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1 .要旨

口腔および子宮頚部粘膜の上皮性異形成における異形成度と細胞増殖

能との関連性をProliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA)、 silver binding 

argyrophilic nucleolar organizer region (AgNOR)、および核分裂像を指標

と して検索し、 細胞増殖活性度と病理組織構成要素との 相関を捉え、 異

形成度に 相関した組織形態学的特徴について把握する事を本研究の目的

と した。 検査材料は、 子宮頚部粘膜については上皮性異形成(22例)，上皮

内癌 (4例) および正常重層肩平上皮(4例) の合計3 0例、 口腔粘膜につ

いては異形成を伴わない白板症( 12例 )，上皮性異形成(24例)および扇平

上皮癌(24例 )の合計6 0例である。 子宮頚部粘膜の上皮性異形成では、

PCNA陽性率(PI)および核分裂像出現率(MI) による異形成層と非異形

成層を合わせた上皮全層の検索において、 両指標ともに異形成度に関連

し有意な増加を示した。 一方異形成層に限定した場合のPIに は有意差は

認め なかった。 しかし ながら、 MIは異形成度に相関した増加を認め、 さ

らにPIとMIの両指標間に は有意な相関性が認められたことより、 異形

成度に関連した増殖活性の 増加があることがわかった。 また上皮内癌に

おけるPIとMIは高度上皮性異形成と比較して明らかに高値を示した。

AgNOR数(AI)は各異形成群聞にわずかな増加傾向がみられたものの、

異形成度に相関した有意な差異は認めなかった。 さらに高度上皮性異形

成と上皮内癌との間にも有意差を認めなかった。 一方、 口腔粘膜におけ

る上皮性異形成のPIとMIは異形成を伴わない白板症より高く、 肩平上

皮癌より低かった。 また各症例群聞には有意差を認めた。 AIについては

上皮性異形成 と異形成を伴わない白板症間 には有意差はみられなかった

ものの、 肩平上皮癌 は上皮性異形成と比較して明らかに高い値を示した。

さら にPIと MI聞に は 明らかな相関性があり、 この相関性より選出した

高い増殖活性度を示す上皮性異形成症例では、「基底細胞の極性の喪失」、



「核細胞質比の増大」、 「細胞の多形性Jおよび「大きな核小体」など

の組織形態学的構成要素が有意な所見であった。 これより口腔粘膜上皮

性異形成の異形成度の判定にはPCNA免疫染色と核分裂像を指標とした

増殖活性度の検索が有用であり、 この検索結果から導き出された組織学

的構成要素は高度上皮性異形成に関連した所見と考えられた。

注)本研究の一部は下記の論文に報告した。

The Proliferative Activity in Dysplasia and Carcinoma In Situ of the Uterine 

cervix Analyzed by Proliferating Cell N uclear Antigen Immunostaining and 

Silver-Binding Argyrophilic Nucleolar Organizer Region Staining 

I.Kobayashi， K. MatsuoヲY. Ishibashi， S. Kanda and H. Sakai 

Human Pathology Volume25， NO.2 Page 198-2021) 
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2.緒言

