
緒 言

胆管癌は一般に浸潤部を中心とする主癌部とそ

の周囲の上皮内進展部から構成されている場合が

多い1）～3）．上皮内進展部は主癌部の周囲にみられ

るが，胆管癌の場合はそれが長軸方向に進展して

いるのが特徴である4）～6）．浸潤部については多く

の検討がされているが，上皮内進展部については，

その臨床的および生物学的意義についてはほとん

ど明らかにされていない．病理学的に上皮内進展

部と浸潤部の細胞異型度は明らかに異なり，前者

のそれは，しばしば severe dysplasia との鑑別が

困難である場合もある．臨床的に両者を同じ悪性

度をもった癌として扱ってよいか疑問であり，胆

管切離断端部となる可能性の高い上皮内進展部の

生物学的特徴を理解することは重要である．そこ

で，我々は胆管癌における浸潤部（invasive por-

tion：以下，IP）と上皮内進展部（intraepithelial

spread portion：以下，IESP）との生物学的差異を

明らかにする目的で細胞増殖能（MIB-1 陽性細胞

率），細胞活性（AgNOR数）および p53 蛋白過剰

発現について解析した．

対象および方法

1．対象：1992 年 1 月から 1996 年 2 月までに

岩手医科大学第 1外科で手術を施行した胆管癌切

除例中，主病巣の周囲に明らかに粘膜内癌を伴う

20 例を対象とした．平均年齢は 66.7 歳（52～79

歳）で，男性 17 例，女性 3例であった．腫瘍の占

居部位，組織型，深達度，進行度は胆道癌取扱い

規約7）に従った．占居部位は上部胆管 5例，中部胆

管 12 例，下部胆管 3例で，組織型は乳頭腺癌 4例，

高分化型管状腺癌 3例，中分化型 10 例，低分化型

3例であった．深達度は fm 1 例，ss 13 例，se 4

例，si 2 例で，進行度は stage I 1 例，stage II 10
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例，stage III 4 例，stage IV 5 例であった．

2．方法：切除後直ちに標本を 20％緩衝ホルマ

リンで固定後，胆管長軸に並行に 3～5mm間隔

で，胆管部分を全割して標本を作製した．パラフィ

ン包埋後，4枚の切片を作製し，それぞれ hema-

toxylin-eosin 染色（HE染色），免疫組織化学染色

（p53，Ki-67），AgNOR染色を行った．HE染色にお

いて病理組織学的解析を行い，明らかに上皮内進

展を伴う症例を 20 例選択した．主病変占居部位の

肝側に異型上皮細胞が連続的に粘膜内を 5mm以

上拡っている症例を上皮内進展として評価を行っ

た（Fig. 1a）．

3．染色方法：（1）抗 p53 およびKi-67 抗体に

よる免疫組織化学：パラフィン包埋切片は脱パラ

後，3％H2O2 メタノールにて内因性ペルオキシ

ダーゼブロックを行った．マイクロウエーブを 5

分×4回照射後（出力 500W，H2500 microwave

processor，BIO RAD，U.S.A.）酵素抗体 avidin-

biotin complex（ABC）法を施行した．すなわち，

2％正常ヤギ血清（ニチレイ，東京）で処理し，1

次抗体はそれぞれ，抗 p53 抗体（100 倍希釈，Do-

7 Novocastra，Newcastle，UK）と抗Ki-67 抗体

（200 倍希釈，MIB-1，Imunotech S.A.，Marseille，

France）を用い，一晩 4℃で反応させた．2次抗体

Fig. 1 a : Intraepithelial spread portion of the bile duct carcinoma（H.E. ×200）. b :

Immunohistochemical staining with a monoclonal antibody against p53. Nuclear

staining was observed in cancer cells（×200）. c : Immunostaining for MIB-1. MIB-1

immunostaining was confined almost entirely to the nucleus（×200）. d : Argyro-

philic nucleolar organizer region（AgNOR）staining. AgNORs were visualized as

black dots within the nuclei（×400）.
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としてビオチン標識ヤギ抗マウス IgG＋ウサギ

