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食道癌の悪性度を明確にするため,腫瘍の悪性度を癌細胞の核 DNA量 の測定によって,また,宿主

の免疫応答をモノクローナル抗体 Leu 7を用いてその陽性細胞浸潤度で検討 した。パラフィンブロッ

ク標本134症例の DNA index(DI)を nOw cytometryを用いて預J定し,そ の90症例の癌局所の Leu

7陽性細胞浸潤度を間接酵素抗体法で測定した.低 分化型扁平上皮癌,未 分化癌の84%は diploidを示

し,中 ・高分化型扁平上皮癌では約50%に aneuploidを認めた。中・高分化型の DI値 は,進 行度が進

むにつれて高値を示した。Leu 7陽性細胞浸潤度は低分化型・未分化癌で低 く,ま た stageが進むにつ

れ低 くなった,臨 床的悪性度が高い早期再発死亡例は DI≧1.7でLeu 7陽性細胞浸潤度が軽度の症例

に高頻度に認めた,

索引用語 :食道癌細胞核 DNA量 ,パ ラフィンブロック標本のDNA index,食道癌細胞のaow cytomet呼,

食道癌局所のLeu 7陽性細胞浸潤度

緒  言

食道癌は他の消化管癌 と比べて予後不良であり,食

道癌に特有な生物学的特性をもつと思われる。そこで,

病理組織学的に腫瘍の特性を判定できないかという,

多 くの研究ll~ゆがなされている。一方,癌 細胞 の核

DNA量 は腫瘍の生物学的特性,す なわち悪性度を表

わす指標の一つとして考えられてお り, この課題につ

いても多 くの検討り～いがなされている。核 DNA量 の

測定方法 として,最近では■ow cytometry(以下 FCM

と略す)力 用`いられるようになってきた。本法の特徴

は,多 数の細胞を迅速かつ客観的に核 DNA量 を測定

することが可能である。FCMを 用いた核 DNA量 は,

新鮮標本を用いて測定されるのが一般的であるが,新

鮮標本で得 られた成績から予後を正確に評価するため

には,あ る一定期間の経過観察が必要 となる.そ こで,
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既に臨床経過を知 り得た過去の食道癌症f71のパラフィ

ンブロック標本により,癌 細胞核 DNA量 について検

索が可能 となれば,核 DNA量 のもつ臨床的意義がよ

り明確になると考えた。 し かし,食 道癌の生物学的特

性を解析するためには,腫 瘍 自体のみに着 目すること

なく,癌 腫に対する担癌宿主の生体反応についても検

討を加えなければならないと判断した. このような観

点から,食 道癌の生物学的特性について,癌 細胞の核

DNA量 測定 と癌腫に対する宿主の生体反応を癌局所

の免疫応答より検討を加えた。

対象および方法

1981年1月 より1987年12月までに当科で切除した胸

部食道癌は213例であったが,術前に合併療法の施行さ

れていない141例中,パラフィンブロック標本の保存状

態が良好な134例を今回の検索対象とした。これら134

例の食道癌取扱い規約のに基づいた組織学的進行度

ヤま, stage Oが 17例 , stage lが 12例 , stage 2が 7

例, s t a g e  3 が4 9 7 1 1 , および s t a g e  4 が4 9 4 / 1 1 であった,
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なお,1986年 1月 より1987年7月 までの40症例につい

ては,新鮮標本とパラフィンプロック標本の DNA his,

togramを解析し,両標本の結果を検討した。癌細胞核

DNA量 と癌局所の免疫応答反応を測定 した症例は90

例であり,そ の内訳は,stage Oが16例,stage lが7

例, stage 2カ` 2211, stage 3が33例 , および stage 4

が 32例であった。

1)食 道癌細胞の核 DNA量 についての測定方法

a)新 鮮標本を用いた方法 :新鮮標本の検体は手術

により摘出された腫瘍組織を用い,採 取部位は腫瘍発

育先進部位 とした。新鮮材料はまず,phosphate butter

saline(PBS)で洗浄 し,血 液成分を除去した後,両 刃

カミソリを用いて試料を0.5～lmm四 角に細切した。

次に,PBSで 1,000unit/mlに調整した dispase(合同

酒精社)を 加え,37℃ 3時 間酵素処理 し,単 離細胞浮

遊液を作成した。さらにこの細胞浮遊液を40μmの ス

テ ン レス メッシュで ろ過後,PBSで 洗浄 し,Tris

Burer 200μmlに 浮遊させた。細胞浮遊液に TritonX‐

100を加え,裸 核にした後,1%RNase 200″ 1を加え

て処理 した。 0.02%ethidium bromideを カロえDNA

を染色し,nOw cytOmetry(Spectrum III Ortho社)

