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緒言

1895年にRoentg叩によりX線が発見されて診断に応用されるようになって

以来、様々な管腔造影剤が開発されたが、重金属である二酸化トリウム

(232ThOz
及び、228Th02)が造影剤として用いられたのは、 1915年に涙腺造影

に用いられたのが最初である(1)01928年Hlubbaurnが気管支造影に二酸化ト

リウムをコロイド状にして用いてから(2)、水溶性造影剤として血管造影お

よび肝 ・牌造影に使用されるようになったa さらに1929年ドイツのHyden社

から血栓症や注入時の血管痛といった欠点を除いた二酸化トリウムのコロ

イド水溶液が rThorotrastJという製品名で市販されてからは、その画像が

極めて鮮明であるため、急速に広く世界で用いられるようになった。被投

与者は全世界で約250万人から1000万人(3)、日本でも1928年頃より1954年頃

までに数千人に使用されたと推定されている(4)0Tborotrastは肝臓、牌臓、

血管、リンパ管、気管支、腎孟、精嚢、子宮、卵巣、涙腺、副鼻腔、脳、

脊髄腔、撞孔などの造影剤として用いられたが、日本では第二次世界大戦

中に戦傷者の障害部位同定目的に主として血管造影剤として用いられた

(5)(6)。

Thorotrastは二酸fヒトリウムの25%コロイド溶液で、淡褐色で高い粘性を

示す(7)。その粒子は電子顕微鏡的に直径30-100A(平均55A)の微小で均一

な大きさであるが、体内に注入されると急速に数μmから数百μmの頼粒に

凝集する(8)。血管内に注入された二酸化トリウムは、分子状の場合には急

速に尿から体外に排f世されるが、 Thorotrastのようなコロイド状の場合には

網内系細胞により選択的に貧食され、それらの細胞に数時間以内に多量に

沈着する。血管内に注入されたThorotrastは、肝臓に40-60%、牌臓に20-40

%、骨髄に2-10%、骨実質に3%、肺に1%、腎に0.1%の割合で臓器に分布

すると報告されている(9)(10)(11)(12)が、体外に排池されにくく、 生物学的

半減期は200-400年と長期である(13)(14)。一方、 Thorotrastの主成分である

トリウム (232Th) の物理学的半減期は1.39xl010年と長く、 トリウムとその

娘核種が主として α線を放出し続けるため、これらの臓器は注入後から生

涯にわたり持続的にα線の内部照射を受けることになる。 α線はX線や 7

線より生物学的効果比(RBE:r巴lativ巴biologicaleffectiveness)の高いエネルギ

一線で、その飛程は生体組織中では短く、例えば肝臓では100μm以下であ

るとされている(15)が、飛跡に沿って著しい組織破壊をもたらす。組織に

照射された α線の線量率を評価する際、 Thorotrast頼粒による α線の自己吸
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収率が頼粒の巨大化に伴い10-80%と増加すること、及び臓器に沈着した

Thorotrast頼粒は不均一に分布(例えば肝臓では1-19倍(16))することを考

慮しなければならない(17)(18)(19)。これらを考慮すると、肝臓における平

均線量率は0.3Gy/年であるが、局所線量率は直径5μmの頼粒より20μmの

距離で、100Gy/年、直径200μmの顎粒より20μmの距離で、300Gy/年と算定

されている(17)(20)(21)。α線の被爆が高線量率であると、被曝した組織は

壊死に陥り、大量被曝による急性障害として個体は死亡するが、人体の血

管内に投与されたThorotrast量は10-20ml(22)、放射能は8xl03-8x104 Bq程度

であったため、むしろ晩発障害、特に悪性腫蕩発生が問題となった(23)。

この内部被曝による腫場発生の可能性は、 Thorotrastの皮下注入によるラッ

トの線維肉腫の発生(24)により証明された。以後、マウス、モルモット、

ハムスタ ー、ウサギ等の動物実験において、種々の悪性腫第誘発作用が報

告されている(25)(26)(27)。ヒトの腫療では、 1942年にWohlwillがThorotrast

血管内被注入者に発生した急性白血病を報告(28)したのが最初であり、

Thorotrastによる肝腫療の報告は、 1947年の血管肉腫が第一例目である(29)。

日本で、はThorotrast被注入後10年を経て生じた胆管細胞癌の剖検例が最初で

ある(30)。以来今日まで、多くの悪性腫蕩発生の報告がなされ、日本

(31 )(32)(33)(34)(35)(36)(37)、ドイツ(38)(39)、デンマーク(40)(41)、ポルト

ガル(42)(43)(44)、スウェーデン(45)、アメリカ(46)等の各国にて疫学的調査

が継続的に施行されている。これらの疫学的研究によると、有意な発生率

の上昇が認められた腫蕩は、肝悪性腫傷、白血病、骨肉腫であった。

Thorotrast被注入者の死亡率の増加は肝悪性腫擦で対照群の50-145倍、白血

病で7-17-倍、多発性骨骨創重で3倍、骨肉腫で3倍以上と、肝腫壊で著しい(36)。

さて、日本の肝悪性腫療一般については、月刊自胞癌が最多で95.6%を占め、

次いで胆管細胞癌3.1%で、血管肉腫は0.1%未満ときわめて稀である(47)。

肝細胞癌の頻度は世界各国と比較して高率で、これは肝炎ウイルスによる

慢性肝炎、肝硬変症を経て肝細胞癌を生じる症例が多いためであると考え

られる。一方、Thorotrast被注入者に発生する肝悪性腫療でもこれらの腫擦

が認められるが、日本のThorotrast被注入者の肝線維症においてはB型肝炎

ウイルスの感染は少ないと報告されており(48)、胆管細胞癌が最多で35.3%

を占め、ついで血管肉腫が24.8%、肝細胞癌が17.3%と報告されている(49)。

この傾向はドイツ等の一般に肝腫蕩の少ない地域でも同様で(39)、世界の

報告例の集計でも胆管細胞癌が最多で39.9%、次いで血管肉腫が29.3%、そ
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して肝細胞癌が14.6%と報告されている(4)。このようにThorotrast被注入者

の肝細胞癌の発生頗度は一般の症例に比して低い(34)。

以上の疫学的知見より、Thorotrastには肝腫蕩発生作用があると推測され、

Thorotrastの関与した腫蕩発生過程は非被注入者における腫療発生過程と異

なっていると考えられている。そこで、このような考えが妥当であるかど

うかを明らかにするため、Thorotrast被注入者の症例を収集し、その腫療発

生過程について検討することとした。この症例群はα線被爆によるヒト腫

蕩発生のモデルと考えられる。

今日の宇宙時代を迎え、人類が宇宙旅行をする機会が増加すると、 宇宙

での放射線被曝が問題となると考えられる。宇宙で旅行者の受ける放射線

被曝は、例えば火星までの往復旅行(約3年間)では放射線被曝は年間0.3

シーベルト(職業被曝の年間線量限度の6倍に相当)で、この多くがα線等

の高LET線によるものと推定されている(50)。被曝防護の観点から、高LEτ
線の人体に対する影響の基礎的研究が重要と考えられる。また、 α線被曝 ー

によると考えられる晩発障害としての腫療発生は、その腫壊発生機序の解

明の点からも興味深い。

まず、全国より収集されたThorotrast被注入剖検例の肝プレパラート標本

の組織学的再検討を行った。これまでの疫学調査は各施設における診断に

基づいて行われており、施設による診断のばらつきがあったため、これを

統一すると共に、新たに加わった新規症例の診断を行った。 その上で肝の

Thorotrast関連腫蕩について組織学的分類をおこない、Thorotrastの注入量

及び注入後腫蕩発生までの期間との関連について疫学的検討をおこなった。

次に、腫療組織型と周囲の非腫場部におけるThorotrastの沈着量及び線維化

との関連を検討した。

ホルマリン固定パラフィン包埋ブロックが入手できた症例については、

種々の腫擦で腫揚発生との関連が指摘されている腫療関連遺伝子rasおよび

癌抑制遺伝子p53を免疫組織化学的に検索し、これらの遺伝子の変異がα線

被曝によるヒト腫蕩発生にも関与するのかどうかを検討した

さらに、肝腫傷組織及び非腫療組織のホルマリン固定パラフィン包埋ブ

ロックよりDNAを抽出してThorotrastによる遺伝子異常を検索し、 α線障害

に特有の遺伝子変化が認められるかを検討した。癌抑制遺伝子p53と問 、

及び rnannose6 phosphat巴 /insulinlike growth factor 2 receptor (M6P/IGF2R) 

