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Abstract:This study was conducted to elucidate the clinical significance of the
 

alterations of HER-2 gene(HER-2)and chromosome 17 centromere in urine-exfoliat-
ed cells by fluorescence in situ hybridization(FISH)in 103 patients with urothelial

 
transitional cell carcinoma.The additional increase of HER-2 (AI-HER2),gain of

 
chromosome 17(G-17),and AI-HER2 with G-17(AI-HER2＋G-17)in the urine-ex-
foliated cells were examined by FISH using DNA probes for HER-2 and chromosome

 
17 centromere.AI-HER2,AI-HER2＋G-17,and G-17 were found in 13(12.6%),10
(9.7%),and 36(35.0%)patients,respectively.The positive rate of the FISH (AI-
HER2,AI-HER2＋G-17,or G-17)was higher than that of cytology in total cases(57.3%
vs.45.6%,p＜0.001),in low-stage(pTa-1)tumors(44.3% vs.27.9%,p＝0.003),and in

 
cases without CIS(42.0% vs.31.9%,p＜0.001).AI-HER2 was significantly more fre-
quent in tumors with two or more recurrences(25.9% vs.7.9%,p＝0.037).AI-HER2＋
G-17 was more frequent in cases with primary CIS than without CIS(26.7% vs.3.0%,
p＝0.008).Numerical alterations of HER-2 and the chromosome 17 centromere in the

 
urine-exfoliated cells detected by FISH may reflect the malignant potential of urothelial

 
carcinoma and could be used as markers for the recurrence and the presence of primary

 
CIS.
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緒 言

尿路上皮癌の診断や経過観察には膀胱鏡や尿管鏡，

尿細胞診がまず行われる．内視鏡は隆起性病変の診断

ではもっとも信頼できるが，Carcinoma in situ (CIS)

では診断が難しく，侵襲的であるという欠点がある．尿

細胞診は非侵襲的であるが，各施設の細胞診断士の技

量に負うところが大きく，悪性度の低い症例では陽性

率が低いことが指摘されている ．また尿細胞診の補

助として，膀胱上皮基底膜抗原であるBladder tumor
 

antigen(BTA)や核内蛋白質であるNuclear matrix
 

protein 22(NMP22)の検出といった，尿を使ったさ
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まざまな診断法が開発されているが，悪性度の低い症