で DNA histogramを 作成した。また,細 胞浮遊液の

一部をスライ ドグラス上に塗抹 し,Papanicolaouお

よび Giemsa染 色を行い,浮 遊細胞の形態や癌細胞純

度について検討した。

b)パ ラフィンブ ロック標本を用 いた方法 i10%

formaline液に固定 したパラフィン標本より,100″m

の厚切切片と4μmの 薄切切片を作成した。薄切切片は

ヘマ トキシリン・エオジン (H.E.)で 染色し,病 理組

織学的検討を行った。厚切切片は60℃の xyleneで脱

パラフィンを行った後,100%,95%,85%,お よび75%

の濃度の ethanolに順次浸透させて加水操作を行い,

PBS液 で洗浄した。次に非特異的蛍光を除去する目的

で,5mmolEDTA tt PBS液 中で約24時間60℃の加温

処理を行った。H.E。染色によって腫瘍発育先進部位を

確実に採取するとともに,同 一定例の非癌部食道正常

粘膜 も同様の方法で採取 した。これらの試料を声原助,

蒲池 らり1のの方法に準 じて,そ れぞれの検体を01%

collagenase(Washington社)に0.2%牛 血清アルブミ

ン2mlを 加えた PBS溶 液中に浸し,37℃の waterbath

内で 3時 間撹拌した。さらに,ダ ウンス型ホモジナイ

ザー (岩成ガラスKK製 )を 用いて細胞浮遊液を作成

し,この浮遊液を40″mの stainless steal meshで濾過

後 RNaseで RNA処 理 し,0.025mg/ml PrOpidium
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Iodide(PI)lmlを加えて DNA染 色し,FCMを 用い

核 DNA量 を測定した。なお,核 DNA量 を測定する細

胞浮遊液の一部をスライドグラス上に塗布し,Giemsa

染色で浮遊細胞の形態 と癌細胞の純度について鏡検 し

た.ま た,PI染 色後の浮遊細胞は蛍光顕微鏡下で細胞

核の形態を観察 し,FCMに よる測定の検体 として使

用できるかを判定 した。

c)DNA index(DI値 )の 算出方法

① 新鮮標本検体を用いた場合 ,DI値 =癌 細胞の

G。/Glの peak channei nurnber/リ ン′報求の GO/Glの

peak channei numberの 方式で算定した。

② パラフィンプロック標本を用いた場合 i DI値=

癌細胞の G。/Glの peak channei number/非癌部正常

粘膜の G。/Glの peak channei numberの 方式で算定

した。

2)癌 局所における免疫応答反応の検索方法

この検索方法は戸次11)の報告に準じて行った。すな

わち NK細 胞を認識するLeu 7モ ノクロナール抗体

を用い,陽 性細胞浸潤度によって測定を行った。検体

はパラフィンプロック標本からの3/mの 薄切切片を

用いた。モ ノクロナール抗体 としては Leu 7抗 体

(Becton Dickinson社 )を 使用 し,間 接酵素抗体法

(ABC法 )で 染色し,細 胞の同定ならびに分類を行っ

た。Leu 7抗体は,100倍に希釈し,ウ ェットチェンバー

のなかで,室 温で90分聞反応 させた後,Ca2+ぉ ょび

Mg2+を 含まない PBSで 洗浄 した,2次 抗体 としては,

Blojn標 識抗マウスIgM(Vector社 )を用い, さらに

3次 抗体 としては,Abidin‐Biotin‐Peroxidase com‐

plex(ABCキ ット,Vector社 )をおのおの60分間ずつ

反応させた。PBSで 洗浄後,001%H202・ DAB(3,

3‐diancino benzidine,Siと11la社)を 加えて発色 させ

た。Leu 7陽性細胞を黒色化するために,0.5%硫 酸銅

溶液に数分間浸し,核 染は 1%メ チルグリーン溶液を

用いて行った。食道癌の発育先進部におけるLeu 7陽

性細胞の浸潤度は,光顕400倍で方眼 ミクロメーターを

用い,癌発育先進部の250″mの 範囲内の陽性細胞数を

10か所以上検鏡 し,そ の平均値が 5個 未満を浸潤度

(十), 5～ 10個を (+)お よび10個以上を (‖)と し

て判定 した。

3)食 道癌細胞核 DNA量 の解析方法

a)新 鮮標本 とパラフィンプロック検体を用いて預J

定 した DI値 の比較 ;食道癌40症例について, まず新

鮮標本を用いて DI値 を測定 し,そ の後パラフィンブ

ロック標本を作成し,作 成したブロック標本を用いて
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再度 DI値 を損J定し,両 者の相関関係を検討した。