口腔および子宮頚部粘膜における上皮性異形成は、 臨床病理学的に前

癌病変(precancerous lesion) の範曙に位置付けられている。 すなわち口

腔粘膜においては、 正常重層肩平上皮が上皮性異形成を経て扇平上皮癌

に癌化すると捉えられている2)。 一方、 子宮頚部粘膜では口腔粘膜と同

様の癌化と、 円柱上皮下に存在する予備細胞(reserve cell)が一旦肩平

上皮化生(squamous metaplasia)を起こし、 上皮性異形成を経て肩平上

皮癌に癌化するこ通りの経過が捉えられている3)。 このように、 両病変

の組織発生が異なる点を除けば、 子宮頚部粘膜および口腔粘膜における

癌化の経過には病理学的に多くの共通点が類推できる。

病理組織診断では子宮頚部粘膜における上皮性異形成の定義ならびに

異形成度分類は世界保健機構、 World Health Organization (WHO)により

明確になされている4)5)。 しかしながら口腔粘膜の上皮性異形成において

は、 上皮組織の形態が子宮頚部粘膜ほど単純ではなく、 複雑な上皮脚の

延長を認めることや、 さらに異型細胞の存在様式が子宮頚部粘膜の病変

のように規則的な層状を示すことなく、 不規則に粘膜上皮内に分布して

いることなどから、 日常の病理組織診断に際して異形成度の判定にはし

ばしば困難が伴うことがある。 従来より口腔粘膜の異型上皮における異

形成度の判定に関連してWHO Collaborating Centre (1978)により上皮性

異形成と診断するために必要な病理組織学的所見の1 2項目が挙げられ

ている。 しかしながら異形成度についての明確な分類は成されていない

の7)。 それゆえに口腔粘膜上皮性異形成の異形成度の診断は、 病理医の経

験に基づく主観的判断に委ねられているのが現状である。

悪性腫蕩の本質的な性質はその自律的かっ無制限な細胞増殖にあり、

前癌病変においても細胞増殖が強く関わっている8)。 従って子宮頚部粘

膜ならびに口腔粘膜における上皮性異形成病変の病理学的特徴を検索す

3 



る指標として「細胞増殖」を用いる事 が最も有効な手段であると考えら

れる。 今回、 著者は細胞増殖の数種の指標にて子宮頚部粘膜上皮性異形

成を検索し、 異形成度分類における細胞増殖活性度の相関性を検討し、

この結果 より導き出された有効な指標を用いて口腔粘膜上皮性異形成の

細胞増殖活性度を検索し、 細胞増殖活性度と 病理組織構成要素との相関

を捉え 、 異形成度に相関した組織形態学的特徴について把握する事を目

的とした。

従来、 この細胞増殖活性度の具体的な指標として病理組織学 の分野で

は核分裂像の出現率を指標として研究がなされてきた。 Chiら9)は、 子宮

頚部粘膜の上皮性異形成および上皮内癌における核分裂像数を検索し、

核分裂像の指標は簡便で有効な指標と評価している。 近年になり主に腫

蕩 の悪性 度診断の研究に おい て免疫 組 織化学 的染 色法に よる

Proliferating Cell N ucl e ar Antigen (PCN A)陽性率およびsilver binding 

argyrophilic nucle olar organizer re gi on (AgNOR)法による黒点数が細胞増

殖活性度の新たな指標として利用されている10)-14)0 Tsujiら1 1) は、 口腔粘

膜および皮膚における肩平上皮癌および前癌病変(白板症，老人性角化症，

ボウエン病)をPCNA免疫組織化学染色で検索し、PCNA陽性率はこれ

らの病変における増殖細胞の検索に有用な指標であると評価している。

PCNA は、 核内に存在する非ヒストン蛋白で、 G 1後期からS期に増

量しG2期とM期には減量している15)0 PCNA の主な役割は、 DNA合成

の調整およびDNA polymerase- òの補助蛋白として細胞増殖に深く関与

している16)。 一方、AgNORは、ribosomal RNA に転写されるribosomal

DNAのjレープ状構造である NOR に非常に関係している17)0 NORの生物

学的意義は、 蛋白合成の為の核酸の転写において重要な場として果たす

18)。 悪性腫蕩の増殖活性度と分化度の検索において銀粒子が付着した黒

点の数および大きさは 有効な指標として評価されてきた19)。 しか し、 最

近の報告ではAgNOR染色は、 NORそのものだけでなくRNApolymerase 
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I のような核内蛋白をも表わしていることが判明している20)21 )。 従って

AgNOR染色は、 増殖，分化および蛋白合成など細胞の総合的代謝活性を

評価していると考えられる22)。

本研究においてPCNA免疫組織化学染色法による陽性率， AgNOR染

色による黒点数および核分裂像出現率の3通りの指標を使用し、 細胞増

殖活性度の観点より両病変を検索した。 さらに、 口腔粘膜上皮性異形成

の異形成度に相関した組織形態学的特徴を捉えるため、 増殖活性度に相

関性のある有効な指標 を基に増殖活性の 高 い症 例を選出し 、 WHO

Collaborating Centre 7) (Table 1)により定められた病理組織学的項目のう

ち、 より 異形成度の高い症例に関連した組織学的所見を決定した。

Table 1 Histologic Components of Epithelial Dysplasia 

(1) Loss of polarity of the basal cells 

(2) The presence of more than one layer of cells having a 

basaloid appearance 

(3) An increased nuclear-cytoplasmic ratio 

(4) Drop-shaped rete processes 

(5) Irregular epithelial stratification 

(6) Increased number of mitotic figures (a few abnormal mitoses may 

be present) 

(7) The presence of mitotic figures in the superficial half of the 

epithelium 

(8) Cellular pleomorphism 

(9) Nuclear hyperchromatism 

(1 0) E n la rged n ucleoli 

(11) Reduction of cellular cohesion 

(12) Keratinization of single cells or cell groups in the prickle layer 

Source: WHO Collaborating Centre for Oral Precancerous lesions 

(1978) . 
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3，材料および方法

検査材料

子宮頚部粘膜病変は、 千早病院(福岡市)婦人科にて1991年の1年間

にpunchあるいはcone biopsyされ、 10%フォルマリン固定・ パラフイン

包埋された生体組織検査標本3 0例を使用した。 組織標本は、 WHO の

分類3)4)に従って診断された上皮性異形成2 2例，上皮内癌4例および対

照として正常重層扇平上皮4例よりなる。 しかし、 これらの発生母地は、

組織切片が小さため固有の肩平上皮細胞由来か、 円柱上皮下の予備細胞

が扇平上皮化生した上皮由来か判別できず、 組織発生の母地による分類

は行わず\一括して検索を行った。 各症例の臨床的事項をTable 2に示

す。

口腔粘膜病変は、 九州大学第一口腔外科にて1988年から1993年までの

6年間にincisionalあるいはexcisional biopsy され、 10%フォルマリン固

定・ パラフィン包埋された生体組織検査標本6 0例を使用した。 組織標

本は、 WHO分類5)6 )に従って診断し、 異形成を伴わない白板症の1 2例ヲ

上皮性異形成の24例および肩平上皮癌の24例よりなる。 また、 各症

例の臨床的事項はTable 2に示す。

両病変の標本から5μm の厚さに連続切片を作成し、 脱パラフィン処

理後、 PCNA免疫組織化学染色およびAgNOR染色を施し観察に供した。

6 



Table 2 Clinical profiles of uterine cervical and 

oral diseases 

Sex 

(male/fe male) 

