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n3K■l早期胃癌 5例 の原発巣と転移 リンパ節の核 DNA量 をフローサイ トメーターを用いて測定 し,

特に核 DNA量 の面からリンパ節転移の特徴を検討 した。n弧+)早期胃癌には深達度 sm,占 居部位 A,

肉眼型 IIattIIcが多い傾向が認められ,第 3群 リンパ節の中では12番リンパ節に転移の頻度が高 く,

その予後は著しく不良であった。また原発巣の核 DNA量 は n‐numberの 増加に伴って,DNA aneu‐

ploidyが優位 となり,n気十)症例では 3例 すべて DNA aneuploidyで あった。n弧→症例における原発巣

と転移 リンパ節の DNA index値 は 3例 中 2例 で一致 したが, 1例 では転移 リンパ節において DNA

multiploidyを亦 した。

索引用語 :第 3群 リンパ節転移陽性早期胃癌,早 期胃癌組織 (リンパ節)核 DNA量 , フローサイトメトリー

は じめに 量を測定し,nl←)nスキ)の早期目癌およびリンパ節転移

早期胃癌の治療成績はきわめて良好であり,そ の 5   陰 性 (以下 n()と略す)の早期胃癌 と比較することによ

年生存率も90%以 上に達 している。 し かしながら, 5   り ,核 DNA量 の面よりn駅→早期胃癌の リンパ節転移

～20%に リンパ節転移陽性例が認められ1)～め,頻 度は   の 特徴を検討した。

少ないものの第 2群 リンパ節,第 3群 リンパ節に転移            対 象 と方法

を認める (以下 n2いル n駅十)と略す)症 例も散見され,    1.対 象症例

当然それらの予後はいちじるしく不良である,そ こで   1968年 1月 より1987年7月 までに長崎大学第 1外科

今回われわれは,早 期胃癌のなかでも悪性度が高いと   で 切除した多発例,残胃早期癌例を除いた早期胃癌370

思われるn駅十)症例について,そ の臨床病理学的因子を  例 中 n31t)の5例 を対象とした。なお,370例中 n(→は317

検討するとともに,原 発巣 と転移 リンパ節の核 DNA  例 (85.6%)であ り,nlぃ)は28例(7.6%),n21■)は20例

<1989年 4月12日受理>別 刷請求先 1石川  啓       (5.4%),n駅 十)は5例 (14%)で あった。n駅十)の5例 は

〒852 長 崎市坂本町7-1 長 崎大学医学部第 1外    す べて男性であ り,平 均年歯は634歳 であった。

2.DNA測 定法
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表 l n弧 +)症例の臨床病理学的特徴

図 1 早 期胃痛 n駅.)症例
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と多いのに対 し,n駅+)では 4例 (80%)が A領 域であっ

たが,有 意差は認められなかった.肉 眼型では n駅_)に

IIc,IIc tt IIIと陥凹型が多 く,一 方 n3←)においては

IIa tt IIcが多 く認められた。組織型では n駅)でtubl,

tub2,pOrがおのおの26.8%,25.5%,20.0%に 対し,

n3(+)でもtub2 2 711, por 2 all, pap 1 711と, 両者間ヤこ有

意差を認めなかった (表1).

早期胃癌 n駅.)症rplの予後をみると,5例 中生存例は

1例のみで,症 例 1は 1年 2か 月で脳転移,症 例 2は

5か 月で肺転移,症 例 4は 1年 11か月で後腹膜 リンパ

節再発,症 例 5は 8か 月で肝転移といずれの症例も術

後 5か 月から 1年 11か月の短期間に再発死亡 してお

り,そ の予後はいちじるしく不良であった (図 1).

