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大腸癌ヤこHむけるproliferating cell nuclear antigen】6よ びargyrophilic

nucleolar organizer regions染色法を用いた細胞増殖能の検討

大腸進行癌52例に対しpr01iferating cel nuclear antigen(PCNA)染色を施行し,標 本採取部分

および標本固定時間による発現率の変化を検討するとともに,argyrophihc nucleolar organizer

regions(AgNORs)染 色を施行し,PCNA,AgNORs染 色両者を用い細胞増殖能を検討した。標本

採取部位では正常部→癌中心部→癌先進部の順にPCNA発 現率は高くなり,標 本固定時間では固定

時間が短いほど高くなった(p<0,01).PCNA,AgNORs染 色両者による臨床病理学的検討では,組

織型,壁 深達度,脈 管侵襲, リンパ節転移,ス テージ分類において有意差を示した(p<0.05)。また,

非治癒切除例や治癒切除後の短期再発例ではPCNA,AgNORsと も高値を示し,AGNORsの み短期

再発例で有意差を認めた(p<0.05)。以上より,PCNAは 標本の固定時間による発現率の変化に留意

する必要があるが,細 胞増殖能を的確に反映し,AgNORsと ともに大腸癌の進行度,悪 性度の指標に

なりうると思われた。
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を観察 し,悪 性度および予後 との関連について検討 し

た。

対象および方法

1)対 象

1992年 1月 から同年12月まで当院で切除された大腸

進行癌52例を対象 とした。平均年齢は65.4歳,男 女比

は 1:086,占 居部位は盲腸 3例 ,上 行結腸 2例 ,横

行結腸 6例 ,下 行結腸 2例 ,S状 結腸21例,直 腸18例,

手術は治癒切除43例,非 治癒切除 9例 であった。

2)PCNA染 色法および計測法

摘出標本より正常部,癌 先進部,癌 中心部の 3か 所

より検体を採取し,マ スクドホルマ リンを固定液 とし

て 4時 間固定後パラフィンに包埋,3μ 厚で薄切にし

た。キシロール,エ タノールで脱パラフィンした後,

酵素抗体 Avidin‐biotin‐peroxidase complex法 にて

染色 した。すなわち Oncogene Science社 製 PCNA

(Ab‐1)の 100倍希釈 したものを 1次抗体 とし, 4°C一

晩反応させた後,ヒス トフアインStreptavidin―Blotin‐

PO(M)キ ットを使用し, 2次 抗体を室温で15分間反

応させた後,ベ ルオキシダーゼ標識ス トレプ トアビシ

はじめに

Proliferating cell nuclear antigen(以下, PCNA

と略記)は DNA polymeraseび を補助するツトヒス トン

核タンパク質で,G。～S期 にかけて核内に出現するこ

とが知 られている。 こ の PCNAに 対す るモ ノクロ

ナール抗体 を用 いた免疫組織 学 的 な染色 に よる

PCNA発 現はDNA合 成,細 胞分裂 と密接な関係にあ

り,癌における細胞増殖能を反映すると言われている。

最近では,PCNA発 現により胃癌
1),肝

臓癌りなどの悪

性腫瘍の細胞動態や悪性度の検討さらに予後規定因子

など,臨 床的な応用が試みられている。今回われわれ

は大腸癌摘出標本を用いて PCNA染 色 を行い,標 本

採取部位および標本国定時間による発現率の変化を検

討 した。また,PCNA染 色 と同様に癌における細胞増

殖有ヒを反映するとされているargyrophilic nucleolar

regions(以下,AgNORsと 略記する)染 色を施行 し,

PCNA,AgNORs染 色両者による大腸癌の細胞増殖能
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ンに15分間,0.006%H202加 DAB発 色基質で数分問

