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3 3 0 金 沢大学十全医学会雑誌 第103 巻 第 2 号 330 - 3 4 7 (1 9 9 4)

肝 内 胆 管 癌 の 病 理 学 的 研 究

一 細胞動態解析と糖鎖抗原発現を中心 に -

金沢大学医学部病 理学第 二 講座 ( 主 任: 中沼安 二 教授)

湊 宏

肝内胆管癌 (i n tr a h e p a ti c c h ol a n gi o c a r ci n o m a , C C) の 形態像 と生物学的性状 と の 関連性を明 らか に する 目的 で ,
そ の 魁

織型, 分化度 , 肝 内 で の 占拠部位 と種 々 の 糖鎖抗原 の 発現や細胞動態 と の 関連性を検討 した . 対象は , 剖検肝62 例と外科的切

除肝13 例の 計75例 の C C で , 肝 内で の 主 な占拠部位に よ り肝門型44 例 と末梢型31 例に 2 分 し, 鼠織学的 に , 高分化腺病21 例 ,

申分化腺病2 6 例 ▲ 低 分化腺病2 4 例 , 腺扁 平上 皮癌 4 例 に 分類 した . 糖鎖 抗原 と して ,
血 液 型物質 の A , B , H , ル イ ス

ー

( L e w is
-

, L e
&

) , Le
b

,
L e

X

, L e
y

, 腫 瘍 関 連抗原 の 癌 胎児性 蛋白 抗原 ( c a r ci n o e m b r y o ni c a n ti g e n , C E A ) , 糖 質 抗原 1 9-9

( c a r b o h yd r a t e a n ti g e n ･ C A 1 9 - 9) を ア ピ ジ ン ビオ チ ン 複合体 ( a vid i n bi o ti n p e r o xid a s e c r p
l e x , A B C ) 法で 染色 した ･ C C の 分

化度と の 関連で ほ ,
A 塾塑物質 ,

L e
b

,
L e
y

と C A 1 9
- 9 ほ C C の 分化度の 低下 に 従 い 発現頻度 が低下 した ( p < 0 .0 5) . ま た ,

C C の 分化度の 低下に 従 い 細胞で の 糖鎖発現の 極性も変化 した( つ ま り高分化腺病 で は核上 に 染 ま る塾 , 管腔 内面に染ま る塑 が

多く み られ , 低分化型腹痛 で は胞体に び ま ん性 に 染ま る塾, 周囲の 問質 が染 ま る塑が 多く み られ た) . こ れ らの 極性の 変化 は ,

共焦点 レ ー ザ ー 顕 徽鏡で 明確に 示 され た . 他の 糖鎖抗原は比較的高頻度 に 発現 され , そ の 発現頻度は組織型や分化度と有意 な

関連はなか っ た . な お , 腺扁平上皮癌 は低分化腺病 と同様 で あ っ た . C C の 主 な占拠部位 と糖鎖発現 との 関連性 で , 末梢型 よ り

肝門型 で A B H 型 血 液型物質 の 発現が や や 高率 で あ っ た . C C の 細胞 動態 に関 して , 好銀性核小体形成体 ( a r g y r o p hili c

n u cl e ol a r o r g a n i z e r r e gi o n s , A g N O R ) 数と C C の 分化度 とは , 負の 相関 を示 し 【高分化型腺癌 ,
2 .2 2 士0 .2 1 (平均値 ±標準偏

差) ; 申分化型腹痛 ,
3 .6 6 土0 .85 ; 低分化型腹痛 ,

4 .1 7 ±0 .4 9] , 分化度 の 低下 に よ り A g- N O R 数 は増加 した (p < 0 .01) . 増殖細胞

核抗原 (p r olif e r a ti n g c ell n u cl e a r a n tig e n , P C N A ) 陽性 指数 ほ ▲ 申分化塾腺病 で 24 .0 土2 ,3 5 , 低 分化型腺病 で 26 .0 士4 .89 で

あ っ た の に 比 し, 高分化型腺癌で は 10 .8 ±2 .1 4 と低値を 示 した (p < 0 .0 5) . フ ロ ー サ イ ト メ ト リ
ー (fl o w c y t o m e tr y , F C M ) に

よる D N A プ ロ イ デ ィ パ タ
ー ン に 関 して , 高分化型 で ほ 異数倍体は33 . 3 % と少な か っ た が , 申分化塾 で ほ84 . 6 % , 低分化型 で

100 % と異数倍体の 割合 が増加 した . リ ン パ 節転移を 有す る症例で は ,
D N A 指数 が高く(転移有 ,

1 9 例 , 1 .6 8 ±0 .3 3 対転 移無 ,

4 例 , 1 .0 8 士0 .09 . p < 0 .01 ), D N A 指数は C C の 転移能の 指標 と な る と考え られ た . な お
,

'

肝門型と 末梢型 と , 細胞 動態 の 各 々

の 指標 と の 間 に は 関連性がな か っ た .
P C N A と各種糖鎖抗原と の 二 重免疫染色に よ り

, 細胞動態 と糖鎖抗原の 発現性と の 関連

性を検討 した 結果 ▲ 糖鎖抗原を発現する C C 細胞の P C N A 陽性指数 と背景 の C C の P C N A 指数と の 比較 で
,
C E A と L e

X

を

発現す る C C 細胞 で の P C N A 指数が 有意 に 低値 で あ っ た ( C E A ,
3 4 .1 ±7 .4 対 3 .6 ±2 .5 ; L e

X

,
3 2 .5 ±5 .3 対 4 .5 ±3 .7 , P < 0 .0 1) .

次に . 細胞動態と糖鎖( 抗原) 発現性 と の 関係 を よ り 明確 に す る た め ,
ヒ ト株 化肝内胆管癌 ( C C K S I) を 用い 蛍 光抗体法 と

F C M を用 い て 検討 した . 糖鎖抗原 で ある C A 1 9 -9 . そ れ に 小麦胚凝集素( w h e a t g e r m a g gl u ti n i n , W G A ) , コ ン カ ナ バ リ ン A

( c o n c a n a v ali n A , C o n A ) レ ク チ ン レ セ プ タ ー (糖鎖) の 発現で 検討 した と こ ろ ∴定常期と対数増殖期 の 間で 糖鎖(抗原) 発現 の

割合や蛍光強度に 差 は み られ ず, 糖鎖 (抗原) 発現 と細胞動態と の 明 らか な関連性を見出す こ と ほ でき なか っ た . 本研究 の 結

果 ,
C C に お ける糖鎖抗原の 発現頻度と パ タ

ー

ン と種 々 の 細胞動態 の 指標は , C C の 観織学的, 生物学的悪性度をある程度反映

す る こ とが 示 映 され た .

K e y w o r d s c h ola n g i o c a r ci n o m a , a d e n o c a r ci n o m a , C a r b o h y d r a t e r e sid u e s
,
C ell ki n e ti c s

,

i m m u n o hist o c h e mi st r y

肝 内胆管癌 (i n tr a h e p a ti c c h oI a n gi o c a r cin o m a , C C) ほ肝 内胆 され る時点 で すで に 進展 し て い る 例が 多く , そ の 予後 ほ 不 良

管上皮よ り発生する悪性腫瘍 で , 肝細胞癌 に つ い で多 い 肝原発 で
, 発生機序や生物学的特性 に 関 して も不 明な 点が多 い .

悪性腫瘍であ り
-卜 3)

, 近年 ,
我が 国 で徐 々 に 増加 して い る . 最近 さ て , 多く の 腫瘍組織(例 えば

, 膀胱 , 肺 ,
大 臥 子宮 ,

口腔

の 画像診断学の 進歩に よ り早期 に 発見され る例もあるが , 診断 な ど) に お い て t 正 常観織 で 発現す る A B H 血液型 お よ び ル イ

平成 5 年1 2月1 3 日受付 , 平成 6 年1 月31 日受理

A b b r e vi atio n s : A B C
･
a Vid in bi otin p e r o xid a s e c o m p le x , A g N O R , a r g y r O p hilic n u cl e ol a r o r g a niz e r r e g io n s ; A P ,

alk al in e p h o s p h a t a s e ; C A 1 9
- 9
,
C a r b o h y d r at e a n tig e n 1 9

-9 ; C C , i n t r a h e p ati c c h ola n gi o c a r ci n o m a ; C E A ,

C a r Cin o e m b r y o ni c a n tig e n ; C o n A , C O n C a n a V ali n A ; D A B , 3 ,3
,

- dia ITli n o b e n zidin e t e t r a h y d r o c hlo rid e ; DI , D N A

i n d e x ; E D T A , e t h yl e n e dia･
m in e t e r a a c etic a cid ; F C M ,

flo w c y t o m e t r y ; F I T C , fl u o r e s c e in is o t hi o c y an a t e ; H E ,
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ス ( L e w is , L e) 血液型関連糖鎖抗原 が減少ある い は消失す
る こ

とが報告 され て い る
州

■ そ して , こ れ らの 糖鎖抗原 の 形質変化

が こ れ ら 腫瘍 の 悪性度や 予後 に 関連す る と 報告
さ れ て い

る
州

. また
, 近年 ,

い わ ゆる腫瘍 マ
ー カ ー

と癌の 悪性度 との 関

連性も指摘 され て い る ･ 例え ば , 糖質抗原 19-9 ( c a r b o h y d r a t e

a n tig e n , C A 1 9-9) は ,
シ ア リ ル L e

A

の 抗原 構造 を有す る腫

マ _ カ
ー で あり

10)

,
C C 例の 血 中で増加す る . 癌胎 児性蛋白抗原

(c a r ci n o e m b r y o ni c a n ti g e n ･ C E A ) も C C の 代表的な 腫瘍
マ ー

ヵ ー で あり , 血 液型物質と頼似の 多様な糖鎖構造 を有す ると さ

れて い る
Il ト l▲)
が
,
そ の 正確な糖鎖構造に関 し不 明な 点が 多い ･

現在, C C の 病態 と糖鎖発現と の 関連
に 関 して い く つ か 報 告例

がある
1 5} - 2 0)
が ト 系統的な研究は著者 の 知 る限 り未だ な され て い

な い .

最近 , 腫瘍 の 細胞動態の 解析 の た め の 種 々 の 手法が ル
ー チ ン

の 病理 検査材料で応用され つ つ あ る ･ 例え ば好銀性核小体形成

体( a r g y r o p h ili c n u c l e ol a r o r g a n iz e r r e gi o n s , A g N O R) 染色 で は

リボ ソ
ー

ム R N A の 遺伝 子と ル
ー プを 形成す る核内非 ヒ ス ト ン

蛋白が ド ッ ト と して 可 染され , 細胞 の 蛋白合成や細胞増殖 と密

接な関連性 を有す る
21 ト 23)

. また , 合成期の 細胞核 に 発現す る増

殖細胞核抗原( p r olif e r ati n g c ell n u cl e a r a n ti g e n ･ P C N A ) の 免疫

染色も
一

般的と な り ,
P C N A は

,
D N A ポ リ メ ラ

ー ゼ ∂の 補助

蛋白で あり ∴細胞 の 合成準備期 ( G l 期) 後期
～ 合成期 (S 期) 早

期の 核 内に最も集積 し, 免疫染色で検出できる様 に な る と
され

て い る
2
ヤ

ー 29)
. さ ら に ,

フ ロ ー サ イ トメ ト リ
ー (fl o w c yt o m e tr y ,

F C M ) に よ る核 D N A 量 の 解析や プ ロ イ デイ
パ タ ー

ン の 決

は
, 腫瘍の 細胞動態 と生物学的特性等 の 解析 に 用い ら れ て い

る
3 囲 3)

.
こ れ らの 手法が , 現在 , 腫瘍 の 組織学的特徴 , 臨床的

特性 ,
予後因子の 解析等に有用である と い う報告が な され つ つ

ある . しか し, C C に 関 して こ れ ら の 手法を 用 い た 系統的 な報

告は殆 ど され て い な い
1g)2 2)

本研究 で は I
C C の 各種糖鎖抗原発現 を免疫覿織化学的手法

に よ り検討 し, 日常の 病理検査材料 に 応用可能な種
々 の 検索法

を用 い て C C の 細胞動態を調 べ ,
C C の 臨床 的, 病理 形態学的

特徴 との 関連性を検討 した . さ らに ,
C C の 組織 切片 を 用 い た

P C N A と 糖鎖抗原 と の 二 重免疫染色お よ び ヒ ト 肝内胆管癌由

来の 培養株 C C K S 1
3▲)
を 用 い た F C M に よ る検討 に よ り , 糖鎖発

現と細胞動態の 関連性も合わ せ て 検討 した の で 報告す る ･

対象お よび方法

Ⅰ . 対 象

1 . C C の 剖検お よ び外科的切徐例

金沢大学医学部第 2 病理 学教室 , 金沢大学医学部付属病院,

石川県立 中央病院 ,
福井県立 病院 , 富山市民病院 , 加賀中央病

院(19 7 5 年 ～ 1 9 9 2 年) で経験 され た75 例の C C 症例 (剖検例6 2

例 , 外科的切除例13 例) を対象 と した . 外科的切除時 , あるい は

剖検時の 患者年齢ほ35 歳 ～ 8 7 歳(平均67 歳) で , 男性4 3 人 , 女性

32 人 で ある . 現在 ,
C C の 先行病変 と して 知 られ て い る肝 内結

石症
即 6)
が 3 例 に ,

ト ロ ト ラ ス ト沈着紆
T)
が 1 例 に み られ , ま

た
,
2 例は 非胆汁性肝硬変 (ウ イ ル ス 性)

38)
に 合併 して い た - そ

の 他 の 例で は非特異的な反応性病変を み るか , ある い ほ 種
々 の

331

程度の 胆 道閉塞に 伴う変化を認め た . 病 臥 非癌部か ら数個の

組織片を採取 し, 1 0 % 中性ホ ル マ リ ン で固定後, パ ラ フ ィ ン 包

唾 した . 各 々 の パ ラ フ ィ ン 包埋 ブ ロ ッ ク よ り20 枚以 上 の 4ノ上 m

の 切片を 作成 し, こ れ らの
一 部 を へ マ ト キ シ リ ン

･ エ オ ジ ン

(h e m a t o x yli n a n d e o si n , H E ) 染色 ,
ゴ モ リ の 鍍銀染色 ,

ア ザ

ソ ･ マ ロ リ
q 染 色 , 過 ヨ ウ 素酸 シ ッ フ (p e ri o di c a cid S c hiff ,

P A S) 染色 ,
ア ル シ ア ン 青(p H 2 .5) 染色 ,

ム チ カ ル ミ ン 染色に 用

い た .