次に各症frllについて, リンパ節転移の状況を検討し

た。腫瘍の占居部位が A領 域であった症例 2,3,4,

5,の 中で3例において1番 リンパ節(以後①と略す)

転移が陽性であり,しかも症1/12,3の深達度はmで

あった。第1群 リンパ節の中では, 5例中34/1に③の

材料はホルマ リン固定パ ラフィン包埋組織を利用

し,検 体処理は B.Schutteらりの方法に準じた。すな

わち腫瘍の全害J面を含むブロックから50/mの 切片を

3～ 4枚切 り出し,腫 瘍部位をtrimmingした。次に,

それらの検体をキシレン中で 1時間の脱パラフィンを

2回繰 り返 し,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,025%ト リプシンクエ ン酸 パ ッ

ファー (3mM trisodiumcitrate,01%Nonidet P40,

1.5mM sperminetetrachloride, 0 5m出I Tris, pH

7.6)中 37℃で12時間撹拌 し裸核単離細胞を作製 した。

Propidiurn lodide(以下 PIと 略す)染 色は Vindelφv

ら。の方法に準 じた。すなわち クエ ン酸パ ッファー

(sucrose 250mM,trisodiuncitrate 2H20 40mM,

dimethylsulfoxide zur synthese 50ml,pH 7 6)中の

細胞浮遊液200/1に A液 (trypSn 15mg,stock s01u・

tion〔trisOdiumcitrate 2H20 3 4mM, 0.1°/。Nonidet

P40, sperminetetrachioride l.5■lM, Tris 0 5nlM,

DW32,000ml,pH 7.6〕500ml)1 8mlを加え室温で

10分間静置 した。次に B液 (trypsin inhibitor 250mg,

RNase A 50mg, stock solution 500ml, pH 7.6)15

m lを 加え室温にて10分後 さらに C液 ( P 1  2 0 8 n g ,

spermine tetrachloride 580mg,stock s01ution 500ml,

pH 7.6)1.5mlを加え氷中で30分間染色した。フロー

サ イ トメーター (以下 FCMと 略す)は FACS IV

(Becton Dickinson社製)を 用い,488nmの アルゴン

イオンレーザーで励起 し,580nm iong passフィル

ターを用 いて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。腫瘍内浸潤 リンパ

球を内部標準とし,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で DNA index値 (以下 DI値

と略す)を 求めた。なお090<DI≦ 1.10をDNA di‐

ploidy,DI>1.10をDNA anueploidyと定義 した。

3.統 計学的解析

統計学的有意差の検定には ぇ
2検定を用い,p<005

をもって有意差 と評価 した。

結  果

早期 胃癌3704/1をn駅+)の54/11とそれ以外の365例に

分け,臨 床病理学的に検討した。深達度では,粘 膜層

癌 (m癌 )に おいて n駅十)が24/1(40%)に対 し,n“ )

は179例(49%)であ り,粘 膜下層癌 (sm癌 )では n無+)

が 3例 (60%)に 対 し,n駅 )は186例(51%)で あ り,

sm癌 で n駅十)が多い傾向であったが有意差は認められ

なかった。占居部位では,n“_)がM領 域に1904/1(52%)

n3t-t nr(+)
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図2 早 期胃癌nx,症例リンパ節転移分布
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表 2 早 期胃癌原発巣のDNA ploidy pattem
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早期胃癌原発巣,転 移 リンパ節の DNA量

図 4 DNA histogram of Case 3 60y male(IIcttIII,

m,por)

移 リンパ節の核 DNA量 を測定 した (図3).nlぃ)n家→

の早期胃癌10例においては, 9例 が原発巣 と転移 リン

パ節の DI値 は一致したが,1例 のみは原発巣が DNA

aneuploidyであったが,転移 リンパ節では DI値 1.0の

DNA diploidyで あった。

次に早期 胃癌 n弧十)の6例 中 DNA量 を測定 した 3

例について検討した。図 4は 症例 3.60歳 男性,IIc十

111,m,pOr症 例の DNAヒ ス トグラムである。原発巣

は DI値 142の DNA aneuploidyで あ り,転 移が陽性

のリンパ節①,③ ,① ,⑤ ,⑥ ,② ,① ,① ,② にお

いても,DI値 は1.40～1.42の間にあり,原 発巣と同一

のクローンと考えられた。図5は 症例 4,70歳 男性,

IIa tt IIc,sm,pap症例である。原発巣のDI値 は1.35

のDNA aneuploidyで あり,転 移陰性の①,① ,⑤ ,

① では単降性のヒストグラムであったが,転移陽性の

図 3
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転移が陽性であり, 5例中44/1に⑥の転移も陽性であ