反応させ発色した。さらにメチルグリーンを用いて核

染色を施行 した。また癌先進部の検体を用いて,固 定

時間を4時 間にしたもののほかに,12時 間,24時 間,

48時間とした標本をそれぞれ作製,同 様の方法で染色

し,固 定時間の相違による発現率の変化を検討 した。

測定はバ ックグランドより強 く染まる核を陽性 として

1症 例 あた り細胞1,000個中の PCNA陽 性細胞数 を

計測し,発 現率 とした,

3)AgNORs染 色法および計測法

癌先進部 4時 間固定の標本 を同様の操作で脱パ ラ

フィンした後,CrOckerら 3)の
銀染色法に準 じ,太 田

らりと同様の方法で染色 した。測定法は HE染 色切片

であらかじめ測定部位を確認後,1,000倍油浸レンズを

用いて癌細胞核内に認めるAgNORsの dotを 数え,

1症例につき細胞100個中の dot数 を算出した。また核

内の AgNORsの 形態は太田 らりの分類 に従って計測

した。

以上の要領で PCNAお よび AgNORs染 色 した癌

先進部 4時 間固定の標本を用いて,臨 床病理学的事項

との比較および治癒切除例 と非治癒切除例 との比較を

検討 した.ま た治癒切除例43例はいずれも術後 1～ 2

年を経ているが,今 回,短 期に再発 した症例について

も,あ わせて比較検討した。なお,各 群の有意差検定

はWilcoxon‐T検 定を用い,両 側 5%の 危険率で有意

差ありと判定し,臨 床病理学的事項の記載は大腸癌取

扱い規約。に従った。

成  績

1)採 取部位によるPCNA発 現率の変化

正常部では腺管基底部増殖帯で発現率が高 く,ま た

正常部や癌中心部より,癌 先進部のほうが発現率は有

意に高かった (p<0.01)(Fig.1,2).

2)固 定時間によるPCNA発 現率の変化

固定時間による発現率の変化では,4時 間,12時 間,

24時間,48時 間の標本の PCNA発 現率の平均値はそ

れぞれ57.3%,48%,45,3%,38。 4%と なり,固 定時

間が長 くなるにつれ発現率が低下し,そ れぞれ有意差

を認めた (Fig。3,4).

3)PCNAと AgNORsと の関連

PCNAと AgNORsは 本目関係数 (r)=o622と 互いに

有意な相関関係にあった (p<0.01)(Fig,5).

4)臨 床病理学的事項 との比較 (Table l)

a)組 織型

PCNA,AgNORsと も高分化型腺癌で有意に低値を
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Fig.l PCNA in each gland

Normal gland

Cancer
(growing boder

Cancer (center)

Fig。 2

PCNA(%)

PCNA in normal gland and cancer

100

Normal。land  Cancer    cancer

示した (p<0.01).

b)壁 深達度

PCNA,AgNORsと もpmで 有意 に低値 を示 し

(PCNA:p<o o5,AgNORsip<0.01),ss.al,s a2

の間には差は認めなかった。

c)リ ンパ管侵襲

PCNA,AgNORsと もly。,lylで有意に低値を示 し

(p<0.05),ly2,ly3と なるにつれ高値 を示す傾向に
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Fig。 3 PCNA in each flxation time

24h        48h ネ
ーP(°°1

Fig. 5 Correlation between PCNA and AgNORs
PCNA (%)

あった。

d)静 脈侵襲

PCNA,AgNORs

ng.4 PCNA in each flxation time 0.05),vl～ v3の間には差を認めなかった.

e)リ ンパ節転移

PCNA,AgNORsと もnOで有意に低値を示し (p<

0,05,n3に 対 してはAgNORsの み有意差 あ り),nl

～n3の間には差を認めなかった.

f)stage分 類

PCNA,AgNORsと も進行 した症例で高値を示す傾

向にあり,stage Iで 有意に低値 を示 し (p<0.01),

AgNORsの み stage Hで も有意に低値を示した (p<

0.01).

5)治 癒切除例 と非治癒切除例 との比較

PCNA,AgNORsと も非治癒切除例で高値を示す傾

向にあるが有意差は認めなかった (Fig.6).

6)短 期再発例の検討

PCNA,AgNORsと も再発例で高値を示す傾向にあ

り,AgNORsの み有意差を認めた(p<o.05)(ng.7).

考  察
一般に腫瘍の悪性度判定には,細 胞や構造の異型度

といった病理組織学的および形態学的診断基準にゆだ

ねる一方,細 胞増殖能および細胞動態の解析 といった

細胞 レベルでの客観的判断を加 えることが必要であ

る.細 胞増殖能の解析には,① 分裂期の細胞を直接観

察する方法,②  DNA合 成期にある細胞標識物を取 り

込ませて検出する方法,③  DNA合 成期に必要な内在

性の酵素や補助タンパクをターゲットにした免疫組織

学的方法の3つ のアプローチ法がある。.具 体的な方

法 と して8 H _ t h i m i d i n e , 5 - b r o m o d e o x y u r i d i n e

‐２
榔

と も v。で有意に低値を示し(p<
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ng. 6 Histological curability

|         |

AgNORs

1 2

Curative Noncurative
4

(BrdU),ki-67,DNA polymeraseび などがあり,各

種悪性腫瘍の細胞増殖能の判定に用いられてきた。し

かし,こ れらの方法は,新 鮮標本や凍結標本を使用し
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Table l Clinicopath010gical characteristics between PCNA and AgNORs

