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表在性勝駅癌におけるMalignantpotentialの指標 としての

ABH-isoantigen

- PCNA,C-erbB-2との関連について-

岡山大学医学部泌尿器科学教室 (主任 大森弘之教授)

郭 春 鋼

ISOANTIGENABHINBLADDERTUMORSASAN

INDICATOROFMALIGNANTPOTENTIAL
- A COMBINED STUDY WITH PCNA AND c-erbB-2-

SHUNKO KAKU

DepartmentofUrology(Director:ProfH Ohmori),
OkayamaUniversityMedicalSchoo一,Okayama,Japan

ltisclinicaHyimportanttopredicttheclinicalcourseofsuperficialbladdercanceratthetimeofinitial

diagnosis.Weanalyzedtheclinicalcourseof62Casesofsuperficialbladdercancer,asregardsrecur-

rence,increaseinstageandcancerdeathbasedontheimmunOhistochemicaldetectioll0fbloodgroup

isoantigen(BGA),proliferatingcellnuclearantigen(PCNA)andc-erbB-2.

Among10caseswithincreaseinstage,9cases(90%)wereBGA-negative.Moreover,al一3Cases

resu一tingincancerdeathwerealsoBGA-negativecases.DetectionofBGA canberegardedasa

potentialindicatoroftheprognosisofsuperficialbladdercancer(Prognosticmarker).

ThelabellingindexofPCNAwaswellcorrelatedwiththeclinicalgrade,andindicatedthepotencyof

theproliferation.Caseswithalowlabellingindex(lessthan30%)hadagoodclinicalcoursewithout

anyIncreaseinstage.

TherewasnoclearcorrelationbetweeIIC-erbB-2positivityandprognosis.

AcombinationofBGAandPCNAwaseffectiveforthedifferentiationbetweenthosecaseswhichwere

inthelow-riskgroup(BGA-positiveandPCNA-一abellingindexoflessthan300/.)andthosecaseswhich

wereinthehigh-riskgroup(BGA-negativeandPCNA-labellingindexofmorethan30%.).

(NishinihonJ.UroI.56:251-257,1994)

keywords:bladdercancer,malignantpotential,BGA,PCNA,C-erbB-2

キーワー ド:磨脱癌,malignantpotential,血液型抗原,増殖性細胞核抗原,C-erbB-2

緒 昌

表在性勝脱癌は一般に60-80%が再発するが,その多

くは表在性再発のまま経過する｡しかしながら,10-20%

は再発時に浸潤癌に移行 し,不幸な転帰をとることがあ

り,初発時にその予後を予測することは臨床上重要であ

る｡予後予測の指標の-つとして血液型抗原 (ABH-

isoantigen,bloodgroupisoantigen,以下 BGAと略す)

が有用であることが報告されている1ト7)｡また,Gl後期

からS期にかけて合成されるDNA polymerase-∂補助

蛋 白で あ る増 殖性 細 胞 核 抗 原 (proliferating cell

nuclearantigen,以下 PCNAと略す)は細胞増殖の指

標 と考えられている8)｡一方,protooncogeneであるC-

erbB-2遺伝子は乳癌,胃癌,腎癌,卵巣痛などにおいて

増幅,過剰発現 し,予後因子としての意義が注目されて

いる9)10)o今回,BGA,PCNAおよびC-erbB-2蛋白の表

在性勝跳癌における局在を免疫組織学的に検討するとと

もに,予後 (stage-LIP,癌死)との関連について検討し

た｡
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対象および方法

1986年から1990年までの5年間に岡山大学泌尿器科

において表在性勝脱移行 ヒ皮癌 (Ta,T-) と診断され,

かつパラフィン包埋 された組織の入手が可能であった

62例を対象とした｡年齢は33歳から85歳までで,平均

64.8歳であった｡性別は男性 51例,女性 11例であり,

Table1 Patients'characteristics

No.olPis.