IgG抗体（ニチレイ）を 30 分室温で反応させ，3

次抗体にペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジ

ン（ニチレイ）を用いた．発色には diamino-

benzidine を用い，Carrazi のヘマトキシリンで核

染色を行った．（2）Argyrophilic nucleolar organ-

izer region（以下，AgNOR）染色は Ploton ら8）9）の

1-step 法に従って行った．100cc 蒸留水に 2gのゼ

ラチン（DIFCO，Detroit）と，1ml の蟻酸（和光

純薬工業，大阪）を溶解したものをA液，50％硝

酸銀水溶液（関東化学，東京）をB液とし，A

液とB液をそれぞれ 1：2の割合で混合したもの

を用いた．室温，暗室で 15～20 分間反応させ，蒸

留水で水洗し，5％チオ硫酸ナトリウムで処理し

た．核染色はライトグリーンで行った．

4．評価方法：（1）p53 score：腫瘍細胞全体の

陽性率を 4段階に分類した．すなわち，陽性率が

5％未満を－，5～25％未満を 1＋，25～50％未満

を 2＋，50％以上を 3＋とした．陽性症例の判定は

1＋以上を p53 陽性と判定した．（2）MIB-1 陽性

細胞率：顕微鏡 100 倍下で 500～1,000 個の腫瘍

細胞を浸潤部と上皮内進展部で無作為に 5～10 視

野を選び，陽性細胞率を算出した．胆管の正常部

分の上皮を陽性コントロールとした．（3）AgNOR

Fig. 2 a : Invasive portion of main tumor（H.E. ×200）. b : Immunohistochemical

staining with a monoclonal antibody against p53. Nuclear staining was observed in

cancer cells（×200）. c : Immunostaining for MIB-1. MIB-1 immunostaining was

congfined almost entirely to the nucleus（×200）. d : Argyrophilic nuclealar organ-

izer region（AgNOR）staining. AgNORs were visualized as black dots within the nu-

clei（×400）.

a b

c d
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Table　1　Histological findings, p53 score, MIB-1 labeling indices, AgNOR numbers and prognosis

RecurrrencePrognosis
IPIESP

emdmhmpnvlynDepthOperationstageHistologyLocasionAge/
SexNo.