2 . ヒ ト肝 内阻管癌由来培養株 C C K S l

ヒ ト肝内胆管癌細胞株 C C K S l は , 6 0 歳男性 の 肝内胆管細胞

癌患者 の 腹膜転移巣か ら ヌ
ー ド マ ウ ス 皮下 に 移植 し, コ ラ ー ゲ

ン ･ ゲ ル 上 微小外植片( m i c r o e x pl a n t) 培養法を 用 い て 癌細胞を

鈍化, 確立 した もの
34)
で
, 摘出腫瘍の 組織像ほ飾状構造を示 す

申分化塑腺病 で あ っ た . 純化 した 癌細胞は現在100 代を 越 え て

継代維持 して お り ,
そ の 倍加時間は約60 時間で , 単 ク ロ

ー

ン 性

に 増殖 し , 染色体数ほ63 個 で ある . C C K S l は上 皮性結合を示

す多角形細胞で , シ
ー ト 状単層性 に 増殖 し, 粘液産生が認め ら

れ る .
ヌ ー

ド マ ウ ス ヘ の 再移植 が可 能 で あ り, 腹膜転移巣の 癌

紅織 と同様の 申分化塾腺病を示 した .
こ れよ り培養 フ ラ ス コ 内

で 継代3 日 目の 対数増殖期癌細胞と , 2 週間後の 定常期癌細胞

を待た .

Ⅱ . 肝内胆管系の分類 と C C の 肉眼的∴組織学的分類

肝内胆管ほ , 左右肝管合流部 よ り肝側の 胆管系で肝内に ある

もの と し , 左右肝軌 区域胆管 (左右胆管の 第 1 分枝で 左菓 ほ

内側 と外側 , 右菓で は前方と後方) , 領域胆 管 (各区域胆管の 第

1 分枝で前方枝と下方枝) と そ の 末梢枝に分けた
冊 醐

･ ま た ,

本研究で ほ肝管 ～ 領域胆管お よ び そ の 第 1 分枝を肝内大型胆管

と し
,
そ れ よ り肝側の 末梢枝を さ らに 隔壁胆管 (小葉間胆管 よ

り大きく グ リ ソ ソ 鞘( グ鞘) の 中心 に 存在す るもの) , 小葉間胆

管 (末梢 グ 鞘内 に み られ 径 20
～ 4 0 〃m の 小型 小葉間胆管 と

40 ～ 8 0 〃m の 中型小葉間胆管) , 細胆 管 (小葉間 グ鞘内周辺に み

られ 径 2 恥 m 以下の 胆管) と した . 大型胆 管と 隔壁胆管 は固有

の 胆管壁 (細胞成分に乏 しい 層 状の コ ラ
ー ゲ ン 線維 よ りな る)

を 有 し,
一

層 の 阻 管上 皮が 内陸を被う. 胆管壁周囲 の 疎な線締

結合繊ほ胆管周囲組織 であり , 大型胆管周囲に 沿い 胆管付属腺

が み られ る
40)

.

O k u d a ら
41
りこ従い ,

C C を 肉眼的 に 末梢塑31 例 と肝門型44 例

に 分けた . 末梢塾は主 腫瘍が肝門部 よ り離れ肝実質内に 位置す

るもの で , 肝門型と は主 腫瘍が肝門部 に 位置 し, 肝外発生を示

酸する明瞭な像が な い もの と した . 組織学的に は , 胆道 癌取扱

い 規紆
2)
に 従い 準拠 し, 腺病 と腺扁平上皮癌に 分類 した ･ 前者

は さ らに 細胞学的 , 構造 学的異型度 に よ り高分化型 , 申分 化

軋 債分化型腺病に 亜 分撰 し た . な お , 観織 学的 な分燥 に 際

し
, 最も多く み られ る組織像 を , 各例の 組織像と した ･

Ⅲ . 糖鎖抗原の免疫組織化学

1 . 免疫染色

免疫覿織学的に 検出を試み た糖鎖抗原は t 血 液型関連物質と

して A , B , H , L e
&

,
L e
b

,
L e

X

,
L e
y

抗原 , 腫瘍 関連抗原 と して

C E A , C A 1 9-9 ( シ ア リ ル L e
A

) で ある (表 1 ) . 免 疫染 色ほ ,

H s u ら
43) に 従 い ア ピ ジ ン ビ オ チ ソ 複 合体 ( a vi di n bi o ti n

h e m a t o x yli n a n d e o si n ; I g , i m m u n o g l ob uli n ; L e , L e wi s ; L I , 1a b e li n g
in d e x ; P A P ･ p e r O Xid a s e a n tip er o xid a s e

c o m ple x ; P B S , p h o s p h at e b uff e r e d s ali n e ; P C N A ･ p
r Olif e r a tin g c e11 n u cle a r a n tig e n ; P I , P r O p

idi u m io did e ;

W G A ; W h e a t g e r m a g g lu tihin ; S 乳 合成期･; グ軌 グ リ ソ ソ 鞘; G o 臥 休止 凱
I

G 一･i 合成準備斯-



3 3 2

p e r o xid a s e c o m pl e x ,
A B C ) 法 で 行 っ た ･ すなわ ち各切片を脱パ

ラ フ ィ ン 後 , 内因性 ペ ル オキ シ ダ
ー ゼ を 0 ･3 % H 2 0 2 加 メ チ ル ア

ル コ ー ル で20 分間 ブ ロ ッ ク した 後, 非特異的化学結合反応を防

止す るた め正 常動物血清 で15 分間処置 した ･ 続い て 表 1 に 示 す

1 次性 モ ノ ク ロ T ナ ル 抗体を各 々 ,
ス ラ イ ド上 で 4 ℃で

一 晩反

応 さ せ た . ビオ チ ソ 化 抗 マ ウ ス イ ム ノ ダ ロ ブ リ ン (i m m u n o

gl o b uli n , I g) G 凌〉る い は Ig M 抗体 ( 2 次抗体) (2 0
0 倍希 軋

V e c t o ,
,
B u rli n g a m e , C A , U S A ) で 30 分 間室温 で 反応 さ せ ,

0 .01 M リ ソ 酸 緩 衝 生 理 食塩 水 ( p h o s p h a t e
-b u ff e r e d s ali n e ･

P B S ) (p H 7 .2) で 洗浄後 A B C 溶液 (V e ct o r) で40 分間室温 で 反

応 させ , 反応物を 30 % H 20 2 2 恥1 加 0 ･2 % 3 , 3
'

t ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ

ン 4 塩 酸 塩 (di a mi n o b e n zid i n e t e tr a h y d r o c h l o rid e , D A B )

(S ig r n a , S t . L o u s , M O , U S A) 溶液で 可視化 した ･

へ マ トキ シ リ

ン で核染を 行い 脱水封 入 した . 各反応過程間は ,
P B S で 十分 に

洗浄後行 っ た .

なお
, 陰性対象ほ 1 次抗体の 代わ りに 非免疫 血清や P B

S を

用 い た 染色で , 陽性像 が消失する こ と をも っ て 確認 した ･

2 .
A B O 血 液型 の 判定

患者 の A B O 式血 液型ほ ,
T e r a d a ら

棚
に 従い , 染色 した切片

中の 赤血球の 染色態度 よ り判断 した ･ 例えば , 赤血 球が A 型 あ

る い は A 塑 と H 妻凱 B 型抗原あるい は B 型と H 型に 陽性 の

場乱 それぞれ A 型 と B 型 と し た ･ ま た赤 血 球 が A 型 と

B 塑抗原共に陽性 であれば A B 型 と判定 し, H 型抗原の み 陽性

の 例 は , 0 塑 と した . A B O 血液型忙 関 して は , 検索 した7 5 例

軋 2 9例が A 軋 15 例が B 乱 7 例が A B 至凱 24 例 が 0 型

と判定 され た .

3 . 共通点 レ
ー ザ ー 顕微鏡に よ る観察

C C lO 例 に つ い て , 1 5〃 m の パ ラ フ ィ ン 切片を作成 し, 蛍光免

疫染色 を行 っ た . すな わ ち ,
脱パ ラ フ ィ ン 乱 抗 A ･ C A 1 9一説

C E A , L e
X

モ ノ ク ロ ー ナ ル 1 次抗体 (表1 ) を 4 ℃ で
一 晩反応さ

せ ,
ビ オ チ ソ 化 抗 マ ウ ス I g G あ る い ほ Ig M ( 2 次 抗 体 ･

V e ct o r) を30 分 , 次 い で ス ト レ プ ト A B C/ ア ル カ リ フ ォ
ス フ ァ

タ ー ゼ ( alk ali n e p h o s p h a t a s e . A P) (D A K O , G l o s tr u p ･

D e n m a r k) を40 分間反応させ ,

ベ ク タ ー L/ ッ ドキ ッ ト ( V e c to r)

で 発色 した .

ベ ク タ
ー

レ ッ ドは 掛 ､ 蛍光性を 有 し, ロ
ー

ダ ミ ン

と同様の 励起 フ ィ ル タ
ー

シ ス テ ム で 鮮赤色の 蛍光を発す ると さ

れ , 本研究で も同様の 赤色蛍光 を示 した . 共焦点 レ ー ザ ー 顕微

鏡 は オ リ ン パ ス (東京) の L S M
- G B 2 0 0 を使用 し, 51 4 ･4 n m の

ア ル ゴ ン レ
ー ザ ー 光 と 61 5 n m の ロ ン グ パ ス バ リ ア

ー フ
ィ ル

タ
ー に よ り蛍光 を得た .

Ⅳ . 細胞動態解析

48 例の C C 症例(剖検4 0 軌 外科的切除 8 例; 肝 門型24 軌 末

梢型24 例; 高分化型13 例 , 申分化型1 9 例 , 債分化型1 5 例 , 腺扁平

上 皮癌 1 例) を用 い , 以下 の 検索を 行 っ た ･

1 .
A g N O R 染 色

C r o c k e r ら
45}
の 方法 に よ り , 脱 パ ラ フ ィ ン 切片を ゼ ラ チ ン 加

1 % 蟻酸溶液と50 % 硝酸銀溶液 の l ‥2 混和液内で30 分 間反応

させ
, 洗浄後 , 5 % チ オ硫酸 ナ ト リ ウ ム で 5 分間処置 し, 0 ･ 3 %

メ チ ル グ リ
ー

ン 溶液 で核染 し , 脱水 ,
封入 した . 黒色 ～ 黒褐色

な明瞭な ド ッ ト を 陽性 と し, 各 々 の 例で100 個の 癌細胞(代表的

な組織像 を 示す部位) と1 0 0 個 の 非 癌 部 阻 管 上 皮 の 核 の

A g N O R 数を 油浸 レ ン ズ 下で 数え , 各例 で の 代表的な分化度
の

部位 で , 平均 A g N O R 数 を算 出 した ･

2 . P C N A 染色

モ ノ ク ロ
ー ナ ル P C N A 抗 体 (表 1 ) を 用 い ,

A B C 法 で

P C N A の 検出を 試み た . P C N A 染 色の 判定は 核が 明瞭 に 褐色

に 染色 され るもの を 陽性 と し ∴瞳瘍 の 代表的 な部分 胤 織像あ

る い は分化度) で ▲ 1 0 0 0 個の 癌細胞中の P C N A 陽性 細胞 を数

え , パ
ー セ ン ト で 示 した [P C N A 陽性 指数 ( P C N A l a b eli n g

i n d e x , P C N A L I)] .