Age(years)
Sex: Female

11alc

BloodTさ,Pe: A
H

A13

0

Stage: Ta
Tl

Grade: (;1

C2

C3

RecuI-rent 0

timcs. 1-3

L1-12

62

33-85(nlean64.8)

11

5】

23

15

7

17

23

39

15

29

18

23

35

4

Follow upperiods(mos.) 1-71(mean37.8)

3% hydrogenperoxidase(10min)

l

Normalserum(15min)

l

PrimarymOnOClonalantibody

(40Covernight)

l

BiotinylaLedsecondaryantibody(60m舌n)

l

PeroxidaseconjugatedstT'ePLavidin(30m舌n)

｢

DAB(3.3diaminobenzidine)(5m舌n)

l

CounterstainingwithHemaLoxylin

Fig.1 Method(paraffinembeddedi)Issue)

血液型はA型が 23例,B型が 15例,0型が 17例,AB

型が 7例であった｡GradeはGlが 15例,G2が 29例,

G3が 18例であった｡なお,経過中に遠隔転移を認めた

か,T2以上の浸潤癌へ移行 した症例をstage-upと判定

した｡表在性勝脱稿 62例のうち,経過中,再発を認めた

症例は39例 (62.9%)で,stageupを認めた症例はtO

例 (16.1%)であった (Tab】el)0

染色方法であるが,ホルマリン固定 (24hrs以内)パラ

フィン包埋組織を3FLm に薄切 し,キシレン,エタノール

にて脱パラフィン後,LabelledStreptavidinBiotin法

にて,自動免疫染色装置 (Cadenza)を用いて染色 した｡

すなわち,燐酸緩衝生食液 (PBS)にて洗浄し, 3%過

酸化水素水で 10分間処理,組織内因性 peroxidaseを消

化 した｡次いで正常ヤギ血清(1:5希釈,DAKO社製)

にて 15分間処理し,backgroundstainingを除去 した｡

第 1次抗体である抗 A(1:100希釈),抗 B(1:20希

釈),抗 H(1:5希釈)マウス血清(DAKO),抗 PCNA

マウス血清 (1:20希釈,DAKO,PCIO),抗 C-erbB 2

マウス血清 (1:10希釈,TRITON,mAbl)を4oCで

OvernightL,自動免疫染色装置に装填 し,燐酸緩衝生

食液 (PBS)にて洗浄後,第 2次抗体であるビオチン標

識抗マウスイムノグロブリン･ヤギ抗体を30分間,per-

oxidaseconjugatedstreptavidinを30分間反応させ,

DAB(3,3-diaminobenzidine)にて5分間発色 した｡最後

に,hematoxylinにてcounterstainingを行った (ng.

1)0

なお,有意差検定にはt検定およびx2検定を用いた｡

結 果

1.BGA,PCNA,C-erbB-2の染色パターン

a)BGA

正常尿路｣二皮細胞,赤血球,血管内皮上皮が DAB H2

0 2反応物質により,一様に暗褐色に染色された｡腫癌細

胞は正常の尿路上皮細胞 と同様に染色されるものから全

く染色が消失しているものまであり,腫癌細胞の染色パ

Table2 SLainingpatternoftiGA.PCNAandcerbB2byLSAB

BCA:Positive:TypeI:Stal'nedhomogeneouslyandasintenselyasnormalurothelium,

Typelf:StainedhomogelleOuSlybutlessintenselythannormalurothelium

Type111a:Stainednonhomogeneouslywithnegativearea(tessthan50%)

Negative:Typemb･Stainednonhomogeneouslywithnegativearea(morethan500/.).

11),peIV:Stainednegatively＼vithnopositivearea.

PCNA.LabelingIndex(LH:

Thepercentageofpositivebum()I-Cellsamong500cclls (Fig.2)

cerbI32.Negative( ).stainednegativelyWithoutpositivearea.

