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膵癌の核 DNA量 と腫瘍径および組織学的所見との関連を検討した。対象は膵癌31例の切除原発巣

のホルマ リン固定パラフィン包埋 ブロックで,こ れより細胞を単離 し,DAPI(4′ ,6‐diamidino‐2‐

phenylindole)液にて染色した後,遠沈塗抹標本を作製した。これを落射型蛍光頭微鏡を用いて測光し,

DNAヒ ス トグラムを作製した結果,以下の成績を得た,1)Tlの 核 DNA量 は T2～4となば同等であっ

た。2)組 織学的分化度による核 DNA量 の差は認められなかった,3)n,ne,ly,v,s,rpの 各(一)

群は各 (十)群 と同等の核 DNA量 を有していた。4)INFβ 群は INFγ 群に比べて高い核 DNA量 を

有する傾向が認められた。

索引用語 :際癌,核 DNA量 ,落 射型顕微蛍光測光法,DAPI(4′ ,6‐diamidino・2‐phenylindole)染色

緒  言

膵癌の予後は著しく不良だが,そ の原因の 1つ とし

て,小 膵癌の段階からすでに強い浸潤的性格を有する

ことがあげられている。一方,細胞核 DNA量 は多くの

腫瘍で測定され,そ の生物学的悪性度を反映すると報

告されているが,膵 癌の核 DNA量 に関する報告はき

わめて少ないつ
～め。そこで,著者は膵癌の核 DNA量 を

測定,分 析し,臨 床病理学的に予後との関連が論じら

れている腫瘍径や組織学的諸因子 (組織型, リンパ節

転移,膵 内神経浸潤, リンパ管浸潤,静 脈浸潤,周 囲

組織に対する浸潤増殖様式,膵 前方被膜への浸潤,膵

後面に接する組織への浸潤)と の関連を検討した。

対象と方法

対象は東京医科歯科大学第 1外科および土浦協同病

院外科にて切除された膵癌のうち,保 存状態良好な31

例である。以下の記載はすべて日本膵臓学会編際癌取

扱い規約第 3版りに準じた。腫瘍占居部位は,Ph(頭部)
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27例,Pb(体 部)2例 ,Pt(尾 部)2例 であった。切

除術式は PD(膵 頭十二指腸切除)23例 ,TP(膵 全摘)

4例 ,DP(際 尾側切除)4例 であった。腫瘍径は原発

巣の切除後割面の最大径により,Tl(0～ 2cm)3例 ,

T2(2.1～ 4cm)19例 , T3(4.1～ 6cm)6例 , T4(6.1

cm以 上)3例 に 4分 した。組織学的 リンパ節転移〈n)

の有無により,n(十 )22例 とn(一 )921jに 2分 した。

膵内神経浸潤 (ne)に ついては,ne。 とnel_3をそれぞ

れ ne(一 )8例 ,ne(十 )23例 とした。 リ ンパ管浸潤

(ly),静 脈浸潤 (v)も neと 同様に ly(― )2例 ,ly

(十)29例 およびv(一 )6例 ,v(十 )25例 に 2分 した,

癌の周囲組織に対する浸潤増殖様式(INF)も 規約に従

t ,ヽα (癌巣が膨張性の発育を示し,周 囲組織との間に

一線が画されるもの)1例 ,β (2と γの中間にあるも

の)16例 ,γ (癌巣が浸潤性に増殖し,周 囲組織との境

界が不明瞭なもの)14例 に 3分 した.際 前方被膜への

浸潤 (s)に ついては,so(被 膜への浸潤が認められな

いもの)を s(― )8例 ,se(癌 浸潤が被膜表層部に直

接接しているか,ま たはこれを破って浸潤するもの)

とsi(癌 浸潤が被膜面を越えて,直 接他臓器に浸潤が
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認められるもの)を s(十 )23例 とした。膵後面に接す