遺伝子のlossof het巴rozygosi旬 (LO町を調べ、これらの遺伝子の腫蕩発生へ
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の関与について検討した。さらにp53遺伝子については、遺伝子変異が多く

の腫療で報告されているexon5，6，7，8について(51)、遺伝子変異の有無を検

索した。

Tborotrastによる線維化は肝実質の類洞壁に強く認められ、小葉内の肝細

胞は萎縮傾向にあり、肝細胞の再生像に乏しい。 このため、肝硬変症に生

じる肝細胞癌において前癌病変と考えられている巨大再生結節や腺腫様過

形成の像は認められず、Thorotrastによる肝細胞癌の前癌病変は不明であっ

た。今回の検討でThorotrast関連肝細胞癌の 1剖検例に病理組織学的に異型

を伴う胆管増生巣の合併を認めたので、免疫組織化学的及び分子生物学的

検討を行い、この部分が前癌病変である可能性について検討した。
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対象と方法

I .剖検症例の病理組織学的検索

a.検索した症例と組織診断

Thorotrast被注入者の剖検例肝プレパラート標本144例を文部省トロトラス

ト研究班として全国より収集した。この中にはこれまでの統計(36)に用い

られていない新規症例15例が含まれている。症例は全例日本人、性別は男

性131例、女性13例である。男性に多いが、乙れはThorotrastが主として戦

傷者の診断に使用されたことによる。 収集した標本の腫蕩組織型の再検討

を原発性肝癌取り扱い規約(第3版)に基づ、いて行った。

b.腫第組織型とThorotrastの注入量及び注入後腫疹発生まで=の期間との関

係

腫蕩組織型とThorotrastの注入量及び注入後腫湯発生までの期間との関係

について統計学的検定をおとなった。この際、 Tborotrastが注入された年齢

が高いと、腫療が発生するために必要な期間内に死亡してしまう傾向が認

められるため(図 1)、注入年齢が30歳未満の症例を抽出して解析した。

τhorotrastの注入量及び、注入後腫蕩発生まで、の期間は剖検時の臨床フ。ロトコ

ールに基づき、記載のない例については対象から除外したが、生前に診断

のつかなかった例及び記載のない例の腫蕩発生の時期については、死亡年

を代用した。これは、わが国のThorotrast血管内注入例では、肝腫療の予後

が著しく悪く、発見から死亡までの期間が平均3ヶ月と短いことが知られて

いるためである(52)(53)。検定法としては、対応のない多群聞の

Nonparam巴trlc検定である Kruskal-Wallis法を用い、有意差の認められたも

のに対してDunn巴tt法にてNonparametric多重比較検定を行った。統計値は

Stat View Ver .J-4.5 (Abacus Concepts Co.)及びNPMulti (by O.Nagata)を用い

て計算した。

c.非腫傷部におけるThorotrastの沈着と線維化

腫蕩近傍の肝非腫療部における門脈域へのThorotrastの、沈着の程度を以下

の3段階(D1-3)に分類した。 D1 : Thorotrast沈着の認められる門脈域が全

体の10%以下で、各門脈域における沈着量もわずかであるもの。 D2:

Thorotrast沈着量がD1とD3の聞のもの。 D3 : Thorotrast沈着がほぼすべて

の門脈域に認められ、かつ、門脈域全体に沈着があるもの。(表 1)また、

肝小葉内の線維化の程度を次の4段階(Fl-4)に評価した。 F1 門脈域の線

維性拡大はほとんど認められず、肝小葉内の線維化もわず、かなもの。 F2・
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軽度の門脈域の線維性拡大が認められ、周囲の類洞壁に軽度の線維化が認

められるもの。 F3:門脈域の線維性拡大と小葉の広い範囲に高度の線維

化が認められるが、残存する肝細胞の索状構造が認められるもの。 F4・

高度の肝小葉内線維化が広い範囲に認められ、肝細胞は高度に萎縮し、索

状構造が不明瞭化しているもの。偽胆管の増生が著明である。(表2) こ

のgrad巴分類を用いて肝非腫療部のThorotrastの沈着度及び、線維化度と腫蕩

組織型との関係について統計学的検定をおこなった。検定法としては先の

検定と同様に KruskaI-Wal1is法を用い、有意差の認められたものに対し

Dunnett法による多重比較検定を行った。

d.腫療関連遺伝子の免疫組織化学的検討

腫蕩関連関連遺伝子raおsおよび

化学的に検討した。対象は、パラフィン包埋ブロックの入手できた剖検例

の中で、非腫療部において組織学的に再生結節を示さず、Thorotrastに特徴的

な線維化を示すもので、抗tillV抗体及び抗日CV抗体(表 3)の免疫組織化

学染色にてウイルス性肝炎陰性を示す標本とした。腫擦の病理組織型は肝

細胞癌11例、胆管細胞癌5例、血管肉腫3{9iJの計19例であった。

免疫組織化学染色の方法は、まず4μm厚のパラフィン切片を作製し、脱

パラフィンした。抗原の賦活化の必要な抗体については、検体を10mMク

エン酸バッファ一(pH6.0)中にて30分間IDlcrowave処理を行った。 1%過酸

化水素水加メタノール中にて30分内因性peroxidaseをブロックした後、酵素

抗体法 (S1唱法:Streptavidin-biotin-peroxidase complex method)にて染色し

た。染色には出stofineSAB kit (Nichirei)を用い、染色法は使用説明書に準

じて行ったが、希釈した一次抗体とは4
0

Cで一晩反応させる条件でおこなっ

た。使用した一次抗体はrasはmous巴monoclonal抗体 Ab-1(Oncogene 

Scienc巴)で希釈率 1:50、p53はmousemonocJonal抗体 DO-7(Novocastra)で希

釈率 1:200、p53については抗原の賦活化をおこなった(表 3)。陽性コン

トロールにはras、p53ともに大腸癌を用いた。陰性コントロールとしては、

一次抗体作成に用いられた免疫動物種由来であるmouseIgG (DAKO)を一次

抗体の代わりに使用して同じ処理を行った検体を用いた。染色の陽性陰性

の判定については、検体の保存状態不良のためと考えられる抗原性の失活

のために陽性であっても染色の程度が弱い傾向があるので、標本中に一部

かつ弱くとも陽性を示す部分があれば、陽性と判定した。

e.類洞の変化についての免疫組織化学的検討
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Thorotrast被注入者の肝においては、類1同壁の線維化が目立つが、その変

化をさらに検討するため、上記のパラフィン包埋ブロックの入手できた症

例を対象に、以下の免疫組織化学的検討を行った。まず、類洞の血管とし

ての性質を検討するため、血管内皮細胞のマーカーであるFactorVlII 

(Factor VlII r巴latedantigen， von Will巴brand factor)及びCD34を染色した。次

に、 Kupffer細胞の数を調べるため、マーカーであるCD68を染色した。染

色は、上記同様印stofineSAB kit (Nicbirei)を用いた酵素抗体法 (SAB法)

にて染色した。希釈した一次抗体とは4
0

Cで一晩反応させる条件でおこなっ

た。使用した一次抗体はFactorVIIIはmous巴monoclonal抗体 F8/86(DAKO) 

で希釈率 1:50、CD34はmousemonoclonal抗体 MY10(Becton-Dickinson)で希

釈率 1:25、CD68はmous巴monoclonal抗体 Kp-1(DAKO)で希釈率1:100で、あ

る。 FactorVllIとCD68については抗原の賦活化をおとなった(表3)。陽

性コントロールにはFactorVIJI、CD34では標本内に存在する門脈域の血管

内皮細胞を用いた。 CD68では真菌症に認められた肉芽腫を用いた。陰性コ

ントロールとしては一次抗体作成に用いられた免疫動物種由来であるmouse

rgG(DAKO)を一刻冗体の代わりに使用して同じ処理を行った検体を用いた。

1 1. Tborotrast関連肝腫療の分子生物学的検討

a. p53、RB、M6P/IGF2R遺伝子のLOHの検索

免疫組織化学的検索で用いたTborotrast関連肝腫療の19例について、 p53、

RB、M6P/IGF2Rの各遺伝子についてLOHの検索をおこなった。まず、各ブ

ロックより10μm厚のパラフィン切片を20枚ずつ作製し、脱パラフィンし

た。 Hematoxylinlこて核染色を行って、腫蕩及び非腫蕩部を区別し、実体顕

微鏡下でメスで選択的に採取した。削り取った組織片をProteaseKで一晩

処理した後、 DNAを通常のフェノール ・クロロホルム法で抽出し、 エタノ

ール沈殿で精製した。 p53、RB、M6P/IGF2Rの各遺伝子近傍の多型を示す

ffilcrosat巴lliteを選択し、後述の各々のpnffierを用い、抽出したDNAを鋳型と

してpolymeras巴chainreaction σCR)を行った。

gen巴 slte cbromosome 

pnm巴rsequence 

p53 TP53 17p13 

(5'-CCCCAπCCCCπTCCCTA♂) 