例では尿細胞診に比べて感度や特異度はむしろ低

い ．

癌遺伝子HER-2(HER-2）は17番染色体q21に存

在し，チロシンキナーゼ活性を持ち，細胞増殖や分化

を制御するヒト上皮細胞増殖因子受容体p185 HER-2 を

コードしている ．胃癌 や卵巣癌，乳癌 といったさ

まざまな癌で HER-2 の増幅やHER-2遺伝子産物の

過剰発現と癌の悪性化や予後との相関が報告されてい

る．尿路上皮癌でも組織免疫染色 やサザンブロッ

ティング法 ，polymerase chain reaction法

（PCR) やfluorescense in situ hybridization法

（FISH) が行われ，本遺伝子やその転写翻訳と癌

の進達度や悪性度，予後との有意な相関が報告されて

いる．

しかしこれまでの報告は凍結組織 やパラフィン

包埋組織 の薄切標本を検体としたものであり，

尿中剥離細胞を用いた検討は行われていない．尿中剥

離細胞は容易に入手可能な検体であり，細胞個々の

HER-2 コピー数の異常を評価するためには有利な検

体と考えられる．そこで HER-2 遺伝子数の臨床上の

意義を評価するため，本研究は尿路上皮癌患者から採

取した尿中剥離細胞中の HER-2 遺伝子数と17番染

色体の数の異常をFISH法を用いて検出し，尿細胞診

と比較した．

対象と方法

対象:秋田大学医学部附属病院および関連病院で

1999年から2002年までに尿路上皮に発生した移行上

皮癌と病理学的に診断された103例を対象とした．103

例の臨床データをTableに示した(Table 1)．膀胱癌

は91例，腎盂尿管癌は12例であり，初発症例は60例

で再発症例は43例であった．CISのある31例のうち，

隆起性病変を伴わないprimary CIS(pTis)は15例

であり，隆起性腫瘍に随伴性のconcomitant CISは16

例であった．98例は手術を，5例は膀胱ランダム生検

のみを施行した．悪性度診断は103例全例に行った．深

達度診断は100例に行ったが，残りの3例は不十分な

標本であったため評価から除外した．悪性度，深達度

診断はWHOの診断基準に基づく日本泌尿器科学会

の膀胱癌および腎盂尿管癌の取り扱い規約に則って

行った ．本論文ではG1-2をlow-gradeまたG3

をhigh-grade，pTa-1をlow-stageまたpT2-4を

high-stageと記載した．本研究は秋田大学の倫理委員

会の承認を得ており，全例で本人の同意書を得ている．

FISH用の尿処理:手術前に20-100 mlの自然排泄

尿を採取し，2つの試験管に分け，一方はFISH用，他

方は尿細胞診用とした．採尿3時間以内に尿中剥離細

胞を3,000回転で10分間遠心分離した．得られた細胞

沈殿を燐酸緩衝液（PBS）で洗浄し，メタノール3対

酢酸1のカルノア液に浮遊させ，再遠心して約300μl

のカルノア液に再懸濁した．これを12穴スライド

(Shandon Inc.Pittsburgh,USA）に約30μl滴下し1

晩乾燥させた．
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Table 1 患者背景

患者背景 患者数(%)

平均年齢 72.20±10.62

性別

男性 74(71.8)

女性 29(28.2)

癌の部位

上部尿路 12(11.7)

膀胱 91(88.3)

手術

経尿道的膀胱腫瘍切除術 (TUR-Bt) 63(61.2)

膀胱全摘術 19(18.4)

腎尿管全摘術±膀胱摘出術 14(13.6)

膀胱部分切除術±尿管部分切除術 2(1.9)

生検のみ (手術なし) 5(4.8)

深達度

pTis  15(14.8)

pTa-1  61(59.2)

pT2-4  24(26.7)

悪性度

G1  14(13.6)

G2  34(33.0)

G3  55(53.4)

上皮内癌 (CIS)

あり 31(30.1)

原発性CIS  15(14.6)

随伴性 CIS  16(15.5)

なし 72(69.9)

再発

初発(0) 60(58.3)

1回再発 (1) 16(15.5)

2回以上再発(≧2) 27(26.2)
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FISH用のDNAプローブ:HER-2 のコピー数と

17番染色体の数を評価するため， 17q11.2-q12(LSI
 

HER-2/neu SpectrumOrange,Vysis Inc.,IL,USA)

および17p11.1-q11.1,locus D17Z1(Chromosome
 

Enumeration Probe 17(CEP17)SpectrumGreen,

Vysis）の２色の DNA probeを使用した．

尿中剥離細胞のFISH:12穴スライド上の尿中剥

離細胞を順次2×saline/sodium citrate(SSC）に

37°Cで10分，0.05%ペプシンに37°Cで13分，PBS

に10分，1%ホルムアルデヒドに5分，PBSに10分

インキュベートした．尿中剥離細胞の乗ったスライド

をエタノールで脱水し乾燥させた後，73°Cの2×SSC/

70%ホルムアミドで5分間熱変性させ，再びエタノー

ルで脱水し乾燥させた．細胞上に熱変性させた3μlの

FISH probe mixture(probe mixture 1:hybridiza-

tion buffer 7:water 2)を乗せ，37°Cの湿潤箱で一晩

ハイブリダイズさせた．0.4% SSC/0.3% NP-40

(Vysis Inc.)に73°Cで2分間， 2×SSC/0.1%NP-40

で 1分 間 洗 浄 し た 後，3μlの 4,6-diamino-2-

phenylindole(DAPI）で核染色を行い，検鏡した．

尿細胞診:検体の尿はパパニコロウ法で染色し，秋

田大学附属病院の細胞診断士および病理医が5段階の

秋 田 医 学
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Table 2 泌尿生殖器の非悪性疾患患者の尿中剥離細胞100個における HER-2とCEP 17のシグナル数

Copy No.［mean±3SD(range)］

Probe  0  1  2  3  4 or more
 

HER-2  0.00±0.00(0-0) 0.55±3.87(0-4) 199.36±3.84(196-200) 0.09±0.91(0-1) 0.00±0.00(0-0)

CEP17  0.00±0.00(0-0) 0.64±4.50(0-5) 199.18±4.62(195-200) 0.18±1.22(0-1) 0.00±0.00(0-0)

