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白血球増多症を伴 っ た非血液非リ ン パ 系悪性腫瘍症例 にお ける

顆粒球コ ロ ニ ー 刺激因子と顆粒球 ･ マ ク ロ フ ァ
ー ジ コ ロ ニ ー

刺激因子の 関与に つ い て の 臨床病理学的検討

金沢大学医学部医学科病理学第
鵬 講座 ( 主任: 中西功夫教授)

小 島 人

白血球増多症を伴 っ た非 血液非リ ン パ 系悪性腫瘍 に お ける 顆粒球 コ ロ ニ
ー

刺激 因子 (g r a n ul o c yt e c ol o n y s ti m ul a ti n g

払c to r
,
G M C S F) と顆粒球 ･ マ ク ロ フ ァ

ー

ジ コ ロ ニ
ー

刺 激因子 はr a n u l o c y te - m a C r O P h a g e c ol o n y s ti m u l a ti n g f a ct o r , G M - C S F) の

関与 に つ い て 臨床病理学的検討を行 っ た . 過去2 0 年間 に剖検され た177 8 症例の うち, 経過 中に10 ,0 0 0 / m m
3
以上 の 白血球増多

症を呈 した非血 液非 リ ン パ 系悪性腫瘍439 症例4 85 病変 (多重病症例を含むが , 治療に よ る膿瘍消失症例 は除く) を対象として

G - C S F お よ び G M - C S F に対する 免疫組織化学を行 っ た と こ ろ
,
G - C S F お よ び G M - C S F 陽性症例 が

,
それぞ れ

,
3 症例 (0 .7 %) と

2 症例 (0 .5 % ) 認 め ら れ た . 陽性例 に つ き G - C S F と G M - C S F に 対する 特異的プライ マ ー を用 い て 逆転写P C R 法を行 っ た と こ ろ
,

ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク 包埋組織で は m R N A を検 出す る こ と は でき な か っ た が
,
未固定凍結腫瘍組織が保存され

てい た G M
- C S F 免疫組織化学陽性1 症例で G M - C S F の m R N A を確認で き た. G T C S F 陽性例 は肺巨細胞型大細胞癌

,
上行 結腸腺

癌お よ び 胃腺病 で, G M - C S F 陽性例 は, 肺紡錘形細胞痛 と悪性胸腺塵 であっ た . 胃痛症例で は, 申分 化型管状腺病の 形態をと

る原発巣 は G - C S F 陰性で あ っ た が , 低 分化腺痛 の形態 を示した肺転移巣が G - C S F 陽性 で あっ た . こ れ ら の 結果か ら , 腫瘍 が

未分化 にな る に つ れ CS F が 産生 され や すくなる可能性 が示唆され た . 陽性例5 例 中4 例 の 生存期間は 6 カ月 以下 で ,
予後は 不

良であ っ た . C S F 陽性5 症例 の 血 中白血球敷革高値 は29 ,4 0 0 ～ 10 3
,
5 0 0/ m m

3

(平 均59 ,7 0 0 / m m
3

) で , 非常 に高か っ た . 化学療

法の 影響を強く受けたと考え られ る1 症例 を 除く4 症 例 にお い て骨髄 は過形成を示 し, 顆粒球系細胞 が有意 に増加 して い た .

し たが っ て
,
腫瘍細胞 で発現され た G - C S F と G M - C S F は 生理的活性を有し, とも に主 と して 顆粒球系細胞 の 増殖を刺激 した

と考え られ る.

一 方
,
C S F 陽性症例の 血中白血球数最高値 の 平均値以 上 で

,
しか も非腫瘍性病変剖検例で は観察されない ほ ど

の 著 し い 白血 球増多 (60 ,0 0 0/ m m
3
以上) を示 し た に もか か わ ら ず, G - C S F , G M - C S F とも に陰性 であ っ た症例 が3 例 (0 .7 %) あ

っ た . こ の よう な症例 に お ける白血 球増多の 発生 に は , 他 の 白血 球増殖刺激因子 が関与 して い る と 思わ れ る .

K e y
r

w o r d s m alig n a n t t u m o r , n O n
-1 y m p h o h e m a t o p oi e ti c , 1 e u k o c y t o si s , g r a n u l o c y t e c ol o n y

Sti m u la tin g f a ct o r , g r an ul o c y t e
- m a C r O P h a g e c ol o n y sti m ul ati n g f a ct o r

悪性腫瘍 に随伴する症候 の 一

つ と して
,
白血球増多症があり,

時に 白血 病と の 鑑別を要す る ほ ど白血球が著しく増加する こ と

が 古く か ら知 ら れ て い た
1)

. 最近
,
こ の 白血 球増多症 の 原因 と

して 腫瘍 が産生す る種 々 の 白血球増殖刺激因子 の 関与 が示唆 さ

れて い る . 具体的 に は , 顆粒 球コ ロ ニ ー 刺激因子 k r a n u l o c yt e

C Ol o n y sti m ul ati n g f a c t o r , G
-C S F) , 顆粒球 ･ マ ク ロ フ ァ

ー

ジ コ

ロ ニ ー

刺激 因子 (g r a n u l o c y t e - m a C r O P h a g e c ol o n y s ti m ul a ti n g

f a c t o r
,
G M - C S F ) , マ ク ロ フ ァ

ー

ジ コ ロ ニ
ー

刺 激 因子

( m a c r o p h a g e c ol o n y s ti m ul a ti n g f a c t o r) ,
腫瘍 壊死因子 α

(tu m o r n e c r o si s fa ct o r a ) , イ ン タ
ー ロ イ キ ン 1 (i n te rl e u k i n l) ,

イ ン タ ー ロ イ キ ン 3 (i n t e rl e u k i n 3 ) , イ ン タ
ー ロ イ キ ン 6

(i n t e rl e u ki n 6) 等 が あげら れてお り
2)
,
こ れ らの 因子 が骨髄造血

細胞を刺激 して増殖をうなが し, 著 しい 白血 球増多症を引き超

こす と考え られ て い る . しか し
, 実 際 には どの 程度の 頻度 で腫

瘍が こ れ ら の 増殖因子を産生す る の か は 明ら か で は ない . ま た
,

こ れま での と こ ろ腫 瘍が産生す る白血球増殖刺激因子と して報

告 され て い る の は G - C S F が ほ と ん どで ,
G M - C S F 産生悪性膿

はまれ であり , 複 数の G - C S F や G M - C S F 産生悪性腫瘍症例を解

析 しそ の 臨床病理学的検討を行 っ た報告 は ほ と ん ど な い . そこ

で
, 本研究 で は, 過去20 年 間に 当教室 で病理解剖 さ れ た 白血

球増多症を伴 っ た 非血 液非 リ ン パ 系悪性腫瘍症例 を対象と して

G - C S F お よ び G M - C S F に対す る免疫組織化学 を行い
,
こ れ らの

コ ロ ニ ー 刺激 因子 (c ol o n y s ti m u l a ti n g f a c t o r , C S F) 産生 悪性腫

瘍 に つ い て 臨床病理学的な検討を行 っ た .

対象 お よ び方法

Ⅰ . 対象

1 98 0 年か ら1 99 9 年まで の 20 年間 に, 金沢大学医学部病理学

平成1 2 年10 月2 7 日受付
,
平成1 2 年1 2 月 6 日受理

A b b r e v i a ti o n s : C S F , C Ol o n y s ti m u l ati n g f a c t o r ; G
- C S F , g r a n u l o c y t e c o l o n y s ti m u l ati n g f a c t o r ; G M

- C S F
,

g r an ul o cy t e
- m a C r Op h a g e c ol o n y sti m ul atin g f a c t o r; R T , r e V e r S e

`

t r an S C rip ti o n



白血球増多を伴 っ た悪性腫瘍 と コ ロ ニ
ー 刺激因子

第
一 講座 に お い て 剖検さ れ た177 8 症例 を 対象 と し た ･ そ の う

ちで
,
経 過中 に10 ,0 0 0 / m m

3

以上 の 白血 球増多を呈 した 非血 液

非リ ン パ 系悪性腫瘍症例 (多重病症例 を含 む が , 治療に よ る 腫

瘍消失症例 は除く) す べ て に つ い て 検討 を 行 っ た . また 対照 と

して , 非腫瘍性病変剖検例 (主病変 と し て 腫瘍性病変の ない 症

例) にお け る白血 球増多の 程度 に
つ い ても検索 した ･

Ⅰ . 免疫 組織化学

各症例 より代表的な原発巣ある い は転移巣組織を2 ない し3

カ所選択 し, ス トレ プ ト ア ピ ジ ン ･ ビ オナ ン法 に て
,
以 下 の ご

とく G - C S F と G M - C S F に 対する 免疫組織化学を行 っ た . すなわ

ち
,
ホ ルマ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包埋標本より組織切片を作製 し,

シラ ン コ
ー

テ ィ ン グス ライ ド ( ダ コ
･ ジ ャ パ ン

,
京都) に張り

付けた. 脱 パ ラ フ ィ ン 私 室温 にて 0 .3 % 過酸化水素水を加えた

メ タ ノ
ー ル 液中 に30 分間反応 さ せ , 内因性 ペ ル オ キ シ ダ

ー

ゼ

活性を除去 した . G - C S F 免疫組織染色用標本に つ い て は T a rg e t

U n m a s ki n g F l u id ( K r e a t e c h D i a g n o s ti c s , A m s t e r d a m ,

N e th e d a n d s) 処理 を行 い , 抗原 の 胱活化を行 っ た . その 後
,
G -

C S F 免疫組織化挙用標本は 正常 ウ マ 血清
■
( フ ナ コ シ , 東京) で ,

G M - C S F 免疫組織化挙用標本は 正 常ヤ ギ 血 清 ( ダ コ
･ ジ ャ パ ン)

で室温 に て 15 分 間反応させ , 二 次抗体の 非特異的結合を阻止

し た.

