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Flow cytometryによる膵頭部癌の核 DNA量 分析

一病理組織学的所見,予 後,再 発形式との関連について一

東京女子医科大学消化器外科 (主任 :羽生富士夫教授)

長 谷  ) i l  正 治

膵癌の生物学的特性を明らかにする目的で,8ow cytometryに より膵頭部癌103例の核 DNA量 を

測定し,病 理組織学的所見,予 後および再発形式との関係について検討し,以 下の結論を得た。1.核

DNA量 と病理組織学的諸因子とは相関関係を認めず,核 DNA量 は病理組織学的所見とは独立した

因子であった。2.diploidとaneuploidの間では累積生存率に有意差はなかったが,術後 3年以上の長

期生存例に限ると6例 のうち5例はdiploidであった。3.aneuploidにおいてDNA index(DI)1.5

を境にlow ploidy群とhigh ploidy群に分けると,low ploidy群はhigh ploidy群に比べ予後良好の

傾向が得られた。4.同 一腫瘍内では標本採取部位別のDlに相違を認めなかった.5,治 癒切除例にお

いて肝転移再発はD11.5以上で多い傾向があり,再 発のないものはすべてD11.5未満であった.以 上

より,膵 癌の核 DNA量 は病理組織学的所見とは別の見地に立った予後規定因子として有用であるこ

とが示唆された。
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はじ3うに

癌細胞の中には染色体数の異常を示すものがあ り,

核 DNA量 を測定することにより, これを量的変化 と

して間接的にとらえることができるD.最 近では,核

DNA量 は良悪性の鑑別や悪性腫瘍の生物学的特性を

表わす一指標 として有用であるとの種々の報告が見ら

れる。しかしながら,膵 癌における検討はほとんどな

されていない。当教室では膵頭部癌に対して拡大手術

を導入後,切 除率および治癒切除率は向上 し,最 近で

は治癒切除例の中から長期生存例が散見されるように

なったがか,病 理組織学的所見や進行度が類似 してい

るものでも予後に大きな差が見られることも多 く,病

理組織学的諸因子 とは別の見地に立った予後因子の規

定が望まれる。

以上の観点より,aOw cytomet呼 を用いて膵癌の核

DNA量 を測定し,病理組織学的因子,予後および再発

形式 との関連性について検討を行い,核 DNA量 が

個々の症例の生物学的特性を表わし,予 後規定因子の

一つに成 りうるかどうかを検討した。
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対象 と方法

I.対 象

1980年から1986年8月 までの間に東京女子医科大学

消化器病センター外科で切除した襲胞腺癌を除 く膵部

際管癌117例中103例を対象とした。男性72例,女 性31

例,平 均年齢は62歳であった。また,遠 隔成績につい

ては直死,他 病死を除 く80例を対象とし,1988年 8月

現在までの成績 とした。

II.方法

切除標本のパラフィン包埋組織を用い,病 理組織診

で確認した主病巣の部分より全割面を含む40/mの パ

ラフィン包埋切片を作成 し,Hedleyら ゆの方法にはぼ

準じて行った.キ シレンで脱パラフィン操作 (37℃,

15分間, 3回 )を 行い,つ いで,100%,95%,90%,

80%,70%エ タノール,生 理食塩水で順次加水処理

(10～15分間, 1～ 2回 )を 行った。1.0%ペ プシンで

37℃,90分 問処理し,金 属メッシュで機械的に分散さ

せた後,phosphate burfer s。lutionにて洗浄した。次

に RNase(1,000unit/ml)を lml加 え,37℃ ,30分 間

処理し,続 いて PrOpidiuln lodide(100″g/ml)lmlを

加 えて DNA染 色を行った。40/rmの ナイ ロンメッ

シュにて濾過 した後,aOw cytometer(CS‐20,Syowa
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Fig. 1 Representative DNA histograms from
paraffin-embedded pancreas carcinoma samples.