b)非 癌部食道粘膜の DI値 ;134症例すべての非癌

部食道粘膜の DI値 を測定した。

c)DI値 と組織学的分化度 ;134症例中,低分化型扁

平上皮癌 (以下低分化型)お よび未分化癌は22T/11,中

分化型扁平上皮癌 (以下中分化型)は 78例,お よび高

分化型扁平上皮癌 (以下高分化型)は 34例であった。

分化度別に aneuploidの出現頻度を比較 した。

d)DI値 と組織学的深達度 (a因子);低 分化型 ・未

分化癌の多 くは DI値 1.0を示し,DI値 による比較検討

は不可能であったため,中 ・高分化型112frllについて検

討した.その内訳は,中分化型は78例中,a。症例は28例,

a12症T/11は40例,お よび a3症例は10例であった.高 分

化型34例中,aO症例は11例,a12症例19例および a3症例

は 4例 であった。

e)DI値 とリンパ節転移 (n因子):中 ・高分化型に

ついてのみ検討した。症例の内訳は,中 分化型は78例

中,nO症例33例,n12症例23例およびn34症例は22例で

あった。高分化型は34f/11中,nO症T/11は9例 ,n12症 例は

17例およびn3-4症例は 8例 であった。

f)DI値 と組織学的進行度 (stage);中・高分化型に

ついて DI値 との関係を検討 した,症 例の内訳は中分

化型78例中, stage O症frllヤょ12例, stage 1 5イ列, stage

2 1例 , s t a g e  3  3 1例およびst a g e  4が2 6例であった。

高分化型では stage Oヤま3例 , stage 1 4イ列, stage 2

5例 ,stage 3 13例およびstage 4が9例 であった。

g)DI値 と予後 ;R2C2以上の治癒切除が施行 され,

直死および他病死を除いた65症例について早期再発

(18か月以内)死 亡例 とDI値 との関係を検討した。

4)Leu 7陽 性細胞浸潤度の解析方法

a)Leu 7陽 性細胞浸潤度 と組織学的分化度 ;癌局

所におけるLeu 7陽性細胞浸潤度を測定した90症例の

内訳は,低 分化型 ・未分化癌15例,中 分化型53例,お

よび高分化型が22例であった。これらの症例を組織学

的分化度別に,Leu 7陽 性細胞浸潤度について比較検

討した。

b)Leu 7陽 性細胞浸潤度 とa因 子 ;深達度別にみ

た90症例の内訳は a。31例,al_249例,お よび a3が10

例であった。これら症f/11の深達度 とLeu 7陽性細胞浸

潤度について検討した。

c)Leu 7陽 性細胞浸潤度 とn因 子 ;リ ンパ節転移

の内訳はn。37例,n1225例 およびn34が28T/11で, こ

れらn因 子 とLeu 7陽性細胞浸潤度を検討した。

d)Leu 7陽 性細胞浸潤度とstage i stage別の内訳
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は stage 0 16T/11, stage 1 7T/11, stage2 2材刺, stage 3

33例およびstage 4が32例であ り, これらstage別に

Leu 7陽性細胞浸潤度を検討した。

e)Leu 7陽 性細胞浸潤度 と予後 ;R2C2以上の治癒

切除が施行され,直 死および他病死を除いた43症例に

ついて,早 期再発死亡例 とLeu 7陽性細胞浸潤度 との

関係を検討 した,

5)DI値 とLeu 7陽性細胞浸潤度との関係

DI値 及び Leu 7陽性細胞浸潤度の両者を測定 した

90症例について,Leu 7陽性細胞浸潤度 とDI値 との関

係を検討 した。

6)DI値 とLeu 7陽 性細胞浸潤度よりみた予後 ;

R2C2以上の治癒切除が施行された症例の うち,直 死お

よび他病死を除いた43症例について早期再発死亡例

と,Leu 7陽性細胞浸潤度および DI値 との関係につい

て検討した。

7)統 計学的処理方法

有意差の半J定は,student t‐testもしくは,χ
2_teStを

用いて p<0.05を有意差 とした。また,平均値のすべて

図1 パ ラフィンブロック標本よりえられた食道癌細

胞浮遊液

A:Giemsa染 色,B:PI染 色像
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は meantt SDで表 した.