一 次抗体 と して , 抗ヒ ト G - C S F マ ウ ス モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗

体 (50 倍希釈, 生化学 工 業株式会社 , 束京) と抗 ヒ トG M
-C S F

ウ サ ギ ポ リ ク ロ
ー

ナ ル 抗 体 (50 倍 希 釈 ,
R & D S y s t e m s ,

M i n n e a p o li s , U S A ) を用い ,

山

塊4 ℃ に て 反応させ た . 0 ･0 1 M

P B S で 洗 浄 した後! 二 次抗体として ビ オテ ン化抗 マ ウ スI g G ウ

マ 抗体 (20 0 倍希 釈, V e c t o r L a b o r a t o ri e s I N C , B u rli n g a m e ,

ロS A) , ま た は ビ オナ ン 化抗 ウサ ギI g G ヤ ギ抗 体 (2 0 0 倍 希釈 ,

V e c t o r L a b o r at o r ie s I N C ) を用い ,
室 温で 30 分 間反応 させ た .

0 .0 1 M P B S で 洗浄後
,
ス ト レ プ トア ピジ ン ( ダ コ ･ ジ ャ パ ン) を

室温で 3 0 分間反応 さ せ た . 洗浄後 ,
0 .0 0 6 % 過酸化水素水 を加

えた0 .0 3 % 3
,
3
,
- ジア ミ ノ ベ ン チ ジ ン 4 塩酸塩(S ig m a , S t e in h ei m ,

G e r m a n y) で 発色 させ た . メ チ ル グ リ ン ない し マ イ ヤ ー ･ ヘ マ

ト キ シリ ン に て染色を行 っ た後, 脱水 し封入 した 陰性対照 と し

て
,
G - C S F と G M - C S F の か わ り に

,
そ れ ぞ れ

,
マ ウ ス I g G ( ダ

コ ･ ジ ャ パ ン) と 正 常ウサ ギ免疫 グ ロ ブ リ ン 分画( ダコ
･ ジ ャ パ

ン) を用 い た . 陰性対照 に用い た正常血清 は , そ の 蛋白濃度 が

そ れ ぞ れ に 対応する
一 次抗体 の 蛋白濃度 と同 じ にな る よ う希釈

した .

Ⅱ . 逆転写 P C R 法 ( r e v e r s e t r a n s c ri p ti o n
- P C R , R T

- P C R )

に よ る G - C S F と G M ･ C S F の m R N A の検 出

1 . 仝R N A の 抽出

1) ホ ル マ リ ン 固定パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク包埋組織

T a bl e l ･ S e q u e n c e s o f olig o n u cle o tid e p r l m e r S f o r P C R

38 1

免疫組織化学で陽性 と判定さ れ た症例 の ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ

ィ ン ブ ロ ッ ク 包塩標本 より, P ar affi n B l o ck R N A I s ol a ti o n Ki t

(A m b i o n I n c , A u s ti n , U S A )を用い て 全R N A を抽出 した . す なわ

ち
, 陽性細胞が認 め ら れ た組織部位を切片標本より切り取り

(直径約5 m m 大 , 厚 さ約10 〃 m の 薄切切片標本2 ない し3 枚) ,

脱 パ ラ フ ィ ン した . 風乾後, 1 サ ン プ ル あた りプ ロ テ ナ
ー ゼ K

消 化緩衝液100 〃1 と プロ テ ナ
ー ゼ K (2 0 m g/ m l) 5 〃1 を加え,

4 5 ℃ で2 時間消化 し た. 次い で , 6 0 0 〃1 の m 抽出用綬衝液 と

7 00 〃
1 の フ ェ ノ ー ル / ク ロ ロ ホ ル ム 液を加えて撹拝した後, 遠

心 (室温, 1 3 ,0 0 0 Ⅹ g , 5 分間) して 上 浦を回収 した .
こ の上 備

に ア ク リ ル ア ミ ド溶液1 〃1 を加え ,
さ ら に等量 の イ ソ プ ロ パ

ノ ー ル を加えて 撹拝 した後,
-

2 0 ℃ にて 30 分間以 上 冷却 した .

その 後, 遠心 (4 ℃ , 1 3 ,0 0 0 Ⅹ g , 1 5 分間) して 沈澱物を回収 し

た. 風乾後, 沈澱物 に10 〃1 の R N A 溶解液を加え溶解 した ･ こ

の m A サ ン プ ル 10 〟1 に ヌ ク レア
ー ゼ を除去 した 精製水7 / ∠1 ,

1 0 倍濃 度の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レア
ー

ゼⅠ反応績衝液2 / ∠l , デ オ

キ シ リ ボ ヌ ク レ ア
ー ゼ Ⅰ(2 U/ 〃1) 1 〃1 を加え, 3 7 ℃で 15 分間

反応させ た . 次 い で
,
フ ェ ノ

ー ル / ク ロ ロ ホ ル ム 液 に て除 タ ン

パ ク を行 い ,
イ ソ プ ロ パ ノ

ー ル を加 えて 遠心 し
,
仝R N A を抽

出 した . 抽出 され た R N A の 状 態を2 % ア ガ ロ
ー ス ゲ ル 電気泳動

法 に より調 べ た .

2) 末固定凍結組織

未固定凍結組織 が保存されて い た 症例 で は , 酸 グ ア ニ ジ ニ ウ

ム チ オ シ ア ネ
ー

ト ･ フ ェ ノ
ー ル ･ ク ロ ロ ホ ル ム 法 に よ り全

R N A を抽出 し た . 氷上 に お い た遠心チ ュ
ー

ブ に
,
組織1 g と10

m l の 変性溶液 (4 M グア ニ ジ ニ ウ ム チ オ シ アネ
ー ト

,
2 5 m M ク

エ ン 醸 ,
0 .5 % N - ラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ ン

,
0 .1 M 2 - メ ル カ プ ト エ

タ ノ
ー ル) を加え ホモ ジナ イ ザ

ー

( ヤ マ トLI ( 2 2 , 東京) で 組織

を均質化 した . 2 M 酢酸ナ トリ ウ ム b H 4 .5) , フ ェ ノ
ー

ル
,
ク ロ

ロ ホ ル ム , イ ソ ア ミ ル ア ル コ
ー

ル を加え増枠 し1 5 分 間氷 上 に

放置 した 後, 遠心 (4 ℃ , 1 3 ,0 0 0 Ⅹ g , 1 5 分間) し て上 宿 を回収

した . こ れ に10 m l の イ ソ プロ パ ノ
ー ル を加 え

,

-7 0 ℃に て60 分

間以 上 冷却 した 後, 遠心 (4 ℃ , 1 0 ,0 0 0 Ⅹ g , 2 0 分 間) し て沈澱

物を回収 した. 沈澱物を再度3 m l の 変性溶液 に溶解 した 後, 等

量の イ ソ プ ロ パ ノ
ー ル を加え

,
■山7 0 ℃ に て ,

60 分間以 上 冷却

した ,
こ れ を遠心 (4 ℃ , 1 3 , 0 0 0 Ⅹ g , 1 5 分間) し た後, 上 浦を

除去 し た . 7 5 % ア ル コ
ー ル 5 m l を加 えて 沈殿物を洗浄 し, 風乾

(室温, 5 分) 後 ,
1 m l の T E (1 0 m M T ri s - H C l (p H 7 .4) , 0 ･1 m M エ

チ レ ン ジ ア ミ ン 4 酢酸2 水素2 ナ トリ ウ ム) を加 え溶解 し た . そ

の 後 ,
上 述Ⅲ , 1 , 1) の ご とく ,

デ オ キ シリ ボ ヌ ク レ ア
ー ゼⅠ処

理 しD N A を完 全に 除 い た .

2 . R T P C R 反応

Pri m e r n a m e F o r w ar d p ri m e r

J9 2
-

m i c r o gl o b ulip 5
一
- A C C C C C A C T G A A A A A G A T G A -3

T

G - C S F 1 5
.
- C A G A G C C C C A T G A A G C T G A T G -3

'

G - C S F 2 5
■

一 T T G G G T C C C A C C T T G G A C A C A -3
'

G M ▼ C S F 1 5
.
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抽 出 し た 仝 R N A を 用 い , R e v e r s e T r a n s c ri p ti o n S y s t e m

(P r o m e g a C o r p o r a ti o n , M a d i s o n , U S A ) に てR 7 1 P C R を 行 っ た .