AgNORMIB-1p53AgNORMIB-1p53

Noalive4y 3m2.6953.12＋2.8040.83＋002312―ssHPD�tub2Bscrl64M1

liveralive7y2.6311.7―2.0729.3―000111―siPPPD�atub3Bi52F2

localdead3y 8m4.3023.43＋2.1924.23＋000111―ssHPD�tub2Bsr68M3

Noalive5y 2m2.5923.63＋1.759.7―000101―siPD�atub2Bmsi70M4

liver, localdead5m2.9814.71＋3.127.7―1003121＋sePPPD�btub3Bsmrli79M5

liverdead6y2.7318.0―2.505.6―000001―ssPPPD�tub2Bm66M6

other diseasedead3y3.064.4―1.7925.4―000011―ssPPPD�tub1Bi67M7

unknownunknown3.357.92＋2.025.03＋000211―ssPD�papBm68M8

P.C.dead1y 9m3.4037.9―2.2725.3―000112―ssPPPD�tub1Bm61M9

liverdead1y 3m3.0356.42＋3.8028.22＋1003221＋sePPPD�tub2Bm68M10

other diseasedead2y 8m1.8420.91＋1.494.91＋0003122＋ssPPPD�tub3Bmsi74F11

unknownunknown3.939.43＋2.0534.22＋1003122＋sePD�tub1Bm63M12

other diseasedead1y 10m3.5815.8―2.2911.2―000001―fmPPPD�papBsm79M13

liverdead4y 2m3.1017.03＋2.9320.02＋0000011＋ssPPPD�tub2Bm58M14

Noalive7y 5m3.4418.73＋3.9613.92＋000201―ssPPPD�tub2Bmsi59M15

PC, No 16 L.N.dead2y 11m3.294.03＋2.1422.9―000202―ssPPPD�tub2Bim74M16

liver, P.C.dead3m3.3410.11＋2.643.1―000102―ssPPPD�papBsmi55M17

operative deathdead1m4.2013.6―1.8353.5―1100011＋ssPPPD�atub2Bmsc69F18

liverdead2y 5m3.7129.82＋2.808.4―100202―sePD�tub2Bmi67M19

other diseasedead2y 5m4.4013.2―1.5961.4―1003023＋ssPD�apapBmi73M20

HPD : Hepatopancreatoduodenectomy，PPPD : Pylorus preserving pancreatoduodenectomy，PD : Pancreatoduodenectomy，P.C. : Peritonitis carcinomatosa，L.N. Lymph nodes
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数（AgNOR dot 数）：浸潤部と上皮内進展部でそ

れぞれ無作為に 5～10 視野を選択し算出した．顕

微鏡 400 倍下で腫瘍細胞 100 個の核内に認められ

た dot 数をそれぞれ算出し，その平均値を 1核あ

たりのAgNOR数とした．

5．統計学的処理：統計学的解析はMann-

Whitney U test を 用 い，IESP と IP に お け る

MIB-1 PR，AgNOR数の比較のみにWilcoxon 検

定を用いた．p＜0.05 の場合に統計学的に有意差あ

りと判定した．

結 果

（1）臨床病理学的因子，p53 免疫染色，MIB-1，

AgNORの結果と予後，再発形式

対象症例 20 例中，上皮内進展により hm2 と診

断された症例が 1例（No. 1）あったが，術後 4年

3か月現在，画像検査上再発を認めていない．その

他 19 例は hm0 であった．局所再発は予後不明 2

例を除いた 18 例中 2例（No. 3，5）に認められた

（Table 1）．

（2）p53 スコア

p53 は腫瘍細胞の核にのみ観察され，細胞質に

はみられなかった．陽性分布は腫瘍部でびまん性，

あるいは局所性に認められた（Fig. 1b，2b）．p53

陽性症例は，IESP が 8�20 例（40％），IP が 13�20
例（65.0％）であった．IESP と IP における p53

スコアを各症例間で比較すると IESP＞IP が 2�20
例（2例とも IESP : 3＋，IP : 2＋），IESP＜IP が 8�
20 例（IESP : 2＋，IP : 3＋が 3例，IESP：－，IP :

3＋が 2例，IESP：－，IP : 1＋が 2例，IESP：－，

IP : 2＋が 1例）で浸潤部で高い症例が多かった

（Fig. 3）．

（3）MIB-1 positive rate（以下，MIB-1 PR）

MIB-1 陽性細胞は全例核内に染色された（Fig.