3 .
F C M に よ る解析

H e d l e y ら
46)
の 方法 に 従 い ,

個 々 の ブ ロ ッ ク よ り 50 FL m 切片を

数枚作製 し, 脱 パ ラ フ ィ ン 後 ,
0 . 5 % ペ プ シ ン ( S ig m a) 加 生理

的食塩水( p H l .5) で3 7 ℃ , 6 0
～ 9 0 分間 処理 し単離細胞 と した

後, 4 5 〃 m 孔を 有する ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ (飯 田製作軌 大阪) で

濾過 し , 2 0 0 0 回 転/ 分 で遠心 軋 沈殿物 を さ ら に P B S で 洗浄遠

心 (20 0 0 回 転/ 分) した . 5 0 鵬/ m l の プ ロ ビ ジ ウ ム イ オ ダイ ド

( p r o pidi u m i o did e , P I) ( S ig m a) (3
～ 5 m l) で , 核 D N A を蛍光染

T ab l e l . T h e li st o f a n tib o di e s a n d l e c ti n s u s e d i n thi s s t u d y , th ei r
s p e c ifi cit y ･ dil u ti o n a rLd s o u r c

e

慧法認謡
O n al C a r b o h yd r a t e b i n d i n g s p e cifi ci

ty

慧慧
S o u r c e (1 a b o r a t o け)

a n d l e c ti n s

A n ti - A ( m o u s e I g M )

A n tトB ( m o u s e I g M )

A n ti - H ( m o u s e I g M )

A n ti
- L e

▲

( m o u s e I g M )

A n ti
- L e
b

( m o u s e I g M )

A n ti - L e
‡

( m o u s e I g M )

A nti - L ♂( m o 11 S e I g M )

A n ti - C A 1 9 -9 ( m o u s e I g G l)

A n ti - C E A ( m o u s e I g G l)

A n ti - P C N A ( m o u s e I & G 2 a)

FI T C - W G A

FI T C - C o n A

G al N a c (F u c a l -2) G al β1
- 3 ( o r 4) GI c N A cβ1

- R

G al a l
-3 (F u c a l - 2) G al β1

-3 (o r 4) G Ic N A cβ1 - R

(F u c a l -2) G al β1 - 4 G I c N A cβ1
- R

G a .1β1 - 3 (F u c a l - 4) GI c N A cβ1
. R

(F u c αト2) G alβト3 (F u c αト4) G I c N A cβ1
- R

G alP l q4 ( F u c a ト3) G I c N A cβ1
A R

(F u c a l - 2) G alβ1
-4 (F u c a ト3) G I c N A cβ

N e u A c α2
-3 G dβト3 (F u c αト4) GI c N A cβトR

β(1 → 4)｣ ひN -

a C et yl gl u c o 姐 m i n e o 馳 o m e r ,

si a玉c 且Cid

α
- D - M 8 n n O S e > α

- D - G l u c o s e

1 : 7 0 D A K O , C a r pi n t e ri a , C A , U S A

l :3 5 D A K O , C a r pi n t e ri a , C A , U S A

l :7 5 D A K O , C a r pi n t e ri a , C A , U S A

l :4 0 0 K o k u s ai
- S hiy a k u , K o b e

l :8 0 0 K o k u s ai - S hi y a k u , K o b e

l : 1 0 0 Si g n e t , D e d h a m , M a s s , U S A

l : 5 0 Si g n e t , D e d h a m , M a s s , U S A

l : 1 0 C I S
,
C e d e x , F r a n c e

l :4 0 D A K O , G l o s t ru p , D e n m a rk

l :2 0 0 N o v o c a st r a , N e w c a stl e , U X

l : 1 0 0 V e c t o r , B u rli n g a m e , C A , U S A

l : 1 0 0 V e ct o r
,
B u rli n g a m e , C A , U S A

fl u o r e s c ei nl
･

i s o thi o c y a n a te (F I T C) ヾ O nj u g a t e d w h e at g e r m a g g
l u ti ni n ; F I T C

- C o n A ･ F I T C
-

C O nj u g at e d
t ▼

__一
▲ ▲⊥■ q l ⊥J

l⊂ W lさ I ▲■▲= ▲
ヽ ノ▼▼ ▼ ヽJ ■ 1 1 ▲▲ - ヽ′■ - 】 - - ▲ =

▲ リ V ~ 一 ` " ■1 - ′ ~

′
- ~ ~ ● ~ ▼ ~

ヽ
~ ~ ~ ▼

′ ~■~~ ■▼▼ヽ ′~~~
c o n c a n a v ali n A ; G al N A c , N

～

a C e tylg al a c t o s a mi n e ; F u
c
･
f u c o s e ; G al ･ g al a c t o s e ; G I c N A c ･ N

-

a C e tylgl u c o s a mi n e ; N e u
A c

･

N -

& C e tyl n e u r a m in i c & Cid ; C IS ,
C IS B i o I n t e r n a ti o n al ; I C N ･ I C N I m m u n o bi ol o &ic al s ･

Le
,
L e wi s ; FI T C J W G A .



肝内胆管癌の 病理 学的研究

色 した . 蛍光顕微鏡( オ リ ン パ ス , 大阪) で単離細胞核が 明 瞭に

赤色蛍光を示 して い る こ と を 確認 した 後 ,
フ ロ ー サ イ ト メ ー

タ
ー ( E PI C S - C S c a n , C o ult e r I n c ･

,
H i al e a h

,
F L

,
U S A ) で , 約

2 万個 の 細胞核の D N A 量を 測定 した . 2 倍体 (di pl oid y) の コ

ン ト ロ
ー ル と して 同 一 症例の 非疲瘍部肝阻織 の 正 常細胞を同様

に 処理 し用 い た . そ して , 変動係数が 8 % 以下の29 例 を用い ,

以下の 検討を 行 っ た . 2 倍体ほ 単
一 の 休止 期 ( G o 期) + G l 期 の

ピ ー ク がみ られ るもの と し , 異数 倍体 ( a n e u pl oid y) ほ 複数 の

G ｡ + G l 期 の ピ
ー ク が み られ るも の と した

4丁)
. ま た

,
D N A 指 数

は
, 異数倍体の G ｡ + G l 期 の ピ

ー ク チ ャ ン ネ ル 数 を 2 倍 体の

G ｡ + G l 期の ピ
ー ク チ ャ ン ネ ル 数 で除 した値 と した ■

4 . 同 一 の C C 例 の 腫瘍内の 異なる部位 での 細胞動態の 違 い

の 検討1 4例 の C C 症例に つ い て , 核 D N A 量や プ ロ イ デ ィ パ

タ
ー ン

,
D N A 指数を 検討 した .

5 . 各 々 の 細胞動態指標間で の 検討

8 例の C C か らの 同 一 ブ ロ ッ ク を 用い ,
上述 の 3 種 の 方法で

C C の 細胞動態の 解析 を試み , 相互 の 関連性を比較検討 した .

Ⅴ . 糖鎖抗原発現 と細胞動態 との 関連性

1 . 二 重免疫染色法

腫瘍 の 増殖能 と糖鎖抗原発現 と の 関連性 を 知 る た め に ,

P C N A と 4 = 種 の 糖鎖抗原( A 型 , C A 1 9-9 , C E A , L e
X

) と の 二 重

染色
48)

を C C 5 例 で 行 っ た . 二 重 染色ほ P C N A を ペ ル オ キ シ

ダ ー ゼ抗 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合体 (p e r o x id a s e a n tip e r o xid a s e

c o m pl e x , P A P) 法
49)
に て

,
糖 鎖 抗原 を A B C/ A P で 染 色 し

た
5Q)

. す なわ ち 4/ 皿 の 切片を 脱パ ラ後, 内因性 ペ ル オ キ シ ダ
ー

ゼを ブ ロ ッ キ ン グ し , 正 常 血 清 で 処 理 後 , 抗 P C N A モ ノ ク

ロ
ー

ナ ル 抗体(表 1 ) で 4 ℃ で
一

晩反応 させ た 後 ,
ウ サ ギ 抗 マ ウ

ス 免疫 グ ロ ブ リ ン ( D A E O) を 室温 で30 分間反応 さ せ , 次 い で

P A P を30 分 間室温 で 反応させ た . そ の 後 H 20 2 加 D A B で 反応

物 を発色 させ た . 次に ,
一 次抗体を 洗浄する ため 各切片を グリ

シ ソ 塩酸溶液 (p H 2 .2) 内 で 2 時間室温 で濃押 した . 次い で , 各

糖鎖抗原 に 対する 1 次抗体で 4 ℃ で 一 晩反応 させ た . こ れ らの

切片を , ビ オチ ン 化 2 次抗体 と室温 で30 分間反応 させ ,
ス ト レ

プ ト A B C/ A P , ベ ク タ
ー

レ ッ ドキ ッ ト で 反応 ,
発 色 させ た .

P C N A は 増殖細胞 の 核内に 褐色に 染色 され , 糖鎖抗原は腫瘍細

胞ある い は非腫瘍部の 胆管上皮 の 細胞質内に 赤燈色に 染色 され

た . 各症例 に お い て , 1 0 0 0個 の 癌細胞 を , 糖鎖抗原発現に 関係

なく腫瘍全体 で数 え , P C N A 陽性細胞数の 割合(P C N A L I) を

求め た . 次 い で , 糖鎖抗原が陽性 の 細胞 1 00 0 個 中で の P C N A

L I を数 え , 腫瘍全体の P C N A L I と比較 した .

2 . 株化 C C 培養細胞 C C K S l で の 細胞動態 と糖鎖抗原発現

と の 関連性

1 ) 蛍光抗体法 に よ る検討

フ ラ ス コ 上 に 増殖 した 培養癌細胞を70 % ア ル コ
ー ル で3 0 分間

固定 し, 以下の 染色を行 っ た . 糖鎖抗原 と して C A 1 9-9 抗体を

用 い
,
2 次 抗 体 に フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ

ー

ト

(fl u o r e s c ein i s o thi o c y a n a t e , F I T C ) 標識抗 マ ウ ス 免疫 グ ロ ブ リ

ン (S il e n u s , V i c to ri a , A u s tr ali a) を 用い た 間接法 を行 っ た . ま

た
,
レ ク チ ソ に よ る糖鎖 の 検出 と して FI T C 標識小麦胚凝集素

( w h e a t g e r m a, g g
l u ti n in

,
W G A ) , 同 コ ソ カ ナ バ リ ソ A

(c o n c a n a v ali n A
,
C o n A ) (F l u o r e s c ei n L e c ti n K it I , V e c t■o r) を

用 い
, 直接法に よ り行 っ た . な お

,
W G A は D - N

-

ア セ チ ル グ ル

コ サ ミ ソ の オ リ ゴ マ
ー

,
シ ァ ル 酸 と

印 52)
, C o n A は D- マ ン ノ

ー

ス
,
~~D -

グル コ
ー ス

53) 5ナ) と特異的に結合す る こ と が知ち 息 て い る .

3 33

そ れ ぞれ の 反応は 4 ℃で 一 晩行 い ,
PI (5 p g/ m l) で , 核 D N A の

染色を行 っ た . 次い で , 実体蛍光顕微鏡 (オ リ ン パ ス) で 観察

し
, 増殖期癌細胞と定常期癌細胞 の 間で 陽性細胞 と蛍光強度を

比較検討 した .

2 ) F C M に よ る検討

F C M に は
, 増殖期癌細胞 , 定常期癌細胞 を , それ ぞれ0 . 02 %

エ チ レ ン ジ ア ミ ン 4 酢 酸 ( e th yl e n e di a m i n e t e tr a a c eti c a cid ,

E D T A ) (半井化学 , 京都) 加0 . 2 5 % トリ プ シ ソ (D if c o , D e tr oit ,

M I
,
U S A ) 溶液で37 ℃ , 5 分間処理 して 単離細胞と した . 次 い

で
,
7 0 % ア ル コ ー ル 固定後 に ,

蛍光抗体法に て ,
上 記糖鎖抗原

を免疫染色 し , そ の 後 PI で核 D N A を 染 色 した . 次 い で ,

F C M ( E P I C S
- C S c a n) を 用い , 各抗原の 発現量を線色蛍光量 に

よ り
,
D N A 量を赤色蛍光量に よ り, 細胞の 大きさ を 前方散乱

光に よ り測定 し, 各抗原の 発現量 と D N A 量 よ 各抗原の 発現量

と大きさ と の 関係を 両パ ラ メ
ー

タ を 示 す グ ラ フ に よ り検討 し

た .

Ⅵ . 統計学的検討

統計学的検討 ほ , X
2

検定, S t u d e n t の t 検定 ,
ス ペ ア マ ン 順

位相関係数を 用 い て行い l 危険率0 . 0 5 % 末端を 以て 有意差あ り

と した .

成 績

Ⅰ . 糖鎖抗原の発現

1 . 非癌部胆管上皮に お ける糖鎖抗原の 発現

A B H 型物質は l 大型 の 胆管上皮 お よび 胆管付属腺に 発現 し,

小型の 小葉間胆管や細胞管に は 殆 ど発現が なか っ た . 胆 管上 皮

に お け る A 型抗原 は 一
A 塾 患 者 (96 .6 % ) と A B 型 患 者

(10 0 % ) の み に ,
B 型抗原は , B 型患者(73 .3 % ) と A B 塑患者

(85 .7 % ) の み に 発現が み られ た .
H 型抗原は , 全て の 種類 の 血

液型 に 高率に 陽性 で 全体と して85 . 3 % に 陽性で あ っ た . L e
y
と

C A 1 9-9 ほ 全て の 症例の 大型胆管上皮 , 附属腺お よ び小型胆 管

上皮 に 発現が み られ た (96 % 対10 0 % ) .

一

方 ,
C E A は非癌部胆

管上皮 に は 発現が なか っ た . L e
X

は ほ と ん どの 胆管上 皮 に は 陰

性であ っ た が ,

一

部の 付属腺や過形成性の 胆管上 皮に 陽性像が

み られた .

2 . C C の 肉眼像 卜 組織型 , 分化度と糖鎖の 発現

組織学的 に ,
C C 71 例が腺病 (肝門型42 例; 末梢型29 例) で ,

4 例が腺扁平上皮癌( 肝門型 2 例; 末梢型 2 例) で あ っ た . 腺病

は さ らに 高分化型21 例 (肝門型1 3 例; 末梢型 8 例) , 申分化型26

例(肝門型16 例; 末梢型10 例) , 低分化型24 例( 肝門型13 例; 末梢

型11 例) に 分類 され た ( 図1) .

A B H 血 液型に 閲し , A 型抗原 の 発現ほ , A 型 ,
A B 型患 者

の C C の それ ぞれ72 . 4 % と42 . 9 % に 発 現 し , B 型 ほ B 型 I

A B 型患者 の そ れ ぞれ26 . 7 % と28 . 6 % に 発現 した . H 型抗原ほ

全血 液型で 発現 し, 6 6 . 7 % で 陽性で あ っ た . な お
,
A B H 型の 発

現 は患者の 血 液型に
一

致 し , 異な る 血 液型 の 発現 ほ み られ な

か っ た . 肉眼分頬と の 対応で は , 末梢型に 比 べ 肝門型で やや 高

率 に 発現す る傾向があっ た が , 有意差 は な か っ た (表 2 ) . L e
-

,

L e
b
, L e

X

, L e
y
, C A 1 9- 9 , C E A も同様 の 憤向がみ られ た (表 2) .

なお
,
L e 抗原 ,

C E A
,
C A 1 9T 9 ほ ,

A B H 型物質に 比べ 高頻度 に

発現 した .