R N A 試料9 .5 /Ll , 2 5 m M M g C 12 4 /1 1 , 添付R T 反応緩衝液2 ,,Ll ,

1 0 m M d N T P 混合液 2 /11 , ラ ン ダム プ ライ マ
ー 1 /} 1 (0 .5 FL g) ,

リ ボ ヌ ク レ ア
ー

ゼ イ ン ヒ ビ タ
ー

0 .5 / くl (1 0 単位) , 逆転 写酵素1

〃1 (2 0 単位) を混合 し全量を2 0 / Jl と した . こ れ を
,
3 7 ℃で 10

分間, 4 2 ℃で30 分 間反応さ せ c D N A を合成 した後, 9 9 ℃で 5 分

間加熱 して酵素を失晒させ た .

G - C S F と G M - C S F 転写 産物の検出の た め に便桐 した P C R プ ラ

イ マ ー の 塩基配列 と P C R 産物 の 大
■
きさを表1 に示 した .

プ ライ

マ
ー の 設定 に は ,

ヒ ト G - C S F
3) と G M - C S F

A) の ゲ ノ ム D N A 配列

を参考に し, それ ぞ れ に つ き二 組ず つ 決定 した . 増 幅 され る領

域 に イ ン ト ロ ン が 含ま れ る よ う に設計 し, R N A に 混 入 し た微

量 の ゲノ ム D N A に よ っ て増 幅さ れ たP C R 産物 と区別でき る よ

う に し た . ま た
,
ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク包埋組織

ま た は未固定凍結組織か ら, P C R 可能なc D N A が 合成さ れ た か

どうかを確 か め る た め , ノ
ウ 2 - ミ ク ロ グ ロ ブリ ン

5 ) も増幅 し た .

プ ライ マ ー の 合成 は宝酒造 (草津) に委託 し た.

逆転写 に よ っ て 合成 し た c D N A 溶液2 .5 F Ll を P C R 反応 の 鋳 型

と して用い た . 反応液 (敢終液量50 /川 は , プ ライ マ
ー

1 組 (そ

れ ぞれ50 p m o l) , 0 .2 m M d N T P 4 FLl , T a q ポ リ メ ラ
ー ゼ2 単位

Cr a k ar a , 大津) , 1 0 m M T ri s - H C l (pIi 8 .3) , 5 0 m M K C l , 0 .0 1 %

( w / v) ゼ ラ チ ン , 1 . 5 m M M g C 1 2 と し , サ
ー

マ ル サ イ ク ラ
ー

D N A E n g i n e P e lti e r T h e r m al C y cl e r M o d el P T C
- 2 0 0 ( M j

r e s e r c h
,
M a s s a c h u s e tt s

,
U S A) を用い て P C R 反応 を行 っ た .

G - C S F と G M - C S F に対 して は, 9 4 ℃1 分間, 6 0 ℃1 分 間, 7 2 ℃

1 分間を1 サ イ ク ル と し
,
3 0 サ イ ク ル の 反応を行 っ た . β2

- ミ

ク ロ グ ロ ブ リ ン に 対 して は
,
94 ℃ 1 分 間

,
5 7 ℃ 1 分 間

,
7 2 ℃1

分間を1 サ イ ク ル を し
,
2 5 サ イ ク ル の 反応 を行 っ た . 9 〃l の

P C R 産物 を臭化 エ ナ ジ ウ ム を含む4 .5 % ア ガ ロ ー ス ゲ ル (3 % の ア

ガ ロ ー ス と 1 .5 % の N u s i e v e G T G ア ガ ロ ー ス ) (F M C

B i o p r o d u c ts , R o c k l a n d , U S A) にて定 電圧100 V 下 で 電気泳動 し,

紫外線照射 下 で P C R 産物を可視化 し た.

Ⅳ . 骨髄 の解析

免疫組織化学で G - C S F ある い は G M - C S F が 陽性 と な っ た症例

の 骨髄 に つ い て , 以下の ご とく検討 した . ま た
,
対照 と して

,

白血 球 数10
,
0 0 0 / m m

3
以下

,
赤血 球数3

,
5 0 0

,
0 0 0 / m r n

3
以 上

,
血

小板数150 ,0 0 0/ m m
3
以 上で , か つ , 臨床 的に 血液像 に問題 の な

か っ た剖検症例 の 骨髄も同様 の 方法で検討 し た (非 血 液非 リ ン

パ 系悪性腫瘍剖検 6 症例 と非腫瘍性剖検6 症例) .

1 . 骨髄に おけ る造血細胞 の 密度

ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包捜した骨髄 (腰椎 な い し肋骨)

より組織切 片を作製 し, H E 染色を行 っ た . 造血 細胞 の 多 い 領

域 か ら5 視野を転作 剃 二選 んで 写真撮影 し た (直接倍率Ⅹ 10 0) .

そ の 際
,
骨梁 は 視野 か ら 除い た . 揖 影 し た 35 m m フ イ ル ム を

Q t li c k s c a n 3 5 ( ミ ノ ル タ 株式会社, 大阪) に て コ ン ピ ュ
ー タ ー

P o w e r M a c G 4/ 5 0 0 ( ア ッ プ)L / コ ン ビ ュ
M

夕株式 会社
,
東京) に

取 り込 み , 骨髄 画像をデ ジ タ ル 化 し た . 取り込 ん だ骨髄画像 を

画像処理 ソ フ トAd o b e P h o to sh o p 5 .5 ( ア ドビ シス テ ム ズ株式会

社 , 東 京) と画像解析 ソ フ トNI H I m a g e l .6 2 (F r e e s of O を用 い

て解析 し, 骨 髄 における造血細胞 の 密度を計測 した . その 手順

は
, 取り込 ん だ骨髄画像 より P】1 0 t O Sh o p 5 .5 を用 い て脂肪細胞

部分を取り除き, さら に R G B (赤緑青) カ ラ
ー

と色調 の 補正を

行 っ た徽 NI H I m a g e l .6 2 にて 脂肪細胞除去後の 残りの面積を

測定 した .
こ の 面積 を取り込ん だ 画像全体の 面積 で除 し

,
その

値を骨髄 に お け る造血 細胞 の 密度 と し た .

2 , 骨髄 の 組織化学お よ び免疫組織化学

ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包捜 した 骨髄 より組織切片 を作製

し
, 組織化学ある い は 免疫組織化学 を行 っ て , 顆粒球系, 赤芽

球系, 巨核球系, 組 織球 ･ 単球系の 4 種類 の 細胞を識別 し た.

顆粒球系 の 細胞 は , ク ロ ロ ア セ テ
ー

ト エ ス テ ラ
ー

ゼ 染色 を行 っ

て 同定 した . 赤 芽球系 ,
組織球 ･ 単球系, 巨核球系 の 細胞 は

,

そ れ ぞ れ
,
抗 グリ コ フ ォ リ ン A 抗体

6 )
(2 0 0 倍 希釈 ; ダ コ ･ ジャ

パ ン) , 抗 C D 6 8 抗体
7)
(1 0 0 倍 希釈 ; ダ コ

･ ジ ャ パ ン) , 抗v o n

W ill e b r a n d f a ct o r 抗 体
8 )
(1 6 0 0 倍 希釈; ダコ

･ ジ ャ パ ン) を用い

た 免疫組織化学を行 っ て 標識 した . 免疫 組織化学 は G - C S F
,

G M - C S F と同様, ス ト レプ ト ア ピ ジ ン ･ ビ オ ナ ン法 を用い た .

また , 抗原 の 賦 活化 に はT a r g e t U n m a s ki n g Fl ui d 処理ま た は マ

イ ク ロ ウ エ
ー

ブ処 理を用 い た . 造 血細胞 の多い 領域か ら5 視野

を無作為に選 んで 写真撮影 し4 倍 に引き延ばした カ ラ
ー

プリ ン

トを作成 して (最終的な倍率Ⅹ 20 0) , そ れ ぞ れ 標識 さ れ た細胞

を計数 した . 同 一 カ ラ
ー

プ リ ン ト上 で 観察 さ れ る すべ て の 有核

細胞も数え
,
標識 され た細胞数を有核細胞数 で除 して 各々 の 細

胞系の 相対的構成比を算出 した .

ま た , 造血細胞 の 密度 にそれぞれ の 細胞系の 相対的構成比を掛

けて , 骨髄に お け る細胞系の 絶村的構成比 を算出した .

Ⅴ . 統計 学的処理

St u d e n t の t 検定 を行 っ て , 対照例とC S F 陽性例 で , 骨髄にお

ける造血細胞 の密度, 各細胞系 の 相対的構成比 と絶対的構成比

を比較検討 し た.