…

Denko社 製)に て 1～ 2万個の細胞核 DNA量 を測定

し,DNAヒ ス トグラムを作成 した。同一標本内の正常

細胞(間質細胞や リンパ球など)を内部標準 とし,DNA

ヒス トグラム上,最 初のピークの channei nmberを

2倍 体 GOGlピ ークの channei numberとした。最初の

ピークに対する2番 目のビークの chamei nulnberす

なわち腫瘍細胞 GoClピ ークの channei nmberの 割

合を DNA index(以 下 DI)と し,DI=1.0を diploid,

DI半1.0をaneuploldと定義した (ng.1).

以上より求めた DNA ploidy pattemお よび DIと ,

病理組織学的因子,予 後および再発形式 との関連性に

ついて検討した。また,腫 瘍最大径が 生以上の13症例

につき,腫 瘍の全割面,中 心部,辺 縁部 と標本採取部

位別の DIを 比較 した,

統計学的有意差検定には ぇ
2検定により,p<0.05を

もって有意差 あ りと判 定 した。生存 率 は K a p l a n ‐

Meier法 により求め,generalized Wilcoxon法 により

検定を行った。

なお病理組織学的所見は膵癌取扱 い規約りに従っ

ブ【=.
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I.DNAヒ ス トグ ラムにおけ る最初 の ピークの

c∝ncient of variation(以下 CV値 )は 6.4±1.97%

(Mean± SD)で あった。DNA ploidy pattemは ,

diploid 63例 (61%), aneuploid 40例  (39%)で あっ

た。また,腫 瘍最大径が4.lcm以 上 (te以上)で ,CV

値の比較的良好な13例 (CV=3.4～ 7.5)を用いて,同
一標本において全割面,中 心部,辺 縁部 と部位別の DI

を求めると,DNA dip10idyは どの部位から標本を採

取 してもすべて DI=1で あった。また,DNA aneu,

ploidyも同様にすべて DI■1であ り,DIの 相違 も0.09

以下であった(Table l),以上より求めた DNA ploidy

pattemと 病理組織学的因子および予後 との関係につ

いて検討を行った。

Table I DNA indices from different parts of the
tumor over 4. lcm in diameter.
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1)病 理組織学的因子 とDNA ploidy pattemと の

関係

腫瘍の大きさ(t),膵前方被膜浸潤 (s),膵後方組織

浸潤(rp),門脈系静脈壁浸潤(pv), リンパ節転移(n),

進行度(stage),陣外神経叢浸潤(plx),膵内神経浸潤

(ne), リンパ管浸潤 (ly),静脈浸潤 (v)お よび組織

型 とDNA ploidy pattemと の間には一定の傾向を認

めなかった。浸潤増殖様式(INF)に おいては有意差は

認めない ものの INFβ はdip10idに,INFγ は aneu‐

ploidに多い傾向を認めた (Table 2).

2)DNA ploidy patternと累積生存率

術死,他 病死を除 くdiploid 50例,aneuploid 30例を

対象とした。全切除例,治 癒切除例,非 治癒切除例に

分け,お のおのについて DNA ploidy pattem別 に累

積生存率を求めたところ,diploidとaneuploidの間で

は有意差はなく,予 後にはほとんど差はみられなかっ

た (Fig.2).

II.DNA aneuploidyに おけるDIの 頻度分布をみ

ると,二 降性の分布を示してお り(Fig,3),D11.5未

満の low ploidy群と1.5以上の high ploidy群に分け

病理組織学的因子 と予後 との関係について検討を行っ

ブ【=.