腫瘍の 組織塑別 , 分化度別の 染色結果を表 3 に 示 す. 腺病で

は A B H 血液型物質の 発現は . C C の 分化度の 低下 と共に低下

し
,
A 型 で は 有意 (p

;

< 0 .0 5こ)
∴
三宅應･ っ た .

t- L e 血 液 型物質 ,
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C A 1 9- 9 , C E A は 低分化型腺病 で も , 比較的よ く 発現 が み られ

た が , L e
b

, L e
l
,
C A 1 9- 9 は低分化型腺癌 で 高分化型腺癌 に 比 べ

有意に 低率 で あ っ た (p < 0 .0 5) . 腺扁平上 皮癌で ほ ,
各糖鎖抗原

の 発現率は中 ～ 低 分化型腺癌 で の 発 現率 に 類似 して い た ( 表

3 ) .

3 . 糖鎖抗 原の 踵癌細胞内で の 局在

C C の 踵瘍細胞内で の 局在 パ タ
ー

ン は 核上 型 , 管腔型 , 膜型 ,

び ま ん型
, 問質型 の 5 種 に 分 額 で きた (表 4 ) . 核上 型ほ 糖鎖抗

原の 発現が核上部 の 細胞質に み られ るもの で あり , 管陛型は 管

腔面の 細胞膜部 に 線状 に 陽性像が み られ るもの , 膜 型ほ全細胸

膜が陽性で あるも の ,
び ま ん型 ほ細胞質全体が極性 なく染色さ

れ るもの で , 問質型は主 に 腫瘍細胞 周囲 の 問質に 陽性像 の み ら

れ るもの で ある . 個々 の 染色 バ ー タ ン は共焦点 レ ー ザ ー 顕微鏡

で よ り明 瞭に 示 され た ( 図 2) . つ ま り , 共焦点 レ ー ザ ー 顕微鏡

Fi g . 1 . H i st o lo gi c al f e a t u r e s of c h ol a n gi o c a r c i n o m a of v a ri o u s d iff e r e n ti a ti o n ･ A ‥ W e11 diff e r e n ti a t e d a d e n o c a r ci n o m a ･ B ‥

M o d e r a t ely diff e r e n ti a t e d a d e n o c a r ci n o m a . C : P o o rl y diff e r e n tia t e d a d e n o c a r ci n o m a ･ D : a d e n o s q u a m o u s c a r c i n o m a ･ ( H E

St ai n i n g s , O ri gi n al m a g nifi c a ti o n X 2 00)

T a bl e 2 . E x p r e s si o n of c a rb o h y d r a t e r e si d u e s i n hil a r a n d p e rip h e r al t y p e s
o f

C h ol a n gi o c a r ci n o m a

N u m b e r (% ) of c a r b o h y d r at e r e sid u e
-

p O Sitiv e c a s e s in

A n ti g e n

H il a r ty p e (4 4)
d P eip h e r al t y p e (3 1)

A)

A

B

H

L e
-

L e
b

L e
I

L e y

C E A

C A 1 9 -9

1 6/ 2 4
b)
(6 6 .7)

訂13
d
(23 .1)

1 帥 脚(40 .9)

3 少崩 (77 .3)

4 0/ 崩 (9 0 .9)

3 5/ 現 (7 9 .5)

3 〝44 (8 4 .1 )

3 7/ 4 4 ( 朗 .1)

41/ 4 4 (9 3 .2)

6/ 1 2
b〉
(50 .0)

0/ 8
亡)
(0)

釘31
d)
(29 .0)

2 0/ 3 1 ( 弘5)

2 か3 1 (7l .0)

1 釘31 (6l .3)

2 3/ 3 1 ( 紘2)

22/ 3 1 (71 .0)

2 3/ 3 1 く74 .2)

A)
N u m b e r o f c a s e s e x a m i n e d .

b〉
C a s e s b el o n gi n g to A a n d A B .

C )
C a s e s b el o rl gi n g t o B a n d A B .

J) C a s e s b el o rl gi n g to A , B , A B , O r O .
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T a b l e 3 . E x p r e s si o n o f c a r b o h y d r a t e r e si d u e s i n c h ol a n gi o c a r ci n o m a
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R a ti o ( % ) o f c a rb o h yd r a t e r e sid u e - p O Siti v e c a s e s

A d e n o c a r c in o m a (7 1) d

)12(e uW M o d e r a t e (2 6)

A n tig e n 土 + 士

)42
′

しr
∧

UOP

土 +

A d e n o s q u m a o u s

C a r Ci n o m a (4)

士 +

A

B

H

L e
-

L e
b

L e
l

L e y

C A 1 9 - 9

C E A

5 2 . 4 0 4 7 .6

9 5 . 2 0 4 .8

19 . 0 3 3 . 3 4 7 .6

0 1 4 . 3 8 5 .7

0 0 1 0 0

4 .8 1 4 . 3 8 0 . 9

0 0 1 0 0

0 0 1 0 0

4 .8 0 9 5 . 2
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一

, n e g a tiv e ; 士 . w e e kl y o r o n l y f o c al ly p o siti v e ; + . p o si ti v e .
8) N u m b e r of c a s e s e x a m i n e d .

T a b le 4 . T h e n u m b e r of c a s e s o f c h ol a n gi o c a r ci n o m a p r e s e n ti n g i n di vi d u al i m m u n o s t ai ni n g
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ty p e ･
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に よ り , 陰性部 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ドは 減弱され , 焦点部の 細胞

内糖鎖抗原陽性部ほ種 々 の 角度 よ り拡大観察 され ,
よ り明 瞭な

局在が観察できた .

C C の 同 一 症例内で ,
上述 の 種 々 の 染色 パ タ

ー

ン が混 在 して

み られ たが , 最も優勢な染色パ タ
ー

ン を個 々 の C C 例 の 染色パ

タ ー

ン と した . 糖鎖抗原の 発現 パ タ
ー

ン ほ
, 各 々 の 抗原で や や

異な っ て い たが , 高分化型腺病 で は l 核上 型 と管腔型が多くみ

られ
,
低分化型腺病や腺扁平上皮癌 で は び まん 型 と膜型が多く

み られ , 申分化塾 で は , 管腔型と び ま ん塾 が主 に み られ た . な

お , 膜塾ほ腺扇平上皮癌 に 多 い 傾向に あ っ た ( 図3 ) . 1 0 例に 間

Fig . 2 . I r n a g e s of i m m u n ofl u ol e s c e n t s
t ai n in g s b y c o n f o c aI l a s e r s c a n n in g m ic r o s

c o p y ･ A : I n th e w e11 d iff e r e n ti a t e d p a pill a r y

a d e n o c a r ci n o m a
,
b lo od g r o u p t y p e A a n ti g e n i s p o siti v e i n th e l u m i n al s u rf a c e

of t u m o r c ells (b ri gh t a r e a) ･ B : A a n ti g e n is a

d iff u s eIy o r m e m b r a n o u sl y e x p r e s s e d in th e p o o rl y diff e r e n ti a･t e d a d
e n o c a r ci n o m a ･

B D

F ig . 3 . I m m u n oh is t o c h e mi c al s t ai ni n g of c a r b o h y d r at e r e sid u e s i n c h ol a n gi o c a r ci n o m a . A : I n w ell d iff e r e n ti a t e d a d e n o c a r ci n o m a ,

c a r b o h y d r a t e a n ti g e n (L e w i s
y) is e x p r e s s e d i n th e s u p r a n u cl e a r c yt o pla s m (a r r o w s) . B : I n th e p o o rl y d iff e r e n ti a t e d

a d e n o c a r ci n o m a
,
C a r b o h yd r at e a n tig e n ( B l o o d g r o u p t y p e A a n ti g e n) is s t ai n e d d iff u s ely i n th e c y t o pl a s m ( a r r o w s) ･ C :

M e r n b r a n e ty p e e x p r e s si o n o f c a r b o h y d r a t e r e sid u e s (L e w is
X

) is s e e n in th e a d e n o s q u a m o u s c a r ci n o m a . D : S tr o m al ty p e

s tai n in g i s r e c o g n iz e d i n p o o rly diff e r e n ti a t e d a d e n o c a r c in o m a ( a r r o w s) . (I m m u n o s t ai n in g s , A B C m e th o d , O rigi n al m a g nifi c a ti o n

X 2 0 0)
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質型が み られ , そ の う ち 4 例は 申分化塾腺癌 で , 6 例が 低分化

型腺癌であ っ た (図 3 , 表 4 ) .

4 . 同
一 症例内の 異な る部位 で の 糖鎖抗原の 発現

C C l O 例を 用 い て , 同
一

例 で組織学的 に 異な る 分化度内で の ,

上記の 核糖鎖抗原 の 発現様式 を検討 した . そ の 結果
,
同 一 症例

内で も ,
組織学的 に 分化度の 異 な る部位で は 1 異な る糖鎖発現

様式が み られ た (表 5 ) .

Ⅱ . 細胞動態学的解析

1 . A g N O R 数 ( 図4)

非癌 部胆管 上 皮20 例 で の 平 均 A g N O R 数 l .8 9 士0 .1 5 と
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1 .6 1 - 2 .1 0 (平均値±標準偏差と範囲) に 比べ ,
C C 4 8 例 で の 癌

部で の A g N O R 数は 3 .4 5 ±0 .9 3 と 1 .91
-

5 .0 1 で高値で あ っ た

( p < 0 .01 ) . また , 癌細胞 で ほ非癌部胆管上皮に 比 べ 不 整形を 示

す ド ッ トの 増加がみ られ た . 腺癌 の 分 化度に よ る検討で は , 高

分 化型 で 2 .2 2 土0 .2 1
. 申 分化型 で 3 .66 ±0 .8 5 , 低 分 化 型 で

4 .1 7 土0 .4 9 で あり
.
A g N O R 数 は 分化度の 低下 に 従 い 増加 した

(p < 0 .0 1) . 腺扁平上 皮癌 で ほ 低分化腺病と ほ ぼ 同様 の A g N O R

数を 示 した . なお , 肝 門型と末梢型と の 間 で A g N O R 数に 差ほ

なか っ た (表 6) . 他臓器 へ の 転移 ,
リ ン パ 節転移の 有無や程度

と A g N O R 数と の 間に 関連性は なか っ た (表 7) .
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2 . P C N A L I

腺癌 で ほ l 高分化型で 10 .8 ±2 .1 4
,
申分化型 で 24 .0 士2 .3 5

, 低

分化型 で 26 .0 土4 .8 9 で , 高分化型 に 較 べ 申分化塾 , 低分化型 で

P C N A L I が 高値 で あ っ た ( p < 0 .0 1) . 肝門型 C C と 末 梢型

C C と の 間に は P C N A Ll 値 に 差は な か っ た (表 6 ) . 他臓器 へ
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F i g . 4 . S c a tt e r g r a m of a r g y o p hilic n u c le ol a r o r g a n iz e r

r e gi o n s ( A g N O R) n u m b e r s of n o rl n e O pl a s ti c b il e d u c ts a n d

c h ol a n gi o c a r ci n o m a . T h e r e i s s t e p
-

W is e i n c r e a s e of t h e

n u m b e r i n th e w ell , m O d e r a t ely a rld p o o rl y diff e r e n tia t ed
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a u t o p s y c a s e s ; ○ , S u r gi c al c a s e s ; ( ) , m e a n 土S D ; △ ,

m e a n ; 1 , 士S D .

の 転移 ,
リ ン パ 節転移の 有無や程度 と P C N A LI と の 間に 関連

性ほ な か っ た (表 7 ) .

3 . F C M に よ る核 D N A 量の 検討

29 例中23 例 の プ ロ イ デ ィ パ タ ー

ン は異数倍体 (79 .3 % ) で
, 残

り の 6 例が 2 倍 体(20 .7 % ) で あ っ た . 組織学的分化度 との 関連

性で は , 高分化型の 4 例 (66 .7 % ) が 2 倍体 ,
2 例 (33 .3 % ) が異

数倍体 , 申分化塑 の 2 例 (1 5 .4 % ) が 2 倍体 ,
1 1 例 (84 .6 % ) が異

数倍体 , 低分化型腺病 で ほ 9 例全例が異数倍体 を示 した . 高分

化型に 較べ , 申分化型 , 債分化塑で異数倍体 の 占め る割合が多

か っ た( p < 0 .0 5) . 肝 門型 C C と 末梢型 C C と の 間 で プ ロ イ デ ィ

パ タ
ー

ン の 割合 に 差 はな か っ た (表 6) . 他臓器 転移 お よび リ ン

パ 節転移 と の 間に ほ有意 な関連性ほ な か っ たが , 転移例 で 異数

倍体の 占め る割合 が高く な る優向があ っ た (蓑 7 ) .

次 に ,
D N A 指数 を 検討 し た . C C 全体 で は 1 .4 7 ±0 .3 8 と

ト 2 ,2 5 (平均値± 標準偏差 と範囲) で あ り, 分化度別で は 一 高分

化型 6 例 で ほ 1 .2 5 ±0 .3 7
, 申分化型13 例 で ほ 1 .3 8 土0 .3 2 , 低分

化型 9 例 で は l .7 9 土0 .3 2 で , 腺 病 の 分化度 の 低下 と共 に ,

D N A 指数は 高値と な っ た が , 有意差は なか っ た . な お , 腺扁平

上 皮癌 で ほ1 . 5 5 で あ っ た . 肝 門型 C C と末 梢型 C C の 間 に

D N A 指数 に 有意な 差は な か っ た (表 6 ) . リ ン パ 節転移陽性症

例ほ
,
同陰性例 に 比 し, D N A 指数 が高値を 示 し (p < 0 .01) , 臓

器 転移例 で も 同様 の 傾向 を 認 め た が , 有 意 差 は な か っ た

(0 .0 5 < p < 0 .1 0) (表 7) .