る組織への浸潤 (rp)も 同様に,rpO(際 内に浸潤が と

どまるもの)を rp(一 )7例 ,rpe(際 後組織への浸潤

が認められるもの)と rpi(他臓器への浸潤が認められ

るもの)を rp(十 )24例 とした。

組織学的検索標本はすべて,10%ホ ルマ リン固定後

パラフィン包埋 された原発巣のブロックを用いた.ま

ず,厚 さ4″mの H.E.染 色標本にて癌巣部を確認 した

上で,同 部位 より正常組織を含まない厚 さ30″mの 切

片を作製 した。これを脱パラフィン,水 洗後,細 切 し,

さらに37℃,pH l.5に 調製 した0.5%pepsin(sigma化

学)液 にて30分間振盪 した,水 洗,ナ イロンメッシュ

(共進理工,148″ および62μ)で 濾過 した後,藤 田的の

方 法 に 従 い5 0 n g / m l のD A P I ( 4 ′, 6 ‐d i a m i d i n o , 2 ‐

phenylindole)液にて30分間染色 した。こうして得 られ

表 1 測 定方法

010%ホ ルマリン固定パラフィン包埋プロック
②30″rn切片作製
③脱パラフィン
①水 洗
①細 切
① 05% pepSn液(PH15,3TC)にて30分問振注
①水 洗
⑥ナイロンメッシュ(143/,62/)にて還過
③ DAPl溝(50ng/mめにて30分問染色
①還沈塗抹標本作製
① DAP'渡にて封入
⑫落射型顕微蛍光測光
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た単離細胞浮遊液を Cytospin 2(Shandon sOuthem

Products Ltd., Chesire, England)に て, 1,500rpm

で 5分 間遠沈 し塗抹標本を作製 した.損」光は Er n s t

Leitz Vヽetzler GMBH(West Cermany)の MPV2タ

イプ落射型顕微蛍光測光装置に TAS PLUS画 像解析

装置を接続して行った。励起用干渉フィルター365nm,

ダイクロイックミラー400nm,蛍 光用干渉フイルター

450nmを 用い,測 光用干渉フィルターとして組み合わ

せた (表 1).

図 1に検索に供した具体4/1を供覧する。左は H.E.

染色写真,右 は同
一症例より得られた単離細胞の顕微

蛍光写真である。DAPIに より青白い蛍光を発する大

型で不整な癌細胞核と,小 型で丸いリンパ球核が識別

される。

リンパ球を20個以上測光し,そ の蛍光値の平均を2c

とした。 こ の値をもとに,切 断や重なりのない癌細胞

を無作為に200個以上測光して核 DNA量 を算出し,ヒ

ストグラムを作製した(図2)。そして,各 症例のピー

ク値,平 均値およびポリブロイドの頻度の 3つ の因子

を求め,腫 瘍径 (T)や 組織学的諸因子 (組織型,n,

ne,ly,v,INF,s,rp)と の関連を検討した。ポリプ

ロイ ドの定義は45c以 上の核 DNA量 を有するもの

とした。

統計学的有意差検定は,比 較対象となる両群ともに

n≧6の場合は Student's t testにより,どちらか一方が

図1 左 !高分化型管状腺癌のHE.染 色写真(×200),右 i同一症例より得られた単

離細胞の顕徴蛍光写真 (×400)

鉢i鮒

表
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n≦5の場合は Mann‐WhitneyもU testにより行い,危

険率005未 満を有意とした。

成  績

1)腫 瘍径 (T)と の関連

Tlを T2か らT4のそれぞれと比較すると,ピ ーク値

では T3に対し,平均値およびポリプロイドの頻度では

T2,T3に 対し,そ れぞれ有意 (P<0,05)に 高値を示

し,T4と はいずれの因子においても有意差を認めな

かった。また,Tlと T2～4全体との間にはいずれの因子

においても有意差を認めなかった (図3).

