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1978年から1982年の5年間に教室で外科的切除を行い,予後の判明している大腸癌症421102例を対象

として,切 除材料のパラフィンブロックを用いて癌細胞核DNA量 をフP―サイトメトリーで測定し

た。DNAヒ ストグラムをパターンより解析し,diplold 69例(68%),aneuploid 33例(32%)に 分類

した。臨床病理学的所見との関連では, リンパ節転移,肝 転移でaneuploidの転移率が高かった(p<

0.05).stage分類では進行した症例にaneuploidが多い傾向を認めた。5年 生存率はoverall(Di

74.6%,A:50.6%,p<0.05),治 癒切除例 (D:92.0%,A:73.4%)と もaneuploidで低かった。

以上より,DNAヒ ストグラムでaneuploidを示す大腸癌の生物学的悪性度が示唆された。

索引用語 1大腸癌細胞核 DNA量 , フ ローサイトメトリー,DNAパ ターン

緒  言

癌の生物学的特性 と予後を知る指標 として,現 在ま

で主に,臨 床病理組織学的所見により判断を行ってき

た.し かし近年,AtkinDに より細胞核 DNA量 が癌の

進展や予後を反映する重要な因子であると報告されて

以来,注 目をあつめ,種 々の腫瘍について研究が進め

られてきている。

本研究では,近 年本邦で急速に増加し,将 来癌死の

1位 となると考えられている大腸癌りを対象 として,

フローサイ トメトリーを用いて細胞核 DNA量 の測定

を行い,DNAヒ ス トグラムパターンと臨床病理学的

所見および予後 との関連性について検討を行った。

対象 と方法

1.対 象

<1987年12月9日受理>別 刷請求先 t小里 俊 幸

干43131 浜 松市半田町3600 浜松医科大学第 2外科

1978年から1982年までの 5年 間において,浜 松医科

大学第 2外科で切除を行った大腸癌症例131例中102例

(直腸癌43例,結 腸癌59例)を 対象 とした。

2.方 法

ホルマ リン固定した切除材料のパラフィンブロック

を用いて,Hedrey3)の方法にほば準じて行った。

a)単 離細胞群の作製

切除材料の HE染 色標本を鏡検,癌 巣の部位を確認

し,そ のパラフィンブロックより癌巣の部位を正確に

薄切し(30″X3)切 り出す。切片を15ml試験管に入れ,

キシレン(4ml,30分間)にて脱パラフィンを行い,つ

いで100%,95%,70%ニ タノール (4ml,20分間)に

順次浸し加水を行 う。蒸留水で 2回洗浄後,生 理食塩

水で溶解し0.5%と したペプシン (Sigma chem.Co。)

3ml中 (2N HClで pH l.5に調整)で 37℃,30分 間

incubateを行 う。この間教回 vortexmixerで撹拌す

る。phosphate buter solution(PBS)で2回洗浄後,
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70%エ タノールで固定 し, ガーゼ 2枚 を重ねたフィル

ターを通し,-20℃ で測定 日まで保存する。以上の過程

で作製した単離細胞群を図 1に示す。

b)細 胞核 DNA量 の預J定

保存 した試料を PBSで 1回洗浄後,RNase(lmg/

ml)lml中 で37℃,30分間 incubateを行 う.PBSで 洗

浄後,内 部標 準 として ニ ワ トリ赤 血 球 を入 れ,

propidiumiodide(5 0/g/ml)lmlで室温,30分 間放置

しDNA染 色を行 う。32μmの ナイロンメシュを通 し,

フ Fl―うトイ ト メ ト リー (EPICSV, COulter Elec・

tronics,USA)に て10,000個 の細胞の DNA量 を淑J定

し,DNAヒ ス トグラムを作製する。フローサイ トメ ト

リーの測定条件は,アルゴンレーザーを波長488nm,出

力300mWと し, フ ィル ターは515nlnと 610nm long

pass niterを用いた。

c)DNAヒ ス トグラムの解析

新鮮切除標本で DNA測 定を行った場合には,内 部

標準であるニワトリ赤血球は,正 常細胞核 DNA量 (2

c)の 35%の DNA量 に値 し,DNA indexを 求める良

き指標 となりうる。が, パ ラフィンブロックからもど

図 1 単 離細胞群 (×200)
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した標本で DNA預 J定を行った場合には,固 定法や回