Age (rヨnge of 

SE 

(n-4) 

0/4 

34へ-48

Uterine cervical 
diseases* 

MiO 

(n皿6)

0/6 

29へ-48

MoO 

(n・9)

0/9 

28へ-45

SO 

(n園7)

0/7 

36へる2

CIS 

(n・4)

0/4 

35 ----39 

Oral 
diseases** 

LP EO 

(n-12) (n・24)

517 18/6 

23----81 47----71 

SCC 

(n-24) 

14/10 

43----76 

age)(yけ (40.5 :t:6.6) (38.0 :t:6.3) (37.1 :t:5.6) (43.1 :t:5.1) (37.0土1.8) (58.2土18) (59.1土7.6) (61.0:t: 9.8) 
(mean :t:SO) 

S ite s uterine cervix 4 6 

tongue 

buccal mucosa 

glnglva 

lip 

O悶|何oor

palate 

9 7 4 

8 16 10 

3 2 

2 5 

5 

4 

2 

Uterine cervical diseasesト(SE=normal stratífíed squamous epithelium; tv1iO，=mild 

dysplasia; tv100=moderate dysplasia; SO=severe dysplasia; CIS=carcinoma in situ); 

Oral diseases**: (LP=leukoplakia without any dysplastic changes; EO=epithelial 

dysplasia; SCC=squamous cell carcinoma) 

PCNA免疫組織化学染色

免疫組織化学染色は、 一次抗体としてマウス抗PCNA 抗体(PC-10，

DAKO， Denmark)を使用し、 ペルオキシダーゼ標識ストレプトアピジンー

ピオチン複合体法にて施行した。 薄切された組織切片はキシレンで脱パ

ラフィンの後、 免疫組織化学的染色の反応性を高めるために10mMクエ

ン酸溶液にて加熱処理(900C，60min)を行った。 内因性ペ/レオキシダーゼ

活性の阻害のため0.5 0/0 過ヨウ素酸、 および抗体の非特異的反応を抑制

するため10 %家兎正常血清で各々10分および20分間前処理したのち、

一次抗体(1 :50に希釈)と1時間反応させた。 さらに切片をマウス抗体

7 



用HISTOFINE immunostaining kit (Nichirei， Japan) にてどオチン標識ラビ

ット抗マウス抗体 を10分間、 続いてペルオキシダーゼ標識ストレプトア

ビジンを5分間反応させた。 その後、 0.02 % 3，3' DAB-H202溶液により5

分開発色させ、 1%メチルグリーンによる対比核染色をした。 すべての

酵素抗体反応は室温で施行し、 各反応後の洗浄はO.OlMリン酸緩衝液

(pH7.2)を使用した。 一次抗体のマウス抗PCNA抗体(PC-I0， DAKO， 

Denmark)の特異性については、 すでに報告され確かめられている11 )23)。

この一次抗体の加熱処理による増強 について予備実験を行い、 非加熱処

理の染色より核内陽性像が増強され、 かっ非特異反応の抑制を認めたが、

陽性細胞数には明らかな差がない事を確認した。

AgNOR染色

Plotonら24)25)によって報告された方法に基づいて染色を行った。 すな

わちミリポアフィルターを通した蒸留水に蟻酸1 g/dlとゼラチン2 g/dl 

を溶解させて溶液Aとする。 同様の蒸留水lこ50%の硝酸銀を溶解させて

溶液Bとする。 キシレンで脱パラフイン処理された組織切片を風乾後、

溶液Aと溶液Bとを1 : 2の割合で暗室中にて混合し、 直ちにこの混合液

中において組織切片を25分間反応(室温)させた。 反応後蒸留水で、よ

く洗浄し、 1%メチルグリーンによる対比核染色をしたO

PCNA免疫組織化学染色， AgNOR染色および核分裂像の評価

PCNA免疫組織化学染色による陽性率 (PI)は、 同一組織切片中少なく

とも300個の上皮細胞においてコンピューター画像解析装置 (NEXUS 

QUBE， NEXUS社)によって計測した。 細胞1個当たりのAgNOR数(AI)

は、 同一組織切片中100個の上皮細胞の核内における平均黒点数を光学

顕微鏡(X400)下にて計測した。 核分裂像の出現率(MI)は、 同一組織切
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片中少なくとも300個の上皮細胞において光学顕微鏡(X200)下にて計測