4 . 同
一

症例 の C C 内2 ケ 所で の 細胞動態的指標

A g N O R 数 は分化度 の 低い 部分で高値 を示 した (例 え ば 高分

化部
,
2 .2 8 土1 .1 4 ; 低分化部, 3 .8 4 ±1 .4 0) (表 8 ) . C C 1 4 例 の 内

11 例で 同様 の プ ロ イ デ ィ パ タ ー

ン を 示 した . 内 , 1 例が 2 倍体

で あ り, 1 0 例が 異数倍体 であ っ た . 3 例(2 7 % ) で 各 々 の プ ロ イ

デ ィ パ タ
ー ン は 異 な っ て い た .

5 . 同 一 症例 , 同
一

部位で の 各々 の C C で の 細胞動態指標間

の 関連性

A g N O R 数 と P C N A L I と は正 の 相 関 を示 した (r = 0 .7 9 5 ,

p < 0 .01) . A g N O R と P C N A の 二 重 染色 で は A g N O R 数 ほ

T a bl e 8 . C o m p a ri s o n o f A g N O R n u m b e r s i n diff e r e n t t w o c a n c e r o u s p a r t s , W e u

diff e r e n ti a t e d a r e a a n d p o o rl y diff e r e n ti a t e d a r e a , i n 1 4 c a s e s o f c h o1 8 n gi o c a r ci n
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Ⅳ ell
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2
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1 . 8 7 士0 . 8 6

1 . 8 2 士0 . 9 3

2 . 95 士1 . 7 8

2 . 28 士1 . 1 4

2 . 5 7 士0 . 8 3

2 . 55 士1 . 11

2 . 23 士0 . 9 1

2 . 39 ±0 . 9 2
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3 . 9 2 士1 . 6 8

3 . 18 士1 . 2 9

4 .7 3 士1 . 4 5

4 . 5 1 士1 . 5丁

3 . 5 9 ±1 . 5 0

2 . 9 0 士1 .1 7

2 . 4 7 ±1 .4 1

4 . 8 6 士1 .8 8

3 . 8 4 士1 .4 0

2 . 8 6 士1 .0 4

3 . 6 5 士1 .4 3

3 . 7 3 士1 .3 3

3 . 7 1 士1 .2 0

p < 0 . 0 1

p < 0 . 0 1

p < 0 . 0 1

p < 0 . 0 1

p < 0 . 0 1

p < 0 . 0 1

p < 0 . 0 1

p < 0 . 0 1

p < 0 . 0 1

p < 0 . 0 1

p < 0 . 0 5

p < 0 . 0 5

p < 0 . 0 1

p < 0 . 0 1
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P C N A 陽性細胞 で 陰性細胞よ り有意に 高値を 示 した (p < 0 ･01 )

(表 9) . また ,
A g N O R 数 と核 D N A 量と の 間で ほ ,

A g N O R 数

は 異数倍体 (23 例 ,
3 ･9 9 ±0 ･7 3) で 2 倍 体 ( 6 例 .

2 t6 5 ±0 ･4 9) よ

りも有意に 高値 を示 した (p < 0 ･0 1) (図 5) ･ A g N O R 数 と D N A

指数と の 間に は有意 な相関が み られ な か っ た が ,
D N A 指数 が

高い 症例 で は , A g N O R 数が 高値 を 示 す傾向があ っ た ･

Ⅲ . 糖鎖抗原 の発現 と細胞動態の関連性 の検討

1 . P C N A と 糖鎖抗原の 二 重染色

表10 に 示 す如く ,
A 型物質 ,

C A 1 9- 9 陽性細胞中 の P C N A

L I は C C 全 体 で の P C N A L I と ほ ぼ 同 じで あ っ た .

一 方 ,

C E A と L e
X

では
, 両 者 の 間 に 負 の 相関 の 関係 が み ら れ た .

3 3 9

P C N A の 発 現は主 に 胞巣辺綾部の 癌細胞 に み られ た の に 対 し,

C E A
,
L e

X

の 発現ほ 主 に 胸巣内部 でみ られ る傾向が あり ,
C E A

あ る い ほ L e
X

陽性細胞中の P C N A L I は 腫瘍 全 体 の P C N A

L I に 較 べ 有意に 少な か っ た (p < 0 .0 1) ( 図6 ) .

2 . 株化培養細胞 C C K S l を用 い た 検討

1 ) 蛍光抗体法

定常期 で の 癌細胞は , 比較 的小型 で単層性に 密 に 増殖 して お

り , 対数増殖期 で は , 癌細胞 は 島状 をな して 増殖 して お り, 多

角 形で 核 の 大小不 同を伴 っ て み られ た . 蛍光 抗体法 で は ,

C A 1 9-9 W G A , C o n A ほ ∴定常期 . 対数増殖期 の い ずれ に お い

て もび ま ん性陽性像を示 した . 定常期と 対数増殖期に お い て 陽

T a bl e 9 , C o m p a ri s o n o f A g N O R n u m b e r s b e t w e e n P C N A
-

p O Siti v e c a r ci n o m a c e u s a n d
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n u m b e r P C N A- P O Siti v e c e11 s P C N A -
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D N A h is t o g r a m of thi s c a s e s h o w s a n e u pl oid y (D I = 1 ･9 7) ･ ( a r g y r o p h ili c s t ai
■

ni n g f o r n u cl e ol a r o r g a ni z e r r e gi o n s , O rig i n al

m a g n ifi c a ti o n x 4 0 0) B ‥ A g N O R s t ai ni n g a n d D N A hi st o g r a m of w ell diff e r e n ti a t e d a d e n o c a r ci n o m a . A g N O R s t ai n g s h o w s a
f e w d a r k st ai n e d d o t s i n e a c h c a n c e r o u s c e11 ( m e a n A g N O R n u m b e r i n th is r e gi o n i s 2 .2 1 士1 .2 2 .) , a n d D N A hi st o g r a m of th is
C a S e S h o w s di pl oid y ( DI

= 1 ･0) ･ -( a r g yr o p hili c s t ai ni n g f o r n u cl e ol a r o r g a ni z e r r e gi o n s , O ri gi n al T 甲声nifi c q ti Q n .

.不
4O 8)
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性細胞の 分布や細胞形態 に よ る 蛍光強度 の 差ほ み ら れ な か っ

た .

2 ) F C M に よ る検討

定常期細胞に お け る C A 1 9-9 の 発現量 を , F C M を 用 い て 検

討 した ヒ ス ト グ ラ ム を 図 7 A に 示 す . 核 D N A 量 の 解析 で は 定

常期細胞 の 多く は G ｡ G l 期に あ り , S 期 細胞 は 殆 どみ ら れ な

か っ た (図 7 A 左) . 核 D N A 量 , 細胞の サ イ ズ と C A 1 9-9 量 の

両 パ ラ メ
ー タ ー に よ る ヒ ス ト グ ラ ム ( 図 7 A 中央 , 右) で は 王

C A 1 9-9 量と細胞周 期 や細胞の サ イ ズ と の 問に 明 瞭な 相関関係

ほみ られ な か っ た . 増殖期 で の 核 D N A 量解析 で は ∴定常期に

殆 どみ られ な か っ た S 期細胞 が増加 して お り, 細胞集団 全体の

増殖活性が高い こ と が 示 され た (図 7B 左) . 核 D N A 量 , 細胞

の サ イ ズ と C A 1 9-9 量 の 両 パ ラ メ
ー タ ー に よ る ヒ ス ト グ ラ ム

(図 7B 中央 , 右) で は増殖期に お い て も C A 1 9- 9 量 と細胞周 期

や細胞 の サ イ ズ と の 間に 明 瞭な相関関係ほ認 め られ な か っ た .

ま た ∴定常期と対数増殖期 で緑色蛍光 の 強度 つ ま り C A 1 9-9 発

現量に 明確 な差 はな か っ た .
レ ク チ ン に よ る 糖鎖発現 の 検討 で

ほ
, 定常期 に おけ る W G A の 結合量 , すなわ ち W G A レ セ プ

タ
ー 量を示 す ヒ ス ト グ ラ ム ( 図 7C 右) で ,

W G A レ セ プ タ ー 量

と 細胞 の サ イ ズ に 直線的 な相関関係 が み ら れ た . し か し
,

W G A レ セ ブ タ → 量 と核 D N A 量 と の 間に は直線的 な相関 は み

Fi g . 6 . D o u bl e i m m u n o s t ai ni n g of P C N A a n d L e w i s
X

･

P C N A i s p o siti v e i n th e n u c l ei of c h ol a n gi o c a r ci n o m a
c ells

( a r r o w h e a d s) , W hil e L e wi s
X

i s s t ai n e d m o s tly P C N A

n e g ativ e c ells ( a r r o w s) . (I m m u n o s t ai ni n g , P A P a n d A B C

m e th o d
,
O ri gi n al m a g nifi c a ti o n x 32 0 )

られ なか っ た ( 図 7 C 中央) . 対数増殖期で の W G A レ セ プ タ ー

量の ヒ ス ト グ ラ ム ( 図 7 D) で ほ , 対 数増殖期 で 増加 して い る

S 期細胞で も, 同 様に W G A レ セ プ タ
ー

と細胞 の サ イ ズに 正 の

相関関係 がみ られ た (図 7 D 右) . C o n A は 主 に 細胞質内に 陽性を

示 した が ,
F C M で ほ W G A と ほ ぼ 同様 の 結果が得 られ , レ ク

チ ン レ セ プ タ ー 畳 は細胞 の 大き さ に 依存 し , 細胞 間期 や増殖活

性と の 関係が少 な い こ と が示 唆 され た .

考 察

血 液型物質を含む糖鎖 ほ ,
正 常 の 体 内で 特徴的な分布と局在

を示 し , 発生 , 癌化ある い は壊死炎症 の 過程 で そ の 発現 パ タ ー

ン が変化す る こ と が 知 られ て い る
5)20 5 5 ト S7

. また ,
こ れ らの 糖鎖

抗原 ほ臓器特異的な発現 パ タ ー

ン を 示 し, 個体間 に よ る違い も

知 られ て い る . 例 え ば , 腸 管 で ほ C o o p e r ら
58)
に よ れ ば

,

A B H 型物 質と L e
b

は 正 常成 人 の 遠位大腸粘膜 に は 発現さ れ な

い が近位大腸 に 発現 され ると し , L e
且

と シ ア リ ル L e
且

に 関 し て

は , 成熟 大腸上皮 に お い て は 発現 され , 幼若 な大腸上皮に ほ 発

現 しな い . しか し L e
X

,

y は 逆で , 幼 若 な大腸上皮に 強く発現 さ

れ る .

一

方 , 腫瘍化 に 際 し. 大腸癌や 大腸腺経で ほ近位 と遠位

に 関係な く A B H 型物質 と L e
b
が発現す ると して い る . また

,

胃 で ほ
,
H ir o h a s hi ら

59)
に よ れ ば, 正常胃粘膜 に は A B H 型物質

の 発現はある が , 腫瘍 化と共 に ,
これ らの 発現 パ タ ー

ン が大き

く変動する と して い る . また ,
L e

且

と シ ア リ ル L e
8

( C A 1 9- 9) ほ

分泌型患者の 腸上 皮化生部に 選択的に 発現す る こ とを 見出 して

い る .

本研究 で ほ ,
まず ,

ヒ ト C C で の 糖鎖抗原 の 発現 を , C C の

肉眼お よび 組織病理像 と対比 した . な お
, 非癌部肝内胆管上皮

に お い て は
,
A B H 型物 質は 主に 大型胆管に 発現を 示 し , 小 型

の 小葉間胆管や細胆管で は発現 され な い と い う特徴的 な パ タ ー

ン が み られ ,
L e

8

,
L e
b

,
L e
y

,
C A 1 9-9 は大型肝内胆管か ら細胆 管

に い た る 全て の レ ベ ル の 胆 管上 皮 に 陽性で あ っ た . L e
X

は
,

一

部の 付属腺 と過形成性 の 胆管上 皮以外ほ陰性 で あ り , C E A は

す べ て の 非癌部胆管上皮 に 陰性 で あ っ た .

さて
,
C C で は血 液型抗原が種 々 の 頻度に 発現 して お り ,

い

く つ か の 点が 明 らか と な っ た . まず第 1 に ,
C C の 肝 内で の 解

剖学的な局在 ( 多くほ 発生部位 を反映 して お り , 肝門型 と 末梢

型の 2 型 に 分類 され る
41)8 0 )

) と 血液 型関連糖鎖抗原 の 発現と の 関

係に 関し て , 末梢型よ り肝門型 で 糖鎖抗原 が よ り発現 され る傾

湊

T a b le l O . P C N A LI a n d e x p r e s sio n of c a r b o h y d r a t e a n tig e n s i n c h ol a n gi o c a r c i n o m a

A n ti g e n s N u m b e r of L I ( c a r b o h y d r a t e a n tig e n p o siti v e c ells) L I (t u m o r a s a w h ol e)
c a s e s e x a m i n e d ( m e a n ± S D) ( m e a n ± S D)

28 .1 土1 1 .3

2 5 . 2 ±1 2 .8

3 . 6 ±2 . 5

4 . 5 士3 . 7

31 . 4 士3 . 4

2 6 . 4 ±5 . 3

3 4 . 1 ±7 . 4

3 2 . 5 士5 . 3

L I ( c a r b o h y d r a t e a n ti g e n p o siti v e c ell s) , P C N A l a b eli n g i n d e x i n c e11 s e x p t e s si n g e a c h c a r b o h yd r a t e a n tig e n ; L I (t u m o r a s a

w h ol e) . P C N A l a b eIi n g i n d e x of th e c h ol a n gi o c a r ci n o m a a s a w h ol e .