PCNA(%) AgNORs

Histological type well

mod

pOr

55 8=と7 48

6 0 . 5±6 . 2 6

62 5=上2 48

57 9

6 62=生1.6

8.541.62

9 7 2 ±1 . 1 1

10_22

∃卓

Depth. of invasion pm 50.3=上4.07

59.6=L5.61

61±5.93

5.49=L0 84

7_62■2 12

8_64■1 48 ∃
・

Lymphatic invasion l y 0

l y l

l y 2

l y 3

7

2 1

2 1

3

5 1 6±6 6 5

5 6 9±6 1 3

6 1 9±5 2 1

6 5 8±5 2 8

6 2 1 ±1 3

6 93=上1 64

9 03=上1.4

10_3±0 31 ∃…∃…
Vascular invasion 18

11

21

2

53 8■5.68

61.3=L7.02

60.8=L5.8

65.9=上0.92 靖翼動車
Lymph node metastasis 28

10

9

2

3

55.4±6.33

625± 64

62.6±569

605± 269

64±333

Histological stage I

II

I I I

I V

V

8

15

12

7

10

49 2■3_8

58t5.65

61 3■6_56

62 5t6.06

6 1 5±4 . 4 8

5_39=生0.89

6.88=Ll.21

8_55±1.39

9,85tO.51

9.91±1 67 部
と:p<0.01

・':p<005

お":p<001(Only AgNORs)

Fig. 7  Recurrence after curative operation

n=39 n=4
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Recurrence(-) Recurrence(t)

た り,特 殊な装置での解析 という操作の繁維さの問題

や,体 内被曝など人体への毒性の問題 といった欠点が

あ り,一 般の臨床応用は困難であった。これに対 し
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PCNAは AgNORsと ともには通常の病理学的診断に

用いるパラフィン包埋切片で解析することが可能で,

臨床応用 という点では優れた方法 といえる。

PCNAは Miyachiら のによって1978年にSLE患 者

の血清中の核内抗原 としてはじめて報告された後,増

殖細胞に関与する細胞成分であることがわか り,さ ら

にDNA polymeraseび の補助タンパクであることが

明らかになっため.免 疫組織学的染色法によるPCNA

の発現はDNA→ RNA→ タンパク質 という細胞の基

本的活動に深 く関与 しており,細 胞増殖の盛んな組織

中で染色細胞が多 くみられるとされている。西村 らり

は大腸生検組織にPCNA染 色 し,正 常腺管では腺管

基底部の増殖帯に一致 して PCNA発 現率が高 く,腺

腫→腺癌 と異型度が強 くなるにつれ PCNA発 現率が

上昇 したとし,わ れわれの検討でも正常腺管基底部の

増殖帯で発現率が高 く,ま た,壊 死成分の多い癌中心

部 よりも増殖の著 しい癌先進部で PCNA発 現率は有

意に高値であった。 しかし,胃 癌や大腸癌の摘出標本

においては PCNA染 色についての文献 は少な く,そ

の理由のひとつとして,標 本固定における条件の問題

が考えられる。松野 ら1いは PCNAの 染色性に影響を与

える因子 として,組 織の国定条件,つ まり固定液 と回

定条件が重要であるとし,固 定液ではマスクドホルマ

リンやエタノールは染色良好であったが,10%ホ ルマ

リンでは染色性が低 く,固 定時間でも時間の経過 とと

もにその染色性が失われる傾向にあったと報告してい

る。また,中 野ら11)はPCNA染 色の適切な条件 として

エタノール24時間固定がよいとしている。著者 らは団

定液を選ぶにあた り,通 常の HE染 色による病理学

的診断への影響が少ないものとして,マ スクドホルマ

リンを選択 したが,染 色性は良好であった。固定時間

においても今回, 4時 間,12時 間,24時 間,48時 間の

4段 階にわけ固定時間による染色性の変化を検討した

が,そ れぞれ発現率に有意な差を認めている.こ のよ

うに PCNAは 標本国定から計測に至るまでさまざま

な影響因子を考慮 したうえで条件を一定にする必要が

あるといえる。

PCNAの 問題点のひとつ として計測における客観

性があげられる。PCNAの 場合,ど の程度の染色強度

で陽性 とするかの基準の問題がある。田中ら1りは同一

切片上における非特異的染色強度を基準にしたとして

おり,わ れわれも間質における線維などのバックグラ

ンドの染色強度 より強い染色 を示 したものを陽性 と

し,さ らにメチルグリーンで核染色 し,不 染の核を見

65(817)

