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学位論文内容の要旨

  Ki－67抗体は、細胞周期における61、S、62/H期に存在し、60期には存在しなぃ核抗原に

対する抗体である。そのため悪性腫痔などの組織標本におけるKi―67抗体陽性細胞の比率

は増殖期にある細胞の割合を示し、増殖能の指標となり得る。これまでにKi－67陽性率は

mitotic index、bro■odeoxyuridineの標識率、S期の割合(SPF)など従来の増殖能の指標

と相関があることが報告されていて、しかもそれらの方法よりも簡便な方法で検出可能で

ある．一方、p53遺伝子の機能のひとっは61－S期への移行を抑制して細胞回転を調節する

ことであるが、P53遺伝子変異は肺癌を含む多くの悪性腫痔の発生、増殖に関係している

事が知られている．そして一部の悪性腫癌ではKi―67陽性率と相関があることが報告され

ている。

  我々は肺非小細胞癌の増殖能とその臨床病理学的指標との関係を調べるため、手術摘出

標本で肺非小細胞癌組織におけるKi－67陽性宰を測定した．Ki－67の測定方法として多数の

細胞を短時間で解析できるフローサイトメトリー（FCH)と、組織の構築を壊さすに評価

が可能であるイメージサイトメトリ―（｜CH)の方法が報告されて゛いるが、我々は同一検

体で両方法でKi―67陽性串を測定して、今回の測定方法のうちどちらにより利点があるか

についても検討した。さらにFCHを行った際、良好なDNAヒス卜グラムの得られた検体につ

いて、DNA－analysis saftNareを用いてSPFを算出し、Ki－67陽性宰との関係を比較した。

また肺癌組織におけるP53遺伝子変異の有無をP53タンパク質の免疫組織化学法で検討した

  材料と方法：材料としては27例の手術摘出肺非小細胞癌組織（腺癌20例、扁平上皮癌5

例、大細胞癌2例）を用いた．Ki－67陽性宰測定法であるが、ICH法におぃては凍結保存し

た手術摘出肺癌組織を薄切後、1次抗体としてKi―67抗体を用いた免疫組織化学法で染包

し、画像分析システム(CAS 100)で陽性串を算出した．FCH法におぃては、手術摘出肺癌

組織の細胞単離を行い、螢光色素で標識したKi―67抗体と反応させpropidiuN iodideにて



DNA染包を行った．同時に検体の一部は細胞単離後、螢光包素で標識した正常マウス｜g6と

反応させ、negative controlとして用いた．測定したDNA量におけるaneuploidの細胞集団

を腫瘍細胞とみなし、その集団についてKj－67陽性串を測定した．以上はFACScan flou

cyto'eter（Becton－Dickinson、Oxnard、CA）を用いて解析した。Kiー67陽性宰を求めるた

めの陽性、陰性の境界を決定するため、対数増殖期にある肺癌培養細胞株、PC－10のKi－67

／DNA量を測定し、得られたグラフにおぃて陽性側にS、62/H期が含まれるようにcutoff

labelを設定した．これはnegative controlの95％の細胞が除かれる｜ebe｜と―致した。こ

のcutoff lebelを用いることによって手術摘出肺癌組織での検索におぃてもS、G2/H期を

分離できた。故に今回の肺癌組織での検討もnegative contro｜の95Xの細胞が除かれる

｜ebelをKi－67陽性のcutoff lebelとして用いた。

  変異P53遺伝子産物はタンパク質の半減期が正常型に比べて延長するため細胞核内に大

量に蓄積する．そのため、P53遺伝子産物に対するモ丿クロナ―ル抗体PAb1801を1次抗体

とした免疫組織化学染色を行って、腫癌組織で10％以上の細胞核が染亀されたものを変異

P53遺伝子産物陽性とした。統計処理はHann-blhitneyU－test、Kruskal-Idallis test、

Spearrnan rankーorder coefficient法を用いた。

  結果：肺癌組織のKi-67陽性宰はFCHにて3～56％、｜CHにて2～56'X,であり、両者は正の

相関を示した(r=0．77、P<o．05）．今回のFCHによる方法では、aneup｜oidの集団を癌細胞

として認識しKi―67陽性宰を求めているため、diP｜oidの腫瘍では正常細胞との分離ができ

すKi―67陽性率を測定できなかった。しかしICHによる方法では、形態により腫瘍細胞を認

識できるので、diPloidの腫痔でも測定可能であった・｜CHによるKi－67陽性率と、FCHによ

るDNA histograiより求めたSPFには正の相関を認めた(r=0．91、P<O．Ol)。Ki－67陽性率

と臨床病理学的指標との比較では高分化群が陽性宰9．0Xで中分化‐低分化群(24．4％）

より有意に低かった（Pく0．05)．T因子、N因子との関係ではTl：7‐5篤、T2－4：20．3

噛、NO：17．4％、Nl―3：16‐9Xであり、Tl群がT2－4群に比して低い傾向があったが有

意差は認めなかった．組織型との関係におぃても腺癌16.5％、扁平上皮癌19.0靨、大細胞

癌36．0篤で有意差は認めなかった．変異P53遺伝子産物発現との関係でも、P53タンパク質

陽性群24．6X、同陰性群19．4Xと相関を認めなかった・

  考案と結諭：以上より、Ki―67陽性宰は、肺非小細胞癌組織におぃて増殖能の指標とし

て用いることが可能であり、分化度と統計学的に有意な相関があった。測定はFCH、ICH

どちらでも可能であったが、ICHではdiP｜oidの腫癌におぃても測定可能であるため、より

好ましい方法であると考えられた。本研究では検討していなぃが、腫瘍の増殖箆は化学療

法および放射線療法の感受性と相関があるという報告もあり、Ki－67陽性宰は肺非小細胞

癌におぃて臨床的に有用な指標になり得ることが示唆される．
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  Ki―67抗体は、細胞周期における61、S、62/H期に存在し、60期には存在しない核抗原に