*
, S t a ti s ti c a ll y n o t diff e r e n t .
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向に あ っ た . 統計学的な有意差 はみ られ なか っ た が , 上述 の 如

く , 非癌部胆管で の 血 液型関連糖鎖 の 分布 パ タ ー

ン を参考 に す

る と
, 肝 門型 で A , B 型物質が 高率に 発現 して い た の ほ ,

C C に

お ける糖鎖抗原 の 発現は , 発生母 地の 性格を反映す る の か も知

れ な い . しか し
, 統計学的 に 有意で ほ なく t 肝 門型 の C C でも

肝門部 に 近 い 部の 小 型胆管か ら発生す る可 能性 がある し
,
末梢

型の 胆管 でも血液型関連糖鎖抗原が陽性である比較的太 い 隔壁

胆管か ら C C が 発生す る可能性もある .

次 に ,
C C の 分化度 と糖鎖抗原の 発現 と の 間に は 明 らか な 関

連 がみ られ た .
つ ま り , C C の 分化 度が低下すればする ほ ど ,

血 液型関連抗原 の 発現 は低下 し , 特に A 型抗原
,
L e
b

, L e
y

,

C A 1 9 - 9 で ほ 有意 で あ っ た . 他 の 臓器 , 掛 こ膀胱癌で も類似 の

現象が指摘 され て お り
4)S)

,
上 皮系悪性腫瘍濫 共通 した 現象か も

知れ な い . なお , 他の 臓器 で ほ
一 息者の 血液型 と異な る血 液型

抗原 の 発現が癌で み られ て お り , 悪性度が高 い とす る報告もあ

る が
61)

,
こ の ような 現象 は C C で 認 め られ な か っ た . ま た

,

C E A とL e
X

は
, 非癌部 の 胆管系で ほ殆 ど発現はなか っ た カ㍉ 癌

部 に 発現が み られ 低分化癌 でも比較的高率に 発現 して い た . こ

の 現象は , 上 述 の A B H 型物質や L e
両
,
C A 1 9- 9 と は逆 の 発現

パ タ ー

ン を 示 して い る .
N a k a m o ri ら

62)
は シ ア リ ル L e

-

の 発現の

増加は l 大腸癌 の 臨床病理学的病期 に 関連 し , 高 頻度 の 再発

と
, 予後の 悪さ と 関連 した と報告 して い るが

,
C C でも類似 の

プ ロ セ ス が 想定 され る . 糖鎖発現の 頻度そ の もの に 加え , 腫 瘍

細胸内 で の 局在も腫瘍 の 分化度に 有意の 関連性を 示 した . す な

わ ち高分化癌 で ほ
, 糖鎖 の 発現 は 核 上 塾あ る い は 管腔塾 を 示

し
, 低分化癌 で ほ , 膜塾や び まん 型, ある い ほ 問質型が増加 し

た ･ こ の よ うな糖鎖発現 の 極性の 変化ほ腫瘍の 覿織学的分化度

に 深く関連 して生ず る と考 えられ , こ の ような 極性 の 変化 ほ他

の 腫瘍でも報告 され て い る
63)

. 拒織塾お よ び糖鎖発現 の 局在あ

る い は 極性の 変化 は腫瘍細胞の 生物学的特性そ の も の (細 胞内

小器官の 変化
, ある い は ある種の痛遺伝子産物に よ る異所性 の

糖の 転移, 腫瘍砿 よ る異常な糖分解酵素産生 な ど
6 ㈱

) , に 関連

して い る と思わ れ る . しか し , さ らに未知の 因子な どに よ る可

能性も考えられ る . な お , 共焦点 レ ー ザ ー 顕微鏡は , これ ら糖

鎖の 細胞内局在を 明確 に 示 した が , 診断そ の もの に は有用 で な

か っ た .

なお , C C l O例 を用 い , 同
一

例の 異な る部位で , 糖鎖 の 発現

パ タ ー

ン を検討 した と こ ろ
,
C C の 個人に 関係 し , 組織学的分

化度に 相関 した . こ の こ と は , 糖鎖 の 発現そ の も の が遺伝的 に

決定され たもの で ほ な く l む しろ阻織像に 依存 して い る こ とを

示 すも の と して 興味深 い .

近年
,
細胞動態に 関する研究手法 の 開発に 伴 い , 腫瘍 の 細胞

動態 , 生物学的特性 , 臨床病理 的特徴と予後 の 推定 な ど に つ い

て多く の 知見が得 られ つ つ ある
23) 糾 3) 6 6卜 68)

. 例 え ば , 乳 癌 , 肺

癌 , 大 腸癌 な ど で は 悪性度 の 高 い も の ほ ど A g N O R 数 ,

P C N A 陽性率 が高く , 乳癌 , 胃癌 , 大腸癌 な どでほ 進展 した 癌

や 転移例で D N A 異数倍体 が多 い とい う報告が あ る
23)2 … 3) 6 … 8)

が , 腫瘍に よ っ て , ま た 発生す る臓器に よ っ て 一 致 して い な

い ･ また噂に , 最近 の 報告 で ほ こ れ らの 細胞動腰の 指標 , 掛 こ

P C N A の 陽性像 に 関 して は
l
そ の 有用性 を疑問視す る報告も

ある
88)

. しか し
,
C C に関す る こ れ ら細胞動態学的研究 , 特 に

F C M を 用い た研究 は殆 どされ て い な い
1 9)2 2)

. 本研究 は , ヒ トの

剖検材料と手術材料の
L
c c を 対象と し, C C の 細 胞動態学的指

標 と臨床病理学的特徴と の･関連性を検討 した もの で あ り
,
こ の

よ うな試 み は い ま ま で な され て い な い .

本研究 で は まず第 1 に , 細胞 動態を 示 す各指標間 の 検討を

行 っ た ･ そ の 結果 ,
C C で ほ P C N A L I と A g N O R と は正 の 相

関関係を示 す こ と が 明ら か に な っ た . P C N A と A g N O R の 二

重染色に よ る結果 は
,
こ の 関係を 支持す るもの で ある . こ の 所

見ほ , 最 乱 H a r ri s o n らの 報告
69)

,
つ ま り肝 で は癌 の 転移や 炎

症で肝細胞 の P C N A 発 現率 と増殖 と は関係な い が , 胆管 で は

こ の 関連性が ある と報告 して い る こ と と 一

致す る . D N A 異 数

倍体は 2 倍体 に 較 べ 有意 に 高い A g N O R 数を 示 した , 乳癌 で も

Gi ri ら
23)
に よ り同様の 結果が報告 され て い る . しか し

, 今障

ら
70}

ほ D N A プ ロ イ デ イ パ タ ー

ン と A g N O R 数と ほ 相関を示 さ

な い と報告も して お り
, 種 々 の 細胞動態指標間で の 関連性ほ腫

瘍の 発生臓器に よ り異な るの か も L れな い . また ,
C C の 観織

学的分化度の 低下に伴 い A g N O R 数が 増 加 して お り , P C N A

L I の 結果 もほ ぼ 同様 の 傾向が み られ た .
これ ら の 所見 は C C の

組織学的分化度が ,
C C の 増殖能 に 関係する こ と を 示 唆す る .

ま た ,
F C M に よ る廓析 で ほ C C の 多 数 が 異数倍体 であ っ た

が
, とくに 組織学的分化度が低下す る に つ れ異数倍体を示す例

が増加 し, D N A 指数 も高値 を示す傾向が あ っ た . 従 っ て
,

C C に 関 L て ほ 高分化型腺病ほ細胞増殖能が低く , 核 D N A 畳

も2 倍体が 多く -

一

方 , 申分化型
, 低分化型腺病で ほ 細胞増殖

能が高く
t 核 D N A 畳も異数倍体 が多 い こ と が 明らか に な っ

た ･ なお , 腺 肩平上 皮癌 の 1 例 は ( A g N O R 数が4 . 2 4 と 高値 で ,

D N A 指数が1 . 5 5 の 異数倍体を 示 し) , 低分化型腺病と同様 の 増

殖能を 示 した .

次い で , 細胞 動態的検索 と悪性腫瘍の 特徴の
一

つ で ある転移

との 関連性 を検討 した . 他臓器 に 発生す る腫瘍 (大腸癌 , 胃癌

な ど) で ほ転移例 で核 D N A 量 の 多 い こ と が よ く知 られ て お

り
6T)6 8 )

t 特 に 異数倍体を 示 す悪性腫瘍 が 転移頻度が 高 い と され

てい る
67)

. 本研究 で は リ ン パ 節転移 の ある C C で D N A 指数 が

高く ,
ま た異数倍体 の 占め る割合が多か っ た . ま た , 臓器 転移

で も同様 の 傾向が認 め られ た . しか し
,
P C N A LI や A g N O R

数と 転移 と の 間 に 明確 な関連性は得 られ な か っ た . こ れ ら の 結

果よ り, C C の 転移能の 指標 と して , 現時点で は
, 核D N A 量の

検索が最も重要 と結論 され た .

腫瘍 が進展す る と ∴組織学的に も生物学的に も腫瘍 に 不 均質

性(h e t e r o g e n eit y) の 出現する こ と ほ広 く知 られ て い る
れ)72

. こ

の 不均質性 に つ い て細胞動態学の 観点か ら C C に つ い て検出 し

た と こ ろ
, 同

一

腫瘍 で も異な る部位 で ほ 異 な る A g N O R 数 ,

P C N A L I
, プ ロ イ デ ィ パ タ

ー

ン を 示 す例 が あり , 異 な る ク ロ ー

ン の 存在が 示 竣 され た .
つ ま り ∴組織像 の み な らず , 増殖活性

や プ ロ イ デ イ パ タ
ー

ン に お い て も不 均質性 の 存在す る こ と が 示

唆され た .

なお
, 他臓器の 腫瘍 で ほ 発生部位 の 違 い に よ る腫瘍 の 細胞動

態 の 差異が報告 され て い る
73)
が

,
C C の 肝門型と 末梢型間で の

細胸動態差異に 関 して ほ ▲ 現在ま で の 所そ の よう な検索ほ な さ

れ て い な い . 本研究 では A g N O R 数 ,
P C N A L I

, 核 D N A 量の

い ずれ も肝門型と末梢型で明ら か な差異が み られ な か っ た . し

か し
, 今回検 討 した C C ほ剖検例あ る い は 外科的切除例で あ

り
,
い ずれ も進展 した例 が多く t 腫瘍発生初期の 段階の 症例 を

用 い 細胞動態学的研究を行う こ と が必要であ り
,
そ の こ と に よ

り発癌と細胞動態との 関連性 が さ ら に 明 ら か に な る と 思わ れ

る .

最後に ,
C C で の 糖鎖抗原の 発現と細胞動態 の 関連 で は ,

ヒ

湊
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ト C C 組織切辺 を用 い た 免疫 二 重染色 に よ る検討で ,
C E A と

L e
X

の 発現は P C N A の 発現と 負の 相関を示 した . 今回 検討 した

症例 では ,
P C N A の 発現が 主 に胞巣辺縁部 の 癌細胞に み られ た

の に 対 し, C E A , L e
X

の 発現は主 に胞巣内部で み られ る傾向が

あ っ た の で ,
腫瘍全体 の P C N A LI に 比 し , 糖鎖抗原の 発現の

ある細胞の P C N A LI が 低く な っ た と考え られ る , な お ,
A 型

物質と C A 1 9
- 9 の 発現は P C N A の 陽性率 と は関連が認め られ

なか っ た .

次に , 株 化され た ヒ ト C C (C C K S l) を 用い , 細胞集団の 増殖

性お よ び細胞動態 と糖鎖 (抗原) の 発現様式 と の 関連性 を検討

した .
こ の よ う な 研究 は膀胱癌 , 肺 癌 な ど で は 報告 が あ る

が
T 卜 T8)

,
C C で は 最初の 培養実験系で の 基礎的研究 と思われ る .

そ の 結果, 以下 の 二 つ の 所 見が得 られ た .

一

つ は
, 蛍光染色法

に お い て 定常期 ,
対 数 増殖期細胞共 に C A1 9-9 , レ ク チ ソ

( W G A , C o n A ) が 細胞集団全体に び ま ん性 に 陽性 を示 し, 陽 性

細胞 の 分布や形態的な違 い に よ る 蛍光強度 の 差 は認 め られ な

か っ た . 二 つ 目 は ,
F C M に よ る検討で , 対数増殖期で は S 期

細胞 の 増加が み られ細胞集団 の 増殖能 が高 い こ と が 示 さ れた

が
, 定常期 と対数増殖期で ,

各抗原の 発現量 に 有意差ほみ られ

なか っ た . また , 各抗原 の 発現量と核 D N A 量すな わ ち細胞周

期と の 間に 明瞭な相関関係は み られ な か っ た が ,
レ ク チ ン レ セ

プ タ
ー の 発現量は 細胞の サ イ ズ と正 の 相関関係 が認め られ た .

P C N A と の 二 重染色の 結果 お よび 培養株 を用 い た 検討 よ り ,

C C では
,

` 一

部 の 糖鎖ほ 細胞周期 に 依存す る可 能性がある が ,

多くの 糖鎖 の 発現は細胞周期 に依存 しな い 可 能性が 示 唆 され

た .

一 方 , 膀胱癌実験系で ,
レ ク チ ン レセ プタ ー の 発現量と細

胞の サ イ ズ の 相 関が報告され て お り
76)

, 今回 の 実験結果に
一

致

す るもの と考 え られ る . 組織学的 に 腫瘍内に み られた 糖鎖抗原

発現の 不 均質性 ほ ク ロ ー ナ ル な変 化, 周 囲の 環境 へ の 反応に よ

る変化 , ある い は癌 の 浸潤に 関連 した変化 な どの 可能性が考え

られ た .

今回 は 剖検例や外科的切除例な どの 進展 した C C を 対象と し

た が
, 今後ほ 針生検な ど小 さな肝生検材料 に お い て も, 糖鎖抗

原の 発現や細胞動態と形態 との 関連の 検討が必 要と 思われ る .

そ して
,
こ れ らの 指標と 個 々 の 症例 の 予後 と の 関連性 を検討

し
, 最終的 に は 治療の 選択を決定す る上 で 有用 な指標と な る か

どう か を検討す る必 要性 がある と考 え られ た .

