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多変量解析による大腸癌核DNA量 の予後因子としての評価

石川  啓

清水 輝 久

下山 孝 俊

はじめに

Fiow cytOmeter(以下 FCM)と 略す)の発達に伴っ

て迅速かつ客観的な癌細胞核 DNA預 じ定が可能 とな

り,そ の細胞生物学的意義について研究されてきた。

なかでも腫瘍の悪性度, とりわけ予後 との関係につい

ては多 くの研究者の注 目を集め,肺癌'り,乳癌り,大 腸

癌ゆなどの国形腫瘍においては,DNA aneup10idy症

例で予後不良であったとの報告がなされている。
一方,医 学領域における統計学の普及は,従 来の単

一因子に対する統計学的解析に加えて,複 数の因子を

同時に解析 し,今 回目的とした予後に及ぼす各因子の

重みや相互の関連性を客観的に評価する多変量解析を

可能にした。そこで著者らは,COxの 比例ハザー ドモ

デルDを用いて大腸癌核 DNA量 の予後因子 としての
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有用性を検討した。

対象と方法

1)対 象

昭和53年より昭和60年までに長崎大学第 1外科にお

いて切除 した大腸癌243症例のホルマ リン固定パ ラ

フィン包埋 プロックを用いた,243例 中,DNA index

(以下 DIと 略す)評 価不能例 7例 を除 く236例につ き

検討した。

2)DNA測 定法

腫瘍の全割面を含むプロックから50″mの 切片を 3
～ 4枚 切出し材料 とした。検体処理は B.Schutte的らの

方法に準じた.す なわちキシレン中で 1時間の脱パラ

を 2回 繰 り返 した後,100,95,70,50%エ タノール中

でおのおの30分間再水和を行った。さらに 3次 蒸留水

中で 1時 間再水和の後,0.25%ト リプシンクエン酸
パ ソフアー (3mM trisOdiumcitrate,0.1%NOnidet

P40, 1.5mM speHninetetrach10ride, 0.5mM Tris,
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例 (58.9%)で あった。DNA p10idyは 臨床病理学的因子の中で,壁 深達度, リンパ節転移 との間に
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pH 7.6)中37℃で overnight incubationを行い,50″m