(5'-ACTAITCAGCCCGAGGTGC -3') 
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p53 D17S786 17p13 

(5'-TGTITICCAAA TCACATGTA・3')

(5'-GAA廿 CTC廿 TTATGG廿 GT-3') 

RB D13S270 13q14 

(5'-CTGGAAATGCC打 GGAAGGA-3') 

(5'-AGTGCCTGGGTATGAACGTG -3') 

M6P/TGF2R exon48 6q25-27 

(5'-AGTCAGGAATGGCTGCACC -3') 

(5'-CAAATCAATCTTTGGGCAGG -3') 

PCR反応は、 10xPCRreaction buffer 2.5μ1 (100mM Tris-HCl(pHB.3 at 20oC) 

， 15mM magn巴siumchloride， 500mM potassium chloride; Boebringer Maonheim 

Corp.)、 four dNTPs mixture 4nmol (Toyobo)、forwardand rev町民 pflm巴rs各

25pmol、TaqDNA polymerase 0.25μ1 (Boehringer Mannheim Corp.) [α_32pJ 

dCTP 0.1μ1 (6000Ci/mmol， 10mCi/ml; Am巴rsham)、 DNA templete 2.5μlを含

む25μlの系で行つた。 PCR反応はPerkinElm巴rGeoeAmp PCR Systemを用い

て、 94
0

C5分間反応させた後、 denaturing (94
0

C 30秒間)、 ann巴凶ng(後述の

至適温度にて60秒間)、巴xtension(72
0

C 60秒間)の反応を35サイクル行い、最

後にnOc5分間反応させた。各primerのanoe剖lDg温度はTP5358t 、
D17S78657t 、Dl3S27057

0

C、M6P/IGF2Rexon48 630Cである。反応後、

loadiog buffer (90% formamjde， 20mM EDTA， 0.05% bromopheool and 0.05% 

xylen巴cyanol)で'10倍に希釈し、99"Cにて10分間加熱してから、その2μlを

89mM Tris-bora旬、 2mMEDTA、7.0Mの尿素を加えた6% denatur iog 

polyacr y lamid巴gelで40W20
0

Cの条件下に電気泳動した。泳動後、ゲルを乾

燥させ、 X線フィルムに-80
0

Cで一晩感光させた。結果の判定は、非腫傷部

においてall巴leのheterozygosityが認められるものをinformativeと判定した。

そして、 informativecaseのうち、 非腫療部と比較して腫蕩部の 1本のallele

がもう 1本のall巴leよりも明らかに減弱している場合 (50%以下の強度に低

下していることを条件にした)をLOHありと判定した。

b. p53遺伝子の遺伝子変異の検索

上記の19検体について、前項で比較的高頻度にLOHが認められたp53遺伝

子の遺伝子変異を検索した。まず、遺伝子変異のhotspotとされるexon5，6， 

7，8ついて Singlestrand conformation polymorphism叩 alysis(SSCP) analysisを

8 
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行って、遺伝子変異の有無を検索した。最初に、後述のpflmerを用いて

PCR法を行った。 PCR反応溶液の組成は、 microsateIliteanalysisの場合と同

様である。 PCR反応は、 94
0

Cで5分間反応させた後、 d巴naturing (94'C 30秒

間)、 annealing(後述の至適温度にて60秒間)、郎防nsion(720C 60秒間)の反応

を35サイクル行い、最後にnOc5分間反応させた。 annealingの温度は、 exon
5は58

0

C、exon6は67"C、ロon7は67'C、 exon8は62
0

Cとした。 PCR反応液を

loading buffer (90% formamide， 20mM EDTA， 0.05% bromophenol and 0.05% 

xylenecyanol)で、10倍に希釈し、 99'Cにて10分間加熱してから、その2μlを

89mM Tris-borate、2mMEDTAを加えた6%の non-denaturing polyacrylamide 

gelで3-5W4
0

Cの条件下に電気泳動した。泳動後、ゲルを乾燥させ、 X線フィ

ルムに-80
0

Cで一晩感光させた。結果の判定は、非腫接部と比較して腫痕官日

のbandの位置が変化している場合、そのbandを変位bandと判定した。

Primer sequences 

exon 5 (5'-TGCTTTATCTGTICACTIGT -3') 

(5'-AGAGCAATCAGTGAGGAATC -3') 

巴xon6 (5'-GAGACGACAGGGCTGGTTG -3') 

(5'-ACCCGGAGGGCCACTGAC -3') 

exon 7 (5'-CTTGCCACAGGTCTCCCCAA -3') 

(5'-GGTCAGCGGCAAGCAGAGAC -3') 

exon 8 (5'-τTAAATGGGACAGGTAGGAC -3') 

(5'-GATAAAAGTGAATCTGAGGCAT -3') 

変位bandが認められたexonについては、sequencingを施行した。 SSCP

analysisの変位band!:対応する部分のg巴Iをメスで切り出し、 DNAを純水100

μlに溶出させ、上記と同ーの条件(但し、反応液は全量で100μ1)でPCR

を施行した。 PCR産物を回ghPure PCR Product Purification Kit (Bo巴hringer

Mannheim Corp.， Indianapolis， IN， USA)を用いて精製し、SequiTh巴rmCycl巴

Seguencing Kit (Epicentre T巴C凶ologi巴sCorp.， Madison， Wisconsin， USA)を用い

てs巴quencingを施行した。 5巴quencing反応は使用説明書に準じて行った。反

応後、 microsat巴lliteanalysisの場合と同様に処理し、 6% denatur ing 

polyacrylamide gelで40W500Cの条件下に電気泳動した。泳動後、ゲルを乾

燥させ、 X線フィルムに-80
0

Cで一晩感光させ、遺伝子変異を検索した。

9 
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1 1 r. Thorotrast関連肝細胞癌の前癌病変についての検討
群馬大学にておこなわれたThorotrast関連肝細胞癌の剖検例に病理組織学

的に異型を伴う胆管増生巣の合併を認めたので、ホルマリン固定標本及び

凍結材料を入手して以下の検討を行い、との部分が前癌病変である可能性

について検討した。

a症例

症例は75歳の男性で、第二次世界大戦に従軍中、1942年に頭部外傷を受

け、精査目的の血管造影の際、Thorotrastの注入を受けた。 1953年に肝機能

異常が出現した。 1996年1月右側腹部痛が生じ、精査したところび漫性に広

がる肝細胞癌を指摘された。手術の適応は無く、化学療法および放射線療

法を勧められたが、本人が拒否し、対症療法のみにて経過観察された。肝

機能低下が進行し、 5月4日永眠された。解剖は死後4時間で行われた。

b.免疫組織化学的検索

剖検時に採取された肝腫蕩および非腫療部の組織は、 10% buffered 

formalin (pH7.4)中で3日固定してから、paraffinに包埋された。これらにつ

いてFa染色、 AZAN染色、鍍銀法、VictoriaBlue染色等にて組織像を観察し

た後、抗HBV抗体及び抗HCV抗体による免疫組織化学染色にてウイルス性

肝炎の有無を検討した。さらに、腫療関連遺伝子ras、腫場抑制遺伝子p53、

肝細胞の増殖を促進し、肝腺腫発生に関与しているとされるestrogen

receptor (ER)、progest巴ronereceptor (PgR)、GO期以外の核に発現される細

胞増殖マーカーのKi-67、2価金属のキレー ト剤であるmetallothion巴10を免疫

組織化学的に検索した。 使用した一次抗体は、 rasはmousemoooclonal抗体

Ab-1 (Oncogen巴Sci巴nce)で希釈率 1:50、p53はmousemonoclonal抗体 DO-7

(Novocastra)で希釈率 1:200、ERはmousemonoclonal抗体 (Nichirei)で希釈

すみ、PgRはmous巴monoclonal抗体 (Nichirei)で希釈すみ、Ki-67はmouse

monoclonal抗体MlB-1(1mmunotech)で希釈率 1:50、metaJlothio日巴inはmouse

monoclonal抗体 E9(DAKO)で希釈率 1:50である。 p53、ER、PgR、Ki・67に

ついては抗原の賦活化をおこなった(表 3)。陽性コントロールにはras、

p53、Ki勾67は大腸癌、ER、PgRは正常子宮内膜、 metallothioneinは化学療法

後の卵巣癌の組織を用いた。陰性コントロールとしては一次抗体作成に用

いられた免疫動物種由来であるmous巴IgG(DAKO)を一次抗体の代わりに使

用して同じ処理を行った検体を用いた。染色にはHistofineSAB kit 
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(Nichirei)を用い、染色方法は前述と同様におこなった。

