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小型尿路上皮癌細胞が持つ癌幹細胞的性格について

緒　言

　尿路上皮癌（UC）は，欧米では最も頻度の高い悪
性腫瘍の1つであり，日本でも今後，増加する腫瘍
の1つと考えられている 1, 2)．また，UCは組織学的異
型度によって，臨床的予後の良い低異型度症例群と，
強い浸潤性や転移を示し腫瘍死に至る高異型度症例
群に分類され，それぞれ治療法が大きく異なる 1, 3 - 5)．
よって，各症例の細胞異型に代表される異型度の判
定は，病理診断のみならず治療戦略上も重要である．
すなわち，病理学的異型度を客観的に評価し，浸潤や
転移能の高い予後不良の症例を早期に検出することが
望まれる．
　UCの異型度は，構造異型と細胞異型の観点から
判断されるが，特に細胞異型の評価が重要な因子で
ある．しかしながら，細胞異型の発生機序は不明な点
が多い．我々は，細胞異型の分子病理学的背景を明ら
かにすべく，multicolor FISH法による染色体解析から
染色体の増加が直接，細胞異型の形成に関与している
ことを明らかにしてきた 6)．この研究の過程において，
正常基底細胞に類似する小型癌細胞に注目した．
　一方，正常尿路上皮は，基底細胞，中間細胞およ
び表層細胞の3 種類の細胞で構成されているが，基底
細胞はCytokeratin（CK）5, CK17や67LR，中間および
表層細胞はCK18やCK20などが発現している 7)．さら
に，UCでは，CK5およびCK20の発現異常が知られ
ている 8, 9)．このような基底細胞の性格をもった細胞が
UC 組織に存在すると報告されており，癌幹細胞との
関連が示唆されている10 -12)．
　本研究では異型度の異なる低異型度症例および
高異型度症例を対象にCK5を基底細胞，CK20を表層
細胞，Ki - 67を増殖能の指標として，多重蛍光免疫組
織染色を行い，同一細胞の核面積を計測し，細胞核形
態，CK 発現異常および細胞増殖能の関係を多面的に
解析し癌幹細胞的細胞の存在について検討した．

材料と方法

　対象は，TUR-BTおよび手術材料で採取された低
異型度 UC5 例および高異型度 UC7 例で，ホルマリン
固定パラフィン包埋材料から6 μm 切片を作製し，
三重蛍光免疫染色を行った．
　一次抗体の標識にはZenon Alexa Fluor キットを
用 い た．一 次 抗 体 はCK5（clone XM26, Novocastra, 
Mouse mAb, IgG1），CK20（clone Ks.20.8, DAKO, 
Mouse mAb, IgG2a），Ki -67（clone MIB1, DAKO, 
Mouse mAb, IgG1）を 用 い た．CK5はZenon Alexa 
Fluor 555（Invitrogen），CK20 は Zenon Alexa Fluor 
488（Invitrogen），Ki -67 は Zenon Alexa Fluor 647

（Invitrogen）で標識した．
脱 パ ラ フ ィ ン 後，Target Retrieval solution pH9 

（DAKO），95℃，40 分で抗原の賦活化を行い，直接
法で4℃一晩反応させた．PBSで5 分 3 回洗浄後，5％
ホルムアルデヒドで15 分再固定した．再度，PBSで
5分3回洗浄後，DAPI -Ⅱ（Abott）で核染色した．
　染色標本は蛍光顕微鏡（Zeiss）で観察後，各症例の
代表的な染色パターンの部位をCCDカメラ（Zeiss）に
て対物 40 倍で撮影し，疑似カラーで重ね併せて染色
画像とした．平均 142 個の腫瘍細胞のCKとKi -67 発現
パターンおよび核面積を計測した．核面積の計測は，
画像解析ソフトIsis（Zeiss）を用いた．

結　果

1．CK 発現と異型度の解析（Table 1）
　各症例の解析結果をTable 1に示す．低異型度症例で
は5 例中 3 例がCK5（＋）/CK20（＋）細胞を主体とし，
高異型度症例では7 例中 6 例はCK5（−）/CK20（＋）細
胞を主体とした．
　低異型度 UCより得られた748 細胞はCK5（＋）/
CK2（＋）細胞が61％，ついでCK5（−）/CK20（＋）細胞
が36％であった．一方，高異型度 UCより得られた951
細胞はCK5（＋）/CK20（＋）細胞が27％でCK5（−）
/CK20（＋）細胞が70％であった．CK 発現パターンに
よるカイ2 乗検定 P ＜ 0.01で，低異型度 UC 細胞と高異
型度UC細胞において，有意差がみられた．
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2．Ki- 6 7 とCK 発現の解析（Table 1 , Fig. 1）
　Table 1の各症例の解析結果ではKi -67によるMIB-1 
indexが10％を越えた症例は低異型度症例 1 例，高
異 型 度 症 例 5 例 で あ っ た．ま た，Ki -67（ ＋ ）細 胞