Ⅰ'oslti､-e(+):stainedpositi＼′e)ywlthorwithoutnegativearea

表在性膜耽癌における血液型抗原,PCNA,C-erbB-2

ターンの判定 は那須 らの判定基準に従って分類 した

(Table2)4)｡BGAtypeI～HtaはBGA陽性群,BGA

Fig.2 PCNAispositiveinthenucleus.
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typeIIlb,lVはBCA陰性群 とした｡BGA陽性であった

症例は24例(38.7%)であり,陰性であった症例は38例

(61.3%)であった｡

b)PCNA

正常移行上皮細胞の核および腫癌細胞の核がDAB

H202反応物質によって,暗褐色に染色された (Fig.2)0

腫癌細胞 500個中の PCNA陽性細胞の割合をLabeling

index (LI)として算定 した｡正常移行上皮組織における

LIは5%以下で,腫癌組織におけるLIは全体で 21.6%

～91.5% (平均 60.1%)であった｡LIについては30%未

満のもの,30%以上～50%未満のもの,50%以上～70%

未満のもの,70%以上のものの4群に分けて検討した｡

C)C-erbB-2

腫癌細胞の細胞膜に存在 し,DAB-H202 反応物質に

よって,暗褐色に染色された｡腫癌細胞の染色性を認め

たものをPositiveとし,染色性を全 く認めなかったもの

をnegativeと判定 した (Fig.3)0 C-erbB 2が陽性で

あったのは12例 (19.40/.)であった｡

2.組織学的異型度との関係

BGA,C-erbB-2とGradeとの関係をFig.4,Table3

に示した｡BGAの消失はGlで 60.0%,G2で65.5%,

C3で 55.6%で,BCAの消失率は各 Grade間に統計学

的に有意の差は認められなかった｡C erbB 2について

はGl群の陽性率は13.3%, G2群の陽性率は20.7%,

C3群の陽性率は22.2%で,Glに比 しC2,C3で陽性率

の高い傾向を認めたが,有意ではなかった｡

PCNA とGradeとの関係をFig.5に示した｡Gl群の

LIは21.6%～80%で平均 46.2%,G2群の Llは22.6%

～91.5%で平均 60.3%,C3群 の LIは44.4%～89.7%

で平均 71.3%であり,C3の LIはGlのそれに比 し有意

に高かった (p<0.001)0

3.表在性膜耽腫痛の予後との関係

各マーカーの染色性 と予後 との関係をTable4に示し

た｡再発についてみると,BGA陽性群 24例では11例

(45.8%),BGA陰性群 38例では28例 (73.7%)に再発

を認めた｡Stage-upについてみると,BGA陽性群では

1例 (4.2%),BGA陰性群では9例 (23.70/o)にstage

Table3 CorrelationorBGA,andcerbB-2withgrade

BGA c-erbB-2

1-ma lilb～lV Negative Positive

5

9

8

1

2

'--

二

㌧:
∴

∩

∩

∩

1

2

3

G

G

G

6(40%) 9(600/.) 13(86_7%) 2(13.30/.)

10(34.5%) 19(65.5%) 23(79.3%) 6(20.7%)

8(44.4%) 10(55.60/.) 14(77.80/.) 4(22.2%)

24(38.7%) 38(61.3%) 50(80.6%) 10(19.4%)
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upを認 めた｡BGA陰性例 にお いて stage-up (p-0.

052),再発の症例 (p-0.0928)が多い傾向を認めた｡ さ

らに,癌死例 3例 はすべて BGA陰性例であった｡

また,PCNA については,LIが 30%未満の症例では

stageupあるいは病死例 は 1例 も認められなかった｡し
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かし,LIが 30%～50%の 10例では 3例が stage-upL,

1例が癌死 した｡50-70%の 26例では 5例が stage-up

L,1例が癌死 した｡70%以上の 20例では 2例がstage

upL1例が病死 した｡以上の結果については統計的に有

意差 は認められなかった｡

C-erbB-2については陰性例 50例の内,32例 (64%)

が再発 し, 9例 (15%)に stage-upを認め, 2例 (4%)