Fig.1 a:正常FISH．Orange(HER-2)シグナルとGreen(CEP17)シグナルが２個ずつ観察される．
b:additional increase of the HER-2 (AI-HER2)．Orange(HER-2)シグナルが12個とGreen
(CEP17)シグナルが2個観察され，HER-2/CEP17比≧2.0である．
c:additional increase of the HER-2 およびgain of chromosome 17(AI-HER2＋G-17)．Orange
(HER-2)シグナルが20個とGreen(CEP17)シグナルが10個観察され，HER-2/CEP17比≧2.0である
と同時に，CEP17シグナル数≧3である．
d:gain of chromosome 17(G-17)．Orange(HER-2)シグナルが6個とGreen(CEP17)シグナルが10
個観察され，CEP17シグナル数≧3であるが，HER-2/CEP17比＜2.0である．
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評価を行った．Class Vを尿細胞診陽性とした．

パラフィン包埋薄切標本のFISH:腫瘍部のパラ

フィンブロックから5μm厚の連続薄切標本を作成し

た．最初の標本スライドはヘマトキシリン・エオジン

で染色し，次の標本スライドに対し脱パラフィンおよ

び脱水をおこなった．次に10 mM(pH 6.0)のクエン

酸に入れ，10分間マイクロウェーブで加熱した後，

37°C 0.4%のペプシンに13分間インキュベートした．

3μlのFISH probe mixtureと共に80°C 2分，50°C 30

分，37°Cで一晩，湿潤箱内でハイブリダイズさせた．1.5
 

M urea/0.1×SCCを 45°Cで10分間洗浄し，3μlの

DAPIで核染し，検鏡した．

FISHシグナルの解析:FISHのシグナルはTexas
 

Red,FITC,およびDAPIのフィルター付き顕微鏡

Olympus BX10(Olympus Inc.,Tokyo）で観察し，デ

ジタルカメラ（DXM1200,Nikon Inc.,Tokyo）で撮

影した．

尿路に異常を認めない11例の泌尿器科患者におい

て，100個の尿中剥離細胞の HER-2 とCEP 17のシ

グナルを数えて正常コントロールとした．Table 2に

示した正常コントロール値から，4個かそれ以上の尿

中剥離細胞に3個かそれ以上の同色のシグナルを認め

た場合をシグナル数の異常とし，FISH陽性と定義し

た(Table 2)．尿中剥離細胞において，細胞診断学的に

核の腫大や核異型のある核を可能な限り多く，最高

100個まで数えた．

尿中剥離細胞中のFISHシグナルを，次に示す条件

で17番染色体の増加（G-17)，HER-2 付加的増加

（AI-HER2)，およびG-17に伴うAI-HER2(AI-

HER2＋G-17)の3型に分類し定義した．(1)AI-
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Table 3 尿細胞診および尿中剥離細胞FISH所見と病理学的パラメータの相関

病理学的パラメータ n  
AI-HER2
(%)

AI-HER2
＋G-17
(%)

G-17
(%)

FISH positive
(%)

Cytology
(%)

p value
(FISH positive vs.cytology)

全体 103  13(12.6) 10(9.7) 36(35.0)59(57.3) 47(45.6) ＜0.001
悪性度

G1  14  3(21.4) 0(0.0) 1(7.1) 4(28.6) 0(0.0)
0.027(G1-2)

G2  34  5(14.7) 1(2.9) 6(17.6)12(35.3) 11(32.3)

G3  55  5(9.1) 9(16.4) 29(52.7)43(78.2) 36(65.5) 0.015
 

p value(G1-2 vs.G3) 0.373  0.018 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001
深達度

pTa-1  61  9(14.8) 2(3.3) 16(30.3)27(44.3) 17(27.9) 0.003
 

pT2-4  24  3(12.5) 3(12.5) 12(50.0)18(75.0) 17(70.8) 0.235
 

p value
(pTa-1 vs.pT2-4)

＞0.999  0.285  0.044  0.016 ＜0.001

上皮内癌(CIS)

あり 31  4(12.9) 7(22.6) 17(54.8)28(90.3) 24(77.4) 0.550
 

Primary CIS  15  1(6.7) 4(26.7) 7(46.7)12(80.0) 12(80.0) ＞0.999
 

Concomitant CIS  16  3(18.8) 3(18.8) 10(62.5)16(100.0) 12(75.0) 0.515
なし 69  9(13.0) 2(3.0) 18(26.1)29(42.0) 22(31.9) ＜0.001

 
p value(primary CIS vs.CIS(－))