結  果

1)食 道癌細胞核 DNA量 の解析結果

a)パ ラフィンブロック標本 と新鮮標本 との DI値

の関係 ;パラフィンブロック標本を用いて作成 した細

胞浮遊液の Ciemsa染 色および PI染 色像を図 1に 示

した。次に,新 鮮標本 とパラフィンブロック標本を用

いて測定 した DNA histogramを 図 2に 示 した。

coefncient of variation(CV)値は,新 鮮標本では平

均は7.7±21で ,パラフィンブロックではlo.2±3.5%

とパ ラフィンブロック標本がやや高値を示 した。di‐

ploidの判定は,DI=1.0± 0.1として行った。新鮮標本

を用いて測定 した場合とパラフィンブロック標本を用

いた場合の DI値 の相関関係をみると,図 3に 示すよ

うに両者間には有意な相関関係 (r=o98p<0.01)が

認められた。

b)非 癌部食道粘膜の DI値 ,134例すべての症Trllが

1.0であった。

c)分 化度別の aneuploidの出現頻度 ;図 4に 示す

ように高分化型は53%,中 分化型で46%,低 分化型 ・

未分化癌は14%と 分化度の高いものほど,aneuploid

の出現頻度は高値であった。

d)a因 子 とDI値 の関係 :中 ・高分化型について検

22巻  6号

図 3 食 道癌新鮮標本とパラフィンブロック標本によ

るDI値 の比較

D N A』 N D E X   F R E S H

図4 分 化度別にみた ane u p l o i dの出現率

食道癌の細胞核 DNA量 による悪性度と担癌宿主の免疫応答

図 2 パ ラフィンブロック標本と新鮮標本よりえられた食道癌細胞の核 DNA

gramの 生し較

A t aneuploid(新鮮標本,,B:diplold(新 鮮標本),C:aneuploid(パ ラフ

ロック標本),D:dip10id(パ ラフィンブロック標本)
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討したところ,高分化型は図 5に 示すように,ac症例の

DIの 平均値は120± 0.41,a12症 例は138± 0.43,お

よび a3症例では1.85±0.39であった。中分化型は a。症

例の DI値 の平均値は1.19±0.33,a12症 例は1.37±

0。41および a3症例は1.82±0.55であった。a因 子が高

くなるにつれて DI値 も高値を示 し,高 分化型におい

ては a。とal_2の間には右意差 (p<0,005)を 認めた。

また,中分化型においては a。,al_2,および a3のすべて

に有意差 (p<0.05～ p<0.005)を 認めた。

e)n因 子 とDI値 の関係 ;中 ・高分化型でみると図

6に 示すように,高 分化型は,nO症例の DI値 の平均値

は1.20±0.41,n12症 例は1.38±0.43,n3症 例では,

図5 高 ・中分化型痛平上皮癌におけるa因 子とDI

値の関係
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1,85±0.39であった。中分化型は n。症pllのDI値 の平

均値は1.26±0.37,nl_2症例は1.30±0.37,n3症例では

1.57±0.55であ り,高 分化型ではn。とn34の間に,ま

た n12と n34の 間に有意差を認めた.中 分化型では,

nOと n3-4【Fヤまpく(0.005て  ヽnl_2と n3-4でヤまpく(0.05Ч台

有意差を認めた。

f)stageと DI値 の関係 i図 7に 示す ように高分化

型では,stage Oおよび 1症例の DI値 の平均値がいず

れも1.0±0.0であった stage 2では1.38±0.55,stage

3で は1.45±0.44およ びstage 4では183± 0.37で

あった。中分化型では stage O症例の DI値 の平均値は

1.11±0.22, stage lで ヤま1.21±0.39, stage 2で は

図6 高 。中分化型扁平上皮癌におけるn因 子とDI

値の関係

図7 高 ・中分化型扁平上皮癌のstageと DI値 の関係

高射 理 中射 製
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図 8 治 癒 (R2C2以上)例 における早期再発死亡とDI

値の関係

図 9 分 化度別にt7Aた癌局所におけるLeu 7陽性細

胞浸潤度

期 し型
求射 し忠 n‐15

n‐53

1.0±0.0, stage 3では1 36±0 40およびstage 4では

1.53±0.53であった.高 分化型では stage Oおよび 1

とstage 3および 4,ま た stage 2とstage 4に有意差

(p<0.05～p<0005)を 認めた。中分化型においては

stage Oと stage 3,お よび 4の 間 に有意差 (p<

0.025～p<0.005)を 認めた。

g)DI値 と早期再発死亡との関係 ;図 3に 示すよう

に DI≧1.7の症例では,18例 中11711(61%)に早期再発

死亡を認めたが,1.1<DI<1.7の 症例では早期再発死

亡を認めなかった。

4)Leu 7陽 性細胞浸潤度の解析結果

a)分 化度別の Leu 7陽性細胞浸潤度 ;図 9に 示す

ように浸潤度 (十)以 上の症例は高分化型で50%,中

分化型で57%,低 分化型・未分化癌では20%で あった。

中 ・高分化型 と比較すると低分化型 ・未分化癌におい

て Leu 7陽性細胞浸潤度の低い症471が多 く認め られ

亨【こ.
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図10 a,n因 子別にみた Leu 7陽性細胞浸潤度