結 論

C C の 剖検 , 外科材料 お よび 培養細胞株 を用 い ,
糖鎖抗原 の

発現お よ び細胞動態学的指標 と臨床病理学的特徴と の 関連性を

検討 し , 以下の 結論 を得た .

1 . C C での 糖鎖抗原の 発現ほ , 末梢型に 較 べ 肝門型に や や

多く発現が み られる債向があ っ た . 細胞動態学的に ほ肝門型と

末梢型 との 間に 差は なか っ た .

2 . C C に お け る糖鎖抗原の 発現率は腫瘍 の 分化度と関連 し ,

低分化癌で発現率が低下す る傾向があ っ た . また , 糖鎖抗原発

現の 腫蕩細胞内で の 局在も変化 し , 分化度が低下す るに 従 っ て

極性 の 消失 がみ られ た . こ れ ら の 所見は 共焦点 レ ー ザ
ー

顕徽鏡

で も確認 され た . な お
,
C C で ほ 患者 の 血 液型と異なる フ 羊 ノ

タ イ プ の 発現は み られ なか っ た .

3 . 細胞 動態学的解析 で , 組 織学的分化度 の 低下 に 伴 い

A g N O R 数 ,
P C N A L I が 増加 し , 核D N A 畳 も異数倍体も多

か っ た . 従 っ て ∴組織学的分化度 が C C の 増殖能 に関連する こ

343

とが 示唆 され た .

4 . 剖検例で検索 した転移 との 関連で ほ 一
リ ン パ 節転移例の

C C で D N A 指数が高く異数倍体 の 占め る割合 が多か っ た .

5 .
C C に お い て ほ糖鎖抗原 の 発現に お い て も細胞動態学的

に も 一 部の 症例で 腫瘍内に 不 均質性が認 め られ た .

6 . P C N A と糖鎖抗原の 二 重染色 で は , P C N A L I とC E A あ

る い は L e
‡

の 発現が負の 相関を示 し , 細胞動態 との 関連性が 示

酸さ れた .

7 . 培養株 で の 蛍光抗体法と F C M に よる検討 で ,
定常期と

対数増殖期 で ,
C A 1 9- 9 , レ ク チ ン ( W G A , C o n A ) レ セ プ タ

ー の

発現量に 有意差は み られ なか っ た . また , レ ク チ ン レ セ プ タ
ー

の 発 現量 は細胞の サ イ ズ と 正 の 相 関関係 が認 め られ た が ,

C A 1 9 - 9
,
レ ク チ ン レ セ プ タ

ー

の 発現量と核 D N A 量すなわ ち 細

胞周期と の 間に 明瞭な相関関係ほ み られ な か っ た .
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X

a n d

L e w is
Y
i n th e d iff e r e n ti al di a g rL O Si s of c h ol a n g l O C a r Ci n o m a

a n d h e p a t o c ell ul a r c a r ci n o m a . A r c h . P a th ol . L a b . M e d .
,
l 1 3

,

1 3 9 -1 4 2 (1 9 8 9) .

1 8) K a n & i , T .
, H ir o h a s h i , S . , U p t o n , M . P . , I n o

,
Y . &

S hi m o s a t o
,
Y . : E x p r e s si o n of L e wi s bl o o d g r o u p a n ti g e n s in

C a n C e r O u S a n d n o n- C a n C a r O u S li v e r . J p n . C a n c e r R e s .
,
7 8

,

9 6 8 -9 76 (1 9 8 7) .

19) 川本 徹 , 斉藤 澄 , 轟 健 , 小池直人 , 金澤伸郎, 岩

崎 洋治 , 中 村 恭
一

: 抗 p r olif e r a ti n g c ell n u cl e a r a n ti g e n

(P C N A ) 抗体 を 用 い た 肝門部胆管癌 の 細胞増殖能 の 研究
-

P C N A 発現 と C E A , C A 1 9 -9 , な らび に E G F r e c e pt o r 発現 と

の 関係 -

. 日消誌 ,
9 0

,
1 44 -1 53 (1 9 9 3) .

2 0) N a k 且 n u m a , Y . & S a s a ki , M . : E x p r e s si o n of b l o o d

g r o u p- r el a t e d a n tig e n s i n th e i n tr a h e p a ti c b ili a r y tr e e a n d

h e p a t o c yt e s i n n o r m al li v e r s a n d v a ri o u s h e p a t o bili a r y

d is e a s e s , H e p a t ol o g y , 1 0 , 1 7 4
-1 7 8 (1 9 8 9) .

2 1) D e r v & n , P . A .
,
G il m a r ti n

,
L . G .

,
L o ft u s

,
B . M . &

C a r n e y , I) . N . : B r e a s t c a r ci n o m a ki n e ti c s . A r g y r o p hili c

n u cl e ol a r o r g a ni z e r r e gi o n c o u n t s c o r r el a t e wi th K i6 7 s c o r e s .

A m . J . C li n , P a th ol . , 9 2 , 4 0 ト4 0 7 (1 9 8 9) .

2 2) N o n o m u r a , A .
,
M a t s u b a r a , F .

,
M i 2 u k a m i

,
Y .
,
Ⅰ2; u mi

,

R .
,
N a k a n u m a

,
Y .

,
K u r u m a y a , H .

,
W a t a n a b e , K . &

T a k & y a n a gi , N . : D e m o n s tr a ti o n of n u cl e ol a r o r g a n iz e r

r e g l O n S in i n t r a h e p a ti c bil e d u c t c a r c in o m a b y th e sil v e r -

St a in i n g t e c h ni q u e . L i v e r , 1 0 , 2 6 9
-2 7 7 (1 9 9 0) .

23 ) G i ri , D . D . , N o t ti n g h a m , J . F . , L a w r y . J .
,
D u n d a s

,

S . A . C . & U n d e r w o o d , J . C . E . : S il v e r - bi n di n g n u cl e ol a r

O r g a,
ni z e r r e gi o n s (A g N O R s) in b e n ig n a.

n d m ali g n a n t b r e a s t

l e si o n s : C o r r el a ti o n s wi th pl o id y a n d g r o w th p h a s e b y D N A

C y tO m e tr y . J . P a th ol リ 1 5 7 , 3 0 7 - 31 3 (1 9 8 9) .

2 4) K u r ki , P .
, O g a t a , K . & T & n

,
E . M . : M o n o cl o n al

a n tib o d i e s t o p r olif e r a ti n g c ell n u cl e a r a n ti g e n ( P C N A )/ c y cli n

a s p r o b e s f o r p r olif e r a ti n g c ell s b y i m m u n ofl u o r e s c e n c e

mi c r o s c o p y a n d fl o w c yt o m e tr y . J . I m m u n ol . M e th o d s , 1 0 9 ,

4 9 - 5 9 (1 98 8) .

2 5) W s e e m , N . H . & L a n e , D . P . : M o n o cl o n al a n tib o d y

a n aly si s of th e p r olif e r a ti n g c ell n u cl e a r a n ti g e n (P C N A ) .

S tr u c t u r al c o n s e r v a ti o n a n d th e d e t e c ti o n of a n u cI e ol a_r

f o r m . J . C e11 , S ci . , 9 6 , 1 21-1 2 9 (1 9 9 0) .

2 6) R o b b i n s , B . , V e g a , D .
,
O g a t a , K .

,
T a n

,
E . &

N a k a m u r a
,
R . : I m m u n o h is t o c h e m i c al d e t e c ti o n of p r olif e r a-

ti n g c e u n u cl e a r a n tig e n i n s olid h u m a n m alig n a n ci e s . A r ch .

P a th ol . L a,b . M e d .
,
1 1 l

,
8 4 ト84 5 (1 9 8 7) .

2 7) L a n d b e r g , G . & R o o s
,
G . : A n tib o d i e s t o p r o lif e r a t in g

C ell n u cl e a r a n ti g e n a s S- p h a s e p r o b e s i n fl o w c y to m e tri c

C e11 c y cl e a n al y si s . C a n c e r R e s . , 5 1 , 4 5 7 0-4 5 7 4 (1 9 9 1) .

2 8) T h e u n i s $ e n , P . H . M . H .
,
L e e r s

,
M . P . G . & B o ll e n

E . C . M . : P r olif e r a ti n g c ell n u cl e a r a n ti g e n ( P C N A )

e x pr e s si o n i n f o r m ali n
-fi x e d ti s s u e o f n o n - S m all c e11 l u n g

C a r Ci n o m a . H is t o p a th ol o g y , 2 0 , 2 51
-2 5 5 (1 9 9 2) .

29 ) A ll e g r a n 2; a , A .
, Gi r l a n d o

,
S .

,
A r ri g o n i , G . L .

,

V e r o n e s e
,
F . A .

,
M a u ri

,
F . A .

,
G a m b a c o r t a

,
M .

,
P o 1l o

,

B ･
,
D a11 a P a l m a

,
P . & B a rb a r e s c h i

,
M . : P r olif e r a ti n g c ell

n u cl e a r a n ti g e n e x p r e s si o n i n c e n tr al n e r v o u s s y s t e m

n e o pl a s m s ･ V ir c h o w s A r c h . A P a th o l . A n a t . H i s to p a th ol . ,

41 9
,
4 1 7 -4 2 3 (1 9 9 1) .

3 0) B a u e r , K . D .
, C l e v e n g e r , C . V . , E n d o w , R . 二K . ,

M u r a d
,
T .

,
E p s t e i n , A . L . & S c a r p elli , D . G . : S i m ult a n e,

O u S n u C le a r a n tl g e n a n d D N A c o n t e n t q u a n tifi c a ti o n u si n g

p a r affi n
-

e m b e d d e d c ol o n i c a n d m u ltip a r a m e t e r fl o w c yt o m et r y .

C a n c e r R e s .
,
4 6

, 2 4 2 8 -2 4 3 4 (1 9 8 6) .

31 ) H e r m a n , C . J . : C y t o m e tri c D N A a n al y si s i n th e

m a n a g e m e n t o f c a n c e r . C li ni c al a n d l a b o r a t o r y c o n sid e r a ti o n s .

C a n c e r
,
6 9

,
1 5 5 3 -1 5 5 6 (1 99 2) .

32 ) B all a n t y n e , K . C .
,
J a m e s

,
P . D .

,
R o b b i n s

,
R . A

リ

B a ld w i n R . W . & H a r d c a s tl e , J . D . : F l o w c y to m e tri c

a n aly si s of th e D N A c o n t e n t of g a st ri c c a n c e r . B r . J .

C a n c e r
,
5 6

,
5 2 - 5 4 (1 9 8 7) .

33) B o w l b y , l J . S .
,
D e B a ul t

,
L . E . & A b r a h a m

,
S . R . :

F l o w c yt o m e tri c D N A . a n al y si s of p a r a th y r oid gl a n d s .

R el a ti o n sh i p b e t w e e n n u cle a r D N A a n d p a th ol o gi c cl a s sifi c a ト

i o n s . A m . J . P a th ol . , 1 2 8 , 3 3 8- 3 4 4 (1 9 8 7) .

3 4) 斉藤勝彦 , 湊 宏 , 河野 尚子 , 中沼安 二 , 石田 文生 , 小



肝内胆管癌の 病理 学的研究

杉光世 : ヒ ト 肝 内胆管癌の 株化 (C C K S l) 樹 立 ･ 肝 臓 ,
3 4

,

1 2 2-1 2 9 (1 9 9 3) .

3 5) 中沼安 ニ ,
湊 宏 , 寺 田忠 史, 野 々 村昭孝 : 肝 内阻管

癌. 分額と 病 臥 肝胆 膵 ,
2 4

,
2 0 9-21 6 (1 9 9 2) ･

36) N a k a n u m a , Y .
,
T e r a d a

,
T ･

,
T a n a k a , Y ･ & O h t a ,

G . : A r e h e p a t olith ia sis a n d c h ol a n gi o c a r ci n o m a a e ti ol o g l C a11y

r el at e d ? A m o r p h ol o gi c s t u d y of 1 2 c a s e s of h e p a t olithi a sis

a s s o ci a t e d w ith c h ol a n gi o c a r ci n o m a , V ir c h o w s A r c h . A

P a th ol . A n at . H i st o p ath ol . , 4 6 , 4 5-5 8 (1 9 8 5) .

3 7) 宮川正 澄 , 柴 田偉雄 : ト ロ ト ラ ス ト に よ る 肝癌 . 日 本 臨

床 ,
2 5

,
2 2 5 5 -2 2 6 4 (1 9 6 7) ･

3 8) 木田哲 二 , 寺田 忠史 , 中沼安 二 , 高柳甲 立 , 車谷 宏 , 土

井下建治 : 肝硬変 を合併する肝内胆管癌 の 臨床病理学的検討 ･

肝臓 ,
3 2 , 90(1 9 91) .

3 9) H e a l e y , J . E . & S c h r o y , P . C . : A n at o m y of t h e

bili a r y d u c ts w ith i n th e h u m a n li v e r
･ A r c h ･ S u r g ･ . 6 6 , 5 9 9-61 6

(1 9 5 3) .

4 0) T e r a d a , T .
,
N a k a n u m a , Y . & O h t a

,
G ･ ‥ Gl a n d ul a r

el e m e n ts a r o u n d th e i n tr a h e p a tic bil e d u c t s i n m a n ; th eir

m o r p h ol o g y a n d di strib u ti o n i n n o r m al li v e r s ･ L i v e r , 7 , 1
-8

(1 9 8 7) .

4 1) O k u d a , K .
,
K u b o , Y . , O k a z a k i , N ･

,
A ris hi m a

,
T ･

,

H a s h i m o t o
,
M .

,
Ji n n o u c h i , S .

,
S a w a

,
Y .

,
S hi m o k a w 且

,
Y .
,

N a k aj i m a i Y .
,
N o g u c h i , T .

,
N a k a n o

,
M .