した。 これらの統計学的有意差検定はt-検定を、 各指数の相関性検定は

Pearson の相関係数を用いた。 さらに口腔粘膜上皮性異形成における組

織形態学的特徴の評価は、 Fisherの直接確率計算法にて行った。
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4.子宮頚部粘膜上皮性異形成における細胞増殖活性度1)

4 - 1 . PCNA免疫組織化学染色による検討

PCNA陽性所見は、 核内に頼粒状を呈し、 全ての症例に認められた。

PCNA陽性細胞の分布は、 対照例では、 重層扇平上皮層の主に基底細胞

層に認められ(Fig.1A)、 上皮性異形成例では、 異形成層に一致して拡が

っており (Fig.lB，C)、 上皮内癌では全層にわたって認められた。 異形成

層と非異形成層を含めた上皮全層より得られたPIは、 扇平上皮化生を含

めた重層肩平上皮 (SE)，軽度上皮性異形成 (MiD)，中等度上皮性異形成

(MoD) ，高度上皮性異形成(SD) および上皮内癌(CI S) において、 そ れ ぞ、

れ6.50/0， 24.89ら， 28.40/0， 42.50/0および63.50/0であり(Table 3)、 SEとMiD

間(pく0.05)， MoDとSO間(pく0.05)およびSDとCI S間(pく0.05)におい

て有意に増加していた (Fig.2)。 一方、 上皮性異形成例において、 異形成

層のみに限定したPIは、 MiD. MoD. SDおよびCI Sにおいてそれぞれ順

に38.5% ， 47.10/0， 45.1 %および63.50/0 であり(Table 3)、 SDとCIS間にお

いてのみ有意に増加していた(pく0.05)(Fig.2)。
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Figure 1. Immunostaining for PCNA in human uterine cervix. Immunoreactive products are 
detected in the nuclei with granular appearance. Squamous epithelial cells with PCNA positive 
nuclei (arrows) in cases of normal epithelium (A)， mild dysplasia (B) and severe dysplasia 
(C). PCNA-positive cells are detected in the basal cell layer in normal mucosa (A). Meanwhile 
PCNA-positive cells are observed in the layer containing dysplastic cells， and are 
frequent in severe dysplasia than in mild dysplasia. (A， B and C， x200). 
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Rate of each index in uterin e cervix Table 3. 

Dysplastic layer En tire layer 

MI(%) AI(No.) PI(%) M I (010) AI(No.) PI(%) Histopathology 

。1.5:t0.12 6.5:t0.8 SE 

(n=4) 

0.1 :t0.04 1.7:t0.08 38.5:t4.6 0.1:t0.05 1.6:t0.09 24 .8:t 5.5 MiD 

(n=6) 

0.7:t0.09 1.9:t0.11 47.1土3.40.5:t0.11 1.8:t0.03 28.4:t2.6 MoD 

(n=10) 

1.2:t0.06 2.04:t0.27 45.1:t4.5 1.4:t0.06 2.0:t0.28 42.5:t5.3 SD 

(n=6) 

CIS 

(n=4) 

3.5:t0.19 1.9:t0.16 6 3.5:t3.6 1.9:t0.16 3.5:t0.19 63.5:t3.6 

Histopathology (SE=normal stratified squamous epithelium; MiD=mild dysplasia; 

MoD=moderate dysplasia; SD=severe dysplasia; CIS=carcinoma in situ); 
PI(mean:tSE)，labelin g i ndexes of PCNA immunostaining ， 

AI(mean:tSE)， mean numbers of AgNORs; 

MI(mean:tSE)， frequencies of mitotic figures 

* 
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Figure 2. The percentage of PCNA-positive nuclei in normal 

squamous epithelium (SE)， dysplasia (MiD， MoD and SO) and 

ca rc inom a in situ (C IS).宵: P<O.05 

SD MoD MiD SE 
。
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4 - 2. AgNOR染色による検討

AgNOR所見は、 上皮細胞の核内に黒点として、全ての症例、および個々

の症例におけるほぼ全層の細胞の核内にに認められた (Fig.3)o 異形成層

に示す如く

しか

Table 3 

MiDとMoD間(pく0.05)において有意に増加していた(Fig.4)o

し、 SEとMiD問， MoDとSD間およびSDとCIS聞には有意な差異を

と非異形成層を含めた上皮全層の各症例群のAIは、

で、

MiD 異形成層のみに限定した各症例群の AI は、認めなかった (Fig.4)。

里MoD，SDおよび CISにおいてそれぞれ順に1.7， 1.9， 2.0および1.9で、

形成度に関連したわずかな増加傾向がみられたが、 各群間における有意

F

1
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差を認めなかった(Table 3， 

Figure 3. Squamous epithelial ceIls of uterine cervix stained with AgNOR. Silver-binding 

black dots are evident in the nuclei of epithelial cells (arrows) in severe dysplasia. (x720) 
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Figure 4. The mean numbers of AgNOR per nucleus in normal 

squamous epithelium (SE)， dysplasia (MiD， MoD and SD) and 

carclnoma in situ (CIS). 官:Pく0.05
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4-3.核分裂像による検討