1c，2c）．MIB-1 PR の中央値は IESP が 21.5％，IP

が 20.2％で両群間に差異はなかったが，各症例間

で比較すると IESP において IPよりもMIB-1 PR

が高値の症例が 12�20 例（60.0％）を占めていた
（Fig. 4，5）．

（4）AgNOR数

AgNORの dot は核内に種々の大きさの褐色顆粒

として明瞭に観察された（Fig. 1d，2d）．AgNOR

数の中央値は IESP が 2.23，IP が 3.32 で，浸潤部

で有意に高かった（p＝0.0012）．各症例間で比較す

ると IPにおいて IESP よりも陽性細胞数が高値

の症例が 16�20 例（80.0％）で，浸潤部で高い症例
が多かった（Fig. 6，7）．

（5）臨床病理学的因子および p53 免疫染色と

MIB-1，AgNORとの関係

臨床病理学的因子（腫瘍占居部位，組織型，リ

ンパ節転移の有無，stage）および p53 免疫染色と

MIB-1，AgNORとの間には有意な関係は認めな

かった（Table 2）．

（6）MIB-1 PR と AgNOR数との関係

IESP，IP におけるMIB-1 PR と AgNOR数は

有意な相関を示さなかった．

考 察

胆管癌における胆管長軸方向への進展様式を知

ることは，手術の切離線を決定する上で重要であ

るが，術前や術中に胆管癌の浸潤範囲を決めるこ

とは困難である．現状では，術中の迅速病理診断

に頼らざるを得ない状況であるが，胆管癌の上皮

内進展部と炎症性異型上皮の鑑別，胆管粘膜の脱

落など，迅速病理診断すらも困難な場合が多い．

また，肝門部胆管癌や上部胆管癌の手術症例では

胆管断端に癌が遺残し，非治癒切除となる場合が

ある．これらの胆管断端遺残癌に対して，術中・

術後に放射線療法などの集学的治療を併用する際

にも，胆管切離断端部となる可能性の高い上皮内

進展部の生物学的特徴を理解することは重要であ

る．また，局所再発の場合それが�離面（em）の
癌遺残のためか，胆管断端（hm）癌遺残のためか，

あるいは周囲リンパ節転移からの浸潤によるもの

かは術後の画像所見のみでは正確には分からな

い．田中ら10）は，胆管癌術後の 5年生存率は hm

（＋）と hm（－）の両者で差がなく，hm単独では

予後規定因子にはならないと報告している．我々

の検討でも，術死 1例と予後不明 2例を除く 17

例中，再発を認めたのが 10 例で，明らかに局所再

発であったものは 2例しか認めなかった．1例

（No. 1）は主病巣から広範に拡がる上皮内進展の

ため，hm2 と診断されたにも関わらず，術後 4年

3か月再発を認めていない．これらを考慮すると，

２００３年１月 5（5）



断端遺残癌は slow growing の性質を有し，浸潤部

のそれとは明らかに生物学的性質が異なるように

思われる．胆管癌主病巣の浸潤部とそこから胆管

長軸方向に拡がり，しばしば肝側胆管断端にまで

及ぶ上皮内癌は同様の性質を持つのか否かについ

て検討した．

p53 蛋白過剰発現は，IESP が 8�20 例（40％），
IP が 13�20 例（65％）で浸潤部と上皮内進展部の
両者に高頻度にみられた．このことから，p53 蛋白

の過剰発現は癌の比較的早期の段階に関与してい

ることが推測された．しかしながら，各症例間で

比較すると浸潤部で高くなる傾向もある（IESP

＞IP が 2 例，IESP＜IP が 8 例）．p53 遺伝子は上

皮内癌では増殖抑制機構に関与し，癌の悪性度が

増すにつれて，その遺伝子異常が蓄積し，転移，

浸潤能にも関わってくるものと考えられる．事実，

野生型 p53 遺伝子の生理機能として，細胞周期制

御11），アポトーシス誘導12），血管新生阻害13）など

が知られている．また，p53 免疫染色は胆管断端の

癌遺残の有無の組織診断の一助として，臨床応用

Fig. 3 Comparison of p53 score between intraepithe-

lial spread portion and invasive portion. p53 score ;

0 : p53 positive rate（PR）＜5％. 1＋ : 0≦PR＜25％.

2＋：25≦PR＜50％. 3＋：PR≧50％．

Fig. 4 Mean numbers of MIB-1 labeling indices be-

tween intraepithelial spread portion and invasive

portion. IESP : Intraeoithelial spread portion. IP : In-

vasive portion.

Fig. 5 Comparison of MIB-1 positive rate between

intraepithelial spread portion and invasive portion.

IESP＞IP : 12�20（60％）, IESP＜IP : 8�20（40％）.
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に有用と考えられる．