ナイ ロンメッシュに通 して裸核単離細胞を得た。

Propidium lodide(以下 PIと略す)染色は Vindel,vつ

らの方法に準じた。すなわちクエン酸パ ソフアー (su_

crOse 250mMI,trisodiumcitrate 2H20 40mM,dilneth‐

ylsulfoxide zur synthese 50ml,pH7 6)中の細胞浮

遊液200μlに A液 (trypsin 15mg,stock solution

[trisodiumcitrate 2H20 3.4mM,0.1%Nonidet P40,

sperminetetrachloride l.5mM, Tris O.5ni1/1, Dヽ
「ヽ3

2,000ml,pH 7.6]500ml)1.8mlを加え室温で10分

間静置 した。次 に B液 (trypsininhibitor 250mg,

RNaseA 50mg, stock solution 500ml, pH 7 6)1.5

mlを 加え室温にて10分後 さらに C液 (P1 208mg,

sperminetetrachloride 580mg, stock solution 500ml,

pH 7.6) 1 5mlを加え氷中にて30分間染色した。FCM

ヤまFACSIV(Becton Dickinson社 製)を用い, 488nm

のアルゴンイオンレーザーで励起 して,580nm iong

passフ ィルターを用い,10,000～20.000個の細胞につ

きその DNAヒ ス トグラムを表示させた。その際,腫瘍

内浸潤 リンパ球 (TumOr lnnitrating Lymphocyte以

下 TILと 略す)を 内部標準とし,腫 瘍細胞の GO・Gl

ピークチャンネル数をこの値で割ることによりDI値

を求めて DNA量 を評価 した。なお DNA ploidyに つ

いては0.90<DI≦ 1.10をDNA diploidy,DI>1.10を

DNA aneuploidyと 定義 した。

3)統 計学的解析

背景因子および病理組織学的因子 とDNA ploidy

に関しては U検 定 とた
2検定(一部 t検定)を用い,p<

0,05をもって有意差 とした。生存率は Kaplan‐Meier

法により求め,generalized Wilcoxon testにより有意

差を検定 した。多変量解析は Coxの 比例ハザー ド回帰

分析。を用い,目 的変量 として死亡までの期間をとり,

説明変量 としては大腸癌取扱い規約に従って腫瘍占居

部位,腫 瘍最大径,肉 眼型,組 織型,深 達度,静 脈侵

襲, リンパ管侵襲, リンパ節転移,腹 膜播腫性転移の

9項 目の病理組織学的因子のほかに DI値 とDNA

ploidyを加えた。なお肝転移は腹膜播腫性転移 とほと

んど同様の分布を示してお り,腹 膜播腫性転移のみを

検討した。また Coxの 比例ハザー ド回帰モデルにおい

ては,各 背景困子の分類を順序尺度 として2処理 した。

結  果

1)核 DNA量 と臨床病理学的因子 との関係

D I 値評 価 可 能 な2 3 6 例中, D A N  d i p l o i d y は9 7 例

(41.1%)で あり,DNA aneuploidyは 139例(58,9%)
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であった。DNA ploidyと 臨床病理学的因子 との関係

について検討すると,腫 瘍径,肉 眼型,組 織型,腹 膜

播腫性転移 との間には有意差を認めなかった。壁深達

度では,癌 の浸潤が深層に及がに従い DNA aneu‐

ploidyの害」合が増加 し,有 意差が認められた。大腸癌

取扱規約におけるn因 子 とH因 子 との関係を検討す

ると,n因 子 とはn。とnl,nOと n4の間において有意差

を認め,nl,n4に おいて DNA aneuploilyで占める害J

合が多かった。また H因 子では H。とH3の間に有意差

を認め,H3に おいて DNA aneuploidyの 占める害」合

が多かった(表 1)。次に,Dukes分 類により進行度を
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分け,DNA ploidyと の関係を検討すると,Dukes A,

B間 ,Dukes A,C間 ,Dukes A,D間 で有意差を認

めた (図 1),

2)DI値 の多寡による生存率曲線

DNA aneuploidyを その DI値 の多寡により,1.1<

DI≦1.5,1.5<DI≦ 2.0,DI>2.0の 3群 に分け生存率

を検討した,DNA dip10idyの 5年 生存率は77%で あ

り,1.1<DI≦ 1.5,1.5<DI≦ 2.0,DI>20の 5年 生存

率はそれぞれ43%,54%,58%で あり,DNA diploidy

に比べ DNA aneuploidyに おいて有意に生存率は不

良であったが,DNA aneuploidy間 におけるDI値 の

多寡による生存率の差は認められなかった (図 2).

3)Coxの 比例ハザー ド回帰分析

表 2に Coxの 比例ハザー ド回帰分析で得 られた臨

床病理学的因子とDI値 に対する回帰係数 β値 とその

検定計量 ィ
2値

,お よびβ値に対する危険率を示 した。

予後因子 としての独 自の重みを表現 しているβ値が

正の値で大きかった因子は,壁 深達度 とリンパ節転移

であ り,DI値 においては-0.0818と
負の値をとり,予

後に及ぼす影響力は小さいと思われた (表2解 析 I).

そこでさらに p<0,05の 因子のみを選び出して解析 し
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た(表 2解析H).β 値が最も大きかったのは リンパ節

転移の0.5255であ り,壁 深達度 も05080で あ り, これ

ら2者 の危険率はおのおの p=0.0000と p=0002で あ

ることより予後因子としての有意差が認められた。一

方,DI値 のβ値は0.0406でp=0.8776で あ り,DNA

量を DI値 として評価 した時その予後因子 としての有

意性は認められなかった。

次に DI値 の代わ りにDNA dip10idyと DNA aneu‐

ploidyの2群 に分けて DNA ploidy別 に検討 した。β

値は DNA ploidyで 最大値0.7039であ り,以 下壁深達

度04643,リ ンパ節転移0.4392と続いた(表3解 析 I).

そこで p<005の 因子を選択 しし再度検討すると,β

値は DNA ploidyに おいて最大値0.7739であ り, この

β値 に対す る危険率は p=0,0033と 有意性が認め ら

れ,DNA ploidyが リンパ節転移,組 織型,壁 深達度

とともに予後因子としての重みを持つことが明らかに

なった (表3解 析II).