おMiD， MoD， SD MI は、異形成層と非異形成層を含めた上皮全層の

1.4%および3.5%それぞれ0.1%、 0.5%、よぴCISの各症例群において、

CISにおいて最高値を示し(Table 3)、 各症例群聞において有意

異形成層のみに限定した検索では、

であり、

はMI な増加イ頃向を言志めた(Fig.5)。

および それぞれ0.1%， 0.7%， の各症例群において、CIS MiD， MoD， SD 

間

CIS間(pく0.005)におい

MoD とMiD この結果よりであった(Table 3)。

とSD間(pく0.005)およびSD と

1.2% および 3.5%

(pく0.005)， MoD 

て有意な差異を認めた(Fig.5)。

* 

ENTIRE LAYER CELLI ロ
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Figure 5. The percentage of mitotic figures in normal 

squamous epithelium (SE)， dysplasia (MiD， MoD and SD) and 

carcinoma in situ (CIS)宵: P<0.005 ，宵トPく0.05

SD MoD 
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4--4各指標聞の関連性

MiD， MoDおよびSDを合わせたいわゆる上皮性異形成群において異

形成層のみに限定した場合のPI ， AIおよびMIは、 各指数間に有意な相

関を示めした(Table 4)。

Table 4 Correlation among each index of 

dysplastic layer of epithelial dysplasia in 

uteríne cervíx 

Correlation (covariance) 

PI 

(n=22) 

AI 

(n=22) 

MI 

(n=22) 

PI AI 

0.438宵

(0.031 ) 

MI 

0.480宵

(0.040) 

0.430宵

(0.084) 

Epithelial dysplasia including mild dysplasia， 

moderate dysplasia and severe dysplasia; 

PI=labeling indexes of PCNA immunostaining; 

AI=mean numbers of AgNORs; 

MI=frequencies of mítotic fígures. 

宵:pく0.05

16 



4---5考察

子宮頚部粘膜病変の上皮 全層の検索において、 PIとMIの双方の指標

はMiD，MoD， SDおよびCISと順に有意に増加したが、 AIでは明らかな

増加傾向を示さなかった。 これらの結果は、PIとMIの双方の指標が子

宮頚部粘膜上皮性異形成におけるWHOの異形成度分類と密な相関があ

ることを示しており、 換言すればPIとMIの双方の指標から前癌病変と

しての子宮頚部粘膜の上皮性異形成の異形成度を決定することが可能で

あることを示唆している。 また子宮頚部粘膜 における上皮性異形成の異

型成度分類が、 異型細胞の存在する層の全層 に対する割合から決定され

ていることを考慮すると、 本研究における粘膜全層を対象としたPI お

よび MIの検索結果はごく当然、のことと思われる。 一方、 AIについては

各病変群との間に有意な差異を認めなかったことより、 AgNORによる検

索では異形成度は決定できな いことが明らかである。 Chiら9)は、 子宮頚

部粘膜の上皮性異形成および上皮内癌における核分裂像数は正常上皮か

ら軽度ヲ中等度および高度上皮性異形成さら に上皮内癌まで段階的増加を

示している。 またRowlands26)はAgNOR染色による子宮頚部粘膜病変の

検索で正常と軽度および中等度上皮性異形成聞に有意差を認めないが、

高度上皮性異形成および上皮内癌においては多少増加傾向を示したと報

告している。 しかしながら彼の報告ではAgNORは組織変化に伴う明ら

かな傾向が得られないと結論づけている。 本研究における町、 MIおよ

びAIの検索結果はこれらの報告を支持する。 しかしながら子宮頚部粘

膜上皮性異形成の異形成層のみに限定した PI の検索では上皮性異形成

の各群の聞に有意な差異を認められず、 上皮性異形成における各群の組

織学的所見の差異、 すなわち上皮性異形成層の厚さの違いは単なる病期

の違いを再現している可能性も否定できない。 しかし、 異形成層に限定

した各群のMIについての検索結果では、 異形成度と相関して増殖活性度

の有意な増加が認められた。 また異形成層のみに限定したPIとMIの相

17 



関係数の検索結果より両指標に正の相関が あった。 これらの結果より各

群における異形成層のみのPIには有意差はないものの細胞の増殖活性は

増加していると思われる。 この PIと MIの相反する結果は、 PIが細胞

周期におけるG 1後期からS期ま でに出現する蛋白を検出しているの に

対し、 h但は直接M期を再現しており、 このような細胞周期における両者

の出現時期および長さの違いが双方の出現頻度の違い に影響していると

考えられる27)。 従って、 子宮頚部粘膜の上皮性異形成 における、 より正

確な増殖活性度診断には、 PIと聞の双方の指標を用いた診断が重要であ

り、 単独指標で評価するのは増殖活性度診断に偏りが生ずる可能性が考

えられる。 また、 PIとMI共に SDとCIS聞に明ら に有意な増加を認め

た。 従って上皮内癌は高度 上皮性異形成と比較しでも明らかに高い 増殖

活性度を有しており、 この結果 から前癌病変と癌との聞には、 大腸癌の

発生の経過における遺伝子レベルの変化に代表されるような、 細胞機能

の本質的な変化が起こっている可能性が示唆される28)29)。 以上の結果よ

り、 子宮頚部粘膜上皮性異形成の異形成度の判定に、 PIとMIを指標と

した検索は非常に有用 であるが、 AIについ ては異形成度との関連性は少

ないと考えられた。
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5. 口腔粘膜考察上皮性異形成における細胞増殖活性度