過去に，さまざまな悪性腫瘍でKi-67 染色や

AgNOR染色を用いた細胞増殖能や悪性度の評価

が試みられた14）～19）．Ki-67 抗原は細胞周期のG1

後期，S，G2，M期に存在し細胞の増殖能を示す

指標の一つとされている20）．一方，AgNORは細

胞の蛋白合成動態に深く関与しているRNA

polimerase I などの動態を捉え，転写活性を反映

している18）．つまり，MIB-1 染色は細胞増殖能そ

のものを反映し，AgNOR染色は細胞増殖能を含

めた細胞活性を反映している可能性が高い．今回

の我々の結果では，AgNOR数の中央値は浸潤部

で有意に高かった（p＝0.0012）．各症例間で比較し

ても，IESP より ICで高い症例が 16�20 例（80.0
％）を占めた．これは，細胞活性は明らかに浸潤

部の方が高いことを示している．一方，MIB-1 PR

の中央値は IESP が 21.5，IC が 20.2 で両群間に差

はなかった．各症例間で比較すると IES で IC よ

りMIB-1 PR が高値を示す症例が 12�20 例（60.0
％）であった．胆管癌の細胞増殖能は IES と IC

では差がないことが明らかになった．Ohashi ら21）

の食道癌の上皮内進展部と浸潤癌のMIB-1 PR

（mean±SD）を比較した検討では，前者は 18.4

±5.05，後者は 31.2±6.67 であった．Lee14）の報告で

も胆�癌のMIB-1 PR（mean）は上皮内癌では 34.8
（SD＝11.6％），浸潤癌では 68.7（SD＝10.2％）と

MIB-1PR は上皮内癌において浸潤癌よりも有意

に低値を示している．胆管癌では癌化のかなり早

期の段階で増殖能が亢進することが推測される．

つまり，胆管癌では上皮内癌になった時点で急激

にGrowth fraction（GF）が亢進しピークに達し，

その後浸潤癌になってもGFはプラトーの状態に

あるということが考えられる．また，胆管癌の浸

潤部における細胞増殖能は他の消化管悪性腫瘍よ

りも一般に低いことも推測される．

Okabe ら17）は non-Hodgikin’s lymmphoma にお

いて，AgNOR数とKi-67 陽性細胞率が相関した

と報告している．一方，Soomro ら18）は肺癌におい

てKi-67 と AgNOR数は相関しなかったとしてい

る．我々の検討でも，MIB-1 PR と AgNOR数の結

果は相関しなかった．前述したようにKi-67 は単

Fig. 6 Mean numbers of AgNOR per nucleus in in-

traepithelial spread portion and invasive portion .

IESP : Intraeoithelial spread portion . IP : Invasive

portion.

Fig. 7 Comparison of AgNOR numbers per nucleus

between intraepithelial spread portion and invasive

portion. IESP＞IP : 4�20（20％）, IESP＜IP : 16�20（80
％）.
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Table　2　Correlation of clinicopathologic findings and MIB-1 positive rate, 
number of AgNOR

AgNOR dot numberMIB-1 PR（%）
factor

p valueIPIESPp valueIPIESP

p ＝ 0.00123.32.2NS20.221.5Median

Tumor site

3.32.615.811.2　Bs（n＝ 5）

NS3.42.2NS18.417.0　Bm（n＝ 12）

3.12.1　4.425.4　Bi（n ＝ 3）

Histology

3.52.211.7　8.1　pap（n＝ 4）

NS
3.42.1

NS
　9.425.4　tub1（n＝ 3）

3.22.721.121.5　tub2（n＝ 10）

2.82.114.7　7.7　tub3（n＝ 3）

L.N. metastasis

NS
3.32.3

NS
18.013.9　n（－）（n＝ 13）

3.12.114.928.2　n（＋）（n＝ 7）

stage

3.62.315.811.2　�（n＝ 1）

NS
3.32.5

NS
18.013.1　�（n＝ 9）

3.42.117.025.3　�（n＝ 5）
3.02.114.728.2　�（n＝ 5）

p53

NS
3.32.5

NS
18.718.7　Positive（n ＝ 8；13）

3.42.213.617.1　Negative（n ＝ 12；7）

Bs : Superior bile duct ; Bm : Middle bile duct ; Bi : Inferior bile duct ; pap : Papillary 

adenocarcinoma ; tub1 : Well differentiated adenocarcinoma

tub2 : Moderately differentiated tubular adenocarcinoma ; tub3 : Poorly differentiated 

tubular adenocarcinoma ; L.N. : Lymph node ; IESP : Intraepitherial spread portion ;