成 績

Ⅰ
. 臨床病理学的事項

198 0 年か ら 199 9 年 ま で の 2 0 年間に剖検 さ れ た 177 8 症例の う

ち , 非血 液非リ ン パ系悪性腫瘍 は869 例 あ っ た . こ れ ら の うち
,

経過 中に10 ,0 0 0 / m m
3 以上 の 白 血 球増多を呈 し た 症例 は4 39 例,

4 8 5 病変 (単癌397イ札 二 重痛39 例 , 三 重痛2イ札 四 重病1 例;

治療 に よ る腫瘍消失症例 は除く) で あ っ た (表2 , 3) . 臓器別に

み る と
,
主なもの は肺癌, 肝癌 ,

胃痛
, 膵癌 ,

胆嚢癌 , 大腸癌

な ど で あ っ た . 経 過 中 の 血 中白 血球数最高値 は , 大 部 分が

20
,
0 0 0 / m m

3

未満 (30 7 症例, 7 0 .0 % ) で あ っ た . 最も高 い 値を示

した症例は肺巨細胞型大細胞癌で , その 血 中白血 球致最高値は

10 3
, 50 0/ m m

3
で あ っ た .

一

方 , 非膿瘍性病変剖検例 で経過中 に

10
,
0 0 0/ m m

3 以 上 の 白血 球増多 を呈 し た症例 は 365 例 あ っ た (衷

2) . 血 中白血 球数最高値 は , 大部分が 20 ,0 0 0 / m m
3

未満 (27 5 症

例, 75 .3 %) で あ っ た . 最も高 い 借 を示 し た症例 は肺膿瘍か ら敗

血 症 を 併 発 し た 症 例 で
,
そ の 血 中 白 血 球 数 最 高値 は

54
,
7 0 0/ m m

3

で あ っ た . 非腫瘍性病変剖検例 で 60
,
0 0 0 / m m

3
以 L

の 白血 球増多を呈 し た症例 は な か っ た .

Ⅰ . 免疫組織化学

経過中に 10 ,0 0 0/ m m
3

以上 の 白血 球増多症 を呈 し た非 血 液非

リ ン パ 系悪性腫瘍症例す べ て に つ い て 検索 した と こ ろ, G - C S F

お よ び G M - C S F 陽性腫瘍は , そ れぞれ , 3イ札 2 例で あ っ た (表

4) . 原発臓器別 に見 る と , 肺 癌2 例 ( G - C S F 陽性1 例 ,
G M - C S F

陽性1 例) , 上行 結腸癌1 例 ( G - C S F 陽性) , 胃癌1 例 ( G - C S F 陽

性) , 悪 性胸腺腫 1 例 (G M - C S F 陽性) で あ っ た . 肺癌 の 組織型

は
,
G - C S F 陽性例 が 巨細胞型大畑胞痛で , G M - C S F 陽性例 は紡

錘形細胞癌 であ っ た . 前者 で は ,

山

部 の 大 型の 腫瘍細胞の 細胞



白血球増多を伴 っ た悪性腫瘍と コ ロ ニ
ー

刺激 因子

T a bl e 2 . 1te m s o f 8 0 4 c a s es w ith le u k o c y t o s is a m o n g 1 7 7 8 a u to ps y c as e s e x a m i n e d

C a s e s

3 8 3

W hit e bl o o d c e11 (/ m m
3

)

1 00 0 0 ≦ 2 0 0 00 ≦ 3 00 0 0 ≦ 4 0 0 0 0 ≦ 5 00 00 ≦ 60 0 0 0 ≦ 9 0 00 0 ≦ 10 00 0 0 ≦

< 2 0 0 0 0 < 30 0 0 0 < 4 0 0 0 0 < 5 0 0 0 0 < 6 0 0 0 0 < 7 0 0 0 0 < 1 0 00 00 < 1 10 00 0 T o tal

C a s e s w it h n o n - 1y m p h o h e m at o p o l eti c 3 0 7 8 4 3 0 9 4 3 1 1 4 3 9

m alig n a n t t u m o r

S in g l e c a n c e r

D o u bl e c a n c e r

T rip pl e c an C e r

Q u ad ru pl e c a n c e r

5

q
/

▲

Z

1

7
■

Z

2 7 6 3 0( 1) 8( 1) 4 2 1( 1) 1( 1)

8( 1) 1 1

C as e s w it h o u t m ali g n a nt tu m o r 2 7 5 5 9 2 1 9 1

7
(

u
ノ

2

1

∩
フ

3

3

N u m b e r s i n p a r e n th e s e s r e p r e s e
nt C S F - P O Siti v e c as e s ･

T a ble 3 . C o rr e la ti o n b e tw e e n p n m ar y o rg a n s o f m alig n a n t tu m o rs a n d d e g r e e s o f le u k o c y to si s i n 4 85 1e si o n s of 3 4 9 c as e s e x a m i n e d

W hite b lo o d c e ll(/ m m
3

)

1 0 0 0 0 ≦ 2 0 0 0 0 ≦ 3 0 0 0 0 ≦ 4 0 0 0 0 ≦ 50 0 0 0 ≦ 600 0 0 ≦ 90 00 0 ≦ 1 0 0 0 00 ≦

P ri m a r y o rg a n < 2 0 0 00 < 3 0 0 0 0 < 4 00 0 0 < 5 0 0 0 0 < 60 0 0 0 < 7 0 00 0 < 1 0 0 0 0 0 < 1 10 00 0 N u rn b e r o f l e si o n

L u n g

Li v e r

S t o m a c b

P a n c r e a s

G a11bl a d d er

C o l o n

T h y r oid g la n d

E s o p h a g u s

P r o st ate

K i d n e y

U ri n a r y bl ad d e r

R e n al p el v is

U r et e r

B r e a st

R e c tu m

U t e r u s

O v a r y

S o ft tis s u e

T b y m u s

D u o d e n u m

A n u s

U n k n o w n

T o tal

2

0

q
′

5

0

∩
フ

q
′

0

0

1

8

4

3
つ
J

つ
J

′

0

7

5

2
つ
J

l

l

l

l

l

1

2

1

1

1

1

34
つ
J

)

O

2

1

4

1

7

5

つ
ム

(

∠

l

つ
】

1

2

1

1

1

1

3

1

)

5

2

7
′

0

4

1

1

1

2

つ
ム

つ
ム

l

つ
J

1( 1)

9 2( 1) 3 0( 1) 1 0(l) 4 4 1( 1) 1( 1)

l

l

`
U

O

q
ノ

8

7

5

5

0

つ
】

ハ

U

5

4

3

つ
J

3

つ
】

つ
一

つ
ん

1

1

1

∩
フ

8
史
U

4

4

つ
〕

ハ

∠

l

l

l

l

N u m b e r s in p a re n t h e s e s r e p r e s e n t C S F
-

p O Siti v e c a s e s ･

T a bl e 4 ･ C li ni c o p ath o lo g lC al fi n di n g s o f 5 c a s e s w i
t h n o n -1y m p h o h e m a to p o l e ti c m alig n a n t tu m o

rs p o sitiv ely s t ai n e d f o r G
- C S F o r G M - C S F

A
g
e P ri m a ry t u m o r

C a s e ( y e a T) S e x (h i st o p ath ol o g y)

1 6 7 M L u n
g
e a n c e r

(l a rg e c ell c a r ei n o m a , g ia n t c ell t y p e)

W hit e bl o o d c e11 C h e m o t h e r a py l nfl a m at o ry le s tio n C a u s e S u r vi v al I m u n o hi 5 t O C h e mi c al s l ain l n g

( m a xim u m /m m
3) a t t e r m i n al s t ag e of d e a th ti m e

G_ C S F G M- C S･ F

1 03 5 0O + F o c al p
し1l m o n a ry ab s c e s s T u m o r 2 m o n th s +

2 7 1 M C ol o n c a n c e r

( m o d e r a t ely diff e r e nti a t e d ad e n o c a r ci n o m a)

G a s t ric c a n c e r

( m o d e r a t ely diff e r e nti ate d ad e n o c a r ci n o m a)

3 7 4 M G astric c an C e r

( m o d e r at ely d if f e r e n ti ate d a d e n o c a r ci n o m a)

4 74 M L u ng c a c e r

(S pi n dl e c ell c a r c in o m a)

5 6 4 F M alig n a n t tlly m O m a

(s pin dl e c ell ty p e)

2 9 4 0 0 S e
p
s I S a n d M ultip l e 5 m o n t h s +

b r o n c h op n e u m o ni a o rg a n f ail u r e

3 23 0 0 + T u r n o r 6 m o n th s

tp ri! Ⅵary )

+

( m ef a st a ti c)

9 3 0 0 0 B r o n ch op n
e u m o ni a B r o n c h op n e u m o 血 I m o n【h

+

4 0 2 0 0 + T u m o r 6 y e s r s 十

M
,
m al e; F , fe m al e .