5 -- 1 . PCNA免疫組織化学染色による検討

PCNA陽性所見は子宮頚部の場合と同様に、 核内に頼粒状を呈し、 異形

成を伴わない白板症(LP)，上皮性異形成(ED) および扇平上皮癌(SCC)各

症例群の全 ての症例に認められた 。 PCNA 陽性細胞の分布は、 LP では

主に基底細胞層に認められ(Fig.6A)、 ED では基底細胞層と有線細胞層

の下層に拡がっている症例(Fig.6B)から上皮のほぼ全層に拡がっている

症例(Fig.6C)まで多様な 分布様式をを呈していた。 SCCでは壊死部を除

いた腫蕩胞巣にほぼ均一に分布しているが、 特に浸潤先端部に高頻度に

みられる傾向を示した(Fig.6D)o PIは、 LP，EDおよびSCCの各症例群

においてJII買に23.60/0，34.5%および64.70/0であり(Table 5)、 LPとED間

(pく0.005)およびEDとSCC間(pく0.001)において有意に増加していた

(Fig.7)。

Table 5. Rate of each index in oral mucosa 

Histopathology PI(%) AI(No.) MI(%) 

LP (n= 1 2 )  23.58 + 1 .89 1 .83 i:: 0.19 0.1 i:: 0.03 

ED (n=24) 34.50 i:: 2.30 2. 2 1  i::0.13 0.67土0.11

SCC(n=24) 64.72+ 2.91 4.14i::0.18 1.14+0.11 

Histopathology (LP=leukoplakia without any dysplastic 

changes; ED=epithelial dysplasia; SCC=squamous cell 

carcinoma) ; 

P I (mean + SE)=labeling indexes of PCNA im m unostaining ， 

AI(mean +SE)=mean numbers of AgNORs; 

MI(mean +SE)=frequencies of mitotic figures 
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Figure 6. Immunostaining for PCNA in human oral mucosa. Inlmunoreactive products are 
detected in the nuclei with granular appearance. Squamous epithelial cells with PCNA 
positive nuclei (arrows) in cases of leukoplakia without any dysplastic changes (A)， epithelial 
dysplasia (B and C) and squamous cell carcinoma (D). PCNA-positive cells are restricted to 

the basal cell and lower spinous layers (A). PCNA-positive cells increase in dysplasia (B and 
C) and carcinoma (D). (A， B， C and D， x170) 
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5 -- 2. AgNOR染色による検討

AgNOR所見も子宮頚部と同様に、 上皮細胞の核内に黒点として全ての症

例に認められた(Fig.8)。 各群のAIは、 Table 5 に示す通りで、 EDと

scc間(pく0.001)において有意に増加していた(Fig.9)。 しかし、 LPと

ED聞において有意差はみられなかった(Fig.9)。

-， 

Figure 8. Squamous epithelial cells of dysplastic oral mucosa stained with AgNOR. Silver

binding black dots紅e evident in the nuclei of epithelial cells (arrows). (x670) 
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5-3.核分裂像による検討

および0.67% 0.07%、およびsccの各群において順にLP， ED MI は、

各群聞にまた、sccにおいて最高値を示した(Table 5)。

おいて有意な差異を認めた(Fig.10)。

1.15%であり、
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Figure10. The percentage of mitotic figures in 

leukoplakia without any dysplastic changes (LP)， epithelial 

dysplasia (ED) and squamous cell carcinoma (SCC). 

宵:pく0.005，官宵:pく0.05
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5-4.各指標聞の関連性

EDにおける町、 AIおよびMIについて各指数聞の相関を検索した結

果、 PIとMIの指数聞に有意な相関を認めたが、 他の指数間では有意な

相関を示めさなかった(Table 6)。

Table 6 Correlation among each index of 

epithelial dysplasia in oral m ucosa 

Correlation (covariance) 

PI 

(n=24) 

AI 

(n=24) 

MI 

(n=24) 

PI AI 

0.057 

(0.416) 

MI 

0.487* 

(3.080) 

0.096 

(0.035) 

PI=labeling indexes of PCNA immunostaining ; 

AI= mean numbers of AgNORs; 

M I=frequencies of m itotic figures. 