(+)       (■ )       (‖ )

図1l stage別 にみた Leu 7陽 性細胞浸潤度

b)Leu 7陽 性細胞浸潤度 とa因 子 ;図10に示す よ

うに,aOで は35%が 浸潤度←め で,浸 潤度(十)は23%

であった。a12では浸潤度 (十)は59%で あり,a3で は

すべて浸潤度 (十)の 症例であった。深達度が増大す

るにつれて Leu 7陽性細胞浸潤度が減弱する傾向を認

めた。

c)Leu 7陽 性細胞浸潤度 とn因 子 i図10に示すよ

うに,n。症例では浸潤度(十)以上の症例は84%を 占め

てぃたが,n12症 例では浸潤度 (十)が全体の72%を 示

した。一方,n34症 例では,浸 潤度 (十)が80%を 占め

ていた。

d)Leu 7陽 性細胞浸潤度とstage;図 11″こ示すよう

に,stage O～1の比較的早期症例では浸潤度 (+)以

上の頻度は96%(23例 中22例)で あった.一 方,stage

2～4の 症例では,漫 潤度 (‖)の 症例は 4%(67例 中

3例 )で あり,浸 潤度 (十)の ものは stage 2で50%,

雲¶
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図12 DI値 とLeu 7陽性浸潤度との関係
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DI値 とLeu 7陽性細胞浸潤度からみた治癒切

(R2C2以上)後 の早期再発死亡

亡を認めた。(‖)の 症4/1では,aneuploidおよびdi‐

ploidの両症例 ともに早期再発死亡は認めなかった。

考  察

食道癌は根治手術が施行でき,組 織学的検索によっ

ても治癒切除が行われたと判定された症例でも,術 後

に頭部,上 縦隔を中心とした リンパ行性再発や,骨 ,

肺,肝 などの血行性再発をきたすことが多 く,生 物学

的悪性度が高いと考えられている。その食道癌細胞の

生物学的悪性度を反映する一つの指標 として,癌 細胞

の核 DNA量 の測定が行われてきた,従 来の食道癌細

胞の核 DNA量 の測定は顕微分光測光法を中心 として

行われてきた。しかし,FCMを 用いた食道癌細胞の核

DNA histogramの 解析の報告は少 く,南
121による報

告が初めてである。声原1り
,杉田1。らは顕微蛍光測光と

FCMを 比較 し,FCMの 長所として,1)細 胞の特徴を

短時間で,し かも大量に分析,収 集できる点,2)客 観

性,臨床的実用性にす ぐれている点,3)細 胞の特性を

計量的に解析できる点を挙げている。一方,短 所 とし

て,A)細 胞の形態に関する情報が少ないこと,B)測

定細胞が単離細胞浮遊液であること,C)hお togram

を反映する細胞の同定が困難であることを指摘 してい

る。そこで著者は,そ の短所の解決法 として,A),B)

に対しては,細胞浮遊液の Giemsa染 色を行い,その形

態や性状および腫瘍純度を光顕的に観察して,検 体の

・３

除
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stage 3 58°/。, およびstage 4でヤま78%と stageが 進む

につれ,Leu 7陽 性細抱浸潤度は減弱する傾向を認め

ブ(=.

e)Leu 7陽 性細胞浸潤度 と早期再発死亡 との関

係 ;浸潤度 (十)の 症421では,16例 中11例 (69%),お

よび (十)の 症471では17例中 2例 (12%)に 早期再発

死亡を認めた,(‖ )の10症4/1では,早 期再発死亡は認

めなかった。

5)DI値 とLeu 7陽性細胞浸潤度 との関係 ;図12に

示す よ うに,浸 潤度 (十)の 症例の DI値 の平均 は

1.42±0.48,(十 )の 症例は1.25±0.38,お よび (‖)