が癌死 した｡ また陽性例 12例の内 7例 (58.3%)が再発

し, 1例 (9.3%)に stage-upを認め, この症例が病死

した｡C-erbB-2の発現 と再発率,予後については統計学

的に有意の差 は認められなかった｡

4.各マーカーの相関ならびに予後 との関連

1)BGA とPCNA (Table5)

BGAの判定 とPCNAの LIとの問には明 らかな相関

Gl>sG3 p`0･00' 関係 は認められなかった｡Stage-up症例 10例のうち 9

Fig.5 CorrelationorPCNAwithgrade 例が BGA陰性かつ PCNAの LIが 30%以上であ り,予

Tab)e4 CorrelationofBGA,PCNAandc-erbB2withrecurrence,stage-upandcancerdeath

Recurrence Stage-up C.D.*
BGA 7-Illa(n-24) 11(45.80/.)

lIIb～lV(∩-38)

PCNA <30% (∩-6)

30≦ <50% (∩-10)

50≦ <70% (∩-26)

≧70% (∩-20)

cerbB2 Negative(∩-50)

Positive(∩-12)

28(73.7%)

3(50%)

4(40%)

17(65.4%)

15(75%)

32(64%)

7(58.3%)

1(4.2%)

9(23.7%)

0(0%)

3(30%)

5(19.2%)

2(10%)

9(18%)

1(9.3%)

0(0%)

3(7.9%)

0(0%)

1(10%)

1(3.8%)

1(5%)

2(4%)

1(9.3%)

Total(∩-62) 39(62.9%) 10(16.1%) 3(4.8%)

*C.D∴CancerDeath

米0.05<p<0.1

Table5 CorrelationofBGAwithPCNA

LabellingindexofPCNA

<30% 30%≦ <50% 50%≦ <70% ≧70%

I-111a 4(16.6%) 5(20.8%) 6(25%) 9(37.5%)〔1〕

lHb～IV 2(5.3%) 5(13.2%)〔3〕 20(526%)〔5〕 ll(28.9%)〔1〕

Tota1 6 10 26 20 62

BGAvsPCNA:0.1<p<0.2

〔 〕:stageup

Table6 CorrelationofBGAwithc-erbB2

C-erbB-2

(-) (+)

1-日Ia 21(87.5%)〔1〕 3(12.5%) 24〔1〕

lIlb～lV 29(76_30/.)(8] 9(23.70/.)lH 38lg)

Tota1 50 12 62

BGAvscerbB2:0.3<p<0.5

〔):stageup

表在性膜耽盾における血液型抗原,PCNA,C-erbB-2

Table7 Correlati0110日)CNAWithcerbB2

LabeHingindexorPCNA
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cerbB2
<30% 30%≦ <50% 50%≦ <70% ≧70%

(-) 5(10%) 9(18%)〔2〕 23(46%)〔5〕 13(26%)〔2〕 50

(†) 1(8.3%) 1(8.30/.)〔l〕 3(360/.) 7(58.30,6) 12

Tota1 6 10 26 20 62

後不良であった｡また,BGA陽性の症例で stage-upを

認 めたのは 1例 であるが, この症例 の PCNAの LIは

70%以 上であった｡

2)BGA とC-erbB-2(Table6)

BGA とcerbB 2との関連 は今回の結果では明 らか

ではなかった｡予後についても一定の傾向は認められな

かった｡

3)PCNA とC-erbB 2(Table7)