4)Coxの 比allハザー ド回帰分析による生存率曲線

DNA ploidyに おける変数の有利値 と不利値,す な

わち DNA dip10idyと DNA aneuploidyの 2群 間に

表 3 DNA ploidyの 予後因子としての評価
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おける多数の他の関連因子の影響を補正した生存率曲

線モデルを図 3に 示 した。 4年 生存率は DNA di‐

ploidyで76.8%で あ り,一方,DNA aneuploidyで は,

58ゃ6%で あった。

考  察

臨床医にとって悪性腫瘍患者の予後が推狽」可能な

ら,手術を含めた集学的治療に有用な情報 とな りうる。

大腸癌においても,壁 深達度,リ ンパ節転移,肝 転移,

腹膜播腹性転移などで規定される大腸癌取扱規約分類

や Dukes分 類が予後因子 として評価されている。

また Mascarelりらはムチン産生の有無,リ ンパ球浸

潤の程度が生存率を相関したと報告 し,丸 岡1いらは静

脈侵襲 とリンパ管侵嚢が長期予後を含めて高い予後判

別能を示し,特 に静脈侵襲を侵襲の及んだ層によって

再分類すると,そ の予後半1別能は単独因子であ りなが

ら,複 数因子の組み合わせである病期分類に匹敵した

と報告 している。

しかし病理組織学的所見にもとづいた因子は,い ず

れも腫瘍を中心 とした組織構築の変化を評価 してお

り,最 近では細胞生物学の進歩に伴って,染 色体,遺

伝子,DNAを 中心 とした細胞 レベルでの予後因子評

価の試みもなされてある。なかでも癌細胞核 DNA量

は FCMの 研究の進歩に伴って,迅 速かつ客観的な測

定が可能 となり,広 く臨床応用されている。大腸癌に

おいては1962年Wolleyll)らが33例の大腸癌新鮮検体

の核 DNA量 を FCMで 測定し,DNA aneuploidyの

13人中12人は 3～ 5年 以内に死亡 したが,DNA di、

ploidyの20人は同期間に 6人 のみの死亡であった と

報告した。しかしながら彼らの報告においては,症 例

数が少ない うえに DNA aneuploidy群 に Dukes C,D

症例が多 く,背 景因子が偏っており,は たして生存率

の差が DNA ploidyに 起因するものか疑間である。一

方,Armitagel力らは,1344/1の大腸癌のパラフィン包埋

ブロックを用いた検討を行い,DNA ploidyと 病理学

的進行度,組 織型の間には相関を認めず,DNA aneu‐

ploidyの 5年 生存率19%に 対し,DNA diploidyで は

43%で あ り,DNA p101dyが 独立 した予後因子であっ

たと報告 している.

今回の検討においては,DNA ploidyと 臨床病理学

的因子の間では壁深達度, リンパ節転移,肝 転移 との

間に有意差が認められた。すなわち,腫瘍の発育に従っ

て DNA aneuploidyの 害」合 が増 カロし, また DNA

aneuploidyが転移に対 して何 らかの促進的な使用を

有することとが示唆された。DNA量 を DI値 により,
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0.9<DI≦ 1.10, 110<DI≦ 1.50, 1.50<DI≦200,