c.分子生物学的検索

組織学的検索に使用した組織の割面と対応する肝腫療、非腫蕩部の肝組

織及び増生した異型胆管組織と、併せてThor抑制の沈着量の多いとされる

牌、骨髄と、少ないとされる腎、蹄臓を採取した。組織片はocrcompound 
に包埋し、液体窒素で凍結、 -80

0

Cで保存した。各組織よりクリオスタット

によるHE染色用切片を1枚と10μm厚の未染切片を10枚ずつ作成し、 HE染

色での組織像を参考にして未染切片各々から腫蕩および非腫療成分を選択

的に採取した。 ProteaseKで一晩処理した後、通常のフェノール ・クロロホ

ルムで抽出し、エタノール沈殿でDNAを精製した。方法は上記 11. にて

おこなったのと同様で、 Primerも同じものをもちいた。 LOHの認められた

p53遺伝子については、さらに上記と同様にSSCPanalysis及び、sequencillgを

行い、遺伝子変異を検索した。

- 11 -
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結果

r .病理組織学的所見
a症例と組織像

症例は144例で全例日本人、性別は男性131例、女性13例で、男性に多い

が、これはThorotrastが主として戦傷者に使用されたことによる。発生する

悪性腫療は(表4)、肝細胞癌21例(中分化型20例、低分化型1例)、胆管

細胞癌37例(高分化型10例、 中分化型20例、低分化型7例)、血管肉腫30例

(sinusoid typ巴15例、 caver口oustype 11例、soJjdtype 4例)、多重癌3例 (肝

細胞癌+胆管細胞癌1例、肝細胞癌+血管肉腫2例)、転移性腫蕩5例であっ

た。腫擦の認められない例は48例あった。 Thorotrastの注入時年齢は平均

25.6::1:5.9歳、Thorotrast注入から腫湯発生までの期間は平均 35.1土7.2年、

Thorotrast注入量は平均 16.2::1:12.6 mlであった。

Thorotrast関連肝腫療は、肝細胞癌では厚い索状矯造を示す中分化型が主

であるが、一部索状構造の不明瞭化した低分化型もみとめられた(図2)。

その組織像は肝硬変症に続発する肝細胞癌と差違を認めなかった。胆管細

胞癌の組織像は管腔構造を示す高分化型から線維化の強い低分化型まで認

められたが(図 3)、これも非Thorotrast被注入者におけるものと相違は認

められなかった。肝血管肉腫については、 取り扱い規約上の分類が未だ定

まっていないが、神代らの分類(54)に従うと、紡錘形の腫療細胞が拡張し

た類洞に沿うsinusoidaltype、腫虜細胞が線維性結合織に沿い海綿状に増殖

するcavernous typ巴、腫揚細胞が血管腔を形成せず充実性に増生するsoJid

typeが認められた。ただし、これらの組織型は併存することが多く、また、

血管肉腫の周囲にはしばしば拡張した類洞を示す非腫蕩性の肝組織が認め

られた(図4)。

注入されたThorotrastは主として肝被膜下や門脈域に沈着していた(図5)。

肝小葉内ではThorotrastはKupffer細胞に貧食されているのが認められた

(図6)。非腫療部には門脈域だけでなく類洞壁に強い線維化が認められ、

肝硬変症の線維化のパタ ンと異なっていた(図7)。炎症細胞浸潤は門

脈域には認められるが、小葉内には軽度であり、 singlecel1 necrosisもほと

んど認められなかった。繊維化の高度な部分では、異型に乏しい偽腺管増

生がしばしば認められた。(図8)。肝細胞は再生像に乏しく、再生結節

は少なく、肝細胞癌の前癌病変の可能性が指摘されている腺腫様過形成の

像は認められなかった。
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b.腫場組織型とThorotrastの注入量及び.注入後腫蕩発生までの期間との関

係

注入されたThorotrast量については、肝細胞癌14.5土6.5ml、胆管細胞癌

12.6:t 3.2ml、血管肉腫13.7土4.5ml、腫擦なし20.3士18.6mlと各組織型聞に

有意差は認められなかった(表5)。一方、注入後期聞については肝細胞

癌39.5:t7.6年、胆管細胞癌35.0:t6.5年、血管肉腫37.7土5.6年、腫蕩なし

31.9:t7.0年と、 5%の有意水準で肝細胞癌は他の3群よりも注入から腫療発

生(または死亡)までの期間が長いことが示された(表6)。

c.非腫J募部における線維化度とThorotrastの沈着度

総維化はThorotrastの沈着した門脈域だけでなく類洞壁にまで及んでおり、

肝硬変症の線維化のパターンと異なっていた。判定可能な症例について肝

Thorotrast沈着度を3段階に分類したところ(図 9) 、D118例、 D291例、

D311例となり(表7)、各組織型聞に有意差は認められなかった。一方、

肝線維化度を4段階に分類したところ(図 10)、F114例、 F261例、 F328

例、 F417例となり、 5%の有意水準で

高度な例に多いことが示された(表8幻)。

d.腫蕩関連遺伝子の免疫組織化学的検索

腫君事関連遺伝子ras、腫傷抑制遺伝子p53の免疫組織化学染色による陽性率

は全体で2/19(10.5 %)および4/19(21.1%)であった(図 11) (表9、

1 0) rasは肝細胞癌2/11 (18.2%)、胆管細胞癌0/5(0.0%)、血管肉

腫0/3(0.0%)で陽性であった。また、 p53は肝細胞癌3/14(21.4%)、

胆管細胞癌2/4(50.0%)、血管肉腫0/4(0.0%)で陽性所見を示したが、

いずれの陽性例も陽性細胞は少数であった。対照の非Thorotrast被注入肝細

胞癌ではp53の陽性率は5/10(50.0%)であり、 Thorotrast症例の肝細胞癌

は非Thorotrast症例の肝細胞癌に比べp53の陽性率は低かった。

e.類洞内皮の免疫組織化学的検索

血管内皮細胞のマーカーであるFactorVIII r巴latedantig巴n、∞34は正常肝

においては肝静脈の血管内皮には陽性を示すものの、類洞内皮細胞は陰性

であった。。しかし、 Thorotrastの沈着した肝においては拡張した類洞の内

皮細胞はFactorVlII related叩 tigen、CD34共に陽性を示し、類洞の血管とし

ての性質が変化していることを示唆している。また、血管肉腫の腫揚細胞

およびその周囲の異型の認められない類洞内皮細胞にも陽性像が認められ

た(図 12)。
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一方、類洞壁に存在するKupffer細胞を認識するKp-lを免疫組織化学的に

検討したところ、線維化の強い部分では陽性細胞数が減少する傾向が認め

られた(図 13)。

1 1. Thorotrast関連肝腫療の分子生物学的検討

a. p53、RB、M6P/IGF2R遺伝子のLOHの検索

p53遺伝子の存在する chromosome17p13、RB遺伝子の存在する

chromosome 13q14及びigf2r遺伝子の存在する chroIDosome6q25-27の

IDlcrosat巴lJit巳analysisを行った(図 14)。結果は表 11の通りである。

LOHの頗度は肝腫療全体についてみると、 17p13は4/15(26.7%) ， 13q14 

は1/11(9.1%) ， 6q25-27は0/10(0.0%)であった。腫湯組織型別にみ

ると、肝細胞癌では17p13は 3/9(33.3%) ， 13q14は 0/5 (0.0%) ， 

6q25-27は0/5(0.0%)、De.管細胞癌で、は17p13は 0/4(0.0%) ， 13q14は
1/3 (33.3%) ， 6q25-27は 0/3(0.0%) 、血管肉腫では17p13は 1/2

(50.0%) ， 13q14は0/3(0.0%) ， 6q25-27は0/2(0.0%) という結果であっ

た。非腫場部においてはLβHは認められなかった。

b. p53遺伝子の遺伝子変異の検索

遺伝子変異のhotspotとされるはon5， 6， 7， 8ついて、 SSCPanalysis及び‘変位

bandからのおqu巴ncingを行い、遺伝子変異を検索したところ、 8例 (42.1%)

においてexon5， 6， 7， 8内に遺伝子変異を認めた(表 11 )。腫蕩組織型別

にみると、肝細胞癌では7/11(63.6%)、胆管細胞癌では1/5(20.0%) 

