-erbB-2stainingG
rade(+)( 一) Positiverate(%)

Gl

G2

G3

0

2

9

13

11

5

0%

15.4%

64.3%

Total 11 29 27.5%

Ch卜Squaretest;p<0.01

<Stage>
<Stage>

Stage NumberLabellingindex(%)
Stage

C-erbB-2staining

(+)(一)

Positiverate(%)

pTl≧

pT2≦

21

19

24.1=ヒ4.7

58.6士6.2

pTl≧

pT2≦

1

10

20

9

4.8%

52.6%

(mean±SD)

Wilcoxontest;P<0・Ol

Tota且 11 29 27.5%

Chi-Squaretest;p〈0.Ol
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Meier法 に て 比 較 検討 した(Fig.4).50カ 月 後 の 生

存 率 はA群 で44.4%,B群 で72.7%で あ り,PCNA/

cyclin染 色 陽 性 率 の 高 い群 で 生存 率 は低 下 を 認 め た

(O.{)2<p<0.05).

P53染 色 も同様 にLIが 平 均 値(27.4%)以 上 を

A群(14例),平 均 値 未 満 をB群(26例)と し,A群

とB群 で の生 存 率 を 比 較 的検 討 した(F三g・5),50ヵ 月

後 の生存 率はA群 で35.7%,B群 で69.2%で あ り,

p53染 色 陽 性 率 の 高 い 群 で 生 存 率 は 低 下 を 認 め た

(().02<pく0.05)。

C-erbB-2染 色 陽 性群(11例)と 陰性 群(29例)で

の生 存 率 を 比 較(Fig.6)す る と,50ヵ 月 後 の 生存 率

は 陽性 群27.3%,陰 性 群69.0%で あ り,C-erbB-2染

色 陽性 群 で 生存 率 は低 下 を 認 め た(p<0.Ol).

Stageが 予 後 と密接 に関 与 す る こ と も考慮 し,pTl

≧ 群(21例;生 存 率90。5%)とpT2≦ 群(19例;生

存 率26.3%)(PくO.Ol)に 分 け て50カ 月後 の生 存 率 を

検 討す る と,PCNAlcyclin染 色 にお い てpTI≧ 群 で

は平 均 値(24.1%)以 上 群(ll例)で90.9%,平 均値

未 満 群(10例)で90.0%で あ り,pT2≦ 群 では 平 均

値(58.6%)以 上群(10例)で2α0%,平 均 値 未 満 群

(9例)で33.3%で あ り,明 らか な差 は 認 め られ な か

った.P53染 色 にお い て はpT1≧ 群 で は 平均 値(i3.7

%)以 上 群(8例)で87.5%,平 均 値 未 満 群(13例)

で92,3%で あ り,pT2≦ 群 で は平 均 値(42.5%)以

上 群(9例)で33.3%,平 均 値 未 満 群(10例)で20.0

%で,有 意 差 は 認 め な か っ た.C-erbB-2染 色 に お い

て はpTl≧ 群 では 陽 性群(1例)でIOO%,陰 性群(20

例)で90.O%,pT2≦ 群 で は 陽 性 群(10例)で30,0

%,陰 性 群(9例)で22.2%で あ り,有 意 差 は認 め な

か った.

考 察

膀胱移行上皮癌の予後決定因子に関しては数多くの

報告があるが,い まだにgradeやstageを 上回る因

子は指摘されていない.し か しながら,そ の中では補

助的な手段として最近免疫組織化学的染色法が注目さ

れてお り,細 胞構成要素や細胞間隙物質などを同定す

ることで,悪 性度やmalignantpotential,さ らに予

後の判定に利用されてきている.

現在,膀 胱移行上皮癌のgradeと 相関するといわ

れている癌遺伝子関連物質としてEGFR,C-erbB-2,

p53,ras,c-mycな どが,ま た細胞増殖因子 と して

Ki・67,PCNA/cyclin,BrdU,AgNORな ど が報

告2)さ れている.し かし,そ のほとんどは検出のため

には新鮮凍結標本が必要であ り,臨 床応用する上での
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障害となっている.最 近では,PCNA/cyc1量nお よび

p53,C-erbB-2は パ ラフィン包埋標本からもその検出

が可能となってきているので,膀 胱癌での臨床応用の

可能性を検討する目的で,各 抗体を用いて膀胱移行上

皮癌を染色 し,gradeとstageお よび生存率との関

係を比較検討した.