＞0.999  0.008  0.129  0.010 ＜0.001

再発回数

初発 (0) 60  5(8.3) 5(8.3) 26(43.3) 36(60.0) 33(55.0) 0.002
 

1回再発 (1) 16  1(6.3) 1(6.3) 5(31.3) 7(43.8) 5(31.2) 0.106
 

2回以上再発 (≧2) 27  7(25.9) 4(14.8) 5(18.5) 16(59.3) 9(33.3) 0.003
 

p value(0-1 vs.≧2) 0.037  0.285  0.059  0.826  0.178

深達度およびCISの有無に関する統計学的解析は100例で行った。
:Additional increase of HER-2 gene
:Additional increase of HER-2 gene with gain of chromosome 17
:Gain of chromosome 17
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HER2:少なくとも4つの細胞核において HER-2/

CEP17比≧2.0かつCEP17シグナルが2個の場合

(Fig.1b)．(2)AI-HER2＋G-17:少なくとも4つの

細胞核において HER-2/CEP17比≧2.0かつCEP17

シグナルが3個かそれ以上の場合 (Fig.1c)．(3)G-

17:少なくとも４つの細胞核において HER-2/

CEP17比＜2.0かつCEP17シグナルが3個かそれ以

上の場合 (Fig.1d)．AI-HER2は HER-2 の増幅を含

むと想定される．

パラフィン組織標本のFISHの評価では，3個かそ

れ以上の同色のシグナルが病理学的に癌細胞と認めら

れる細胞全体の10%以上の核に認められる場合，

FISH positiveとした．

統計:Fisher’s exact testをAI-HER2,G-17,

AI-HER2＋G-17，およびFISH陽性と，病理学的所

見，再発回数，および尿細胞診所見との相関は，

Fisher’s exact testで検定し，p 値＜0.05で統計学的

に有意とした．

結 果

103例全例について，尿中剥離細胞のFISHと細胞

診を行った．検体毎の平均の測定可能細胞数は50.0個

(8-100)であった．AI-HER2，AI-HER2＋G-17およ

びG-17において，平均の HER2/CEP17比はそれぞ

れ2.47,1.69，および0.99であり，平均の1細胞毎の平

均 HER-2 シグナル数は5.40,6.92および3.70であっ

た．AI-HER2,AI-HER2＋G-17およびG-17の各臨

床病理学的パラメータとの対比をTable 3に示した

(Table 3)．

FISH陽性（AI-HER2,AI-HER2＋G-17，またはG-

17）は103例中59例（57.3%）であった．陽性率はhigh-

grade症例（78.2% for G3 vs.31.2% for G1-2,p＜

0.001)，high-stage症例（75.0%vs.44.3%,p＝0.016)，

およびprimary CISのある例（80.0%for primary CIS
 

vs.42.0%for tumors without CIS,p＜0.010)で有意に

高かった．尿細胞診と比較すると，FISH陽性率は有意

に高く（57.3% vs.45.6%,p＜0.001)，階層化しても

FISH陽性率はhigh-gradeおよびlow-grade両方と

も有意に高く (33.3% vs.22.9%,p＝0.027 for low-

grade tumors,and 78.2% vs.65.5%,p＝0.015 for
 

high-grade tumors)，またlow-stageの症例 (44.3%

vs.27.9%,p＝0.003)および，CISのない症例 (42.0%

vs.31.9%,p＜0.001)でも有意に高かった．

AI-HER2,AI-HER2＋G-17およびG-17は尿検体

103例中それぞれ13例（12.6%)，10例（9.7%)，およ

び36例（35.0%）で検出された．AI-HER2は初発例

に比べ，再発例で多く検出される傾向にあり（18.6%

vs.8.3%,p＝0.145)，初発例＋1回再発例に比べ，2回

かそれ以上の再発例で有意に頻度が高かった(25.9%

vs.7.9%,p＝0.037)．AI-HER2とgradeやstageとの

相関はなかった．AI-HER2＋G-17はlow-gradeに比

べてhigh-gradeで(16.4% vs.2.1%,p＝0.018)また，

CISのない例に比べてprimary CISのある例で

（26.7%vs.3.0%,p＝0.008）有意に頻度が高かったが，

stageや再発回数とは相関がなかった．G-17はlow-

gradeに比べてhigh-gradeで（52.7%vs.14.6%,p＜

0.001)，low-stageに比べてhigh-stageで（50.0%vs.