り, これらのリンパ節に転移の頻度が高い傾向が認め

られた。また第2群 リンパ節では①,③ ,③ に転移の

頻度が高く, 5例中3～ 4例に転移陽性であった。第

3群 リンパ節では4例全例において⑫が転移陽性で

あった.症例5は A領 域の深達度smの 腫瘍であった

が,第 1群 リンパ節は転移陰性であり,第 2群は①に

転移を認め,第3では⑭に転移を認めた症例である(図

2 ) 。

次に原発巣の核 DNA量 について検討した。早期胃

癌を リンパ節転移の程度によって,nl→,nl←)n2いルn31■)

の 3群 に分けて検討すると,無 作為に抽出した 政→群

の13例の原発巣では DNA diploldyが 9例 (69%)に

対し,DNA aneuploidyは 4例 (31%)で あり,nll.)

nスキ)群ではおのおの 5例 ずつであ り,n弧十)群の 3例 は

すべて DNA aneuploldyで あった。すなわちn(_)群に

おいては DNA diploldyが優位であったが, リンパ節

転移が高度になるに伴い DNA aneuploldyが 優位に

なる傾向が認められた (表 2).

次に転移 リンパ節の核 DNA量 を測定 し,原 発巣 と

比較することにより, リンパ節転移における核 DNA

量の変化を検討した.早 期胃癌の n弧+)症例 と比較する

目的で,nlぃ)n4→の早期胃癌10例について,原発巣 と転
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圃
圃

図 5 DNA histOgram of Case 4 70y male(IIa tt Hc,

sm,pap)

圃□圃□
圃圃

*  meta( i )

X 6 DNA histogram of Case 5 63y male (IIa+IIc,

sm, tubr)

米me t a ( + )

③,⑥ ,② ,① ,◎ ,① ,① ではDI値 は1.34～1.38の

間に分布していた。図6は症fr1 5,63歳男性,IIa tt IIc,

Sm,tub2症 例であ る。原発巣 はDI値 1.60のDNA

aneuploidyであり,転 移陰性の④ ,① ,◎ では単降性

のとストグラムであったが,転 移陽性の①においても

DI値 1.00のDNA diploidyであり,一 方⑭ではDI値

1.60,2.82のDNA multiploidyを認めた。

考  察

FCMの 発達,普 及により迅速かつ客観的な癌細胞

核 DNA量 の測定が可能になった。さらにパラフィン

包埋ブロックを用いた測定も可能となり, 胃癌,大 腸

癌,乳癌をはじめとして多くの国形癌へ応用され,ret‐

rospectiveな解析によリリンパ節転移や予後 と核

DNA量 との関係について多くの研究がなされてき

た。そこで今回われわれは,早 期胃癌の中でも予後が

圃
圃
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不良であった n気+)症711について臨床病理学的な特徴

を明らかにするとともに,原 発巣 と転移 リンパ節の核

DNA量 を測定 し,以下の 2点 について検討 した。すな

わち第 1点 は n3(十)症例の原発巣における核 DNA量

を,n()お よび nlぃ)n家+)の早期胃癌症例の原発巣 と比

較検討することにより,n… )早期胃癌の原発巣におけ

る核 DNA量 の特徴を明らかにした。第 2点 は,原発巣

と転移 リンパ節の核 DNA量 の変化を,nlく+)nスキ)早期

胃癌症例 とn駅+)早期胃癌症例で比較検討した。早期胃

癌の リンパ節転移の頻度は,報 告者によりほぼ一定の

傾 向が認め られた。教室 の三浦 ら1)は328例中47例

(14.3%)に転移陽性であり,そ の うちm癌 で72%,

sm癌 で20,5%であったと報告している。吉野らのもm

癌で5,3%,sm癌 で14.9%,合計105%,榊 原3)もm癌

で 5%,sm癌 で20%と 報告 している。また リンパ節転

移 の程 度 につ いて は,度 田 ら611rまnl←)6.1%,n2い)