血管肉腫では0/3(0.0%) という結果で、肝細胞癌に高頗度に認められた。

遺伝子変異はLOHの認められない症例でも4OiJに認められた。intron部も含
めた変位のスペクトラムは、transitionが7箇所 (1症例は2箇所に存在)、

tr ansver sionが2箇所、 deletio日が2箇所で、 transltlOnが多い傾向にあったが、

特定のcodonや塩基配列による特徴は認められなかった。

1 1 1. Thorotrast関連肝細胞癌の前癌病変についての検討

a.剖検所見

身長 147cID、体重51.5kg。肝臓は1700gと強い胆汁轡滞を示して腫大して

おり、線維化のため表面凹凸不整であった。右葉に径12.5cm大の黄白色の

多結節癒合型腫療を認められた。また、肝全体に径3CIDまでの結節性の白

色腫療を多数認め、門脈塞栓も認めた。組織学的には異型のある核を持つ
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腫傷細胞が、比較的厚い索状構造をとりつつ増生する中分化型肝細胞癌で

あった。非腫傷部の肝には門脈域の為時佐性肥厚と炎症細胞浸潤を認めたが、

偽小葉は完成しておらず、肝線維症と診断された。類洞壁に線維化が認め

られ、線維化の高度な部分には偽胆管の増生が認められた。一部に周囲に

対して圧排性に増生する胆管の集ぞく巣が認められた。但し、その細胞に

は組織学的に腫療と判定されるほどの異型は認められなかった(図 15)。

非腫蕩部に再生結節や腺腫様過形成の像は認められなかった。また、

victoria blue染色陽'生を示す肝細胞は認めらなかった。

b免疫組織化学的検索

非腫傷部における抗HBV抗体及び抗日cv抗体による免疫組織化学染色で
は、肝炎ウイルスは陰性であった。

腫療部ではp53、Ki-67共に陽性像を示したが、 p53は弱陽性であった。非

腫療部では偽胆管や拡張した類洞の内皮細胞を含めて、 p53及びKi-67に陽

性を示す細胞を認めなかった。胆管増生巣においても陰性であった。また、

Ras、ER、PGRはいずれの部位でも陰性であった。 m巴taLlothioneinの免疫組

織化学では腫蕩及び非腫傷部の肝細胞は強陽性所見を示した(図 16)。

c.分子生物学的検索

17p13 (p53)のmicrosatelliteanalysisの結果、肝腫療部及び胆管増生部に

LOHを認めた。非腫場部の肝、牌、骨髄等の結果ではLOHは認められなかっ

た。また、 6g25-27(M6P/IGF2R)にはいずれの検体にもLOHは認められな

かった。一方、13q14(RB)に関してはallele~~homozygous で、あり、 LOHは判

定できなかった。

LOHの認められたp53については、さらに遺伝子変異のhotspotとされる

exon 5， 6， 7， 8ついてSSCP印 alysisを行い、変異の有無を検索したところ、腫

損害部においてはexon5に変位bandを認めたが、胆管増生部では変異は認め

られなかった。腫蕩部に認められた変位bandをsequencmgしたところ、

codon 166に点突然変異 (TCA→TAA)が認められた。 TAAはStopcodonで、あ

るので、 p53蛋白は正常よりも短い異常産物となっていることが示された

(図 17)。
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考察

これまで人体への放射線被曝の生物学的影響については、主として広島

の原爆被曝者の追跡調査をもとに検討されてきた(55)(56)。しかし、これは

X線を高線量率で一回照射された場合の影響で、低線量率での連続照射の

影響は高線量率一回照射と異なることが指摘されている(57)。また、X線

は低LET (Linear en巴rgy tr ansfer :線エネルギー付与)の線質であるが、 α 

線などの高LET線の生物への影響は、単位吸収線量あたり の影響が低LET

放射線よりも一般に大きく (58)、低LET放射線と異なり低線量の連続照射

の影響は高線量率の一回照射に比べて変わらないか大きいとされている

(59)。しかし、高LET放射線の生物学的影響は主として動物実験から評価

されており、人体に対する影響についての報告は少ない。大規模な報告例

としては、ウラン鉱山労働者の肺癌発生率の上昇があり 、その原因は吸入

したラドンの娘核種からの α線を主体とする放射線による障害とされてい

るが、この場合同時に吸収されると考えられるシリカ等の粉塵や喫煙など

の発癌への影響のためにα線の発癌作用については正確な評価が困難であ

る(60)(61)。この点でThorotrast被注入者における肝腫療発生は、 α線の内

部被曝による ヒトの晩発障害を評価する上で、より正確なモデルと考えら

れる。

今回の再診断と各施設における組織診断と今回の再診断との相違は17例

(11.9% )に認められた。この中で多いものは、自己融解などにより索状

構造が不明瞭となった肝細胞癌を血管肉腫としているもので、あった。

全国より収集されたThorotrast被注入肝剖検例の検討から、 Thorotrast被注

入者の肝細胞癌は、血管肉腫、胆管細胞癌に比べ、注入後期間が長い例に

多く、また、線維化の高度な例に多かった。一方、 Thorotrastの注入量及び、

肝非腫療部におけるThorotrastの沈着量と発生する腫療組織型との聞に有意

な相聞は認められなかった。これらのことより、 Thorotrast被注入者におけ

る肝細胞癌の発生には、肝組織に沈着したThorotrastから発生する α線によ

る肝細胞への直接障害の他に、肝線維化が関与していることが示唆された。

とれには、類洞の線維化と内皮の変化による網内系機能の低下が腫療発生

に影響している可能性が考えられる。 Thorotrast肝の場合は網内系機能の低

下が肝機能低下よりも著しいと報告され(62)、Thorotrast被注入者の胆管細

胞癌症例で、画像上の腫蕩発見や肝機能低下に先行して、肝血流量が保た

れている場合には網内系細胞の取り込み能を反映するとされる
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ICG(indocyanine green) testの値が徐々に悪化していたとの報告もある(63)。