30.3%,p＝0.044)有意に頻度が高かったが，CISの有

無に関しては相関がなかった．

パラフィン組織標本におけるFISHは45例で評価

可能であった．陽性か陰性のみで分類し尿中剥離細胞

とパラフィン組織標本のFISHを比較したところ，45

例中36例（80.0%）で一致した結果を得た．一致しな

かった9例中，G1-2でpTa-1が5例，G3でpTa-1が

3例，G3でpT4が1例であった．一致しなかった9例

中7例（77.8%）は尿中剥離細胞では陽性で，パラフィ

ン包埋標本では陰性であった．

考 察

尿中剥離細胞とパラフィン組織標本のFISH所見

を対比すると，80%（36/45）の症例で一致していた．

このことは検討対象とした尿中剥離細胞が確かに腫瘍

から由来しており，尿中剥離細胞を利用したFISH法

は確かに尿路上皮癌の性質を反映し，再現性が高いこ

とを示している．一致しなかった9例中8例はlow-

stage(pTa-1）の症例であった．またこれら9例中7例

は尿中剥離細胞では陽性であったものがパラフィン包

埋標本では陰性であったもので，これは尿中剥離細胞

を使ったFISHの感度がより高いことを示すと考え

られる．これらのlow-stageの腫瘍では腫瘍組織量が

少ないことや，腫瘍細胞が剥がれ落ちにくいこと，細

胞集塊ごとの遺伝子異常の多様性 などが影響して

尿中剥離細胞と組織標本のFISHの結果が一致しな

かったものと考えられる．

我々は尿路上皮癌細胞の遺伝子マーカーとして尿路

上皮癌の発癌での関与が報告されている HER-2 を
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選択した ．Sauterら は141例の膀胱癌パラフィ

ン包埋組織標本のFISHで HER-2 “amplification”

(HER-2/CEP17 ratio＞2.0)が7%，“borderline
 

result”(1.5＜HER-2/CEP17 ratio＜2.0)が8.5%に

検出されたと報告している．また，Ohtaら は29例

での膀胱癌の凍結組織をFISHで評価し，HER-2

“amplification” (HER-2/CEP17 ratio＞2.0)が

3.4%，“relative increase”(1.5＜HER-2/CEP17
 

ratio＜2.0）が41.4%を報告している．しかし，尿中剥

離細胞で HER-2 と17番染色体を評価した報告はな

い．本研究では，HER-2 付加的増加（the additional
 

increase of HER-2）が22.3%（23/103）で検出され

た．FISHシグナルの評価基準がそれぞれの報告で異

なるが，本研究で示された尿中剥離細胞での HER-2

増幅の頻度は組織標本を使った他報告よりも若干高い

結果となった ．

AI-HER2,G-17，ならびにAI-HER2＋G-17による

分類は，それぞれ HER-2 遺伝子のコピー数が単独に

増加した状態，17番染色体が数を増している状態，な

らびに17番染色体が数を増すとともにそれ以上に

HER-2 遺伝子のコピー数が増加している状態に対応

している．HER-2 遺伝子が尿路上皮癌の発生と進行

に関与するならばAI-HER2とAI-HER2＋G-17を

もつ症例にその特徴が現れると考えられる．本研究で

は，AI-HER2は初発症例に対し再発症例で頻度が高

い傾向にあり，2回以上再発すると有意にその頻度が

高かった．特に，Grade 1腫瘍の再発は稀とされるが，

AI-HER2の検出されたGrade 1の3例すべて2回以

上の再発例であったことは興味がもたれる．いっぽう，

AI-HER2＋G-17はCISのない症例に比較して，pri-

mary CISのある症例で有意に頻度が高かった．CIS

は浸潤癌に進展しやすく遺伝子異常の蓄積も認められ

ている ．AI-HER2＋G-17はCISに起こりやすい遺

伝子変化であり，これが見いだされた場合はCISの存

在を示唆するといえる．このようにFISHによる尿中

剥離細胞での HER-2 の検出は腫瘍細胞の生物学的

態様の違いを区別するのに有用であり，再発や進展の

予測を容易にする可能性があると考えられる．

近年，3,7,9p,17番染色体数をmulti-color FISH法

で検出するUroVysionが，尿細胞診を凌ぐ感度，特異

度および悪性度，深達度と相関すると報告されてい

る ．本研究は17番染色体数の評価を含み，G-17は悪

性度，深達度との相関が認められたが，全体の陽性率

はUroVysionを凌ぐものではなかった．しかし

UroVysionでは遺伝子の評価ではなく，腫瘍細胞の生

物学的態様を特定の遺伝子異常に対応させることは困

難と考えられる．本研究では HER-2 の数の異常が臨

床的パラメータと相関し，染色体の評価とは異なる意

義を持つことを明らかにすることができた．

結 論

FISH法を用いて検出した尿中剥離細胞でのHER-

2 や17番染色体の数の異常は，尿路上皮癌の潜在的悪

性度と相関し，再発やCISの存在のマーカーとして利

用できる可能性がある．
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