対する抗体である．そのため悪性腫癌などの組織標本におけるKi－67抗体陽性細胞の比宰

は増殖期にある細胞の割合を示し得る。本研究では手術摘出標本で肺非小細胞癌組織にお

けるKiー67陽性宰を測定し、その臨床病理学的指標との関係、および悪性腫癌の発生、増

殖に関係しているとされるP53タンパク質発現異常との関係を調べた。また、同一検体で

フロ―サイトメ卜リ―(FCH)と、イメージサイトメトリ－（｜cri)の両方法でKi－67陽性

串を測定し、どちらにより利点があるかについて比較した．さらにFCHにてS期細胞比率

(SPF)を算出し、Ki－67陽性率との関係を検討した．材料は27例の手術摘出肺非小細胞癌

組織で、Ki－67陽性宰測定法は、ICH法におぃては凍結保存した手術摘出肺癌組織を薄切後

1次抗体としてKi－67抗体（陰性コントロ―ルでは正常マウス｜g6）を用いた免疫組織化学

法で染包し、酉像分析システム（CAS 100）で陽性串を測定した．FCH法におぃては、手術

摘出肺癌組織の細胞単離を行い、螢光色素で標識したKi－67抗体（陰性コントロールでは

螢光包素で標識した正常マウス｜9G)と反応させ、propidiuIiodideにてDNA染包を行い

FACScan floN cyto■eterを用いて陽性宰を測定した．Ki－67陽性串のcutoff lebelの設定

は対数増殖期にある肺癌培養細胞株、PC―10を用いて決定した。このcutoff lebelを用い

た手術摘出肺癌組織での検索におぃてもS、62/H期が分離可能であった。P53タンパク質

はモノクロナ―ル抗体PAb1801を1次抗体とした免疫組織化学染包を行って、腫靄組織で

10X以上の細胞核が染包されたものを陽性とした．統計処理は、Hann-llhitneyu－test、

Kruskal-Idallis test、Spearman rank－order coefficient法を用いた．肺癌組織のKi－67

陽性宰はFCHにて3～560x,、ICHにて2～56'X,であり、両者は正の相関を示した（r=0.77、

P<0.05）．今回のFCHによる方法では、aneuploidの集団を癌細胞として認識しKi―67陽性

串を求めているため、diPlaidの腫癌では正常細胞との分離ができずKi－67陽性串を測定で
きなかった．しかし｜CHによる方法では、形態により腫癌細胞を認識できるので、diP｜oid



の腫癌でも測定可能であった．ICHによるKi－67陽性串と、SPFには正の相関を認めた

（r=0．91、P<O.ol)．K1-67陽性串と臨床病理学的指標との比較では、高分化群の陽性宰
9．0Xは中分化・低分化群の鴎性串24．4Xより有意に低かった（P<0．05）．T因子との関

係ではTl群がT2ー4群に比して低い傾向があったが有意差は認めなかった．N因子、組織

型、P53タンパク質発現異常とは有意差を認めなかった．以上より、Ki－67陽性宰は、肺非

小細胞癌組織におぃて増殖細胞の比率を表していた．測定はFCH、ICHどちらでも可能であっ

たが、ICHではdiploIdの腫癌におぃても測定可能であるため、より好ましい方法であると
考えられた．

  審査に当たっては、副査犬山教授より、1．肺小細胞癌におけるKi－67陽性串との比較

について、2．PIB－1とKi－67陽性串との比較について、3．臨床応用の実際について、

4．Ki－67陽性宰と化学療法の感受性との関係について質問があった。また、副査川上教

授より、1．サンプル数について、2．肺以外の腫蕩におけるKi―67陽性宰と病期、P53な

どとの関係について質問があった。さらに主査細川より、1．Ki－67陽性宰が小さぃ腫癌

の臨床的特徴について、2．PCNA、BrdUなどgroNth fractionをあらわすKi－67以外の指標

との比較について賃問を行った．また菅野教授より、1．FCHと｜CHによるKiー67陽性宰が

大きく異なった1例の理由について、2．FCHにおける細胞単離の方法について、3．手

術後の治療方針の決定への応用について質問があった。申請者はこれらの質問に対してお

おむね適切な回答を行った・

  さらに検体数をふやし、予後、化学療法・放射線療法などに対する感受性などとの比較

することにより、Ki－67陽性率の臨床的役割をさらに解明することができると期待される。

  審査員一同は、本研究を、Ki－67陽性串が肺非小細胞癌のgroNth fractionを求める上で

有用な方法であり、臨床に応用するための基礎的研究として高く評価し、申請者が博士
（ 医 学 ） の 学 位 を 受 け る の に 十 分 な 資 格 を 有 す る も の と 判 定 した ．