1)病 理組織学的因子とDNA aneuploidyとの関係
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Table 2 Association between DNA ploidy pattem

and histopathological llndings

No coreloむ on beS″ ●●n DNA ploldy pattern ant histopatholoOる oal

tln31n●● waa ob3● 円Od

腫瘍の大きさ(t),膵前方被膜浸潤(s),膵後方組織

浸潤 (rp), リンパ節転移 (n),進行度 (stage),膵外

神経叢浸潤 (plx),膵内神経浸潤 (ne), リンパ管浸潤

(ly),静脈浸潤 (v)お よび組織型 と二分したDNA

aneuploidyとの間には一定の傾向を認めず,唯一門脈

系静脈壁浸潤 (pv)と pく0.005にて有意の相関が認め

られたのみであった (Table 3)。

2)DNA aneuploidyと 累積生存率

三分したDNA aneuploidyの累積生存率を求める

と,全 切除例ではDIが 1.5未満の実線群で, 1年 , 2

年生存率が80%,34.3%,50%生 存期間が518日である

のに対して,1.5以上の点線群の生存率はおのおの

20%,10%,50%生 存期間が226日であり,2群 間にp<

0.01で有意差を認めた。治癒切除例では,DIが 1.5未満

の実線群で50%生存期間が661日であるのに対して,

1.5以上の点線群では273日であり,有 意差は認めない

ものの,全 切除例同様 D11.5未満の群で予後良好な傾

93(2059)

Fig. 2 Kaplan-Meier survival curves in patients

with diploid tumors and aneuploid tumors. Sur'

vival rates between diploid and aneuploid are not

statistically significant.
curative and non-curative les6clion

(%)100

3 0

non-cuetive ras&tion

一 diploid くn=23)
‐一‐‐aneuplotu(nit,)

Fig.3 Distribution of DNA indices in 40 aneu・

ploid tulnors.

向を認めた。非治癒切除例でも同様に,有 意差は認め

ないものの,50%生 存期間がD11.5未満は518日,DI

l.5以上は194日とD11.5未 満の群で予後良好な傾向

を認めた (Fig。4).

III.膵頭部膵管癌切除長期生存例とDNA ploidy
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Table 3 Association between DNA aneup10idy

and his10pathological indings.
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No c@l.iion wa3 r6n batuon ONA indico3 and

pattem

術後 3年 以上の長期生存 6例 について病理組織学的

所見および治癒度 とDNA ploidy pattemに ついて検

討すると,各 組織学的進展因子 とstageは多岐にわた

り,何 れの因子が予後規定因子 となっているのか不明

である.症例 5の 組織学的進展因子は t4,S,rpe,pv2,

n3,plx+,ly3,v3,stage 4, と 病理組織学的には悪

性度の高い癌であ り,ま た,症 例 6は ew十 にて非治癒

切除となったにもかかわらず長期生存が得られている

が, これらの DNA p10idy pattem″ ま, いずれもdi‐

ploidであった。唯一 aneup10idを示す症例 1は ,DI

l.46と10w p10idyであり,組織学的進展因子もtl,sO,

rpO,pvO,nl,plx‐,と 著 しく良好であった(Table 4).

IV.再 発形式 とDI

術死,他 病死を除いた治癒切除3271jについて再発形

式 とDIと の関係を見てみると,肝 転移再発は D11.o

の20例中 8例 (40%),さ らに1.0<DI<1.5の 5例 中 2

例(40%)と 比べ,D11.5以 上では 7例 中 5例 (71.4%)

Fig. 4 Kaplan-Meier survival curves in patients
categorized by DNA index (<1.5, >f .b) in DNA
aneuploidy.
Upper panel: Survival rates of the patients with
DNA index less than 1.5 are better than those of
the patients with DNA index more than 1.5 with
statistically significant difference. Middle and
lower panel : Survival rates in the patients with
DNA index less than 1.5 tend to be longer than
those of the patients with DNA index more than
1.5 without statistical significance.

と有意差はないもののDIが大きいなど肝転移を来し

やすい傾向を認めた。後腹膜再発は 3群 ともに

20～30%と ほぼ同率で核 DNA量 による差異はなかっ

た。また,再 発を認めないものは治癒切除32例中5例

で, うち4例が D11.oの dip10id, 1例がD11.5未満
のaneuploidであり,D11.5以 上の症例はすべて再発

死亡していた (Table 5).
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Tab10 4 Characteristics of long,terln survivors

after resection of pancreas head carcinOコna.