Tborotrastは主として非腫蕩部の肝被膜下、門脈域に沈着し、線維化を生じ

させるが、線維化はThorotrastの沈着した門脈域だけでなく肝実質の類洞壁

にも強く認められる。本研究で類洞壁に存在するKupff巴r細胞を免疫組織化

学的に検討したところ、線維化の強い部分ではKup丘町細胞の数が減少する

傾向が認められた。 Kupffer細胞は異物・老廃物を貧食 ・消化したり、抗原

物質を取り込んで抗原提示細胞として働くほか、リンホカインによって活

性化され、細胞性免疫の効果細胞として働くとされる(64)(65)。一般の肝細

胞癌の発癌過程においても、 Kupffer細胞が肝腫蕩発生を抑制していると考

えられており(66)(65)、腫蕩の進行に伴なってKupffer細胞の数が減少する

との報告もある(67)(68)0Thorotrast沈着肝においても、 Kupffer細胞の減少

は、発癌性を持つ異物 ・老廃物やα線により損傷を受けた細胞の除去の低

下につながると予想され、腫療発生の一因であると考えられる。

Thorotrastによる線維化は、肝硬変症の場合のような門脈域および肝静脈

域間の架橋形成が主ではなく、肝実質の類洞壁に強く認められる。このた

め、小葉内の肝細胞は萎縮傾向にあり、肝細胞の再生像に乏しく、再生結

節の形成があまり認められない。このため、肝硬変症に生じる肝細胞癌に

おいて前癌病変と考えられている巨大再生結節や腺腫様過形成の像は認め

らない。 Thorotrastによる肝細胞癌発生は、線維化を背景としている点では

同様であるが、肝硬変症に生じる肝細胞癌とは発生機序が異なることが予

想される。肝細胞癌および胆管細胞癌の前癌病変の候補のーっとしては、

散見される偽胆管の増生巣があるが、この部分にはが3、Ras、 Ki-67、ER、

PGRは、 いずれも免疫組織化学的に陰性で、腫蕩化を示唆する所見は得ら

れなかった。一方、群馬大学の剖検例に認められた胆管増生巣については、

組織学的に腫虜と判断されるほどの異型を認めず、免疫組織化学的検索で

も異常を認めなかったが、 p53遺伝子のLO助 t認められ、この部分が単クロー

ン性に増生していることが示された。さらに、近接する肝細胞癌に認め ら

れるp53遺伝子の遺伝子変異は検出されず、肝細胞癌の前癌病変である可能

性が示唆された。

血管肉腫については、sinusoidaltype、cavernoustype、solidtypeが混在し

て認められた。また、腫痕周囲の非腫場部に、異型の認められない内皮細

胞に裏打ちされた拡張した類洞をしばしば伴っていた。 FactorVlIIおよび

CD34の免疫組織化学的検討において、血管内皮細胞が正常類洞では陰性を

17 



示すのに対し、このような拡張した類洞では血管肉腫細胞と同様に陽性を

示すことから、血管内皮としての性質が既に変化していることを示すと考

えられた。このことから、非腫療部の拡張した類洞に認められる内皮細胞

は、既に前腫療病変である可能性があると考えられたが、腫療関連遺伝子

ras、腫療抑制遺伝子p53の免疫組織化学的検討では、血管肉腫自体が陰性

で、拡張類洞での血管内皮細胞が前腫療病変であることを支持する所見は

得られなかった。

Thorotrastに曝露された肝のm巴tallothioneinの発現を免疫組織化学的に検

討したところ、非腫蕩部の肝細胞及び肝細胞癌共に強陽性を示す細胞を認

めた。 metallothioneioは2価の金属イオンとキレート結合作用をもち、生理

学的には鋼、亜鉛などの代謝に関わっている(69)。カドミウムなどの2価の

金属イオンに曝露された際には、発現が高まると報告されている(70)。ま

た、 metallothioneinの高発現はシスプラチン等の化学療法剤の投与によって

も認められ(71)、metalIothioneinが高発現した腫癖は薬剤抵抗性を持つよう

になるとされる(72)0Thorotrastに被曝された肝でのmetallothiooeinの発現

が上昇しているのは、 Thoriumの影響で、あろうと推察されるが、通常低発

現とされている肝細胞癌部でもmetallothioneinの発現が認められることから、

Thorotrast関連腫擦は化学療法剤への薬剤抵抗性を持つ可能性が高いことが

示唆された。

近年、各種の癌遺伝子、癌抑制遺伝子が発見され、様々な腫療において、

それらの遺伝子の突然変異や欠失、過剰発現などの異常が腫療発生と密接

に関わっていることが明らかとなってきている。そこで、ヒトの種々な腫

擦で遺伝子の変異が報告されている、17番染色体の短碗に存在する腫第抑

制遺伝子p53、13番染色体の長碗に存在する腫蕩抑制遺伝子RB、6番染色体

の長碗に研宣する腫虜抑制遺伝子M6P/IGF2RについてLOHの検索を行った。

p53蛋白は最初SV40により形質転換した腫擦細胞内に存在する蛋白質とし

て発見された(73)0 p53遺伝子は腫療抑制遺伝子で、腫傷細胞では高頻度に

欠失 ・変異しており、そのために変異型査白が高発現するとされている

(74)(75)。野生型p53蛋白は、cyclin dependent kinase (CDK)の阻害蛋白質で

あるp21を誘導し、 RB蛋白のリン酸化を抑制することで、細胞周期を01で

停止させ、細胞増殖を抑制する働きを持つ(76)が、変異型蛋自にはこの能

力が失われていることが示されている(77)。以来、脳腫療、喉頭癌、咽頭

癌、肺癌、乳癌、食道癌、胃癌、大腸癌、膳癌、胆道癌、甲状腺癌、副腎
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皮質癌、腎癌、勝脱癌、前立腺癌、卵巣癌、子宮休癌、子宮頚癌、白血病、

悪性リンパ腫、骨軟部腫蕩、皮膚癌などの多くの悪性腫携でp53遺伝子の欠

失 ・変異が認められている(51)。胆管細胞癌、肝細胞癌についても、 p53遺

伝子および:p53遺伝子により問媛的に転写制御されているRB遺伝子が、比

較的高頻度で欠失 ・変異しているとの報告がされている(78)(79)(80)(81)(82)。

一方、 M6P/IGF2R蛋白は、細胞増殖抑制能を持つ transforminggrowth 

factor beta (TGF s )を活性化させる働きを持っており、やはり腫蕩培殖抑制

能を示す(83)(84)。その失活 ・変異により細胞増殖は加速されると考えられ、

これまでに乳癌、卵巣癌、腎癌、悪性リンパ腫、悪性黒色腫などの腫蕩で

欠失 ・変異が認められている(85)(86)(87)(88)(89)(90)。肝細胞癌についても

早期より高頻度に欠失 ・変異していると報告されている(91)(92)。

今回、免疫組織化学的にp53蛋白の発現を観察すると共に、 p53、RB、

M6P/IGF2R各遺伝子についてThorotrast関連肝腫療のmicrosateUiteanalysis に

よるLOHを検索した。その結果は、免疫組織化学的にはp53は肝細胞癌3/

14例、胆管細胞癌2/4例で陽性所見を示したが、陽性例も陽性細胞は少数

で、染色強度は弱陽性であった。対照の非Thorotrast被注入肝細胞癌で、は

p53の陽性率は5/10であり、 Thorotrast症例の肝細胞癌は非Thorotrast症例

の肝細胞癌に比べてp53の陽性率は低かった。但し、検討したThorotrast関

連肝腫療の多くは、ホルマリンの固定時間が長い傾向があり、抗原性が失

活して免疫組織化学反応が械弱している可能性は否定できないため、さら

にLOHの検索を行ったと ころ、腫療全体で17p13は 4/15(26.7%) 、

13q14は 1/11(9.1%)、6q25匂27は0/10(0.0%) のLOHが認められた。

これらの結果からは α線による肝腫蕩の多段階腫傷発生過程へのRBおよび‘

M6PバGF2R遺伝子の欠失 ・変異の関与は大きくないと考えられた。

p53遺伝子については、 S巴quencingをおこなったところ、細胞癌において7

/11 (63.6%) と比較的高率に遺伝子変異を認めた。ヒトp53遺伝子は393

個のアミノ酸をコードしているが、 ∞don102から292までのコアドメイン

は転写因子として標的遺伝子のpromotorの特異的DNA配列に結合するため

に必要な部分である(93)。腫療におけるp53遺伝子変異の80%は1塩基置換

型の点突然変異であるが、なかに変異頻度の極めて高いhotspotと呼ばれる

部位がある(51)。具体的には、 codon175 (Arg)、codon245 (Gly)、codon248 

(Arg)、codon249 (Arg)、codon273 (Arg)、codon282 (Ar g)等で、 いずれも

コアドメイン内に存在している。とれらの部位に変異が生じると、 p53蛋白



の高次構造が変化してDNAと結合できなくなり、転写活性化能を失ってし

まう(94)。いずれのhotspotにもCpG配列が含まれており、このことが大腸

癌や脳腫擦など多くの腫擦でC:G→T:Atransitionが高頻度で認められる原因

であると考えられている(95)(96)(97)。

一方、腫爆発生の誘因別にみるとp53遺伝子の変異には差違がある。例を

挙げると、喫煙者における肺癌では、 p53遺伝子のcodon248、codon273と

共に、 他の腫療ではあまり認められなし ~codon 157の変異頻度が高い。これ

はベンゾ [α] ピレンの代謝産物がGのN2位に結合し、 G→Ttransversionを

生じることがタバコ発癌の原因であるためと考えられている(98)。また、

紫外線によるp53遺伝子変異では、 CC→TTという重複塩基のtransitionが特

徴とされている(99)。一方、電離放射線では、放射線によるDNA鎖の切断

は錯結合の原因となるDNA鎖の部分的変性を起こしやすいため、すべり、

錯結合による lから数十塩基の欠損が生じるとされている(100)(101)(102)。

これは一般のp53遺伝子の欠損変異では、単純リピート配列部分の少数塩基

欠損が8割を占めるのと異なっている(100)0Thorotrastによる腫虜発生の動

物実験でも、認められたp53遺伝子変異の80%は比較的長い塩基欠損であっ

たと報告されている(103)。しかし、主として α線障害によると考えられて

いるラドン被曝に関連したヒトの肺癌では、p53遺伝子の変異はあるものの、

特定の変異は認められていない(104)。このため、ラドン関連肺癌がα線障

害により発生するのか、鉱山労働環境でH暴露を受けやすい喫煙 ・粉塵によ

り発生するのか議論となっている。

肝細胞癌については、中国や東南アジア等、肝細胞癌の発生にカビの毒

素の一種であるアフラトキシンB1の関与が強いと考えられている地域では、

codon 249のAGG→AGTというG→T町ansvers!Onが中国や東南アジアで発生

する肝細胞癌に高率に観察されている(105)(106)。一方、日本や欧米諸国等

アフラトキシンB1による環境の汚染の少ない地域では肝細胞癌のp53codon 

249の変異は低率で、一般の肝細胞癌ではこの変異が生じないと推察されて

いる(107)。一般の肝細胞癌においては、p53の遺伝子変異は肝炎ウイルス

の関与が高頻度で認められる日本で約30%、肝炎ウイルスの関与があまり

ない欧米諸国で10-40%と報告されているが、特徴的な変異は報告されてい

ない。また、 p53遺伝子変異のタイプについては、deletionは少なく20%以

下で多くが点突然変異であるが、 transitionの頻度は報告により10-65%とぱ

らつきがある(108)(109)(11 0)(81 )(78)(79)(111)。
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以上のように、腫療の原因となる物質への被曝と遺伝子変異との聞に対