島

Fig . 1 . H i st o p a th 0l o g y 仏 a n d D) a n d i m m u n o h i st o c h e m i st r y f o r G
- C S F (B a n d E) a n d G M - C S F (C a n d F) o f 5 p o siti v e c a s e s ･ 1 A

-1 C

r e p r e s e n t c a s e l (g i a n t c ell t y p e
-1 a r g e c ell c a r ci n o m a o f th e l u n g); 2 A -2 C

,
C a s e 4 (sp i n dl e c ell c a r ci n o m a of th e l u n g); 3 A

- 3 C
,
C a s e2

(a d e n o c ar Ci n o m a o f th e a s c e n di n g c ol o n ); 4 A ,4 F , C a s e 3 (4 A -4 C , a d e n o c ar Ci n o m a o f th e s to m a c h ; 4 D
-4 F

,
m e t a S ta Si s t o th e l u n g); 5 A r5 C

,

C a s e 5 ( m ali g n a n t th y m o m a) . B a r = 1 0 0 FL m .
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白血 球増多を伴 っ た悪性腫瘍 と コ ロ ニ ー 刺激因子

質が抗 G - C S F 抗 体で 陽性 に染色さ れ た ( 図1 -1) . 後者 に お い て

は
,
か なり の 数 の 紡錘形細胞 の 細胞質が抗 G M - C S F 抗 体で 陽性

に染色 さ れ た (図1 -2) . G - C S F 陽性上 行結腸癌 は申分化腺癌 で
,

陽性 に染色され た管状腺病細胞が散見 さ れ た ( 囲 ト3) .
こ の 症

例 は胃 にも申分化型管状腺病を合併 して い た (重複痛症例) が ,

胃痛 は G - C S F
,
G M - C S F と も に陰性であ っ た . G q C S F 陽性 の 胃

痛 (症例3) で は ,
原発巣 は G - C S F

,
G M - C S F 共に免疫組織化学

染色陰性 であっ た が ,
肺 へ の 転移巣が G - C S F 陽性で あ っ た (図

1 -4) . そ の 原発巣の 胃痛組織型は申分化型管状腺病 であ っ た が,

肺 へ の 転移巣 の 組織型は低分化腺病 であ っ た . G M - C S F 陽性悪

性蜘泉腫 は紡錘細胞壁胸腺腫 であ っ た (図1 - 5) . G - C S F とG M -

C S F が 共 に 陽性 とな っ た 症 例 は 認 め ら れ な か っ た .
こ れ ら

免 疫 組織化学陽性症例 の 血 中白 血球 数最高値 は 2 9
,
4 0 0

～

1 0 3
,
5 0 0 / m m

3

(平均59 ,7 0 0/ m m
=i

) で あっ た . 血中白血球数か ら

み る と
,
非 腫 瘍 性 病 変剖 検例 で は 観察 さ れ な か っ た

｢ C a s e ｢

M 1 2 3 4 5

叩

二

一

㈲

浣
8 72

6 0 3

1

1

1

｣

O

1

1

8

3

2

F ig . 2 . A g ar O S e
-

g el el e ct r o p h o r e si s of t o t al R N As i s ol a te d h
･

O m

f o r m ali n 一点Ⅹe d
, P a r af n n

-

e m b e d d e d ti s s u e s . V a ri o u s a m o u n t s o f

d e g r a d e d R N A s w e r e i s ol a t e d i n all c a s e s . M
,
D N A si z e

m a rk e r (≠Ⅹ17 4 di g e st e d w i th H a e Ⅲ) .

r
C a s e
r

M 1 2 3 4 5

1 1 2 b p

F ig ･ 3 ･ A g a r o s e
-

g el el e c tr o ph o r e si s o f r e v e r s e t r a n s c rip ti o n
-

P C R p r o d u c t s f o r β2 - m i c r o gl o b u li n b y u si n g t o t al R N As

i s ol at e d 血
●

O m f o r m ali n 一点Ⅹe d
, p a r afB n

- e m b e d d e d ti s s u e s . T h e ノ9

2 - m i c r o gl o b u li n w a s s u c c e s s fu 11 y a m plifi e d i n all c a s e s . M ,

D N A si z e m a 止 e r (¢Ⅹ174 di g e s te d w i th H d e ]I) ･

3 8 5

6 0
,
0 0 0 / m m

3

以 上 の 著 し い 白 血球増多を呈 した 5 例中2 例が CS F

陽性 で あ っ た (衷2) . なお
,
症例1

,
3
,
5 で は化 学療法が行わ

れ
, そ の うち症例1 , 3 で は死 亡 直前の 血 中白血球数が

,
そ れ

ぞ れ
,
33

,
60 0 / m m

:ち
, 1 1

,
2 0 0/ m m

3

に低下 してい た .

Ⅱ . R r P C R 法に よる G - C S F と G M - C S F の m R N A の 積出

1 . ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク包埋組織

図2 に示 すよう に
,
G - C S F また は G M - C S F 陽性5 例仝例 に お い

て ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包埋の 腫瘍組織か ら全 R N A の 摘

出が 可 能で あっ た . そ の 量 ほ症例 によ っ て ばら つ い て い た .
い

ずれ の 症例でも抽出された R M の 長さ は1 kb p 未満と 短く断片

化 して い た が , 全例 にお い て ′9 2∴ミク ロ グ ロ ブリ ン の m R N A は

m こP C R 法 に よ っ て 検出 され た (図3) . しか し , い ずれ の 症例

に お い て も
,
G - C S F

,
G M - C S F の m R N A は 増幅 さ れ な か っ た

(図4) .

2 . 末固定凍結組織

G - C S F または G M - C S F 陽性5 例 の う ち
,
G M - C S F 陽性肺紡錘

形細胞痛症例 (症例4) に つ い て は ,
肺原発巣, 肝転移巣! 肝臓

組織 が末固定の 状態 で凍結保存さ れ て い た .
こ れ ら の 組織 より

抽出 した 全 R N A を 用 い て , /9 2 べ ク ロ グ ロ ブ リ ン , G - C S F
,

G M - C S F に対す るR T q P C R を行 っ た と こ ろ , ど の 組織 で もJ･ヲ2 -

l
‥ C a s e r

M 1 2 3 4 5
G I G 2 G I G 2 G I G 2 G I G 2 G I G 2

Fi g . 4 . A g a r o s e
～

g el el e c t r o p h o r e si s o f r e v e r s e t r a n s c ri pti o n
-

P C R p r o d u ct s f o r G
- C S F ( C a s e s l - 3) a n d G M - C S F (C a s e s 4

a n d 5) b y u si n g t o t al R N A s i s ol a t e d f r o m f o r m ali n -fi x e d ,

p a r a瓜 n
-

e m b e d d e d ti s s u e s . G I s h o w s a P C R r e a cti o n w ith G -

C S F l f o r w a r d a n d r e v e r s e p ri m e r s; G 2 , W i th G
- C S F 2 f o r w a r d

a n d r e v e r s e p ri m e r s; G M l , W ith G M
- C S F l f o r w a r d a n d

r e v e r s e p ri m e r s; G M 2 , W ith G M
- C S F 2 f o r w a r d a n d r e v e r s e

p ri m e r s . N o P C R p r o d u ct s w ith e x p e ct e d m ol e c ul a r si z e s w e r e

O b s e rv e d ･ M
,
D N A si z e m a rk e r (≠Ⅹ17 4 di g e st e d w ith I h e Ⅲ) .

｢ G M
- C S F ｢ ｢ G

- C S F ｢

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 M

(b p)

___ J
/ 7 5

｢
＼

＼

7 3

F ig . 5 . A g a r o s e
-

g el el e c tr o p h o r e si s of r e v e r s e tr a n s c ri p ti o n -

P C R p r o d u ct s f o r G M
- C S F (1 a n e s l -6) a n d G J C S F (1 a n e s 7 ▼1 2)

b y u si n g t o t al R N As i s ol a t e d f r o m u n 丘Ⅹe d , fr o z e n ti s s u e s of

th e l u n g c a r ci n o m a (1 , 2 , 7 , 8) ,1iv e r m et a st a si s (3 , 4 , 9 , 1 0) a n d

li v e r (5 , 6 ,1 1 ,1 2) o f C a s e 4 . L a n e s l
,
3 a n d 5 s h o w P C R

r e a cti o n s wi th G M - C S F l f o r w a rd a n d r e v e r s e p ri m e r s; 1 a n e s

2
,
4 a n d 6

,
W ith G M - C S F 2 f o r w a rd a n d r e v e r s e p ri m e r s; 1 a n e s

7
,
9
,
1 1 w ith G - C S F l f o r w a r d a n d r e v e r s e p ri m e r s;1 a n e s 8 , 1 0 ,

1 2 w ith G - C S F 2 f o r w a rd a n d r e v e r s e p ri m e r s . P C R p r o d u cts o f

7 5 0 r 7 3 b p i n l e n gth f o r G M
- C S F w e r e o b s e rv e d i n th e l u n g

C a r Ci n o m a (1 a n e s l , 2) a n d liv e r m e t a s t a si s (1 an e S 3 , 4) . M ,
D N A si z e m ar k e r (卓Ⅹ17 4 di g e st e d w ith 助 e Ⅲ) ･
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白血球増多を伴 っ た悪性腫瘍とコ ロ ニ
ー 刺激因子

ミク ロ グロ ブ リ ン が士馴雷さ れ た . 肺原発巣, 肝転 移巣 で G M
-

c s F が1剣上ほ れ たが , G - C S F は検 出さ れ なか っ た (図5) ･ 肝 臓

組織で は G - C S F , G M - C S F とも に検出さ れ なか っ た ･ す なわ ち
,

原発巣お よ び 転移巣ともに , G M
- C S F の m R N A を確認で きた ･

Ⅳ . 骨髄の 解析

図6 に 代表的 な対照症例と CS F 陽性症例 の 骨髄組織 の H E 染

色, 組織 化学お よ び免疫組織化学 の 標本を示 した ･ 表5 に対照

12 例 と C S F 陽性 5 例の 骨髄造血細胞 の 密度 と相対的構成比を,

衷6 に絶 対的構成比をま とめ た ･

1
.