PCNA とC-erbB-2との関連 は今 回の結果 で は明 ら

かで はな く,予後 について も一定の傾向 は認 め られな

かった｡

考 察

表在性勝此癌の治療 としては,勝耽保存的治療が一般

的に選択 されるが,表在性勝耽癌の再発例の 15%前後に

stageupが認められる川 ｡表在性勝批癌の治療成績 を向

ヒさせるためにはその stage,gradeを正確 に判定 して

治療法を選択することが重要であることは言 うまで もな

いが, さらに初回治療時に再発の際の sLageupを予測

する因子を検討することは,最適の治療法を選択するた

めに必要である｡我々は 1980年以来,表在性勝駅癌の血

液型 ABH isoantigenを分析 し,その際駅腫癌における

maHgnantpotentialの指標 としての有用性 を報告 して

きた1ト 7)｡我々の施設 を含め,多 くの研究者 は肯定的であ

るが,必ず しも臨床上広 く用いられているとは言えない｡

この点に関 しては,BGAの検出法 とその判定基準の一

般化が行われていないことが最大の問題であると考えら

れる7)0

検 出)J一法 につ いて は今 Lplは Labelled Strepta＼･idin

Biotin法 を用 い る こ とに よ り,パ ラ フィン切 片 か ら

coL111LeI-Stai11ingまで短時間 (約 3.5時間)で行 い得 るこ

とを確認 した｡ また,自動免疫染色装置(Cadenza)を用

いることにより,良好な再現性 をもって,効率的に処苗

することが可能であった｡判定基準についてであるが,

今L日日ま,那須 ら5)が提唱 した染色バ ターンの 5型分類

(Typel～lV)に従って判定 した｡今回検討 した 1986年

cerbt32＼rsPCNA.0,1くpく､0.2

〔 〕.stageLlP

以後の 62例 の うち,stageupを認 めた 10例申 9例が

BGA陰性で,癌死例 3例 はすべて BGA陰性例であ り,

以前の報告 とほぼ同様な結果であった｡

坑PCNA抗体 は 1978年 に Miさ,aChiら12)に よって発

見 され,SLE患者の血清に存在 し,肝や腎等の実質臓器

の細胞核 とは反応せず, リンパ節,牌,胸腺等の リンパ

球核 と反応する自己抗体 として報告 された｡ また,増殖

性細胞 とも反応 を示 す ことよ り,増殖性 細胞核抗 原

(proliferatingcellnuclearantigen:PCNA)に対する

抗体 と名付けられた｡TakaSalくiら13)はこの抗体 を川い,

蛍光抗体法にて細胞周期 との関係 を検討 した｡その対応

する抗原 (PCNA)はG誹]にはほとんど存在せず,(;.,

S,G2期に核質全体に speckledpatternで検.llJ,され,C l

後期か らS早期には核小体 に も検出 された と報告 した｡

Bra､'oら14)は S期に急激に増加する核酸蛋白 cyclinを

発見 し,MatheWsら'5)はこれが PCNA と同 一物質であ

ると証明 した.PCNAの機能については確証が得 られて

いないが,1987年に Bra＼-oら161とPrelichら17Iによr),

DNA pobrmerase6補助蛋白であることが示 された｡

Ogalaらlb'は PCNAに対するモノクローナル抗体 を作

製 し,外科的材料 を用いて免疫組織学的に増殖期細胞 を

検出することにより,一般病坤診断における腫癌の良性

悪性の判定,予後の推定などに応用 した｡ さらに,鈴木

ら19)はOgataらが作製 したモノクローナル抗体 を用 い

て,ホルマ リン固定パラフィン包埋切片において免疫組

織学的に増殖期細胞の同定が可能であることを示 した｡

さらに,白血病 においては PCNA は細胞増姉の指標 と

な りうると報告 されている8)2{')0

今回,我々は表在性勝脱癌 において PCNAの染色パ

ターンについて検討 した｡l)CNAの LIの 平均伯 はC1

で J6.2O/0,C2で 60.3%,(l'3で 71.30,.で,Gradeが高 い

ほど1)Ch'Aの 1.1は高 く,(;1群 とC3群ではC3群の U

が有意に高かった (pくー(H)()1)O したがって,表aJ性勝脱

癌 において PCTtAは腹鳴の悪性度の指標に成 り得 るこ

とが示唆 された｡i)C＼Aの Llと予後 との関係について

はsLageup,再発,症死 と有意の相関関係は認められな
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かったが,LIが 30%未満の症例においてはstage-up,病