定からの時間の経過などの因子によりDNAの 染色性

が一定せず,内 部標準であるニワトリ赤血球は役立た

ないため。,DNA indexは 算出しなかった。

このため,今 回は DNAヒ ス トグラムをパターンよ

り解析 し,G。/Glに単一 の ピークを示す ものを di‐

ploid,G。/Glのピーク以外に明らかなピーク (測定し

た細胞数の10%以 上)を 示すものを aneuploidとした

(図 2).

このようにして,DNAパ ターンよ り分類 した di‐

ploidとaneuploidの2群 間で,主 に大腸癌取扱い規

約0に基づいた臨床病理学的所見 と生存率について比

較検討を行った。

結  果

DNAヒ ス トグラムの解析の結果,大 腸癌102例は

diploid 69711(68°/。), aneuploid 33211(32ワる) “こ夕)装買

された。この 2群 間で以下の検討を行った.

1)臨 床病理学的所見における検討

年齢,腫 瘍最大径,術 前 CEA値 はStudent t検定,

その他の項 目は χ
2検

定を行い半」定 した。

臨床所見について年齢,性比,術 前 CEA値 ,腫瘍最

大径,腫 瘍占拠部位で比較検討した(表 1)。いずれの

表 1 臨 床所見とDNA夕 タヽーン

diploid(69) aneuploid(33)

年齢 (歳) 59 6± 14 5 59 0± 13 0

男 女 比 34:35 17:16

術前CEA(ng/ml) 9 7± 16.3 10 9■ 14 9

腫場最大径 (cm) 62±  27 58± 17

腫瘍占居部位

直  腸

結  腸

(48%)

(52%)

10(30%)

23(70%)

奪

錐
鱗

1 譜
！雛

犠

“」絆|

図 2 DNAヒ ス トグラムパターン

diploid aneuploid
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項 目においてもDNAパ ターンによる差は認め られ

ず,臨床所見とDNAパ ターンとの間には関連はな

かった。

つぎに病理組織学的所見について比較検討した (表

2)。組織型,BrOders分 類において DNAパ ターンに

よる有意な差は認められなかった。 し かし,例 数は少

なかったが,組 織型が低分化型で,BrOders 4と強い構

造異型を示すタイプの癌は,diploid 2例(3%),aneu‐

表 2 病 理組織学的所見とDNA′ くターン

diploid(69) aneuploid(33)

組   織   型

well

moderate

p00r

muconodulare

47(68%)

15(22%)

2(3%)

5(7%)

22(67%)

5(15%)

4(12%)

2(6%)

Broders 分   類

1(1%)

54(78%)

12(17%)

2(3%)

(0%)

(76%)

(12%)

(12%)

壁  深  達

m～ pm

弱 ( a l )

S ( a 2 )

s i ( a i )

度

7(10%)

42(61%)

15(22%)

5(7%)

0(0%)

25 (76°/。)

5(15%)

3(9%)

浸潤増殖様式 (INF)

β

/

14(20%)

43(62%)

12(17%)

2(6%)

26(79%)

5(15%)

リンパ 管 侵 襲 ( l y )

ly(一)

ly(十)

46(67%)

23(33%)

20(61%)

13 (39°/。)

静 脈 侵 襲

v ( 一 )

v ( 十 )

(v)

41(59%)

28(41%)

18(55%)

15(45%)

リンパ節転移 (n)

n (一 )

n (十 )

35(51%)

34(49%)

(27%)

(73%)

肝  転  移 (H)

H(一 )

H(十 )

(90°/。)

(10%)

24 (73°/。)

9 (27°/。)

Stage  分   類

Ｉ

Ｈ

醐

Ｗ

Ｖ

6(9%)

25(36%)

13(19%)

14(20%)

11(16%)

0(0%)

8(24%)

8(24%)

5(15%)

12(36%)