･ 造血細 胞密度

対照 と して 検索 し た 12 例 の 造 血 細胞密度 は3 1 ･5 ～ 5 6 ･2 %

(4 3 .5 土 8 .1 %) で あ っ た .

一

方 , G - C S F , G M - C S F 免疫組織化学

陽性5 例 の 造血細胞密度は 29 .0 ､ 7 6 .7% で あ っ た . 症例1 を除く

と
,
骨髄造 血細胞の 密度は67 .4

～

7 6 .7 % (7 2 ･6 士 4 ･0 %) で , 対照

に比 べ 有意 に高 か っ た b 副 .0 1 6 く0 .0 5) .

2 , 造血 細胞 の 相対的構成比

対照 と して 検索 した 12 例 に お い て , 骨髄 中に 占め る 顆粒球

系, 赤芽球系, 単球
･ 組織球系 , 巨核球系細胞 の 相対的比率は ,

そ れ ぞ れ
,
3 2 .1

～ 6 2 .8 % (4 9 . 4 士 9 .6 % ) , 1 2 ,9
､

2 8 ･ 3 % (2 2 ･1 ±

5 .8 %) , 0 .8
～

4 .0 % (2 .2 士 1 .1 %) , 0 .2
､ 1 .4 % (0 ･6 士0 ･3 % ) で あ っ た ･

G ▼ C S F 陽性症例 1 で は , 対照 に比 して 単球
･ 組織球系の 細胞と

巨核球系の 細胞の 相対的比率 が高く ,
他 の 2 系統の 細胞の 比 率

は低 か っ た . 症例1 を除くC S F 陽性4 症例 で は , 顆粒球系細胞

の 比率 は 51 .5 ～ 6 8 .9 % ( 弧 9 ±8 .0 %) で , 対 照に比 べ 高 い 傾向 に

あ っ た が , 有意 差 は な か っ た ( p = 0 .1 3 2) . 赤芽球系 の 細胞 は

14 .3 ～ 1 9 . 5 % (1 7 .4 ± 2 .4 %) で , 対照 に比 べ や や低 い 傾 向に あ っ

たが
, 有 意差は なか っ た (p = 0 .3 6 1) . 単 球

･ 組織球系 の 細胞 は

3 .2? 8 .6 % (5 .2 ± 2 .4 %) で , 村照に 比べ 高 い 傾 向にあ っ たが , 有意

差 はなか っ た b = 0 .0 9 9) . 巨核球系細胞は 0 ･4
､ 1 ･0 % (0 ･7 ± 0 ･3 %)

で
,
対 照 と 同程度 であ っ た ( p = 0 .2 9 3) . な お , 骨 髄に 存在す る

387

他の 有核細胞 と し ては , 未分化幹細胞, 脂8方細胞, 線維芽細胞,

血 管内皮紳軋 血管周皮細胞な どが ある が ,
本研究で は こ れ ら

の 細胞 に つ い て は 計測 し てい な い . した が っ て , 個 々 の 症例 に

お い て , 検索 した4 系統の 細胞比を加算 して も10 0 % と はな らな

い
.

3 . 造血細胞の 絶対的構成比

対照と し て検索 し た12 例 に お い て , 骨髄 中に 占め る顆粒球

系, 赤芽球乳 単球 ･ 組織球乳 巨核球系細胞 の 絶対的比率 は,

そ れ ぞれ
,
1 3 .1

～

3 2 .4 % (2 1 .7 士 6 .9 %) , 5 .6
～

1 4 .3 % (9 ･3 ±2 ･8 %) ,

0 .4 ､ 1 .7 % (0 .9 士 0 .5 %) , 0 .1
～ 0 .6 % (0 .3 士 0 . 1 %) で あ っ た ･ 症例

1 を 除く C S F 陽性4 症例 で は , 顆粒 球系卵胞 の 絶対的比率 は

44 .0
､

4 9 .0 % (4 4 .1 士 5 . 1 % ) で ,
対照 に比 べ 有意 に高か っ た

(p = 0 .0 1 9 < 0 .0 5) .

一

方 , 赤芽球系の 細胞 は10 ･6
､ 1 4 ･5 % (1 2 ･6 士

2 .0 %) で , 村照 に比 べ や や 高い 傾向にあ っ た が , 有意差 は なか

っ た b ニ0 .2 5 6) . 単球
･ 組織球系の 細胞は2 ･2 ～ 6 ･6 % (3 ･8 士1 ･

9 %)

で
, 高い 傾向 にあ っ たが , 有意差 はな か っ た (p

= 0 ･0 6 4) ･ 巨核

球系和胞 は0 .4
､

0 .8 % (0 .5 士0 .1 %) で , 高い 傾向にあ っ た が , 有

意差は な か っ た b = 0 .0 7 7) .

考 察

本研究で は, 免疫組織化学 によ る検索 の 結果, 白血 球増多症

を伴 っ た非血液非リ ン パ 系悪性腫瘍43 9 症例 中5 例 (約1 ･1 %) に

お い て , G
- C S F 陽性症例 (3 例 , 0 .7 % ) や G M - C S F 陽性症例 (2 例 ,

0 .5 %) を認め た .
こ れ ら陽性例の ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン ブ

ロ ッ ク包埋組織を用い て ⅣトP C R を試 み た が , β2
- ミク ロ グ ロ

ブ リ ン の m R N A を確 認で きた にも か か わ らず, G
- C S F や G M -

C S F の m R N A を検出す るこ と はで きなか っ た . しか し
, 来園宝

凍結組織が保存 され て い た G M -C S F 免疫組織化学陽性症例4 で

は
,
G M - C S F の m R N A を確認 できた . ホ ル マ l) ン 固定 パ ラ フ ィ

ン ブ ロ ッ ク包塊組織 で , G ･ C S F や G M
- C S F の m R N A が検 出でき

T a ble 5 ･ C ell u l ar lty a n d r el ati v e r eti o n s o f g ra n ul o c yte ,
e ry th r o c y t e ･ m O n O C y t e

-
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なか っ た理 由に つ い て は は っ きり しな い が , 次 の よ うな こ とが

考えら れ る . す なわ ち, 恒常的 にほ と ん どす べ て の 細 胞 に発現

して い る β2 - ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン
5 )
に対 し

,
C S F を 産生 して い る

腫瘍細胞は
一

部で , しか も, 量的 に微量と思わ れ る こと, ま た

図2 に示 した よう に , ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク包埋

組織より抽出された m R N A の 断片化が 著 しい こ と, さ ら に ホ ル

マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク包塊組織より抽出 され た m R N A

か ら c D N A へ の 変換効率や P C R の 増幅効率が不良で ある こ と
9 )1 0)

な どであ る .

本研究 で は ,
G - C S F 陽性症例 は , 肺巨細胞型大和胞痛, 大腸

癌, 胃痛で , G M - C S F 陽性症例 は , 肺紡錘形細胞癌 と悪性胸腺

腫であ っ た . 比較 的報告例 の多 い G C S F 産生悪性腫瘍 に つ い て

臓器別 に調 べ て み る と ,
口 腔痛

1Ⅰ)
, 甲状腺癌

12 )
, 肺 痛

13 ト 1 7)
,

食道癌
18)
, 胃痛

19)
, 胆嚢癌

2 0)
, 膵癌

21)
,
肝 内胆管癌

2 2)
, 腎痛

2 3)
,

脚 光痛
2 4)
な ど , さま ざまな臓惑で報告され て い るが , 肺癌 の 頻

度 が高 い .

一

九 G M - C S F 産生 悪性腫瘍 の 報告 は少 なく ,
現在

ま で に
, 甲状腺癌4 例

2 5)
,
肺癌4 例

2 6)
, 結腸偏 1 例

27 )
,
腎孟癌1

例
2 8】
, 腎痛1 例

2 9)
の 計11 例 にす ぎな い . しか し

, 本研 究の 結果

は
,
G M - C S F 産生 悪性腫瘍症例もま れならず み ら れ る こ とを示

唆 して お り, 今衡 G M - C S F に つ い て も血液生化学的 な検索が

頻繁に行われ る よう に なる と, G M
- C S F 産生悪性腫瘍 の 出現頻

度 が高くな る か も しれ な い . な お 本研究 の 症例4 の よ う に ,

m R N A レベ )L
/で G M - C S F の 発 現を確認でき た非血液非

T) ン パ 系

悪性腫瘍の報告は, これ まで に腎痛 の 1 例 しか ない
2 9)

G C S F 産生帰艦の 組織塑 に つ い て は, 未分 化癌
15 卜 17) 2 5)3 0)

, 扁

平 上皮痛
13) 1 4)18)2 1)3 1)

,
腺病

19 )2 0) 27) な どの 報告 が ある が ,
未分化痛

が多い
1 5 卜 1 7) 25)3 0)32 )33)

. ま た G M ･ C S F 産生癌腫報告例 でも, 約半

数 は未分化痛であか
4)

. 本研究に お い て も, G - C S F 陽性肺癌 は

大棚胞未分化痛 で , G M - C S F 陽性肺癌症例も分化度 の 低 い 扇平

上皮痛 と考えられて い る 紡錘形細胞癌
35)
で あ っ た . また

,
原発

巣は陰性であ っ た が肺 へ の転 移巣が G C S F 陽性 で あ っ た 胃癌症

例 (症例3) で は , 原 発巣に 比 べ 転移巣の 分化度 は より低くな っ

て い た .
した が っ て

! 痛が 未分化 になる に つ れ , C S F が 産生 さ

れ や すくなる 可 能性が示唆 さ れ る . 腫瘍細胞 が ど の よう に して

こ れ ら の C S F を産生 す る の か は 未だ 不明な点も多い が , G - C S F

に関 して 言えば, 遺伝子 の 変異, 遺伝子の 増幅, 遺伝子調節因

子の 活性化等 があげ られ て い る
17)

.