2)組 織学的所見との関連

a)組 織型との関連

嚢胞腺癌 1例を除く他の30例を組織の分化度により

2分 した。すなわち,乳 頭腺癌 921j,高分化型管状腺

癌1371j,中分化型管状腺癌 5例 の計27例を分化型,ま

た,低 分化型管状腺癌 2例 ,未 分化癌 1例 の計 3例 を

低分化型とそれぞれ定義した。 ピ ーク値,平 均値,ポ

リプロイドの頻度のいずれの因子においても,分 化型

群 と低分化型群 との間に有意差を認めなかった (図

歴
ほ
阻
比
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図 3 腫 瘍径と核 DNA量
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図 2 解 癌31例の DNAヒ ストグラム
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b)組 織学的 リンパ節転移 (n)と の関連

ピーク値,平 均値,ポ リプロイ ドの頻度のいずれの

因子においても,n(十 )群 とn(一 )群 との間に有意

差を認めなかった (図5),

c)膵 内神経浸潤 (ne)と の関連

ピーク値,平 均値,ポ リプロイドの頻度のいずれの

因子においても,ne(十 )群 とne(― )群 との間に有

意差を認めなかった (図 6).

d)リ ンパ管浸潤 (ly)との関連

ピーク値,平 均値,ポ リプロイドの頻度のいずれの

因子においても,ly(十 )群 とly(― )群 との間に有

意差を認めなかった (図7).

e)静 脈浸潤 (v)と の関連

ピーク値,平 均値,ポ リプロイドの頻度のいずれの

因子においても,v(十 )群 とv(― )群 との間に有意

差を認めなかった (図8).
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図 4 組 織学的分化度と核 DNA量

ピーク値( o )    _ _ _ _ _ _ _ Nミーーーー_ _ _ _

f)浸 潤増殖様式 (INF)と の関連

INFα は 1例のみであり,他 の 2群 との比較は行い

えなかった。INFβ 群とINFγ群を比較すると, ピー

ク値,ポ リプロイドの頻度では有意差を認めないが,

平均値では INFβ群が有意 (Pく0.05)に高値を示した

(図9),

g)際 前方被膜への浸潤 (s)と の関連

ピーク値,平 均値,ポ リプロイドの頻度のいずれの

困子においても,s(十 )群 とs(― )群 との間に有意

差を認めなかった (図10).

h)膵 後面に接する組織への浸潤 (rp)と の関連

ピーク値,平 均値,ポ ツプロイドの頻度のいずれの

因子においても,rp(十 )群 とrp(― )群 との間に有

意差を認めなかった (図11).

考  察

膵癌の症例は増加の一途をたどってお りい,本 邦で

はその死亡率は消化器癌の約 8%を 占めるようになっ
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図 5 組 織学的 リンパ節転移 (n)と 核 DNA量

ビーク値( o )             、 ハ

たり。しかしながら,その治療成績は他の消化器癌に比

較してきわめて不良であり,全 国膵癌登録調査報告で

も,切除例1,438例の 5年 生存率はわずか10数%に すぎ

ない。このように膵癌の予後を不良にしている原因と

して,早 期発見が困難な点に加え,特 に膵管癌におけ

る高い生物学的悪性度を指摘する報告が数多くみられ

るゆり,例 えば,永 井ら
1のは,小 膵癌 (Tl)で もすでに

血行性転移などの遠隔転移が43%に 認められたとし,

膵癌の進展様式の特異性を挙げている。また,菱沼ら
1め

は,T18例 の病理所見を検討し,n(十 )が 6例 に,ne

(十)が 5例 に,s(+)が 4例 に認められたことから,

小膵癌が必ずしも早期癌とは言い難いと述べている。

以上のごとく,陣 癌の生物学的悪性度は従来,主 に病

理組織像という形態学的見地から検討されてきた.今

回,著 者は際癌の生物学的悪性度を検討する目的で,

核 DNA量 という客観的,定量的指標を用い,腫瘍径な

らびに組織学的所見との比較検討を行った。

polyploid(%) POryptoid(%)
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図 6 瞬 内神経浸潤 (ne)と核 DNA量