落 とさないように工夫した。 し かし,い ずれにしても

染色の強さの程度の評価や計測者による誤差などに検

討の余地があるといえる。

一方,AgNORs染 色は Howelら 1めによって確立さ

れた銀染色法で,こ れによって染色された核内銀染色

類粒はr_RNAの 転写に関与する非 ヒス トンタンパク

といわれている。この核内類粒数の増加は細胞増殖を

反映するとされ,乳 腺
14)ゃリンパ節り,大 腸

4)などの各

臓器において良悪性の鑑別や癌の悪性度の検討に用い

られてい る。著者
15)は胃癌摘 出標本40例に対 し,

AgNORs染 色を施行 した ところ,組 織型,深 達度,

I N F , 組織 間 質 量 で 有 意 差 を 認 め, さ ら に5 ‐

bromodeoxyuridine(BrdU)と も有意な相関関係にあ

り,AgNORsが 癌の進行度や悪性度の指標 として有用

であることを,す でに報告している.

今回の大腸癌の検討では組織型,壁 深達度,脈 管侵

襲, リンパ節転移,組 織学的進行度 といつた臨床病理

学的な各因子において PCNA,AgNORs染 色 ととも

に有意差を認めてお り,互 いに有意な相関関係にあっ

たことから,PCNA,AgNORsと も癌の進行度,悪 性

度の指標 として有用 といえる。さらに今回は治癒切除

例 と非治癒切除例 との比較や治癒切除後の短期再発例

のような臨床的背景についても検討 したが,非 治癒切

除例や短期再発例で PCNA,AgNORsと も高値を示

す傾向にあるも有意差を認めるには至らなかった。こ

れは対象となる症例数が少ないためと思われるが,今

後症例を増やして検討する必要があると思われた。

以上よりPCNAは 細胞増殖能を的確に反映 してお

り,AgNORsと ともに大腸癌の進行度,悪 性度の優れ

た指標 となり,か つ操作 も簡便であることから容易に

臨床応用できる方法 といえる。しかし,客 観性の問題

や長期的予後の指標 となりうるかなど,今 後さらに症

例数を増やし検討する必要があると思われた。

稿を終えるに当たり,ご 校閲を賜りました旭川医科大学

第 2外科水戸勉郎教授に深謝いたします。

本論文の要旨は第42回日本消化器外科学会総会 (1993年

7月,大阪)および第48回日本大腸肛門病学会総会(JDDW,

1993年9月,神 戸)に て発表した。
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A Study Using Proliferating Cell Nuclear Antigen and Argyrophilic Nucleolar
Organizer Regions on Cases of Colorectal Cancer

Takeshi Marumori, Masatoshi Kawamura, Kouichi Takamura, Nobuo Komatsu,
Naokuni Yasuda, Hidefumi Tsushima, Tohru Sato, Takashi Yokokawa,

Akira Tsunoda, Miki Shibusawa, Kazushige Arai and Mitsuo Kusano
Department of Surgery, Showa University, School of Medicine

Immunohistochemical staining of PCNA was performed on paraffinembedded sections of 52 color-
ectal cancers, and the fixation time of the specimens and clinicopathological variables were compared.
Staining of AgNORs was also evaluated in the same specimens. When the fixation time of the specimens
by masked formalin was set at 4, 12,24 and 48 hours in the advanced part of cancer, the labeling index
of PCNA decreased with time and 4 hours of fixation was significantly higher. When sites in normal
mucosa and advanced and central parts of cancer were examined, the labeling index of PCNA was the
highest in advanced part of cancer. With regard to clinicopathological factors, significant differences
between PCNA and AgNORs were noted. It was concluded that PCNA seems to reflect the cell proliferat-
ing activity in cancer as well as AgNORs.
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