本研究 で は ,
悪性胸腺腫症例を除き, C S F 陽性4 症例 の 生存

期間は6 カ月 以 下 で , 予 後は 不良であ っ た . 同様 の 傾 向は , 過

去 の 症例報告 をまと め て 分析 した論文 でも指摘 さ れ て い る . 例

えば
,
F u rih at a ら

2O )
に よ る と

, 彼等 の 報告症例1 例 を含め た G
-

C S F 産生胆嚢癌 5 例 は す べ て 1 年以内 に死 亡 して い る . そ の う

ち4 症例 の 生 存期間は6 カ 月 以 下 で あ っ た . また W at a n a b e ら
‥～4)

は
, きわ め て まれ な G M - C S F 産生 腫瘍 の 報告症例6 例 (肺癌3 例,

甲状腺癌2 例 , 腎痛1 例) を後閲 し, 予後 に つ い て 記載が ある 4

例中3 例 は4 カ 月 以内 に死亡 し た と記載 して い る . 患者 の 予後

を決定す る因子 は複数あり単純で は な い が , C S F もその ひ と
つ

に あげら れ る か も知れな い . 実際, ヒ ト甲状腺未分化癌より確

立 した G CS F 産生 株 を使 っ た 培養実験で は ,
腫瘍壊死因子, イ

ン タ
ー ロ イ キ ン1 α , イ ン タ

ー ロ イ キ ン り 等 の 刺激 に よ っ て腫

瘍の G - C S F 産生 が 先進 し, 腫瘍細胞の 増殖が促進され る と報告

され て い る
3 6)

. その 機序 の ひ と つ と して , G - C S F レ セ プタ ー を

介 した オ ー トク リ ン 的な 増殖促進 があげら れ る
3 7)

. ま た
,
マ ウ

ス を用 い た膿瘍皮 下接種実験 モ デ ル に お い て も, C S F 産生能が

高 い 腫瘍 ほ ど肺転移巣を生 じや す い こ と が 示 され て い る
3 8)

･
し

た が っ て
,
腫瘍 が 産生 す る コ ロ ニ

ー 刺激 因子 は , 骨髄造血 細胞
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白血球増多を伴 っ た悪性腫瘍と コ ロ ニ
ー 刺激潤子

の 増殖の み な らず腫瘍瀾胞 に対 して も増殖を刺激 し増殖や転移

を促進す る た め, 患者 の 予後 を不良 に し て い る こ とが 推測 さ れ

る .

一 方
,
既 に述 べ た よう に, C S F は

一 般 に予後不良な未分化

痛に発現され る傾向がある . 患 者の 予後は痛 が本来も つ 浸潤増

殖の 強さ に 左右さ れ て い る の で あ っ て , C S F 産生 は 膿壕 の 持
つ

附随 し た 現象 (単な る 表現型) で ある 可能性も否定 できな
い

･

痛の 産 生 す る C S F が 患 者の 予筏 に強く影響 して い るか どう か

は, 今後の 検討課題である .

腫瘍 に よ っ て 産生 され た C S F が骨髄 に作用 して実際 に どの よ

うな変化 をもた らす の かを明ら か に し た研究報告 は見当 た ら な

い/ 一 般 的に
,
G C S F は好 中球 の 増殖分化を促進 し成熟好中球

の 末梢血 へ の 動員を促進す る
39) 4 0)

. また G M - C S F は
,
顆粒球系

細胞の み な らず組織球
･ 単球系細胞, 赤芽球系細胞や巨核球系

細胞の 増殖も刺激す る と さ れて い る
4 1) 42)

. 本研 究で は , 免疫組

織化学的 に CS F 陽性で あっ た5 症例 に お ける 骨髄の 変化 に
つ い

て対照例 と比較検討 し た . 通常の 病理組織学 で は, 骨髄造血 細

胞の 割合 は顕微鏡視野 の うち月別方細胞が 占め る部分を除い て お

よ その 目算で算出 して い る
榔 14)

. また , 造血 細胞 の 構成比 に つ

い て もH E 標本 上 で 形態学的差 に よ っ て お よ そ の 値 を出 して い

る .
こ れ らの計測方法は , 検 鏡する 個人や状況に よ っ て ばら つ

きが か な りあ るの で , 骨髄の 正 確な 評価は で きな い . そ こ で 本

研究で は
,
骨髄造血細胞 の 割合 に つ い て は 画像解析法を用い ,

造血 細 胞 の 構成比 に つ い て は 組織化学 と免疫組織化学を用い

て
, そ れ ぞ れ の 値を客観的 に算出 した . 症例 1 で は , 最終的 に

は低形成性骨髄 にな っ て い た . 顆粒球系細胞 , 赤芽球系細胞 は

減少 し, 逆 に 単球 ･ 組織球系が増加 して い た が ,
こ れら は化学

療法 に よ っ て 生 ずる 変化であり, G C S F の 積極的な 関与 は考え

にく い . 症例1 を除く4 症例 で は , 対照 に 比 べ 骨髄造血細胞密

度が高く
,
しか も, 顆粒球系の 細胞 の 絶対的構成比が有意に高

か っ た こ とか ら, 絶対的 に額粒球系細胞が増加 して い る こ と は

明 らか で あ る. その 他 の 細胞系で は, 絶対的比率 は高い 傾向に

あ っ たが 有意差 は なか っ た の で , 増加 して い る と は断定できな

い . し たが っ て
, 腫瘍が 産生 した G - C S F と G M

- C S F は 生理的活

性を有 して おり ,
生 体で は と もに 主と して 顆粒球系細胞の 増殖

を促進 し た と考え られ る .
た だ し , 症例2 と4 で は敗 血症 や気

管支肺炎を合併 して い る の で , 顆粒球系和胞増多の 程度に つ い

て は こ れ ら感染症 によ る影響もある と 思 われ る . また , 症 例3

と5 で は 化学療法の 影響も考慮す る必要 がある.

今 回 の 検 討 で ,
ま れ で は あ る が 非腫 瘍 性 病 愛 で も

50
,
0 0 0/ m m

‥一

台まで 白 血 球数が増多する こ と が あり , こ の 程度

まで の 白血 球増多は感染症 でもお こ りう る こ と が 明ら か に な っ

た . そ の 点で は , 今回の 研究 に お い て , こ れ を上 回る 白血球媚

多を示 し た腫瘍症例 が 5 例あ り, そ の う ち2 例が C S F 陽性 で あ

っ た こ と は 興味深い . す なわ ち, 6 0 ,0 0 0 / m m
ニー
以 上 の 白 血球増

多を示す非血液非リ ン パ 系悪性腫瘍症例 で は, な ん らか の 白血

球増多国子が高率 に存在す る と考え･ ら れ る . 逆 に
,
C S F 陽性症

例の 血中最高白血球数 の 平均値以 上 で ,
しか も, 非腫瘍性病変

で は 観察 さ れ る こ と の な か っ た ほ ど の 著 し い 白 血 球増多

(60
,
0 0 0 / m m

3
以 上) を示 した の にもか か わ ら ず, G

- C S F も G M -

C S F も陰性で あち た症例が3 例 (0 .7 %) 存在 し たこ と に も注目す

る必要がある . こ の ような症例で はl 腫瘍細胞で産生 され た G -

C S F や G M - C S F が 腫瘍細胞内 にと どま らず早期に分泌さ れ た結

果, 免疫組織化学染色で は陰性 にな っ たり
45 )
, 個 々 の 腫瘍細胞

が産生す る C S F 量が 少 なく免疫組織化学 の 感度以下 であ っ た

38 9

り , ま た腫瘍内で C S F 産生細胞の 占め る割合が小さく採取 した

組織 で は 同定できなか っ た 可能性 を完全 には 否定できない . 実

際こ れ まで に, 臨床的に は血 中の G - C S F や G M
- C S F が 高僧 で あ

る に もか か わ らず免疫組織化学的に はl瞥性で あ っ た 症例が 指摘

さ れ て い る
2 (1) 4 6)

. しか し
,
マ ク ロ フ ァ

ー

ジ コ ロ ニ
ー

刺激 因子 ,

イ ン タ
ー ロ イキ ン 1

,
イ ン タ

ー ロ イ キ ン 3
,
イ ン タ ー ロ イキ ン6

な ど
,
他の 腫瘍産生性白血球増殖刺激因子 が関与 して い る可能

性が多分 に考えら れ る . 今後, 白血球増多を伴う悪性腫瘍症例

に つ い て は, G
- C S F や G M

- C S F だけ で な く他 の 白血球増殖刺激

因子 の 関与も考慮した 上 で 臨床病理学的 な検索を行う必要があ

る と考え られ る .