Ⅲ
p<005
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ploid 4 421(12%)とaneuploidに多い傾向を認めた。

浸潤増殖様式(INF),リ ンパ管侵嚢(ly),静脈侵襲(v),

壁深達度では両群に差は認められず,DNAパ ターン

とは関連がないと考えられた, しかし壁深達度におい

て,癌 浸潤が固有筋層 (pm)ま でにとどまるものは

diploidで 7例  (10%)に 認めたが, aneuploidで ヤま1

例もなかった。つぎに リンパ節転移,肝 転移について

検討した。リンパ節転移陽性例はdiploid 34例(49%),

aneuploid 24211(73%)とaneuploidに多かった (p<

0.05),同様に肝転移陽性例でもdiploid 7 711(10%),

aneuploid 9例(27%)と aneuploidに多 く(p<0.05),

aneuploidは転移の pOtentialityが高い傾向が認め ら

れた。stage分類については,全体では DNAパ ターン

による有意な差はなかったが,先 の リンパ節,肝 転移

の結果を反映し,stageの進んだ症例は (stage III以

_L i diploid 55%, aneuploid 76%)aneuploid″こ多ヽヽ

傾向が認められた。

2)生 存率における検討

図3 手 術症例 5年生存率 (diplold 63例,aneuploid

31例)

生存率(%)

図4 絶 対治癒切除症例 5年生存率 (diplold

aneuplold 154/1)

生存率(%)

7 4 6 % ]

Pく005

aneuJttd 50 6%」

毘品晋路%い
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図 5 治 癒切除症例 5年生存率 (diploid 50例,aneu‐

ploid 204/1)

生存率は Kaplan‐Meier法つにより求めた。対象は

術死 3211,他因死亡 5例 を除いた全症例(diploid 63例,

aneuploid 31例)で あり, これらをさらに治癒切除f/11

(diploid 50例 , aneuploid  20イ列), 絶米i洋】癒切除例

(diploid 38例,aneuploid 154/11)に分けて比較検討 し

た。全症例の 5年 生存率 (図3)は ,diploid 74.6%,

aneuploid 50.6%であ りaneuploidで有意に低かった

(p<005).絶 対治癒切除例の 5年 生存率 (図4)は

diploid 92 1°/。, aneuploid 85。7%と なり, aneuploid

で僅かに低率であったが,有 意差は消失した.し かし

治癒切除例の 5年 生存率 (図5)で は diploid 92.0%,

aneuploid 73.4%とな り,有 意差は認めないものの,

生存率の差は広がった。

考  察

細胞核 DNA量 の測定法には,顕 微蛍光測光法 とフ

ローサイ トメ トリーなどがある。消化器癌に関しては,

欧米ではフローサイ トメ トリーを用いた研究ゆ～1。が

多いが,本邦では顕徴蛍光測光法を用いた報告151-1りが

多 く,フ ローサイ トメ トリーを用いた報告2いは少ない。

フローサイ トメ トリーの利点は測定が簡便,迅 速,客

観的であ り,一 度に多数の細胞の DNA量 を測定でき

ることにある,一 方欠点としては,作 製したサンプル

(単離細胞群)中に正常細胞(間質細胞, リンパ球など)

の混入は避けられないため,癌 細胞 といっしよに正常

細胞の DNA量 を測定してしまうことである。しかし

今回用いた ヒス トグラムのパターン解析では,正 常細

胞が混入していても2C領 域にピークを形成するため,

癌細胞が正常 DNA量 (2C)の 場合には単一のピーク

を形成するdiploidとなる.一 方異常 DNA量 の場合

には2C領 域以外にピークを形成するため,2つ 以上の
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‐
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切　　　欄