応がある例も存在することから、 Tborotrastに代表される α線障害よる肝腫

療に、特異的なp53遺伝子の変異が認められるかどうかは興味のある問題で

あった。今回の結果では、 α線をはじめとする高LET線に特徴的とされる

deletionは遺伝子変異の2/11(18.2%) と低頻度で、 7/11(63.6%)が1塩

基のtransitionであった。しかし、これらの変異の認められる部位は一定で

なく、 CpG部位でも低頻度で、 特徴的と考えられるような変異は認められ

なかった。 Thorotrastによる肝腫療のp53遺伝子の遺伝子変異の報告は多く

なく 、文献上は肝細胞癌の一例 (codon176のT→Gtransversion) (112)及び多

発変異を認めた胆管細胞癌の一例 (codon138のC→Ttransition及び、codon248 

のG→Atr ansition)(113)が報告されているのみであるが、 これら報告例でも

特徴的な変異は認められない。 このように、 p53遺伝子の変異にd巴l巴tionの

頻度が少なく非特異的な点突然変異が多いことは、 Thorotrast関連肝腫擦の

腫療発生機序におけるp53遺伝子変異は、α線によりDNAが直接障害され

変異を生じているというよりはむしろ、α線の障害により冗進した細胞の

壊死と再生の過程で、DNA複製に非特異的な異常を生じ、 p53遺伝子変異

が発生している可能性を示唆していると考えられた。



結語

1. Thorotrastから発せられる α線によって発生する肝腫療の特徴を明ら

かにするため、 Thorotrast被注入の既往のある患者の剖検症例について、病

理組織学的、免疫組織化学的、分子生物学的に検討を行った。

2. Thorotrast関連肝腫蕩には組織学的に特徴的な所見は認められなかっ

た。但し、肝細胞癌の発生は注入後経過が長く、非腫場部の肝の線維化の

高度な症例に多く認められた。総維化の強い部分ではKupffer細胞の数が減

少する傾向が認められ、このことが肝細胞癌の発生に関与していることが

示唆された。

3 免疫組織化学的および分子生物学的検討からは、腫療関連遺伝子の

ras、腫蕩抑制遺伝子のRB、M6PflGF2Rの遺伝子変化の関与は大きくないこ

とが示された。一方、p53遺伝子については、比較的高頻度に遺伝子変異が

認められ、その多くはd巴Ietionで、はなく1塩基のtransitionであった。このこ

とから、 Thorotrast関連肝腫蕩に認められるp53遺伝子変異は、 α線のDNA

への直接障害によるものではなく 、先進した細胞の再生過程で生じた非特

異的なものである可能性が示唆された。

4. Thorotrastによる線維化は肝実質の類洞壁に強く認められ、小葉内の

肝細胞は萎縮傾向にあり、肝細胞の再生像に之しい。このため、肝硬変症

に生じる肝細胞癌において前癌病変と考えられている腺腫様過形成は認め

られず、Thorotrastによる肝細胞癌の前癌病変は不明であった。今回の検討

でThorotrast関連肝細胞癌の l剖検例に病理組織学的に異型を伴う胆管増生

巣の合併を認めた。 この胆管増生巣にp53遺伝子のLOH:が認められることか

ら、この部分が単クローン性に増生している ことが示され、前癌病変であ

る可能性が示唆された。
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(表 1) 

肝非腫蕩部のThorotrast沈着度の分類

D 1・Thorotrast沈着の認められる門脈域が全体の10%以下で、

各門脈域における沈着量もわずかであるもの。

D 2 : Thorotrast沈着量がD1とD3の聞のもの。

D 3 : Thorotrast沈着がほぼすべての門脈域に認められ、かつ、

門脈域全体に沈着があるもの。



(表 2)

肝非腫傷部の線維化度の分類

F 1 門脈域の線維性拡大はほとんど認められず、肝小葉内の

線維化もわずかなもの。

F2:軽度の門脈域の線維性拡大が認められ、周囲の類洞壁に

軽度の線維化が認められるもの。

F 3・門脈域の線維性拡大と小葉の広い範囲に高度の線維化が

認められるが、残存する肝細胞の索状構造が認められるもの。

F4 高度の肝小葉内線維化が広い範囲に認められ、肝細胞は

高度に萎縮し、索状構造が不明瞭化しているもの。

偽胆管の増生が著明である。



(表 3) 

本研究において使用した抗体一覧

(mouse monoclonal antibody) 

Antibody Antigen 

Specificity Clon巴 Source Oilution Retrieval 

pan-ras Ab-1 Oncogen巴Sience 1 :50 none 
p53 00-7 Novocastra 1 :200 Microwave heating 
ki-67 MIB-1 Immunotech 1 :50 Microwave heating 

Metallothionein E9 OAKO 1 :50 none 

C068 KP1 OAKO 1 :100 Microwave heating 
Factor VIII F8/86 OAKO 1・50 Microwave h巴ating
C034 MY10 Becton-Oickinson 1 :25 Microwave heating 
ER Nichirei 1 : 1 Microwave heating 
PGR Nichirei 1:1 Microwave heating 
HBsAg 3E7 OAKO 1 :50 none 

HBcAg Nichirei 1・1 non巴

HCV capsid Chemicon 1:10 Trypsin digestion 
HCV capsid Vivo-stat 1 :50 Microwave h巴atmg

Factor V 111 : Factor V 111 related antigen (von Willebrand factor) 

ER : Estrogen Receptor 

PG R : Progesteron巴R巴ceptor



(表4) 

Thorotrast関連肝腫蕩

Total 144cases (Male 131， Female 13) 

Diagnosis cases M F 

Hepatocellular carcinoma(HCC) 21 20 

well differentiated 。。。
moderately differentiated 20 19 

poorly differentiated 。
Cholangiocellular carcinoma(CCC) 37 34 3 

well differentiated 10 9 

moderately differentiated 20 18 2 

poorly differentiated 7 7 。
An 9 i osarcom a (AS) 30 27 3 

sinusoid 15 14 

cavernous 11 11 。
solid 4 2 2 

Multiple tumors 3 3 。
AS + HCC 2 2 。
HCC+ CCC 。

Metastatic tumors 5 4 

No tumors(NT) 48 43 5 



(表5)

腫蕩組織聖と注入されたThorotrastの量の関係

(;主入年齢29歳以下)

症例数 平均±標準偏差 平均l順位

(単位:m 1) 

HCC 14 14.5 士6.5

CCC 28 12.6 士3.2

AS 20 13.7 :t4.5 
NT 33 20.3 :t18.6 

Total 95 16.2 :t12.6 

HCC: Hepatocellular carcinoma 

CCC : Cholangiocellular carcinoma 

AS : Angiosarcoma 

NT: No tumor 

* Kruskal-Wallis' test : p > 0.05 

46.6 

42.7 

48.2 

53.0 



(表6) 

腫痕組織型とThorotrast注入後腫蕩発生までの期間の関係

c:主入年鈴29歳以下)

症例数 平均 土標準偏差 平均順位

(単位年)

HCC 14 39.5 :1::7.6 

CCC 28 35.0 土6.5

AS 20 37.7 土5.6

NT 33 31.9 土7.0

Total 95 35.1 士7.2

HCC: Hepatoc巴Ilularcarcinoma 

CCC : Cholangiocellular carcinoma 

AS : Angiosarcoma 

71.7 

49.1 

60.4 

39.7 

NT: No tumor NTについては期間は死亡時までの期間

* Kruskal-Wallis' test : p <0.01 
* Dunnet's test 
* 
** 

HCC-CCC， AS-NT : pく 0.05

HCC-NT : p < 0.01 



(表7)

腫傷組織型と肝非腫傷部のThorotrast沈着度の関係

症例数 01 02 03 

HCC 18 2 15 

CCC 32 5 24 3 

AS 23 5 17 

NT 47 6 35 6 

Total 120 18 91 11 

HCC: Hepatocellular carcinoma 

CCC: Cholangiocellular carcinoma 

AS : Angiosarcoma 

NT : No tumor 

* Kruskal-Wallis' test : p > 0.05 



(表8)