ビーク値 (C)

周知のごとく,細胞核 DNAは 遺伝子の担体で,細胞

増殖の主体をなすものである。1936年,Casperssonlり

が顕微分光ull光法を考案し,個 々の細胞核の DNA量

の測定が可能になって以来,腫 瘍性病変の性格を検討

する上で,種々の臓器において核 DNA量 が測定され,

臨床に応用されつつある。本邦においても,胃 癌,食

道癌,結 腸癌などの消化器固型腫場を対象に核 DNA

量が預」定されているが,例 えば, 胃癌,食 道癌ともに

DNAヒ ス トグラムパターンは リンパ管浸潤の程度と

強い相関を示し,特 に胃癌では核 DNA量 が増すにつ

れて予後も不良であった1。と報告されている.また,直

腸癌でも,DNAヒ ス トグラムのピーク値が高いほど

リンパ節転移が高率であった1つと報告されている。他

方,消 化器以外でも,甲 状腺癌
1め
,乳 癌
1。
,卵 巣癌

1のな

どで,組 織学的所見や予後と核 DNA量 との関連が検

討され,核 DNA量 が多いものは生物学的悪性度が高

いと結論づけられている。しかしながら,棒 癌の核

膵癌のDNA量 分析           日 消外会誌 21巻 9号

図7 リ ンパ管浸潤 (ly)と核 DNA量

ピーク値(c)

5

4

DNA量 に関する報告はきわめて少なくll~め,腫瘍径や

組織学的所見との関連について検討したのは今回の著

者の報告が最初と思われる。

今回比較検討した組織学的所見 n,s,rpに 相当する

肉眼的所見 N,S,Rpに ついてはあえて検討を行わな

かったが, これは肉眼的判定と組織学的判定とが必ず

しも一致 しない1ゆためである。また,肉 眼的進行度

(Stage)との関連についても同様の理由で検討を控え

た。なお,術 後 8年 11カ月生存している膵体部の菱胞

腺癌 1例 を除く他の症例の大半が術後 2年 以内に死亡

しているため,予 後との関連についての検討は今後の

症例数の増加を待つこととした。

核 D N A 量 の測 定 方 法 は, 顕 微 測 光 法 とn O w

cytometryに大別される.aow cytOmetryは短時間に

多数の細胞を測定し,客 観性の高いデータが得られる

という長所を有するが,国 型腫瘍を対象とすると腫瘍

細胞だけでなく間葉系の細胞も同時に測定してしまう

平均値 (c)

polyploid(% ) polyploid(%)
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図8 静 脈浸潤 (v)と 核 DNA量

という短所を合わせもつ.そ こで,比 較的問質結合織

に富む際癌の核 DNA量 測定には■ow cytometryは

不向きであると考え,著 者は細胞を 1個ずつ識別しう

る顕微測光法を用いた。顕微測光法のなかでも,今 回,

落射型顕徴蛍光測光法を用いたのは,本 法では励起シ

ステムとulj光システムが頭徴鏡に対して同側にあり,

励起光は測光光電管とは反対の方向に向かうため,理

想的な暗視野が得られるという利点を有するからであ

る。

測定する検体としては,薄 切切片と,単 離細胞の塗

抹標本の 2種類があるが,薄 切切片上での測定では,

核の切断や隣接細胞の重積などにより正確に細胞 1個

の核 DNA量 を表わさない可能性があるため,単 離細

胞の塗抹標本を用いて,切 断や重なりのない核のみを

測定対象とした。

また, 染 色 液 と して D A P I ( 4 ′, 6 ‐d i a m i d i n O - 2 ‐

p h e n y l i n d o l e )を用いた理由は,D N Aに 対する特異性
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図 9 浸 潤増殖様式 (INF)と 核 DNA量

平均値に)