（ 低 異 型 度 UC：59 細 胞， 高 異 型 度 UC：180 細 胞 ）
のCK 発現パターンを解析したところ，いずれも
CK5（−）/CK20（＋）細胞が高頻度で低異型度 UC
細胞は59％，高異型度細胞は69％であった（Fig. 1）．
しかし，CK 発現パターンによる4群についてマンホ
イットニのU 検定をしたが，有意差はなかった．

3．CKと核面積の解析
　CK発現パターンによる4群の核面積をSteel -Dwas test 
で比較するとCK5（＋）/CK20（＋）とCK5（−）/CK20（＋）
の間にP＜0.01で有意差がみられた．

考　察

1．CK 発現と異型度の解析
　正常ではアンブレラ細胞のみに陽性であるCK20は，

悪性化することにより全層が陽性に転化することが知
られている 8, 9)．また，CK20の発現はFGFR-3 変異よ
りも先であるとの報告もある 13)．今回の結果からは異
型度にかかわらず，低異型度 UC 細胞と高異型度 UC
細胞でCK20の発現はほとんどの細胞で陽性であった．
　一方，CK5の発現は低異型度 UC 細胞で多いのに対
し，高異型度 UC 細胞では陰性化していた．高度に腫
瘍化した基底細胞の性質として67LRとCK17さらには
CEACAM6の同時欠乏がみられたというHe Xらの報
告に類似していた10)．
　CK 発現パターンは低異型度症例ではCK5（＋）/CK20

（＋）細胞が主体で，高異型度症例ではCK5（−）/CK20（＋）
細胞が主体で異なった．よって，異型度とCK 発現パ
ターンとの間には関連があると考えられた．

2．Ki- 6 7 とCK 発現の解析
　Ki -67（＋）細胞は異型度に関わらずCK5（−）/CK20（＋）
細胞が最も高頻度で，ついでCK5（＋）/CK20（＋）
細胞であった．このことより，MIB1 陽性率が高い

Boxes with grey backgrounds indicate most CK expression pattern.
Boxes with black backgrounds indicate more than 10％ MIB -1 positive cells.

Table 1. CK expression pattern and MIB -1 index (％)	

Fig. 1.	CK expression pattern of Ki -67 positive cells. a) Low grade UC 59 cells, b) 
High grade UC 180 cells, Ki -67(＋)cells were mainly CK5(−)/CK20(＋) cells.
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CK5（−）/CK20（＋）細胞が増加することが高悪性度
と関わっている可能性があると考えられた．

3．CKと核面積の解析
　我々は以前の研究結果 6)から高異型度の小型癌細胞
の存在に注目してきた．それと同時に癌幹細胞的細胞
の性質としてCK5（＋）/CK20（−）/CD44（＋）細胞を
挙げている研究 14)からCK5（＋）/CK20（−）細胞を癌
幹細胞との関連を示唆して注目していた．今回の解析
結果でもCK5（＋）/CK20（−）細胞は少数であったが
小型細胞として見られた．
　細胞増殖能を示すKi -67（＋）細胞を組み合わせた
解析ではCK5（−）/CK20（＋）細胞が最も多く見ら
れた．CK5（−）/CK20（＋）細胞は小型から大型のも
のまで様々な大きさで出現していた．このことより
CK5（−）/CK20（＋）細胞にも癌幹細胞との関連から
注目する必要があると考えられた．

　総合するとUCでは正常では表層細胞のみに陽性
を示すCK20が全層陽性化し，基底側で発現していた
CK5は陰性化した．異型度に関係なく，細胞周期に
入っているKi -67（＋）細胞のほとんどはCK20を発現
していた．これらのことから，UC 細胞の核の形態異
常を形成する背景には，細胞増殖能異常に関係した
サイトケラチン発現異常が存在すると考えられた．今
後も小型癌細胞の形質について面積を併せた解析を
進め，癌幹細胞的性格を検討していきたい．
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