の症例では117± 0.32であ り浸潤度 (十)と (ltt)の

間には,有 意差 (p<005)を 認めた。Leu 7陽性細胞

浸潤度が軽度の症例ほどDI値 が高値 となる傾向を認

めた。

6)DI値 とLeu 7陽性細胞浸潤度からみた早期再発

死亡 との関係 :図13に示すように,浸潤度(十)で DI≧

1.7の症4/1はすべて早期再発死亡 してお り,ま た di‐

ploidであって も,浸 潤度が (十)の 9症 例 中 4例

(44%)に 早期再発死亡を認めた。一方,浸 潤度 (十)

で diploldを示した症f/11には早期再発死亡を認めず,

aneuploidを示した 4症 例中 2例 (50%)に 早期再発死
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良否を検討し,腫 瘍純度が40%以 上の検体のみを検索

対象とした.ま た,C)に 対しては,PI染 色した細胞浮

遊液を蛍光顕微鏡を用いて核の形態や蛍光強度を観察

し,良 好 な状態 を示 した検体 のみの核 DNA量 を

F C M で測定 した。

従来,FCMに よるDNA histOgram解析には,新鮮

な組織材料が必要 とされてきた。新鮮標本のデーター

の臨床的意義を評価するためには,一 定期間の臨床経

過を観察する必要がある。そこで,臨 床経過を知 りえ

た症例のパラフィンブロック標本を用いて測定するこ

とが可能 となれば,そ の臨床的意義についても十分検

討できるものと考えられる.Hedley10,Vindelovlωら

は,パ ラフィンブロック標本で,DNA histogramの測

定を行い,新 鮮標本 と近似の DNA histOgramが 作成

できることを報告している.著者もその方法に基づき,
パ ラフィンブロック標本を用 いた食道癌細胞 の核

DNA量 の測定を試みた。前述したように,FCMで 核

DNA量 を浪J定するには,単 離細胞浮遊液を作成する

必要がある。そこで,単 離細胞浮遊液の作成法につい

て検討を加えた。固形腫瘍細胞の分離法は大別 して,

機械的分散法と酵素およびキレー ト剤による化学的分

散法がある.現 在主として用いられている方法は, こ

の両者を組み合わせた方法で,杉 田14)らはそれぞれの

方法の問題点について考察を加えているが,実 際には

各施設で種々の方法が行われている。そこで著者は,

化学的分散法による細胞分離 として,c01lagenase(牛

血清アルブミン添加)を用い,機 械的分散法としては,

細胞損傷の少ないダウンス型ホモジナイザーを使用し

た.化 学的分散法として用いたコラゲナーゼは,完 全

裸核にす ることは困難であったが,操 作が簡便で,

FCMの 短所を補 うための細胞形態の観察ができた。

また残存する細胞質の非特異的蛍光 もEDTAを 加え

た加温処理1つで良好なhistOgramを作成することが

できた。

以上の方法で源J定したパラフィンブロックの癌細胞

核 DNA histOgramに おけ るDNA indexの 対比 で

は,相 関係数 (r=o.98)と極めて高い相関 (p<0.01)

を示 した。また,CV値 を新鮮標本と比較すると,新鮮

標本の CV値 が7.7±2.1%で あるのに対し,パ ラフィ

ンブロック標本の CV値 は,lo 2±3.5%と高値を示 し

たものの両群間に有意差はなく,南 12)が
報告 したよう

に,diploidはDI=1.0± o.1として判定した。

次に,パラフィンブロック標本を用いた核 DNA his‐

togramの測定に対するexternal standardの設定で
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あるが,新 鮮標本の場合は, ヒ ト末檎血 よ りFicOll‐