腫傷組織型と肝非腫傷部の線維化度の関係

症例数 F1 F2 

HCC 18 。 5 

CCC 32 3 18 

AS 23 2 14 

NT 47 9 24 

Total 120 14 61 

HCC: Hepatocellular carcinoma 

CCC: Cholangiocellular carcinoma 

AS : Angiosarcoma 

NT: No tumor 

* Kruskal Wallis' test : p < 0.01 
* Dunnet's test 

F3 

5 

10 

6 

7 

28 

F4 

8 

7 

17 

* HCC-CCC， HCC-AS， HCC-NT: p < 0.01 



(表9) 

パラフィン包埋ブロックの得られた症例

Case Duration I njected 

Number Diagnosis Sex (year) amount(ml) 

HCC(中分化型) M 53 6 
2 HCC(中分化型) M 22 13 
3 HCC(中分化型) M 39 15 
4 HCC(中分化型) M 34 12 

5 HCC(中分化型) F 40 10 
6 HCC(中分化型) M 47 15 

7 HCC(中分化型) M 46 10 

8 HCC(中分化型) M 50 15 

9 HCC(中分化型) M 40 12 

10 HCC(中分化型) M 46 10 
11 HCC(中分化型) M 54 10 

12 CCC(中分化型) M 51 10 
13 CCC(高分化型) M 49 12 

14 CCC(低分化型) M 53 15 

15 CCC(低分化型) M 30 10 

16 CCC(中分化型) M 42 10 

17 AS(cavernous) M 50 10 

18 AS(cavernous) M 55 15 

19 AS(cavernous) M 58 15 



(表 10) 

腫療関連遺伝子の免疫組織化学的検索

Case 

Number Diagnosis pan-ras p53 

HCC 十

2 HCC 

3 HCC 

4 HCC 

5 HCC 十

6 HCC 十

7 HCC 十

8 HCC 

9 HCC 

10 HCC 

11 HCC 十

12 CCC 

13 CCC 

14 ccc 十

15 CCC 

16 CCC 

17 AS 

18 AS 

19 AS 

(十 :陽性、ー:陰性)



(表 11 ) 

腫傷関連遺伝子の遺伝子変化
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(ex5) codon 166 TCA→TAA 

(ex6) codon 219 C deletion 
NI 

ND 

NI 

NI 

ND 

17p13 

十

NI 

HCC 

HCC 

HCC 

HCC 

HCC 

HCC 

症例診断

(ex7) codon 250 CCC→CTC 
(巴x7)codon 260 TCC→CCC 

(ex8) codon 286 GAA→GAG 

(ex8) codon 273 CGT→TGT 

(ex8) codon 273 CGT→TGT 

(int7) T→C 

(ex5) codon 144-155 
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十
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-: LOH positive，十 LOHnegative 

NI : not informative， ND: not determined 
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(図2)Thorotrast関連肝細胞癌

肝細胞癌、中分化型。厚い索状構造を示す。 (HE)

肝細胞癌、低分化型。索状構造は不明瞭化している。 (HE)



(図 3)Thorotrast関連胆管細胞癌

胆管級飽癌、高分化型。腺管形成を示す。 (HE)

胆管細胞癌、低分化型。線維化が著明で、腺管構造は不明瞭化している。 (HE)



(図 4)Thorotrast関連血管肉腫

血管肉腫、 sinusoidaltype。紡錘形の1重傷細胞が鉱張した類;同に沿っている。

(HE) 

ー皿. 圃， 曜幽踊』 ・ a ・_.._T..__-'
血管肉腫、 cavernoustype。腫傷細胞は線維性結合織に沿い海綿状に増殖

している。 (HE)



血管肉腫、 solidtype.腫携細胞が血管腔を形成せず‘充実性に増殖しているa

(HE) 

血管肉腫とその周辺部。腫傷の周囲には類;同の拡張した肝組織を認める。 (HE)



(図 5)Thorotrastの肝への沈着

Thorotrast被注入肝標本の軟線婦影。Thorotrastは肝被膜下及び門脈域に

沈着している。肝腫傷内にはほとんど沈着が認められない。



(図 6)ThorotrastのKupffer細胞への取り込み

Kupffer細胞を認識する抗CD68抗体(Kp1)陽性細胞の

細胞質内にThorotrastが取り込まれている。 (Kp1)

パラフィン包埋ブロ ックからの戻し電子顕微鏡写真。謬原線維に接している

細胞の細胞質内に電子密度の高いThorotrast穎粒が認められる。



(図 7)Thorotrastによる肝線維化

非1重傷部では門脈域だけでなく類洞壁に強い線維化が認められた。

肝細胞は再生像に乏しく、再生結節を形成しない。炎症細胞浸潤は門脈域

には認められるが、小葉内には軽度であった。 (AZAN)

(図 8)Thorotrastの沈着した肝の線維化巣に認められる偽胆管増生
潟司 事←一司 4・ 一一-一一
、‘・:--rJ.ll、



(図 9)肝Thorotrast沈着度

Thorotrast沈着度:D 1 (HE) 

Thorotrast沈着度 :D 3 (HE) 



(図 10)肝線維化度

肝線維化度 :F 2 (AZAN) 

肝線維化度 :F 3 (AZAN) 



(図 11 )抗Panィas、p53抗体による免疫組織化学染色

抗Pan-ras抗体の免疫組織化学染色にて中分化型肝細胞癌の細胞質に
陽性所見を認める。 (AB-1)

抗p53抗体の免疫組織化学染色で低分化型胆管癌の核に

陽性所見を認める。 (DO-7)



(図 12)抗CD34抗体による免疫組織化学染色

血管肉臆(solidtype)は抗CD34抗体(MY10)に対して、陽性を

所見を示す。 (MY10)

出
抗CD34抗体に対して、類洞血管内皮細胞は通常陰性を示す。

しかし、血管肉腫の周囲に認められる拡張した類洞の血管内皮細胞は

1重傷同様に陽性所見を示す。 (MY10)



(図 13)線維化と抗CD68抗体(Kp-1)陽性細胞

4 ._ 
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1 、

線維化の軽度な部分では、Kupffer細胞を認識する抗CD68抗体(Kp1)

陽性細胞が比較的多数認められる。 (Kp1) 

一方、線維化の高度な部分では、抗CD68抗体(Kp1)陽性細胞は

ほとんど認められない。 (Kp1) 



(図 14) Thorotrast関連肝腫傷のmicrosatelliteanalysis 

case 1 2 3 4 5 

T N T N T N T N T N 

TP53 

0178786 

0138270 

M6P/IGF2R 

Thorotrast関連肝腫携のMicrosatelliteanalysis， 

TP53 : case 1， 3， 4， 5がinformative。このうちcase5にLOHを認める。

0178786 : case 1，3， 4， 5がinformative。このうちcase5にLOHを認める。

0138270: case 1， 3， 5がinformative，このうちcase1にLOHを認める。

M6P/IGF2R : case 1，2，4がinformative，LOHのcaseを認めない。

(LOH: Loss of heterozygosity) 



(図 15) Thorotrast関連肝細胞癌剖検例

群馬大学剖検肝肉眼像。肝臓は強い胆汁欝滞を示し、腫大(1700g)しており、

線維化を伴って表面凹凸不整であった。

割面の肉眼像。右薬に径12.5cm大の黄白色の多結節癒合型燈損害を認めた。

また、肝全体に径3cmまでの結節性の白色臆携を多数認めた。



周囲に対して圧排性に増生する胆管増生巣を認める。(HE)

増生する胆管細胞に異型性を認めない。(HE)



索状配列を示しつつ矯生する中分化型肝細胞癌を認める。 (HE)

(図 16) Thorotrast関連肝細胞癌剖検例の免疫組織化学的検索

抗p53抗体による免疫組織化学染色では、肝細胞癌の核は弱陽性

を示す。 (00-7)



-. ， .， . • -.・.. 

抗Kト67抗体による免疫組織化学染色では、肝細胞筏の核は陽性を示す。

(MIB-1 ) 

抗Metallothionein抗体による免疫組織化学染色では、Thorotrast

関連肝細胞癌の細胞質は陽性を示す。 (E9) (非腫傷部でも陽性を示す。)



(図 17) Thorotrast関連肝細胞癌剖検例のp53の分子生物学的検索
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17p13のmicrosatelliteanalysis， s重傷及び胆管増生巣にLαtが認められる。

Sequencing of p53 exon5 
G A T C SSCP p53 exon5 

TCA .TAA 

肝

服

務

1

肝
腫
傍

Z
目干

一ー ... 
一一

SSCP;去にてp53expn51こ異常bandが認めららてた。sequencmgでは、

codon 166に pointmutation (TCA->TAA)を認めた。