*: p<O .05 
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5--5考察

口腔粘膜病変の検索において、PIとMIはLP ，EDおよびSCCと}II買に

有意 に 増加した が、AIでは EDとSCC間に のみ 増加傾向を示した。 さ

ら に、 上皮性異形成のPIとMI間の相 関係数 より、 両指標間に明ら かな

相関があることがわ かった。 Tsujiら11)は、 口腔粘膜および皮膚における

肩平 上皮癌お よび前 癌 病変(白板症，老人性角化症，ボウエン病)の

PCNA陽性率は正常粘膜 より有意に高い値を示しており、 前癌病変にお

ける上皮の異形成の程度はPCNA陽性率と緊密な関連性を有している し

ている のではないかと報告して いる。 本研究 においても同様の 結果が得

られ、PI の指標は口腔粘膜上皮性異形成の異形成を伴わない白板症より

高く、 肩平上皮癌よ り低い事が明らかであった。

AIについては、PIおよびMIと同様に EDとSCCとの聞に有意な差

を認めた。 しかしながら、AIは PIある いは恥位と明ら かな相関性を示

さなかったo Wamkulasuriyaら14)は口腔角化症，上皮性異形成および肩平

上皮癌 のAgNOR数 に有意な増加傾向があったと報告しており、 同時に

各病変のAgNOR数は かなり重複しており診断に有効ではないが、 高い

指数をしめす症例は肩平上皮癌であ ることが多いと結論付けている。 本

研究においても扇平上皮癌は上皮性 異形成に比較して高い指数を示した。

これはAgNORが蛋白合成を含め た細胞全体の活性 に関連した 指標であ

ることより、 上皮性異形成と扇平上皮癌では細胞の 増殖のみならず細胞

全体の活性化に明らかな違いがあること が示唆される20)21)22)。 しかしな

がら、 子宮頚部病変と口腔粘膜病変との聞に若干の相違が みられ た。 即

ち、 口腔粘膜においてはEDとSCC との聞に AIの有意な差を認め た が、

子宮頚部においては、 SDとCIS との聞に有意な差異を認めなかった。

この生物学的理由については臓器特異性による 違いはもちろんのこと、

今回検索の対象とした癌組織は、 比較 の対象 が子宮頚部では高度異形成

群であり、 一方口腔粘膜では上皮性異形成群全体であることが考えられ
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る。 さらに子宮頚部では上皮内癌であり、 口腔粘膜では浸潤癌であるこ

とから、 こ のAIの違いは前癌病変との関連性 より も、 むしろ癌組織にお

ける悪性度との関連性 が強い のでは ないかとも推測される19)22)。

以上の結果から口腔粘膜上皮性異形成における増殖活性度の指標とし

てPIと MIは有効である が、 AIは増殖活性度のみを示す 指標としては

やや不適切と結論づけられる。 さらに口腔粘膜の上皮性異形成病変にお

ける異形成度診断は、 上皮組織の形態が子宮頚部粘膜ほど単純では なく

複雑な上皮脚の延長を認め、 また異型細胞の存在様式が 子宮頚部粘膜の

病変 のように規則的な層状を示すことなく、 不規則に粘膜上皮内に分布

していることなどから、 判定に困難が伴うことが しばしばある。 しか し

ながら子宮頚部粘膜上皮性異形成における PIとMIの検索 結果 より、 異

形成度は増殖活性度と相関して おり、 さらに両上皮性異形成とも PI と

MI 聞に正の相関性があると示していた。 従って口腔粘膜上皮性異形成

の異形成度 の検索にPIとMIの両指標による診断が有効と考えられる。
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6. 口腔粘膜考察上皮性異形成における異形成度と細胞増殖活

性との関係

6 -- 1 .細胞増殖活性と組織学的所見との関連性

口腔粘膜上皮性異形成におけるPIとMIの相関より、 PIとMI共に各平

均値より高値を示す症例(H-ED)群とPIと阻共に各平均値より低値を

示す症例 (L-ED)群聞において病理組織学的所見の構成要素について検

索した (Fig . ll)。 すなわち、 WHO Collaborating Centre (1978)にて定めら

れた病理組織学的項目より、 指標として使用した「有糸分裂像の増数」

の項目を除外した病理組織構成要素の各項目のうち(Table 1)、 「基底

細胞の極性の喪失」、 「核細胞質比の増大J、 「細胞の多形性」および

「大きな核小体Jなどの組織学的所見がH-ED群における主要な組織学

的構成要素であった(Pく0.05) (Table 7)。

Table 7 The correlation between histologic findings and proliferative 

activity in epithelial dysplasia 

Histologic components H-ED f/o) L-ED f/o) S ig n ificant 
(n=5) (n�10) differences 

(1) Loss of pola巾y of the basal celis 5 (100) 1 (10) pく0.005

(2) The presence of more than one layer of 2(40) 2(20) N.S 
cells having a basaloid appearance 

(3) An increased nuclear-cytoplasmic ratio 5 (100) 3(30) pく0.05
(4) Drop-shaped rete processes 3(60) 8(80) N.S 

(5) Irregular epithelial stratif ication 2(40) 1 (10) N.S 

(6) The presence of mitotic figures in the 。(0) 。(0) N.S 
super朽cial half of the ep耐1elium

(7) Cellular pleomorphism 3(60) 。(0) p< 0.005 

(8) Nuclear hyperchromatisr了1 。(0) 4(40) N.S 

(9) Enlarged nucleoli 4(80) 1 (10) pく0.005

(10) Reduction of cellular cohesion 。(0) 3(30) N.S 

(11) Keratinization of single cells or cell 2(40) 2(20) N.S 
groups in the prickle layer 