が高く,長時間の照射でもほとんど減衰せず,パラフィ

ン包埋過程に由来する非特異蛍光も問題にならないな

どの有利な特徴を有する。からである。

DNAと ス トグラムの解析方法も報告者により異な

る。例えば, ピークの位置によってパターン分類する

報告がいくつかあるが,そ の名称はdiploid type,

near‐diploid type,aneuploid type14),ぁるいは diploid

tulnors, polyp10id tumors, aneuploid tulnors19)など

とまちまちである。また, ピークの位置と分散幅によ

る分類でも,diploid pattem,aneuplo遇 pattem,

mosaic pattemの 3つ に分類す る報告
2のゃ,1。w

ploidy,high ploidyに2分 した上で,さ らに 4つ の亜

型に分類している報告2,もある。他方,パターン分類を

行わずに,い くつかのパラメーターを用いて検討して

いる報告もある。例えば,2.5c以 上および5c以上の細

胞の頻度の 2?を 用いたり10,ピーク値,分散幅,平均

値,over 3cの 出現率の 4つ のパラメーターを用いて

polyploid(%) polyptoid(%)
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図10 膵前方被膜への浸潤 (s)と核 DNA畳

ビーク値( o )           、 _

解析を行っている報告2らなどがある。このように,施

設・研究者により,DNAヒ ス トグラムの解析あるいは

分類の方法は個々別々であり,diploid,aneuploidなど

の名称の定義も統一されていないのが現状である。著

者は今回得られた31例のヒストグラムを,明 瞭に 3つ

ないし4つ のパターンに分類するのには無理があると

判断し,核 DNAの
“
量
"を
表わすパラメーターとして,

ピーク値,平 均値,ポ リプロイドの頻度の 3つ を用い

て腫瘍径や組織学的所見との関連を検討した。ポリプ

ロイドの定義も報告者により異なるが,著 者は,4.5c

以上の核 DNA量 を有するものをポリプロイドと定義

した。

1)腫 瘍径との関連について

胃癌
2の2め
,食 道癌

2つなどの管腔臓器に発生する腫瘍

では深達度が増すに従い,また,乳癌
2う
,甲状腺癌20な

どの実質臓器に発生する腫瘍でも腫瘍径が増大するに

従い,核 DNA量 が増加すると報告されている。しかし

日消外会議 21巻  9号

図11 際 後面に接する組織への浸潤(rp)と核 DNA量

ビーク値 (。)   ,______一 ―NS―

膵癌のDNA量 分析

:|

ながら,膵 癌では Tlと T2～4の核 DNA量 がほぼ同等

であるという結果が得られた。 こ の結果に関して,現

時点では 2通 りの解釈が考えられる。その第 1は ,膵

癌では小膵癌の段階で進行癌と同等の核 DNA量 を有

しており, これが小膵癌といえども強い浸潤傾向を有

するという臨床病理学的所見の裏付けとなっていると

いう解釈である。第 2は ,膵 癌は浸潤硬化性に増殖す

る例が多く結合織に富むため,中 心部と周辺部で個々

の細胞に対する間質環境はミクロのレベルでは差がな

く,そ の結果腫瘍が増大しても個々の細胞の核 DNA

量には影響が及ばないからではないかという解釈であ

る。第 1の解釈は,換 言すれば
“
膵癌は小さい段階か

ら高い生物学的悪性度を有する
"と
いうものだが, こ

の点をより客観的に検討するには,発 生母地が近接す

るにもかかわらず予後が大きく異なる腫瘍 (例えば際

頭部癌と乳頭部癌および下部胆管癌)の 核 DNA量 を

腫瘍径を揃えて比較することが有効であろう。また,

PolypioiO(%) pOttploid(%)
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第 2の 解釈に対しては,腫 瘍の中心部 と周辺部の核