Paque法 で得 られた リンパ球 を controlとして用い

た。 しか し,パ ラフィンブロック標本の場合には,

external standardとして,パラフィンブロック標本よ

リリンパ球のみを採取することは困難である。そこで,

著者は自己の末精血 リンパ球を採取 し,ホ ルマ リン液

で12時間,24時間,48時間と時間を変えて固定 した後,

その蛍光強度を涙J定した。ところがその結果,固 定時

間による蛍光強度の差異が判明した。このことから,

手術時に採取 した リンパ節や随時採取 した末檎血の リ

ンパ球をパラフィンプロック標本にして,個 々の症例

に対するexternal standardとして用いることは不適

当であると考えた。そこで同様のパラフィン包埋過程

を経た標本の中で,非 癌部正常粘膜を同じ方法で細胞

分離 し,そ の G。/Gl,peak channei numberをexter‐

nal standardとして用いた。

さて,今 回の食道癌細胞の核 DNA histOgramを解

析した結果をみると,非癌部正常粘膜はすべて diploid

を示 したのに対 し,癌 部では134例中58例 (43%)が

a n e u p l o i d を示 した。 これ ま で に もB a r 1 0 g i e 1 8 ) ,

Leuchfenbergerlりらによって固型癌では,aneup10id

が高頻度に出現することが,報 告されている。しかし,

aneuploidの出現頻度は必ず しも一致 したものではな

く,この出現頻度の差果は,aneuploidの設定基準や測

定方法に基づ くものではないかと考えられる。また,

各臓器によってもaneup10idの出現頻度は異なるとい

う報告2のもある。

次に DNA histOgramと 癌の組織学的分化度につい

てみると,蒲 池印は顕微蛍光測光法による胃癌の検討

からploidy patternを3型 に分類し,I型 つまりpoly‐

ploid cellやaneuploid cellを含まないグループの多

くが,未 分化癌,低 分化型腺癌であったと述べている。

しかし,杉 町21)らは食道癌において aneuplold cellを

多 く含む typeは,低分化型偏平上皮癌が多かったと報

告 して い る。FCMを 用 い た 測 定 に お い て も,

Temple2分らは,DNA分 布パターンと組織学的分化

度,進 行度および予後を比較検討し,分 化度が低いも

のほど,さ らに深達度が進むにつれて polyploid cell

や aneuploid cellが多数出現すると報告している。一

方,Petrova20らは,diploidを示す症Trlの多 くが早期

癌か低分化型腺癌であったと報告 しており,DNA his‐

tOgramと 組織学的分化度との間には必 らず しも一定

した見解は得られていない.今 回の著者の検討結果で

は,低 分化型 ・未分化癌では14%に aneuploidを認め
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たにすぎず,他 はすべて diploidであった。しかし,高

分化型では53%,中 分化型では46%に aneuploidの出

現を認め,分 化度の高いものほどaneuploidの出現率

は高値を示した。このように,組 織学的分化度の相異

により,aneuploidの 出現頻度が果なる理由について

は,い まだ明らかにされていない。

さらに,stageと DI値 の関係をみると,DI値 は a因

子,n因 子およびstageとともに密接な相関があると

する報告
21)と,病 期による差果はないとする報告20)の

両者がある。著者の検索結果では,中 ・高分化型では,

a,n因 子や,stageが 進むにつれて DI値 は高値を示

し,aneuploidの出現頻度も有意に高値を示した。この

ことは,痛 の進行 とともに癌細胞核 DNA量 の変異が

増幅され,増 幅された細胞が steh lineを形成するこ

とによりG。/Gl期細胞の peak値 が右方に偏位 したも

のと推淑Jlめされる.

次に細胞増殖の動態を知る上で stem lineを見定め

ることは重要であ り,複 数の細胞増殖集団が存在する

場合には,stem lineが複数となる。今回の検討では,

複数の stem lineを形成 した もので はわず か 1例

(0.7%)の みに認めたにすぎなかった。しかし現在の

測定法では,極 くわずかな細胞集団の立em lineを認

識することは困難 と考える。また,FCMに より預」定し

た癌細胞核の DNA histogramの解析においては,次

の点に留意しなければならない。つまり,FCMに よる

国形癌の測定では,純 粋に腫瘍細胞のみを測定するこ

とは不可能であ り,histogram上で癌細胞の stem line

と判定 したものが,実 際に癌細胞の GOGl期であるこ

とを証明することができない。そこで,著 者はできる

限 り腫瘍細胞の純度の高い浮遊液を採取するため,

counter aow centrifugal elutriation2うなどを用いて

検討中であるが,腫 瘍純度を70～80%に 高めた場合に

おいても,同様の stem lineを認めている。今回の検索

症例の予後を DI値 でみると,早期癌においては,多 く

の症例が dip10idを示 し,DI値 により予後を推預Jする

ことは困難であったのに対し,進 行癌の場合,DI値 は

予後を推測する大きな指標 となる結果を得た。つまり,

病理組織学的所見からみて相対的もしくは絶対的治癒

切除が行われた と考えられた症例の予後をみて も,

aneuploid群では DI≧17の 症4/11にのみ早期再発死亡

4/1を認めている。DI値 の高いものは相対的に進行度が

高い症例が多いことを考慮し,同 一 stageの症例で比

較 した ところ,や は りDI値 の高値なものに早期再発

死亡を認めた。しかし, これらの症例の中にも少数な
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が らDI値 が高値を示 しても長期生存 している症例