結 論

198 0 年か ら199 9 年まで の 過去20 年間に 金沢大学医学部病理

学第
一 講 座 に お け る 仝剖検例1 7 7 8 症 例 の う ち ,

経 過 中 に

10
,
0 0 0/ m m

3

以 上 の 白血 球増多症を呈 し た非血液非 リ ン パ 系悪

性腫瘍439 症例485 病変 (多重病症例を含 み, 治療に よ る腫瘍消

失症例 は除く) を対象と して, G - C S F お よ び G M - C S F 産生 悪性

腫瘍 に つ い て の 臨床病理学的な検討を行 い ,
以下 の 結 果を得

た .

1 . 免疫組織化学的 に, G - C S F お よ び G M - C S F 陽性 症例 が そ

れ ぞ れ
,
3 例 (0 .7 %) と2 例 (0 .5 %) 認 め ら れ た .

2 . 陽性症例 の ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク 包捜組織

を用 い たR T I P C R で は ,
G -C S F や G M - C S F の m R N A を検出する

こ と は でき なか っ た が
,
末固定凍結腫瘍組織 が保存 さ れ てい た

G M _ C S F 免疫組織化学陽性1 症例 で , G M - C S F の m R N A を確認

で きた .

3 . G - C S F 陽性例は 肺巨細胞型大細胞癌 ,
上行韓腸腺癌 お よ

び胃腺病で , G M -C S F 陽性例 は, 肺紡錘形細胞癌 と悪性胸腺脛

で あ っ た . 胃癌症例 で は, 申分化型管状腺痛 の 形態をと る 原発

巣 は G - C S F 陰性で あ っ た が, 低分化腺病 を形態 を示 した肺転移

巣が G - C S F 陽性で あ っ た .

4 . 悪性胸腺脛を除き, C S F 陽性悪性腫壕症例の 生 存期間は

6 カ 月以 下で , 予後不良であ っ た .

5 . C S F 陽 性 症例 の 血 中 白 血球 数最 高値 は 29 ,4 0 0
､

10 3
,
5 00 / m I Ⅵ

3

(平均59 ,70 0/ m m
3

) で あ っ た .

6 . 1 症例 を除き, 骨髄 は過形成を示 した . 骨髄過形成を示

し た4 症例で は , 顆粒球系細胞 の 有意な増加がみ られ た .
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,
1 9 9 6

c li n i c o p a t h ol o gi c al S t u d y
o f A u t o p si e d C a s e s of N o n

- L y m p h o h e m a t o p oi e ti c M ali g
n a n t T u m o r s S h o wi n g

L e u k o c y t o si s
w i t h S p e c i al R e f e r e n c e t o T

u m o r ･ P r o d u ci n g G r a n u l o c y t e a n d G r a n u l o c y
t e - M a c r o p h a g e C ol o n y

sti m ul a ti n g F a ct o r s K a z u t o K oj i m a , F i r s t D e p a rt m
e n t o f P a th ol o g y ,

F a c u l ty o f M e
di c i n e

,
K a n a z a w a U n i v e r s lty ,

K a n a z a w a 9 2 0 _ 8 6 4 0 - J . J u z e n M e d S o c .
,
1 0 9 , 3 8 0

-

3 9 1 (2 0 0 0)

K e y w o r d s m ali g n a n t t u m o r , n
O n

-1 y m p h o h e m
a t o p oi e ti c , l e u k o

c y t o s i s , g r a
n u l o c y te c o l o n y

s ti m u l a ti n g f a c t o r ,

g r
a n u l o c y te

-

m a C r O P h a g e c ol o n y s ti
m u l atl n g f a ct o r

A cli n i c o p a th
o l o g l C al s tu d y o f

a u t o p si e d c a s
e s o f n o n -1y m p

h o h e m a t o p o l e ti c
m alig n a n t tu m or s

s h o w l n g l e u k o c y
to si s w a s

p e r f o r m e d w ith
s p e ci al r e f e re n c e

t o t u m o r - P r O d
u ci n g g r a n u l o c y

t e a n d g r a n ul o
cy t e

-

m a C r O P h a g e
c o l o n y sti m u l a ti n g

f a c t o r s ( G -

c s F a n d q M - C S F) ･ F o u r h u n d r e d e ig h ty
fi v e n o n -1 y m p

h o h e m a t o p o i e ti c
m ali g n a n t t u m o

r s i n 4 3 9 c a s e s o f le u k o c y t o si s

(p e ri p h e r al w h i te b l o o d c
ell c o u n t ≧ 1 0

,
0 0 0′m m

3

) w e r e e x a m i n e d i m m u n o h i s t o c h e m i c a
ll y f o r G

- C S F a n d G M
- C S F ･ T h r e e

tu m o r s w e r e p o siti v e ly s t
a i n e d f o r G - C S F a n d to t u m o l

･

S f o r G M M C S F ･
I n o n e t u m o r

,
m R N A f o r G M ～ C S F w a s d e te ct e d b y

r e v e r s e t r a n s c rl P t1 0 n
- P C R ･ T h e G - C S F

-

P O Si ti v e n e
o p l a s m s w e r

e a g l a n t C e =
- ty p
e l a rg e c e ll c a

r ci n o m a o f th e l u ? g ,
a n

a d e n o c a r c i n o m a o f th e a s c e n d i n g
c o l o n a n d a n a d e n o c a r c i n o m a o f th e s t o m a c h ･

T h e G M - C S F -

P O
Si ti v e n e o p l a s m s

w e l
`

e a

s p i n dl e c ell c a r c i
n o m a o f th e l u n g

a n d a m alig n
a n t th y m o m a ･ l

n th e c a s e o f g
a s tri c c a r ci n o rn a , th e p r l m a r y tu m O

r S h o w l n g

m o d e r a te d iff e r e n ti a ti o n w a s n eg ati v e , b u t a m e ta
s ta ti c t u m o r i n th e l u n g s h o w

l n g P O O r di ff e r e n ti
a ti o n w a s p o

si ti v e f o r G
- C S F ･

T h e s e fi n d i n g
s s u g g e s t th

a t th e p r o d u c ti o
n o f c o l o n y s t

i rn u l a ti n g f a c t
o r s b y tu m o r c e

ll s i s r e l a t e d t o t h e d e g r e e o f

d e di ff e r e n ti ati o n o f th e n e o p
l a s m ･ P r o g n o si s o

f th e c o l o n y s t
i m u l a tl n g f a c t o

r
-

P O Si ti v e c a s
e s w a s p o o r; th e s u

r v i v al ti m e i n f o u r

o f th e fi v e p a ti e n t s w ith G
- C S F o r G M - C S F -

P O Siti v e m al
i g n a n t tu m o r s w a

S Si x m o n th s o r l e s s ･ M a x i m al c o u n t s o f pe ri p h
e r a l

w h it e b l o o d c e11 s i n th e fi v e c a s e s w i
th c ol o n y s ti m ul a

ti n g f a c t o r
-

P
O Siti v e t u m o r s w e re b e t w e e n 2 9 ,4 0 0 a n d l O 3 ,5 0 0 /

m m '

( a v e r ag e , 5 9 ,7 0 0/ m m
3

) ･ I n f o u r o f th e fi v e c a s e s , th e b o n e m a r r o w
s h o w e d h y p e r c

ell ul a ri ty w ith
a sig n i fi c a n tl y i n c

r e a s e d

n u m b e r o f g r a n u l o
c y t e s , S u g g e S tl n g

th a t th e e x p
r e s s e d G - C S F a n d G M - C S F w e r e b i o l o g l C ally a c ti v e i n sti m u

l atl n g th e

p r olif e r a ti o n o f g r a n ul o c u t e s i n b o
n e m a r r o w ･ H o w e v e r , th e r e w e r e th r e e c o

l o n y s ti m u l a ti n g
f a c t o ト n e g a ti v

e c a s e s w ith

u n u s u ally m ar k e d l e u k o c y to si
s s h o w i n g th e c o

u n ts h i g h e r th a n
th e a↓e r a g e c o u n t of p o siti v e c a

s e s (6 0 ,0 0 0/ m m
3
0 r m O r e) ･ I n

th e s e c a s e s
,
th e tu m o r c ell s m a y h a v e p r o d u c e

d h u m o r al f a c to r s o th e r th a n G - C S F a n d G M - C S F
,
W h i ch s ti m ul at e d th e b o n e

m ar r O W t O i n d u c e l e u k o c y t o sis .