DNA量 を比較することによって,よ り詳細な評価が

行えると思われる。

2)組 織学的所見との関連について

甲状腺癌
15レめ,腎 癌

2の
,乳 癌
2",卵
巣癌2ゆなどで,癌

の分化度が低下すると核 DNA量 が増加すると報告さ

れている。 し かし,膵 癌では分化型群も低分化型群と

同等の核 DNA量 を有していた.ま た,胃癌2の2り,食道

癌21レ02いなどで,n,ly,vな どの各組織学的因子の(十)

群は(一)群に比べて高い核 DNA量 を有していたと報

告されているが,膵 癌では,n,ne,ly,vの 各 (一)

群は各(十)群と同等の核 DNA量 を有していた。INF

に関しても,胃癌
2いでは INFγ 群は INF″ 群に比べて

高い核 DNA量 を有していたと報告されているが,膵

癌では,INFβ 群の方がむしろ INFγ 群よりも高い核

DNA量 を有する傾向が認められた。

上記のごとく,膵癌原発巣の核 DNA量 は,組織の分

化度や n,ne,Iy,vの 有無,INFの 程度と相関しない

という結果が得られた。 こ の結果に関して,現 時点で

は 2通 りの解釈が考えられる。第 1は ,際 癌では他の

癌と異なり,各 組織学的因子が (一)の ,い わゆる早

期の段階で進行癌と同等の核 DNA量 を有しており,

膵癌の高い生物学的悪性度を裏付けているという解釈

である。 こ れは,腫 瘍径との関連に対する第 1の解釈

と同様のもので,この点をより客観的に評価するには,

例えば,膵 頭部癌と乳頭部癌および下部胆管癌の核

DNA量 を,各 組織学的因子を揃えて比較することが

有効であろう。第 2の 解釈は,切 除された段階 (すな

わち発生した時点より増殖をくり返して臨床的に診断

されるまでに発育した段階)で の癌組織を構成する

個々の癌細胞にはそれぞれ特性があると考えられ (例

えば,リ ンパ管内に浸潤しやすいか否か),原発巣全体

の核 DNA量 を
“
mass surveyわしても,必 ずしも各組

織学的因子の有無が反映されないのではないかという

ものである。そこで,例 えば,ly,vに 結びつく終末像

であるリンパ節転移巣や血行性転移巣 (代表的には肝

転移巣)における核 DNA量 を測定し,原発巣と比較す

ることにより,組 織学的所見との関連についてより詳

細な評価が行えると考えている。また,比 較する両群

間の症例数が一部 (組織型や lyとの関連についての検

討)に おいて大きく異なるために有意差がでなかった

という可能性もあげられよう。

s,rpに ついても,そ れぞれの (―)群 は (十)群 と

同等の核 DNA量 を有するという結果が得られた。膵
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とい う限 られた大きさの臓器に発生 した腫場が増大す

れば,膵 前方被膜や膵後面に接する組織へ浸潤するの

は自然の経過 と考えられ,s,rpは Tと ある程度相関

すると思われる。 したがって,s,rpの 各 (―)群 が各

(十)群 と同等の核 DNA量 を有するという結果は,Tl

と T2～4がほぼ同等の核 DNA量 を有す るとい う結果

と軌を一にすると考えられる。

結  論

1)膵 癌31例の切除原発巣のホルマ リン固定 パ ラ

フィン包埋 ブ ロックよ り細胞 を単離 し,DAPI(4′ ,

6‐diamidino‐2‐phenylindole)液にて染色 した後,遠 沈

塗抹標本を作製 した。 こ れを落射型蛍光顕微鏡を用い

て測光 し,DNAヒ ス トグラムを作製 した。そ して,核

DNA量 と腫瘍径および組織学的所見 との関連を検討

した。

2)Tlの 核 DNA量 は T2～4とほぼ同等であった。

3)組 織学的分化度による核 DNA量 の差は認め ら

れなかった。

4)n,ne,ly,v,s,rpの 各 (一)群 は各 (十)群

と同等の核 DNA量 を有 していた。

5)INFβ 群は INFγ 群に比べて高い核 DNA量 を

有する傾向が認められた。
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