Table 5 Association between DNA index and

mode of recurrence after curative resection.

livn m6bssis 8(40%) 2く40%) 5(714%)

tfr-pedtoneal
teurenc€ 6(30%) 1(20%) 2(286%)

liver m€t..ilrlr

1(50%) 0

1(50%) 0 0

lung d&sbsis 0 1(20%) 0

4(20%) 1(20%) 0

20(100%) 5(100%) 7(100%)

考  察

近年の著しい画像診断法の進歩にもかかわらず膵癌

の早期診断はきわめて困難であ り, さらに,そ の解割

学的特性から容易に周囲の重要臓器や血管系,神 経系

などに進展するため治療成績は他の消化器癌に比べる

と著しく不良である'.当 教室では際頭部癌に対して

1977年以前は主 として標準手術を行い,切 除率は低 く

大部分が非治癒切除に終わっていたが,1978年 以降,

拡大手術を導入して以来,切 除率および治癒切除率は

飛躍的に向上し,最 近では長期生存例が散見されるよ

うになってきた。.膵 癌の予後推定は従来より組織学

的進展因子を中心に行われ,膵 癌全国登録症例では腫

瘍径が小さく, リンパ節転移がなく,周 囲臓器への浸

潤がない症例の予後は決して悪 くない, とされている

がり,当 教室における術後 3年 以上の長期生存例にお

いてその背景因子 としての組織学的進展因子を見 る

と,各 因子は多岐にわたってお り,い ずれの因子が予

後規定因子となうているのか不明である。また,病 理

組織学的所見が類似 しているものでも予後に大きな差
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が見られることも多 く,従 来の組織学的進展因子 とは

別の観点に立った予後規定因子が望まれる.