,
K oji r o , M . &

N a k a s hi m a , T . : C li n ic al a s p e c t s o f i n tr a h e p ati c b il e d u c t

c a r ci n o m a i n cl u di n g h il a r c a r ci n o m a . A s t u d y of 5 7 a u t o p s y-

p r o v e n c a s e s . C a n c e r , 3 9 , 2 3 2T2 4 6 (1 9 7 7) ･

4 2) 日本胆道外科研究会編 : 外科 ･ 病理 胆道癌取扱い 規約 ,

第 2 版 ,
4 9-5 1 頁 ,

金原出版
,
東京 ,
1 9 8 6 ･

4 3) H s u , M .
,
R a i n e

,
L . & F a r g e r , H . : U s e of a vidi nL

bi o ti n → P e r O X id a s e c o m ple x ( A B C ) i n i m m u n o p e r o x id a s e

t e c h n iq u e s : A c o m p a ri s o n b e t w e e n A B C a n d u nl a b e11 e d

(P A P) p r o c e d u r e s . J . H i st o c h e m . C yt o c h e m ･
,
2 9

,
55 7- 5 80

(1 9 8 1) .

4 4) T e r a d a , T . & N a k a n u m a
,
Y . : E x p r e s si o n of A B H

bl o o d g r o u p a n tig e n s , U l e x e u r o p a e u s a g gl u ti n i n I , a n d t y p e

Ⅳ c oll a g e n i n th e si n u s oid s of h e p a t o c ell ul a r c a r ci n o m a ･

A r c h . P a th ol . L a b . M e d リ 1 1 5 , 5 0-5 5 (1 9 9 1) .

4 5) C r o c k e r , J . & N a r , P . : N u cl e ol a r o r g a niz e r r e gi o n s i n

ly m p h o m a s . J . P a th ol リ 1 5 l , 1 1 ト1 1 8 (1 9 8 7) ･

4 6) H e d l e y , D . W .
,
F ri e d l a n d e r

,
M . L .

,
T a y l o r , Ⅰ. W ･ ,

R u g g , C . A . & M u s g r o v e , E . A . : M e th o d f o r a n al y s IS Of

c eIl ul a r D N A c o n t e n t of p a r a ffi n e m b e d d e d p a th olo g lC al

m a t e ri al u si n g fl o w c y t o m et r y . J . H i st o c h e m ･ C yt o c h e m ･
,
3 l

,

1 3 3 3-1 3 3 5 (1 9 8 3) .

47) 癌 D N A 研 究会用語検討委員会: 癌 D N A 研究会用語検討

委員会報告 . 癌の 臨床, 3 7 , 1-3 (1 9 9 1) .

48) 堤 寛 , 長村義之: 光鋭的酵素抗休法染色 に おける特殊

技法 . 酵素抗体法 (渡辺慶
一

, 中根
一

穂 編) . 第 3 版 ,
1 5 9 -1 6 1

京 , 学際企画 , 東京 ,
1 9 9 2 .

4 9) S t e r n b e r g e r , l J . A .
,
H a r d y , P . H . J r .

,
C u c u li s

,
J .

■J .

& M e y e r , H . G . : T h e u nl a b el e d a n tib o d y
-

e n Z y m e m e th o d o f

i m m u n o h i st o c h e m is tr y . P r e p a.r a ti o n a.n d p r o p e r tie s of
s ol u b le

a n ti g e n
-

a n tib o d y c o m pl e x (h o r s e r a di s h p e r o xid a s e
-

a n tih o r s e
-

3 45

r a di s h p e r o x id a s e) a n d its u s e i n id e n tifi c ati o n of s pir o c h e t e s ▲

J . H is t o c h e m .
,
1 8

,
3 1 5 - 33 3 (1 9 7 0) .

5 0) C o r d e 11 , J . L .
,
F a li n i

,
B .

,
E r b e r

,
W . N .

, G h o s h , A .

K .
, A b d u l zi z , Z り M a c d o n a ld , S .

, P u lf o r d , K . A . F .
,
S t e i n

,

H . & M a s o n
,
D . : l m m u n o e n z y m a ti c l a b eli n g of m o n o cl o n al

a n tib o d ie s u sin g i m m u n e c o m pl e x of alk al i n e p h o s p h a t a s e

a n d m o n o cl o n al a. n ti- alk ali n e p h o s p h a t a s e ( A P A A P c o rn pl e x
-

e s) . J . H is t o c h e m . C y t o c h e rn . , 3 2 , 2 1 9 - 22 9 (1 9 8 4) .

51 ) M o n s i g n y , M .
,
S e n e

,
S .

,
O b r e n o v it c h

,
A .

,
R o c h e

,
A .

C .
,
D e l m o t t e

,
F . & B o s c h e t ti

,
E . : P r o p e r ti e s of s u c ci n yl a-

t e d w h e a t- g e r m a g gl u ti n i n . E u r . J . B i o c h e m リ 98 , 3 9
- 4 5

(1 97 9) .

5 2) B h a v a n d a n V . P . & K a tli c , A .
W

.
: T h e i n t e r a c ti o n

of w h e at g e r m a g gl u ti n in w ith si al o gly c o r p r o t ei n s . T h e r ol e

of si ali c a cid . J . B i ol . C h e m .
,
2 5 4

,
4 0 00- 4 00 8 (1 9 7 9) .

53 ) B e r n h a r d , W . & A r v a m e a s
,
S . : U ltr a s tr u c t u r al

vi s u aliz a ti o n of c ell u l a r c ar b o h y d r a t e c o m p o n e n t s b y m e a n s

of c o n c a n a v ali n A . E x p . C e11 R e s .
,
6 4

,
2 3 2-2 3 6 (1 97 1) .

5 4) S ai t o , K . & N a k a n u m a
,
Y . : L e c ti n bi n d i n g of

i n tr a h e p a tic bil e d u c ts a n d p e ribili a r y gl a n d s i n n o r m al li v e r s

a n d h e p a t olithi a si s . T o h o k u J . E x p . M e d . , 16 0 , 81-9 2 (1 9■90) ･

5 5) H a k o m o r i , S . : G ly c o s p h i n g oli pid s i n c ell ul a r i n t e r a c ti o n ,

d iff e r Le n ti a ti o n , a n d o n c o g e n e sis . A n n . R e v . B i o c h e m .
,
50
,

7 3 3-7 6 4 (1 9 81 ) ,

5 6) F e i zi , T . : D e m o n st r a ti o n b y m o n o cl o n al a n tib o d i e s t h a t

c a rb o h y d r a t e s tr u c t u r e s of gly c o p r o t ei n s a n d gl y c olipid s a r e

o n c o d e v el o p m e n t al a n tig e n s . N a t u r e , 3 14 , 53- 57 (1 9 8 5) ･

5 7) O k a d a , Y .

,
S hi m o e

,
T .

,
M u g u r u m a , M .

,
U s u m o t o

,

R
り
T s uji , T .

.
J i n n o

,
K .

,
M o ri w a k i

,
S .
,
S hi n

,
S . &

H a k o m o ri , S . : H e p at o c ell u la r e x p r e s si o n of a n o v eL

gl y c o p r o t ei n w it h si alyl at e d dif u c o s yl L e
X

a c ti v ity in th e

a c ti v e i n fl a m m a t or y l e si o n s of c h ro n ic li v e r dis e a s e ･ A m ･ J ･

P at b ol
リ
1 3 0 . 3 8 4-3 9 2 (1 9 8 8) .

5 8) C o o p e r , H . S .
,
M a r s h a lL C .

,
R u g g e ri o , F . &

S t e pl e w s ki , Z . : H y p e r pl a s tic p oly p s o f t h e c ol o n a n d

r e c t u m . A n i m m u n o hi st o c h e m i c al s t u d y w it h m o n o cl o n al

a n tib o di e s a g ai n st b lo o d g r o u p s a n tig e n s ( si alo syl-L e
L

,
L e
b

,

L e
X

,
L e
y

,
A
,
B , H ) . L a b . I n v e st . , 5 7 , 4 2 1- 42 8 (1 9 8 7) .

5 9) H i r o h a si , S . , S h i m o s a t o , Y .
,
I n o

,
Y .

,
T o m e , Y ･ ,

W a t a n a b e , M .
,
H i r o t a

,
T . & It a b a s hi

,
M . : D is trib u ti o n of

bl o o d g r o u p a n tig e n s a n d C A 1 9-9 i n g a s tric c a n c e r s a n d

n o n- n e O pl a s ti c g a s t ri c m u c o s a . G a n n , 7 5 , 5 4 0- 54 7 (1 9 8 4) ･

6 0) A lt a e e , M . Y .
,
J o h n s o n P . J .

,
F a r r a n t J ･ M ･ &

W illi a m s
,
R . : E ti olo gic a n d cli ni c al c h ar a c t e ri sti c s of

p e rip h e r al a n d hil a r c h ol a n gio c a r ci n o m a ･ C a n c e r ･ 6 8 ･

2 0 5 ト20 5 5 (1 9 91) .

6 1) C l a u s e n , H .
,
H a k o m o ri

,
S . , G r a e m , N ･ & D a b el s t e e n

,

E . : I n c o m p ati bl e A a n tlg e n e X p r e S S e d i n t u m o r s of b l o od

g r o u p O i n d i vi d u als ‥ lm m u n o c h e m i c al , a n d e n z y m a ti c

c h a r a c t e ri z a ti o n . J . I m m u n ol . , 1 36 , 3 2 6 - 33 0 (1 9 8 6) .

6 2) N a k a r n o ri , S .
,
K a m e y a m a , M .

,
I m a o k a , S ･

,

F u r u k a w a
,
H .

,
I sh i k a w a

,
0 . , S a s a k i , Y .

,
K a b u t o
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3 4 6
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b

, Le
y
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p e ri p h er al
C C s ･ T h e c ell ki n e d c s of C C w a s an al y z e d i n 4 8 c a s es b y c o un h n g th e n um b er of a

rg y r op h ilic n u cle ol a r o rg an i z e r

r egi o n s ( A g N O R) , u Si n g i m m un O S ta in i n g of p r o
lift ra ti n g c ell n u cl e ar a mi g e n s ( P C N A) an d fl o w c y t o m e b i c D N

A a n al y si s in

4 8 c as e s . D edi ff t r e n ti ati o n of C C w as c or r el a te d b y A g N O R
n u m b e r ( 2 ･2 2 ±0 ･2 1 i n w ell di 触 r eti at e d

,
3 ･6 6 ±0 ･8 5 i n

m o d er at ely di 触 r e mi ate d an d 4 ･ 1 7 ±0 ･4 9 in p o orl y diffe r e n ti
at e d a d e n o c arci n o m a s , r e S pe C ti v el y) ･ I n 2 2 c a s e s , th e lab elin g

i nd e x (LI) of P C N A w as hi gh e r i n m o d e r at ely an d p o o rly d
iffe r e n tiat e d a d e n o c ar ci n o m a s ( 2 4 ･0 ±2 ･3 5 a n d 2 6 ･0 ±4 ･8 9

,

r e s pe C d v ely) th an in w ell di ff e
r e nti ate d o n e s ( 1 0 ･8 ±2 ･1 4) ･ A m i n o ri ty of w e11 d iff er e n ti a ted o n e s w a s an e u pl oi d (3 3 ･3 % ) ･

w hile an e u P1 0idy w a s pr e v al e
n t in m o d e r at ely (84 ･6 %) an d p o o rly difft r e mi at ed o n e s (

1 00 % ) ･ I n a ut o p sy c a s e s , th e p ati e n ts

wi th l ym P h n od e m et ast a s e s sh o w e d a sig ni負
c an d y hig h e r D N A i n d e x ( w i th m eta st as e s ･ n

= 1 9
,
1 ･6 3 ±0 ･33 ; n O m et aSt a S e S ,

n d
,
1 .08 ± 0 .09) ･

r

m e a n at O m i c al l o c ati o n of C C al o n g th e bili ary b
･

e e h ad n o sta 丘stic al r el ati o n to ei 血er of th e c ell k i n e d c

d at a . T h e rel ati o n s hi p b e t w e e n e x p r e s si o n of c ar b o h y d r a te r e s
i d u e an d c ell ki n e si s o f C C w a s e x am i n e d i n p ar a ffi n

-

e m b ed d e d ti s s u e u si n g d o u ble i m m u n ost ai ni ng , an d al s o in c ult u r e d C C
c ell li n e (C C K S l) u si n g th e i m m un 0 fl u or e s c e n t

m e th od a n d fl o w c y t o m e u y ･ I n d o 豆bl e i m m un O St ai n in g , e XP r e S Si o n of c ar ci n o e m b ry o mi c an ti g e n (C E A) ･ Or Le
X

,
n e g a d v ely

c o rr el a ted wi th P C N A L I a s a w h ol e tl 皿 O r ( P C N A L I i n C E A e
x p r e s si n g c ell s , 3 ･6 士2 ･5 v s P C N A L I as a w h ol e t u m or ,

3 4 .1 ±7 .4; P C N A L I i n L e w i s
X

e x pr e s s in g c ell s , 4 ･5 ±3 ･7 v s P C N A L I a s a w h ol e t um O r , 3 2 ･5 ± 5 ･3) ･ I n C C K S l } e X Pr e S Si o n

of C A 1 9 -9
,
W h e at g er m a g gl uti nin ( W G A) a n d c o n c

an a V al in A (C o n A) r ec e p t or w as n o t sig ni丘c an d y di 飴r e n t b e tw e e
n th e

st ati o n al p h as e a n d p r olift r ad v e p h as e ･ T hi s st u
d y i m pli e s th a t a c o m bi n a ti o n of c ar b o h y d r a te r e si d u e e xp r es si o

n a n d s e v er al

c ell ki n eti c d at a is v al u ab l e f o r th e e v al u ati o n o f d le h i stol o gi c al g r a d e s an d bi ol og i c al b e h a vi o r s o
f C C ･