や,DI値 が低値を示 したにもかかわらず術後早期に再

発死亡した症例なども認められた。

痛細胞の悪性度を考えると,臨 床的には予後 と直結

したものが理解しやすいが,藤 田20は
,『悪性度とは必

ず しも予後 と関係するものではなく,細 胞の異形度を

示 している点に注意すべきで,予 後において悪性度が

有意義な腫瘍の場合 とさほど意義をもたぬものもあ

る。同一部位の同一の組織像を呈する,同 じ大きさの

腫場では,悪 性度の程度が予後 とある程度並行しうる

が予後は宿主の状態によっても左右されるため,単 に

腫瘍のみの悪性度で予後を半J定す ることは困難であ

る』と述べている。このことは,予 後を腫瘍側因子の

みで推浪Jするには限界があることを示唆しており,宿

主側の因子,特 に癌に対する生体防御反応を含めた両

面からの検討が必要 と考えられた。

これまで,癌 組織に浸潤 しているリンパ系細胞は癌

に対する担癌宿主の生体反応 として とらえられてお

り, リンパ球浸潤の程度と予後 とが比較的相関
2ω2のし

ていると考えられている.現 在では癌部に浸潤するリ

ンパ系細胞の中でも,natural killer(NK)細 胞 と

lympohokine activated killer(LAK)細胞などを中

心 とした細胞性免疫が重要視20～3いされている。特に

NK細 胞は,悪 性腫瘍に対する免疫応答において重要

な役善」を果たしてお り,腫 瘍増殖を抑待」する効果があ

ると言われている。戸次11)も,食道癌の腫瘍先進部位に

おけるNK細 胞浸潤度 (特にLeu 7陽性細胞)は ,そ

の予後を反映することを報告している。そこで著者は,

食道癌の腫瘍先進部におけるLeu 7陽性細胞の浸潤程

度について検討し, 自己食道癌に対する担癌生体の防

御反応について検討を加えた。癌の組織学的分化度 と

leu 7陽性細胞の浸潤度 との関係をみると,低 分化型・

未分化癌は,中 ・高分化型 と比べて有意に Leu 7陽性

細胞の浸潤度が低下した症例が多 く,従 来より述べら

れているように癌腫の分化度による抗原性の相違が示

唆された。このことは,一 般的に予後不良とされる低

分化型 ・未分化癌では担癌宿主の免疫応答が少なく,

容易に浸潤転移をおこすことが推預」された。a,n因子,

および立ageと Leu 7陽性細胞浸潤度 との関係をみて

も,癌 腫の進行につれて,担 癌宿主の癌局所における

免疫学的防御反応 も低下していると考えられた。また,

予後 との関連をみても,Leu 7陽 性細胞浸潤度の低い

症711に術後早期の再発死亡を認めた。このことより,

生体防御能の低下は食道癌の予後を判定する 1つの指
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標 と考えられた。

そこで,腫瘍の悪性度因子として DI値 を,宿主の生

体防御反応因子 として癌局所におけるLeu 7陽性細胞

浸潤度を指標 とし, これら両面より予後を検討 したと

ころ,中 ・高分化型においては,DI≧ 17,し かもLeu

7陽 性細胞浸潤度が (十)の症例は高率に早期再発死亡

していた.しかしDI値 が高値であっても,浸潤度が高

いもの,ま た逆に,DI値 が低値でも浸潤度の低い症例

が混在 して認められた。そこで, これら症例の予後を

みると,DI値 が高値であっても,浸 潤度が (+)以 上

のものでは比較的長期の生存を認めた。これらの結果

からDI≧1.7で浸潤度(十)の症例は,た とえ根治手術

が施行されても術後の再発の危険性が高いことを意味

している。このような症例に対しては,よ り拡大した

手術によりen b10ckに癌を完全に摘除するか,も しく

は,侵 襲の大きな拡大手術ではなく,病 巣切除と免疫

化学療法で集学的治療を行 うかの適応を決定する必要

があると考えられた。

腫瘍の生物学的特性 と生体防御反応を術前に判別

し,個 々の癌腫に最 も適 した治療を行 うことが重要で

あり,今 後精度の高いcontrolled randomized study

によって,よ り明確な治療法を確立 したいと考えてい

る。

稿を終えるにあたり御指導,御 校閲を賜った第 1外科の

掛川暉夫教授ならびに免疫学教室の横山三男教授に深甚な

る謝意を表します。また,御教示賜りました京都府立医科大

学第 1病理学教室の声原 司 教授と終始直接御指導賜りま

した山名秀明博士に深謝します。

本論文の要旨は第30回消化器外科学会総会,第 4回関西

フローサイトメリー研究会,第 41回日本脳部外科学会総会

において発表した。
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