Flow cytomet呼 の研究,発達に伴い,従 来の顕微蛍

光狽J光法に比べ,迅 速で大量,か つ客観的な細胞核

DNA量 の測定が可能 となってきた。さらに,これまで

の新鮮標本を用いた検討ゆいから,1983年 Hedleyら ゆ

によリパ ラフィン包埋組織を用いて単離細胞を作製

し,核 DNA量 の測定を行 う方法が発表 されて以来,

種々の臓器癌において治療成績の判明している症例に

対す るretrospectiveな検討が数多 く報告 され,核

DNA量 の面から生物学的特性を解明しようとする試

みがなされている。一方,膵癌の細胞核 DNA量 に関す

る報告は顕微蛍光測光法を用いた報告がわずかに散見

されるのみで1い10,aow cytOmetryを 用いた詳細な検

討はほとんどなされていない。さらに,予 後および再

発形式 との関連性について検討したのは本研究が本邦

初 と思われる。

Flow cytometryを 用いてパラフィン包埋組織より

核 DNA量 を測定する場合,diploidの 指標 としての

standardが 問題 となってくる。新鮮標本を用いた場合

と異なり各標本毎に固定条件が異なっているため,di‐

ploidの GOGlの ピーク値が一定せず,ニ ワトリ赤血球

やニジマス赤血球などを extemal Standardと して用

いることは不適当である。,そ こで,各 標本ごとに現在

する間質系の正常細胞を intemal standardと して di‐

ploidを決定 した12j.すなわちDNAヒ ス トグラム上,

最初のピークを diploid,2番 目のピークを aneuploid

として DIを 求めた1カ1ゆ
。しか しこの場合,DI<1の

hypodiploidを 示す aneuploidも DI>1と みなされ,

誤差が生じることとなるが10,Hedleyら めの報告では

国形腫瘍の場合 hypodiploidは 2%以 下 とごくわずか

であ り,臨 床上何ら差し支えないと考えられた。石津

ら19は肝細胞癌において腫瘍部 と同時に非腫瘍部を加

えた資料を別に作製 して測定 し,そ の比較によりdi‐

ploidを決定しhypodiploidを 区別しているが,解癌は

肝細胞癌 とは異なり間質系細胞が豊富でそれ自体大量

の intemal standardを 含んでいると考えられ,ま た,

膵癌の DNAヒ ス トグラムにおけるCV値 は他の臓器

癌に比べると比較的不良で腫瘍部に非腫瘍部を混入す

るとますます CV値 が悪 くなリヒス トグラムの解析が

困難 となるため,前 述のごとく腫瘍部の DNAヒ ス ト

グラムにおいて最初のピークを diploidとした。

同一腫瘍内におけるDNA stem lineの 変化の有無,

すなわち DNA heterogeneityの 問題についてこれま
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でに数多 くの報告がある。Hiddemannら 1的は大腸癌

において同一腫瘍内の複数個所を検索した結果,aneu‐

ploidを示す腫瘍 の40%に DNA heterogeneityを認

め,さらにDNA heterOgeneityを示す aneuploid腫瘍

のおのおの 1か所のみ検索すると42%は 1つ の DNA

stem lineしか同定できなかったとしてお り,正 確な

DNA量 の測定 と同一腫瘍内における複数個所での評

価の必要性を強調 している。そのため,今 回の検討で

は CV値 の比較的良好な標本13例を用いて同一腫瘍内

の全割面,中 心部,辺 縁部 と部位別の DIを 求めた。

DNA dip10idyはどの部位から標本を採取 してもすべ

て DI=1で ,DNA aneuploidyも 同様にすべて DI+1

であ りDIの 相違も0.09以下であった。したがって,膵

管癌 は核 DNA量 に関 して は比較 的均 一 で DNA

heterogeneityを認めない腫瘍であるといって差 し支

えないと考えられた.一 方,他 の臓器癌では複数の

aneup10id populationを示す症例が報告 されている

がlD19,今回の検討ではこのような症例は見られず,小

さな DNA stem lineが 見逃 されている可能性 も考え

られる。 したがって今後はさらに CV値 を良好にすべ

く検討を重ねて行きたいと考えている。

これまでに腫瘍細胞の核 DNA量 と病理組織学的所

見 との関係について種々の臓器癌で報告されてきた。

リンパ節転移,肝 転移さらには進行度や組織型などと

相関を認めたとする報告が数多 くある一方で,病 理組

織学的諸因子 とは無関係であったとい う報告
1のも見 ら

れる。今回の膵癌における検討では,DNA ploidy

pattemは 病理組織学的諸因子 との間に有意の相関は

全 く見られなかった. さらに,DNA aneuploidyに お

いて D11.5を 境に DNA量 の多寡により三分 して病

理組織学的諸因子 との関係について検討を行ったが,

pv因 子 と相関が見られたのみで他の因子 とは一定の

関係を認めなかった。したがって,膵癌の核 DNA量 は

病理組織学的所見とは独立 した 1つ の因子であるとい

うことができる。

核 DNA量 と予後 との関係についても多 く論 じられ

てきたが',膵 癌における検討は本邦においてはまだ

ない。一般に,diploidを示す腫瘍に比べ aneuploidを

示す腫瘍の方が予後は不良とされている1)1。101つ
。今

回,DNA ploidy pattem別 に累積生存率を求めたとこ

ろ,diploidとaneuploidの間にほとんど差は見られな

かった. しかしながら,長 期遠隔成績についてみると

3年 以上の長期生存 6例 の うち 5例 は diploidであっ

た,さ らに,こ の中には ew十 にて非治癒切除となった

Flow cytOmetryに よる際頭部癌の核DNA量 分析 日消外会誌 23巻  8号

症例 も含まれてお り,diploidに予後良好の傾向が得 ら

れた。 し たがって,際 頭部癌切除例の長期生存に対す

る必須条件 として dip10idは重要 な因子 と考 えられ

ブt .