Proliferatingcellnuclearantigen(PCNA)は

1978年 にMiyachiら3)に よ りはじめて報告 され,

DNApolimerase一 δの補助蛋白質で4)分 子量36kd

の酸性核蛋白であること5)も 明らかにされており,最

近ではPCNA/cyclinと 称 するのが一般的である.

Gl後 期からS期 にかけて合成 され,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5)が,鈴 木ら7)は陽性細胞のDNA

ploidyマ ッピソグの結果か ら,PCNAの 発現そのも

のは増殖細胞の大半をマークしていると述べている.

あ くまでも増殖因子であることから,正 常膀胱移行上

皮でも染色陽性細胞は認め られ る.和 田ら8),古 川

ら9)も膀胱移行上皮癌での免疫染色を施行してgrade

・stageと の比較検討を行っているが,今 回われわれ

もほぼ同様の結果をえている.

p53癌 抑制遺伝子は染色体17pに 位置 してお り,

核内に存在し細胞増殖を制御している分子量53kdの

蛋白質をコードしているlo)一 対 の相同染色体上での

一方の遣伝子の欠失とともに,残 存する対立遺伝子の

点突然変異が起こり変異型p53の 出現が生じる.こ の

変異型p53が 癌抑制 として作用している正常型p53

遺伝子を不活化させることにより,発 癌が生じるとい

われているlD,膀 胱腫瘍 におけるp53の 発現 につい

ての報告は数少 なく,そ のほとんどがDNAの 解析

を用いた点突然変異 とgrade・stageと の 相関を報

告している12・13).ホルマリン固定パラフィソ包埋標本

を用いた免疫組織化学的な検討は,わ れわれが調べえ

たかぎりでは消化器癌において散見される14)のみで,

膀胱癌での報告は認められなかった.今 回の免疫組織

化学的手法による検討 においてもgrade・stage・ 生

存率との相関がえられたことから,膀 胱癌においても

検討が可能であると思われた.

C-erbB-2遺 伝子はラ■vト神経芽細胞腫の癌遺伝子

neuに 対するprotooncogeneで,そ の遺伝子産物は

分子量185,000の 糠 蛋白であ り15),顎下腺癌組織での

増幅16)が報告されて以来,各 種腺癌組織での増幅が報

告されている.膀 胱癌ではCoombsら 夏7)が本遺伝子

の増幅と腫瘍悪性度や再発率との間に相関があること

を報告 し,さ らに遺伝子産物の発現尤進は遺伝子増殖

に先行 して認められたことから,免 疫組織化学的検索
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の臨床的有用性を示唆している.木 村ら18)は移行上皮

癌の新鮮凍結切片37例 を用いC-erbB-2の 発現を検討

し,G2で50%,G3で71%の 症 例に発現が認められ,

G3の 方がG2よ りも発現頻度が高く,浸 潤度の高い

ものや膀胱癌では再発例に発現が多くみられたと報告

している.ホ ルマリン固定パラフィソ包埋切片を用い

た今回の検討でも木村 らの報告と同様の結論であった

ことか ら,ホ ルマ リソ固定パラフィソ包埋標本を用い

ても同様な検討が可能であることが示唆された.

膀胱移行上皮癌でのホルマ リン固定パラフィン包埋

切片を用いたgradeと 癌遺伝子関連物質との免疫組

織化学的な比較検討はまだ少なく,PCNA/cyclinに

おいて最近数編の論文が散見されるのみ で,p53や

C-erbB-2に つ いてはいまだに稀少である.

通常のホルマリン固定パラフィン包埋標本を用いた

今回の検討でも各抗体の陽性率はgradeやstageお

よび生存率とも相関を認めている.し か しながら,生

存率ではstage群 別 に分 けて さらに検討を行ったと

ころ,染 色性による差は認められなかった.生 存曲線

の比較は単 にstageと の比較をしているにすぎない

可能性があるが,そ れだけStageと 密接に相関して

いることを考え るな らば,免 疫組織化学的手法 によ

り迅速かつ簡便に測定できることからも,PCNA/cy-

clin,p53,C-erbB-2の 染色は膀胱癌の生物学的悪性

度を示す新 しい補助的な指標として期待できるものと

思われた,

稿を終えるにあたり,研 究に御協力いただいた昭和大学藤

が丘病院組織化学研究室の鈴木孝夫,岸 本浩次,家 泉桂一の

諸氏に深く感謝いたします.な お,本 論文の要旨は第30回日

本癌治療学会総会において発表した.
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