21%,n3(十)0%,榊 原ら3)もn駅+)症例はなかったと報

告 し,大原らのの報告においてもn駅十)はわずかに0.3%

で あった の に対 し,今 回 の検 討 で は370例中 5例

(1.4%)と 高率であった。

早期胃癌 nx+)症例の予後はいちじるしく不良であ

り,今 回の検討でも5例 中 4例 が術後 5か 月から1年

11か月の間に再発死亡した。この中で 3例 は脳転移,

肺転移,肝 転移 と血行性転移のために死亡 してお り,

かかる症例においては術中の血行遮断とともに,術 後

の補助化学療法などの工夫が必要であると考 えられ

た。また症例 4は後腹膜 リンパ飾転移の症例であ り,

③③⑫の転移が陽性であり,R3の 手術を施行したが,

なお①への転移の可能性も否定できず,① ①②から連

続した後腹膜への転移が疑われた。術中におけるリン

パ節転移の肉眼診断が困難である現在, このような広

範なリンパ節転移症例に対する外科治療においては,

早期胃癌といえども進行癌に準じた術式の選択が必要

であると考えられた.

早期胃癌 n駅十)症711のリンパ節転移の分布を検討す

ると,占居部位がA領 域にある4例中34/1に①の転移

が陽性であり,し かも深達度がmで ある症例 2,3の

2例 においても陽性であった。吉川ら。もA(AM)の

早期胃癌症例においては,第 2群 リンパ節である①は

転移が比較的高率に認められるため,②同様 Rl手術の

際にも郭清すべきリンパ節群であると述べている。第

2群 リンパ節では⑦③③に転移の頻度が高く,症 4/15

以外は全例②③③のうち2か所以上に転移が認められ

た。榊原ゆは,転 移陽性の第 2群 リンパ節をみたとこ
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ろ,m,sm癌 ともに②であったと報告し,さ らに神前

らいも早期胃癌で第 2群 リンパ節転移は②①に多いこ

とを示唆している。第 3群 リンパ節では⑫を郭清した

全例において転移陽性であり,そ の転移頻度の高いこ

とが示唆された。佐々木ら1の,岡島11)も低率ながら⑫に

転移を認めた症例を報告している。柳原3)は早期胃下

部癌において,術 中に胃下部のリンパ流を色素注入法

で観察したところ,第 1群 リンパ節である⑤を介さな

いで直接第 3群 リンパ節である⑫へ流入する経路がみ

られたと報告している。すなわち,第 3群 と分類され

るリンパ節も胃癌占拠部位によっては第 1群 リンパ節

になりうることを念頭におき, より合理的なリンパ節

郭清術式の確立が要望される.し たがって解割学的な

特徴を考えると,佐々木ら10,岡島11)も強調するように

⑫の郭清の意義は大であると考えられた.