ピークを示す aneuploidと なり,異 常 DNA量 を持つ

大腸癌の判別が可能である。

本研究では, このよ うに DNAヒ ス トグラムをパ

ターンより解析を行い,大腸癌を diploidと aneuploid

に分類 し,両 群間で臨床病理学的所見と生存率につい

て比較検討を行った。その結果, リ ンパ節転移,肝 転

移について aneuploidは diploidに 比べて有意に転移

率が高率であった。また stage分 類においても,有意差

はなかったが aneuploidは 進行した症例に多い傾職を

認めた.大 腸癌の リンパ節転移に関しては,Wolleyり ,

Bannerい ,佐 々木2いの報告があり,aneuploidは 転移

率が高いとされてお り,わ れわれの結果 と一致する。

同様に顕微蛍光預」光法を用いた西 ら1のもDNA異 常 と

リンパ節転移に相関を認めたと報告している。癌は,

その発生から時間の経過にしたがい進展 してゆく過程

でさまざまな変果をうけ,異 常 DNA量 をもつ細胞が

高頻度に出現すると考えられてお り21),リンパ節,肝転

移,癌 の進行度 とaneuploidに 相関を認めたわれわれ

の結果は, この考え方に従えば妥当な結果であったと

考えられる。また例数は少なかったが,壁深達度が pm

までにとどまるものは全例 diploidで あったとい う結

果 も,こ の考 え方を支持す る ものである。 しか し

Quャ ke22)は大腸腺腫の 6%に aneuploidを 認めた と

報告してお り,良 性腫瘍や早期癌の DNA異 常につい

ては,さ らに症例をふやし詳細に検討する必要がある.

癌細胞 DNA量 が生命予後を表わす重要な因子 とな

るとい うAtkinl)の報告以来,種 々の癌について検討

がなされ,aneuploidは 予後不良であることが示され

た。大腸癌についてもAmitage12),Kokarlめ の報告が

あ り,同 様の結果が示されている。 し かし肝転移症例

に限っての検討では生存率に差はなかった とい う報

告1りもある,生存率に関するわれわれの結果では,切除

全症例を対象とした場合,aneuploidは diploidに比べ

て有意に 5年 生存率が低かったが,これは aneuloidに

進行した症例が多かったこと,す なわち治癒切除率で

みるとdiplold 50例/63例 (79%),aneuploid 20例 /31

例 (65%)と aneuploidで 低かったことが影響 してい

るとも考えられた。絶対治癒切除例の 5年 生存率は

diplold 92 1%,aneuploid 85.7%で あ り差は認めな

かった。大腸癌は手術成績が比較的良好な癌であ り,

当施設 において も絶対治癒切除例 の 5年 生存率は

904%と 高率である.こ のため絶対治癒ができた症例

では,予 後良好であるため DNAパ ターンによる影響

は少なくなると考えられた。絶対治癒切除例に相対治
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癒切除例を加 えた治癒切除例の 5年 生存率は diploid

92.0%,aneuploid 73.4%と な り,有 意差はないもの

の生存率の差は拡大 した。また治癒切除後に肝,肺 転

移を生 じたが,転 移巣切除により5年 以上生存 してい

るものを 2例 に認めたが,こ れ らはいず れ もaneu‐

ploidであった。以上 より,一 般的にいえば,aneuploid

を示す大腸癌症例は予後不良の傾向があるといって差

し支えないものと考えた。

ま と め

フローサイ トメ トリーを用いて大腸癌細胞核 DNA

量の測定を行い,DNAヒ ス トグラムのパ ターンより

diploidと aneuploidに 分類 し臨床病理卓浄白勺房庁歩こと予

後 とについて検討 した。

1.リ ンパ節転移,肝 転移において aneuploidは di‐

ploidに比べて有意に転移率が高かった。

2.stageの 進行 した症例 は aneuploidに 多 い傾 向

を認めた。

3.壁 深達度が pmま でにとどまる癌は,例数は 7例

と少なかったが全例 diploidであった.

4.切 除例 の 5年 生存 率 にお いて aneuploidは di―

ploidに比べて有意に低かった。治癒切除例 において

もaneuploidは 低い傾向にあった。

以上 よりDNAパ ターンで aneuploidを 示す癌は転

移の pOtentialityが高 く,そ の予後 も不良であるため

積極的な治療 と注意深い経過観察が必要であると考え

る。

稿を終えるにあたり,御指導,御校閲をいただいた浜松医

科大学第 2外 科,阪 日周吉教授ならびに浜松医科大学病理

学第 1講座,喜 納 勇 教授に深謝致します。
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