IP : Invasive portion ; NS : Not significant

に細胞増殖の割合を表すのに対して，AgNORは

細胞の蛋白合成に関与し，細胞分化を含む細胞の

activity 全体を反映している．また，過去の報告で

も腫瘍の分化度が低いほどに，あるいは細胞異型

が高度になるほどにAgNOR数が増加するとい

う解析が数多くなされている14）19）22）～25）．我々の検

討でもAgNORは IESP よりも ICで有意に高く

なっていた．これらのことからAgNORは腫瘍の

悪性度を評価するには有用なマーカーであると考

えられる．

今日まで多くの癌で，その細胞増殖能，細胞活

性，p53 免疫染色の検討がなされてきた．しかし，

我々の検討のように胆管癌の浸潤部と上皮内進展

部をすべて同じ症例間で比較検討した報告はな

い．MIB-1 染色やAgNOR染色は標本固定の条件

などさまざまな影響を受け，症例間でのばらつき

がかなりあることはよく知られており，条件の同

じ症例間で比較検討することにこそ意義があると

考える．今回の結果から，上皮内進展部の細胞増

殖能は浸潤部のそれと差がないかむしろ高いこと

が明らかになった．また，細胞活性は上皮内進展

部では低いことが推測された．これは癌細胞の増

殖の場による差からくるものと思われる．浸潤し

ている癌細胞は，増殖をゆるめ機能分化するもの

と推測される．

近年さまざまな癌でその発生・進展の機序が解

明されつつあるが，胆管癌のそれに関しては不明

の部分が多い．上皮内進展部を早期癌の状態と仮

定してよいかどうかは議論されるべき点ではある

が，今後microdissection などの手法を用いて，胆
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管の炎症性異型上皮，上皮内進展部，浸潤部の遺

伝子異常をそれぞれ明らかにし，胆管癌の癌化・

進展のメカニズムを解明していく必要がある．
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Analysis of Proliferative Activity and p53 Gene Product in the
Intraepithelial Spread of Advanced Bile Duct Carcinoma

Osamu Hunato1）2）, Tamotsu Sugai1）, Noriyuki Uesugi1）, Shin-ichi Nakamura1）,
Toru Yoshida1）2）, Hiroyuki Nitta2）, Hidenobu Kawamura2）, Takayuki Sudo2）,

Ryoko Sasaki2）and Kazuyoshi Saito2）

Division of Pathology1）, Central Clinical Laboratory2）, Department of Surgery,
School of Medicine, Iwate Medical University

Introduction：Bile duct carcinoma is known to spread intraepithelially with high frequency, but biologi-
cal features remain to be clarified. To differentiate clearly among biological features of the intraepithelial
spread portion（IESP）and the invasive portion（IP）, we studied the number of argyophilic nucleolar organizer
region proteins（AgNOR）, Ki-67 positive rate（Ki-67 PR）, and p53 overexpression（p53 score）.Methods：We
stained 20 bile duct carcinoma specimens with antihuman p53 protein monoclonal antibody, antihuman Ki-67
protein monoclonal antibody by streptavidin-biotin immunoperoxidase , and AgNOR by Ploton’s 1-step
method. Results：Ki-67 PR was 21.5％ in IESP and 20. 2％ in IP. AgNOR in IP was significantly larger than in
IESP（IESP : 2.2, IP : 3.3, p＝0. 0012）. Nuclear p53 immunopositivity was observed in 8 of 20 patients（40.0％）in
IESP and 13 of 20（65.0％）in IP. Cases of p53 positive stain in IP were also observed mostly in IESP. Conclu-
sion：No difference in proliferative activity was seen between IESP and IP. This suggests that the cell kinet-
ics of IESP are lower than in IP and that p53 overexpression plays a part in the early of carcinogenesis.
Key words : intraepithelial spread of bile duct carcinoma, invasive portion of bile duct carcinoma, cell activity,

proliferative activity, p53 gene product
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