Histologic components， histologic components of epithelial dysplasia established by 

WHO Collaborating Centre; H-ED=the cases of higher indexes both PI (>34.5%) and 

tvll (>0.67%) in epithelial dysplasia L-ED=the cases of lower indexes both PI 

(く34.5%) and M I (く0.67%) in epithelial dysplasia( MI， frequency of mitotic figures; 
PI，labeling index of PCNA immunostaining) 
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6�2.考察
前述のように口腔粘膜上皮性異形成の増殖活性度診断結果より、 PI と

阻共に高値を示す症例は、 子宮頚部粘膜上皮性異形成と同様に異形成度

もより高度と考えられる。 これに基づき口腔粘膜上皮性異形成のうち、

PIとMI共に高値を示す症例に高頻度に認められる病理組織構成要素の

傾向を検索した結果、 「基底細胞の極性の喪失」、「核細胞質比の増大」、

「細胞の多形性Jおよび「大きな核小体」の各構成要素が挙げられた。

Katzら30)は上皮性異形成の組織所見を点数化し異形成度分類するSmith

Pindborg 法によって分類した214例について組織所見の頻度を検索し、

高度異形成病変は「上皮表 層から基底層まで の有糸分裂像」、「核細胞

質比の増大」、 「有糸分裂像の増数」、 「細胞の多形性」、 「不規則な

上皮の重層」、 「基底細胞の過形成」、 「極性の喪失」および「細胞結

合の脆弱化」の所見を高頻度に認めると報告している。 また、 Gr託sseト

Pietruskyら31 )は口腔白板症のフローサイトメトリーによる検索にて高度

異形成病変においてaneuploidyを示すが、 軽度および中等度異形成病変

では認めないと報告している。 これより高度異形成病変では核の本質的

変化を表現した組織形態学 変化を示す可能性が高いと思われる。 増殖活

性度による本研究の結果は、 「基底細胞の極性の喪失J 、 「核細胞質比

の 増 大」 、 「細胞の多形性Jおよび「大きな核小体」など の組織学的所

見が増殖活性度の高い症例に高頻度にみられるもので これらはSmith

Pindborg法の異形成度分類 によるKatzら30)の結果の組織所見 に含まれて

おり、 また核の変化を表す組織形態学形態を含んでおりGrässeトPietrusky

ら31 )の口腔白板症のフローサイトメトリーによる検索結果とも相関する

と思われる。 また上記の各 組織学的構成要素は癌細胞にも共通した所見

でもある事などを考え合わせれば、 日常の病理組織診断におけるこれら

の所見の有無は、 病変の病期や予後を判定するうえで極めて有用な手段

と成りうると考えられる32)。 すなわち、 従来より明確な基準のない口腔
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粘膜における上皮性異形成の異形成度を診断する際に増殖活性度を指標

とした検索は臨床病理学上、 極めて有用であり、 この検索結果から導き

出された組織学的構成要素は高度上皮性異形成に関連した所見であるこ

とが判明した。 また、 本研究の結果は口腔粘膜上皮性異形成の定義なら

ぴ、に異形成度分類の設定に重要な示唆を与えると考えられる。
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7総括ならび結論

口腔および子宮頚部粘膜の上皮性異形成におい て細胞増殖の指標とし

て免疫組織化学的染色法によるPCNA陽性率， AgNOR による黒点数お

よび核分裂像の出現率を使用 し両病変の増殖活性度を検索 し、 口腔粘膜

上皮性異形成の増殖活性度に相関した病理組織構成要素を調べ、 以下の

結果を得た。

し子宮頚部粘膜の上皮性異形成ではPCNA陽性率と核分裂像出現率よ

り異形成度に相関した増殖活性度の増加を認め、 また上皮内癌は高度上

皮性異形成と比較して明 ら かに高い増殖活性度を示した。 また、 AgNOR

数は異形成度に相関した増加を示しているものの有意な差異は認めなか

った。

2、 PCNA陽性率と核分裂像出現率より求めた口腔粘膜上皮性異形成の

増殖活性度は、 異形成を伴わ ない 白板症よ り高 く 、 また肩平 上皮癌よ り

低 か っ た 。 そ れ ぞれの症例群聞 に明 ら か な有意差 を 認 め た。 また、

AgNOR数も肩平上皮癌は上皮性異形成と比較して明らかに高い値を示し

た。

3、 口腔粘膜の上皮性異形成におい て高い増殖活性度を示 す 症例は、 「基

底細胞の極性の喪失」、 「核細胞質比の増大」、 「細胞の多 形性」 およ

び 「大 き な核小体」 の構成要素 を有意に呈 する傾向 があっ た

4、 以上より口腔粘膜上皮性異形成の異形成度の判定にはPCNA免疫染

色と核分裂像を指標とした増殖活性度の検索が有用であり、 この検索結

果から導き出された組織学的構成要素は高度 上皮性異形成に関連した所

見と考えられた。
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