次に早期胃癌 n“→症例の原発巣と各転移 リンパ節

の核 DNA量 を預J定し,早期胃癌 n(),nlぃ)nスキ)症4/1と

比較検討した.今 回使用したパラフィン包埋ブロック

を用 いた核DNA測 定法は,1983年 Hedleyら12)に

よって報告され,検 体としてホルマリン固定パラフィ

ン包埋ブロックを用いるために,過 去の症例に対する

retrospectiveな研究が可能であり,ま たFCMに よる

解析のため迅速かつ客観的なデータを得ることが可能

である。結果における信頼性についても著者13)が詳細

に検討しているごとく,新 鮮非固定材料を用いた時と

高い相関が認められている。

原発巣の核DNA量 について検討すると,早 期胃癌

nl_)症例ではDNA diploidy 9例(69%)に 対しDNA

aneuploidy 4例(31%)で あり,nl“)nスキ)症例ではお

のおの5例ずつであり,n“+)の3例 はいずれもDNA

aneuploidyであった。すなわち,リ ンパ節転移の程度

が進行するにしたがって,DNA aneuploidyの頻度が

増加する傾向が認められた,佐 々木1りも44例の胃癌症

例をFCMで 解析し,DNA aneuploidyを 呈する症例

では癌の深達度が同じでもリンパ節転移の頻度が高

かったと述べている。

次に原発巣と転移 リンパ節の核DNA量 について検

討した.nlく+)n家→の早期胃癌10pllにおいては,9211で原

発巣と転移 リンパ節のDI値 は一致した,原 発巣が

DNA aneuploidyで あり, 転移 リンパ節がDNA di‐

ploidyを示した 1例は,転 移 リンパ節のH.E.染色に

よる組織所見から,辺 縁洞の一部に転移を認めたのみ

で,そ の割合が5%以 下と考えられた症例であり,か

かる場合にはFCMに おけるDNA aneuploidyの検
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出は困難であると考えられた。
一方,n駅キ)の3症例におけるDNAヒ ス トグラムで

は,症例 3,4は 原発巣 と転移 リンパ節の DI値 は一致

していたが,症 例 5で は原発巣が DI値 1.60のDNA

aneuploidyであ り,転移陽性の①は DNA diploidyで

あった。この場合もH.E.染色による組織所見より,転

移陽性の部分は 5%以 下であ り,FCMに よりDNA

aneuploidyが検出不能であったものと思われた。また

⑭では DI値 160の ピークの他に282の ピークが検出

され multiploiyを示した.

ヒト固形腫場について,原 発巣 と転移巣の核 DNA

量を比較 した報告 としては,Hattoriら
1。が胃癌 9例

中 8例 において原発巣 とリンパ節転移の DNA分 布パ

ターンが一致したと報告している。また古田ら1のは,胃

癌の リンパ節転移 9病 巣中 8病 巣 (89%)に おいて原

発巣 と同じDNA stemlineを示 し,残 りの 1病巣は,

原発巣 より有意に高値の DNA stemlineで あった と

述べている。以上のように固形腫瘍の原発巣とリンパ

節転移巣における核 DNA量 は,DNA分 布パターン

または DNA stemlineと して評価 した時一致 した と

いう報告が多いが,逆 に変化したとい う報告も散見さ

れる。転移巣において核 DNA量 が変化する原因とし

ては,第 1に細胞数の少なさに起因した FCMに よる

検出能の限界が考えられる。われわれの基礎的検討に

よると,パ ラフィンブロックを用いた FCMに よる解

析では少なくとも10%以 上の aneuplold cellが存在 し

なヽヽと, DNAヒ ス トグラム上で DNA aneuploidyの

検出は不可能であった。第 2に は腫瘍は性状の均一な

細胞から成っているのではなく,染 色体の数や形態,

他の性質においてもheteroな集団であることが知 ら

れている。教室の Fukudalつは,胃癌による癌性腹膜炎

患者の腹水より採取 した癌細胞を in vttroにて培養

後, クローニングしたところ,そ の染色体数は90～98

の間に分布 し,DNAピ ーク値 も53～60に分布 してい

たと述べている。また Hattoriら1'も
,ヒ ト胃癌につい

て574/11中9211(16%)に 複数の DNA stemlineを 認め

ている。したがって リンパ節転移とい う過程において

は,複 数の DNA stemlineの なかから,よ り均一な細

胞集団が選択されて転移巣が形成されることが推定さ

れるし,逆 に原発巣においては,少 数ながら存在 した

クローンが転移 という過程を経ることで転移巣で優位

になることも考えられる。

第 3に は原発巣の部位によるheterogeneityが考え

られる。古田ら10は胃癌の原発巣の深達度の異なる2
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3.n駅+)早期胃癌においては,①②③③に転移の頻度
が高く,第 3群リンパ節では⑫に転移の頻度が高かっ

た。

4.原 発巣の核 DNA量 は n‐numberの 増加に伴い,

DNA aneuploidyが 優位 とな り,n3い)症例では 3例 す

べて DNA aneuploidyで あった。

5.n3い)症frllにおいて,3例 中 2例 は原発巣 と転移 リ

ンパ節の DI値 は一致 したが,1例 では,転 移 リンパ節

において multiploidyを示 した。
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