次に,D11.5を 境に三分した DNA aneuploidyの 予

後についてみると,全 切除例で D11.5未 満の群はDI

l.5以上 の群 よ り有意 に予後 が良好 であった (p<

0.01)。さらに,治癒切除例,非治癒切除例に分けても,

各症例数が減るために有意差は消失するものの同様の

傾向が見られた。Teodoriら 1ゆは肺非小細胞癌で,高橋

ら1りはヌー ドマウス移植 ヒト消化器腺癌株で,DIが 大

きいほど腫瘍の doubling timeが短いと報告 してお

り,膵 癌においても腫瘍の増殖力が予後に強 く影響し

ているものと考えられた。

膵癌は治癒切除がなされても早期に肝転移,後 腹膜

再発が認められるため,予後が非常に悪いゆ。しかしな

がら, 3年 以上再発の見られない症例や中には非治癒

切除に終わっても長期生存の得 られる症例が存在 し,

このことは組織学的進展因子のみでは説明することが

できない。そこで,治 癒切除例における再発形成 と核

DNA量 との関連について検討を行った。症例数が少

ないため有意差は見 られないが,肝 転移再発は D11.5

以上で多い傾向があ り,再 発を認めない 5例 はすべて

D11.5未 満であった。 こ のことより,再 発 とい う観点

から見ても,核 DNA量 が悪性度を表す一因子 として

重要であることが示唆 された。一方,後 腹膜再発は

DI=1.0,1.o<DI<1.5,DI≧ 1.5の3群 とも20～30%

とほぼ同率で,核 DNA量 による影響は少なく,むしろ

後腹膜郭清の程度や膵臓の解剖学的特性うなどの因子

が影響 しているものと考えられた。今後は症例数を増

やしてさらに検討を続けて行きたいと考えている。

稿を終えるにあたり,御指導,御校閲を賜りました羽生富

士夫教授に深甚なる謝意を表します.ま た本研究に直接御

指導,御助言を頂いた今泉俊秀講師,膵胆道外科研究班の諸

先生方,な らびに実験に多大なる御協力を頂いた旭川医科

大学第2外科学教室水戸廼郎教授,草野満夫講師,および同

教室の諸先生方に厚く御礼申し上げます。

本論文の一部は第 6回癌DNA研 究会,第 30回日本消化

器病学会大会,第 33回日本消化器外科学会総会において発

表した。
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Analysis of Nuclear DNA Content in Carcinoma of the Head of the Pancreas Using

Flow Cytometry with Special Reference to Histopathological
Findings, Prognosis and Mode of Recuffence

Masaharu Hasegawa
Department of Gastroenterological Surgery, Tokyo Women's Medical College

(Chairman: Prof. Fujio Hanyu)

Nuclear DNA content of paraffin-embedded specimens from 103 patients with carcinoma of the head of the

pancreas was measured by flow cytometry. In order to determine the biological characteristics of pancreatic

carcinoma from the viewpoint of nuclear DNA content, the relationship between nuclear DNA content and

histopathological findings, prognosis, and recurrence was studied. No correlation between nuclear DNA content

and histopathological findings was observed. There was no stastitically significant difference in cumulative

survival rates between diploid and aneuploid tumors. On the other hand, five of six patients who survived more

than 3 years had diploid tumors. In patients with aneuploid tumors, the survival rates for patients with a DNA

index less than 1.5 tended to be higher than those for patients with a DNA index 1.5 or more. Intratumor variation

in DNA index from different parts of the tumor was not observed. In patients who received curative resection, those

with a DNA index 1.5 or more tended to have liver metastasis and none of the patients with a DNA index less than

1.5 had recurrence. Nuclear DNA content appears to be an important prognostic factor in pancreatic qlrcinoma,

independent of histopathological findings.
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