死 は 1例 も認めず,予後良好因子 とな り得ることが示唆

され た｡BGA とPCNA を組 み合わせて検討す る と,

BGA陽性 (typeI～IIla)で PCNAのLIが 70%未満

の症別, また,BCA陰性 (typelIIb. Ilr)であって も

PCNAの Llが 30%未満の 17症例では,stageup症例

は 1例 も認めていない｡一方,BGA陽性 (type I-l∫l

a)であってもPCNAの LIが 70%以上の症例, また,

BGA陰性 (typeIIlb,IV)で PCNAのLlが 30%以上

の 45症例では,stage-upを認めた症例が 10例 (22.2%)

であった｡このように BGA とPCNAの組合わせによっ

て, 予後良好群 と予後不良群 を抽出 し得 る可能性が示唆

された｡ しか し,BGA および PCNAの判定 は光学顕微

鏡下にて行われてお り,検者によって判定が異なる可能

性が考えられる｡また,PCNAの LI算定に用いられる細

胞数は報告者間で一定 しておらず,組織 におけるheter-

ogeneiLyなど未解決の問題が存在 している.今後は,刺

定定義化のために,イメージアナライザー, フローサイ

トメ トリーを用いる方法が必要 と考 えられた｡

癌遺伝子 であるC-erbB-2はSembaら21'によって発

見され,乳癌,胃癌などの腺上皮性癌において増幅,過

剰発現するとされている9日0)｡泌尿器科領域ではCoombs

ら22)は勝眺移行上皮癌 において cerbB 2遺伝子 は増

幅,過剰発現 し,gradeが高いほどその増幅率が高 く,堰

幅 と過剰発現の間に相関関係がみ られたと報告 した｡ ま

た,Moriyamaら23)は免疫組織学的に勝脱腫坊における

cerbB 2遺 伝 子 産 生 蛋 白 の 出現 頻 度 を調 べ,high

grade,highstageあるいはリンパ節転移陽性例 によ く

出現すると報告 したoC erbB-2遺伝子産生蛋白が表在

性勝脱癌の予後の予測国子 として有用かどうかについて

は報告がみられていない｡著者 はC-erbB 2遺伝子産生

蛋白の表在性勝脱癌における局在 を免疫組織学的に検出

し,その染色性 と予後 との相関を検討 し,予後予測因子

と成 り得 るかどうかを検討 した｡Gl群 よりG2群,C3群

に高い陽性率を認めたが,有意差 は認められなかった｡

stageupについては陰性例の 15%に stageupを認め,

陽性例の 9.3%に stageupを認めた｡癌死については陰

性例の 4%,陽性例の 9.3%に認めたが,明 らかな関連 は

認められず,予後予測因子 と成 り得 るという結論は得 ら

れなかった｡

結 語

i.初発表在性勝枇癌 における t3(;A.1)CNAお よび

c erbf32蛋白の局在を免疫組織学的に検討 した｡

2.経過 申 stageul)を来 した症例 の 90%が初 発時

BGA陰性例であ り,また,癌死例 3例 はすべて BGA陰

性 であ り,BGA は予後予測因子 として極 めて重要 で

あった｡

3.PCNAの LIとGradeは相関傾向を認め,PCNA

は腫癌の悪性度の指標に成 り得 ると考 えた｡

4.PCNA を検索することにより,lowriskgroupの

抽出が可能になるもの と考 えられた｡

5.cerbB-2については stage-up,病死 との関連 は

明 らかではなかった｡

6.BGA とPCNA を組 合 わせ る こ とに よ り,low

riskgroupおよびhighrlSkgroupの症例 を抽出で きる

可能性が示唆 された｡

(稿を終えるにあたり,御指導,御校閲いただいた恩師大森弘

之教授,また直接御指導いただいた那須保友講師に深謝致しま

す｡また本研究に御協力いただいた津島知靖講師,大野勝雄技

育,梅井幸江,原捌尚子技術員に深謝いたします｡なお,本論

文の要旨は第 80回円本泌尿器科学会総会および第 51回円本

癌学会において発表した｡)
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