DI>200に 細分化し,DNA量 の多寡による生存率を

検討すると,DNA diploldyと DNA aneuploidyの 間

には有意差が認められた。しかしDNA aneuploidyの

3群 間では,1.1<DI≦ 150で 最も予後不良であった

ものの,有 意差は認められなかった。この点に関して

は肺癌における著者 らの検討で DI値 の増加に伴って

予後が不良であった結果 と果なる点である。この相違

点は DI値 と予後,す なわち腫瘍の悪性度の関係を検

討するうえで興味深いところである.腫 瘍細胞は正常

細胞に比して遺伝的に不安定であり,突 然変果を起こ

しやすいことが知 られている。 し たがって腫瘍細胞が

より悪性化の性格を獲得すると,そ れに伴ってより遺

伝的に不安定になるとい う tumor progressionの 概

念
1いを考えた時,DI値 の高い腫瘍は,す なわちより遺

伝的に不安定なために,そ の悪性度は高 く予後は不良

であると考えられる。しかしながら今回の検討におい

ては,大 腸癌核 DNA量 を DI値 として評価すると,予

後因子 としての有意性は認められなかった。 こ の点に

関しては FCMに おけるDNA量 の評価は,細 胞当 り

の核 DNA量 をgrOssに捕えられてお り,微小染色体,

均質染色領域の出現 といった染色体 レベルでの変化

や,特 定の染色体上での癌遺伝子の増幅などの変化を

反映することが困難であることもその一因を負 うもの

と考えられた。

2群 間の生存率曲線を解析するに際しては群間の背

景因子を同一にする必要がある。通常は便宜的に同一

病期における生存率を検討することが多い。図 2に お

いては,DNA aneuploid症 例を DI値 によって 3群 に

分けて解析 したため,各 群間の症例数が少なくなり,

背景因子に関する検討は行わなかった。そこで Dukes

分類によって病期を分け同一病期による生存率を検討

すると,Dukes A,B,Cで は有意差を認めず,Dukes

Cに おいてのみ有意に DNA diploidyの生存率が良好

であった1。。しかしながら,Dukes分 類を同一にする

ことはすなわち,壁 深達度, リンパ節転移,遠 隔転移

の 3つ の背景因子について同一化されたのみであ り,

他の腫瘍径,組 織型,肉 眼型,脈 管侵襲, リンパ管侵

襲などの諸因子についての厳密な一定化は不可能であ

る。そこで今回のように症例数が比較的少ないのに考

慮すべき因子の数が多 く,か つ群間に偏 りが生じてい

る場合には,多 変量解析法を応用して統計学的に偏 り

の影響を補正した群間の成績を比較することが有用で

ある。Cox比 例ハザー ドモデルは重回帰分析と生命表
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法を組み合わせた統計的手法であ り,時 間 tに おける

ある個体の瞬間死亡率と標準的個体の瞬間死亡率の比

の対数値が,そ の個体の予後因子の値に適当な重みβ

をかけ,そ の総和で表わされると仮定 している。 した

がって多数の因子を考慮して,各 因子独自の重みを計

算した り,同 時に多数の他の関連因子の影響を除いた

補正生存率曲線を求めることが可能である15)。
今回の

検討においては,DNA量 を DI値 として表わした時に

は,予 後因子 としての重みを表現 した回帰係数 βは

00406と なり,他 の リンパ節転移,壁 深達度,組 織型,

リンパ管侵襲 と比較 して有意差を認めなかった。 しか

しながら,DNA diploidy,DNA aneuploidyの 2群 に

分けて再検討すると,そ のβ値は07739と なリリンパ

節転移,組織型,壁深達度に優る値 とな り,し かもβ値

の危険率もp=00033で あ り,選 択 した因子の中で有

意性のある予後因子の 1つ であった。 この結果は大腸

癌核 DNA量 が DI値 ではなく,DNA ploidy pattem

として評価 した時にその予後因子として有用であるこ

とを示 している.Koka116)ら も74frllの大腸癌における

検討で,DNA aneup10idyは 独立 した予後因子であ り,

他の臨床病理的諸因子の中で最も予後を反映する因子

であると述べている。また Scottiのらは121例の直腸癌

の DNAヒ ス トグラムを預J定し,Coxの 比例ハザー ド

分析の結果最も独立 した予後因子は DNA量 と手術時

の病変の拡が りであったと述べている。しかしながら

503例 の大腸初発癌について 7種 類の統計モデルを使

用 して予後因子を解折 した丸岡ら10)が
指摘するよう

に,各 種の統計モデルは必ず しも同じ結論を導 くとは

限らず,そ れぞれ特性をもつことを理解する事も必要

かと思われた.核 DNA量 はもとより,よ り簡便な染色

体分析法,遺 伝子分析法の開発 とともに,従 来の組織

レベルでの予後因子に加えて細胞 レベルでの予後因子

を評価することで,よ り正確な予後の評価を可能 とし,

ひいては治療成績の向上に貢献するものと確信する。

稿を終えるにあたり, コンピューターによる統計解析に

多大の御助力を賜ありました協和発酵(株)長門英俊氏,鈴

木英明氏に深く感謝致します。
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