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同一腫瘍内におけるDNA ploidyおよびepidermal growth factor

染色性の部位別比較一食道癌 7例 において一

琉球大学医学部第 1外科,・琉球大学医学部附属病院検査部病理

宝  戸 田 隆 義Ⅲ 富 田 秀 司  濱 田 雄 志

憲彦  高 江州 裕   フ ァイナル ム アザム

章  武 藤 良 弘

同一腫瘍内癌細胞の部位別特性の異同の有無を食道癌 7例 において検討した。それぞれ異なった4

部位および正常粘膜より組織を採取,顕 微蛍光預J光法によるDNA ploidyとモノクローナル抗体を用

いたepidげhal grOwth factor(ECF)の染色程度を比較検討した。その結果,① DNA indexは3

例が部位による差が大であり,DNA ploidy pattemは5例に異なるpattemが混在していた。② EGF

染色程度は1例のみ4部位とも一致し,6例 は部位により染色程度が異なった.③ EGF染色程度およ

びDNA ploldy pattemが4部位とも一致したのは1例のみであった。以上の結果より,食道癌の同
一腫瘍内における生物学的多様性が示唆された.

Key words: DNA analysis on a esophageal carcinoma, intra tumoral regional heterogeneity,

expression of epidermal growth factor
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I. は じ3めに

近年,種 々の成長因子 とそのレセプター系や DNA

ploidyは,癌 細胞の増殖や悪性度などの生物学的特性

と関与していると報告 されている'～D。それらは各器

官,各 種腫瘍における腫瘍個々の多様性の存在に関し

ての報告であってり,同
一腫瘍内における癌細胞につ

いて部位別の比較検討をした報告は少ない。そこで消

化器癌のなかでも予後不良とされている食道癌 7例 に

おいて,癌細胞を異なる部位より採取 し,DNA ploidy

とepidermal growth factor(EGF)の 染色程度 とを

指標に,同 一腫瘍内における癌細胞の異同性について

検討を行なったので報告する。

H.症 例 と方法

1.症 例

1988年 (1年 間)に 当教室で経験 した食道扁平上皮

癌 7例 を対象とした(Table 2ル.標 本は摘出後10%中

性ホルマ リンに24～48時間固定後,粘 膜面より見た癌

病巣で腫瘍の中心を通る食道長軸方向の割線を入れ,

この割線に平行に5Hlln幅の切片標本を作製した。つぎ

に,切 片標本を断面より観察し,① 腫瘍 口側先進部,
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Table 1 Cases of esophageal carcinoma.

C.sc  k -  lg . /S . r  Loc . l id  S t rF  x is to ld ic . l  6 r .d im

6 2  n  l m  l V  n a  a r  h o  P l o

6 4  t r  C .  l v  n ,  a .  P l o

8 0  /  l m  I  n o  m P  m o  P  l o

5 2  f ,  l u  l V  n .  m o  P l o

7 1  J  E i  l V  n .  . .  m r  0 l o

6 t  /  E i  l l l  n ,  a 2  P l o

6 6  /  l m  I  n o  m P  m o  P  l o

②腫瘍中央表層,③腫瘍最深達部,④腫瘍肛門側先進

部,お よび正常粘膜より適切な量の組織を切り出し,

パラフィン包埋 ブロックとした(Fig.1). パ ラフィン

包埋 ブロックは4″mの ヘマ トキシ リンエオジン(HE)

染色用およびEGF染 色用の薄切 り組織切片とそれに

連続するDNA測 定用の100/mの 厚切 り組織切片を

作成した,

2.方 法

1)DNA測 定

100μmの 厚切 り組織切片を用いて,細胞単離法によ

るDNA顕 微蛍光測光ゆをおこなった。 1症 例につ き

目的とする癌細胞500個,およびコン トロールとして同

一標本上の小 リンパ球20個の核 DNA量 を同条件下に

て測定し,小 リンパ球20個の核 DNA量 の平均を2Cと

して DNAヒ ス トグラムを作成した。.DNAヒ ス トグ
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Table 2 Summary of DNA index, ploidy pattern,
expression of EGF and histological differentia.
tion.

Fig. I Diagramatic illustration of multiple
sampling from the tumor.

n Normal mucosa

① Oral site Of the tumo「

② Surface of the tumOr

③ Depths of the tumor

④ Anal site of the tum。「

ラムの ピークよ りDNA ploidyの stemlineと して

DNA inde文 (2C=DNA index l)を 求め,DNA p10idy

patternを Diploid(D), Aneuploid(A), MOsaic(M)

の3 pattemに分類した。 (Fを.2).

2)EGF染 色

4/mの 薄切り組織切片を用いて,一次抗体として抗
EGF抗 体 (OncOr社)を用いたPAP法 を行ったの。こ

こで,一 次抗体 として正常羊血清を用いた標本を陰性
コントロールとした。なおこれらの染色操作は,全 標

同一腫瘍内におけるDNA ploidyぉ ょびEGF染 色性の部位別比較 日消外会誌 23巻  8号
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本を同時に行らた。作製された標本を400倍で鏡検 し,

3視 野中の細胞におけるEGF染 色陽性細胞数が 0%

を ECF陰 性 (―),30%未 満を弱陽性 (±),30%以 上

oO%未 満を陽性 (十),60%以 上を強陽性 (+)の 4段

階に分類 した (Fig。3).

III.結   果

DNA indexは ,正 常粘膜は1.0～1.1であって,癌 部

においては1.0～18と なった。 4例 において 4部 位に

よる差は0.2以内であったが, 3例 (Case 3,6,7)が

採取部位による差が0.4以上 となった。DNA ploidy

pattemは ,正 常粘膜は全て D pattemで あった。同一

腫瘍内で 4部 位 とも一致したのは 2例 (Case 3,6)で,

5例 は 2パ ターンが混在していた。混在する2パ ター

ンヤまD pattenlと A pattem l例 (Case l),A pattem

とM pattem 2例 (Case 2,5),D pattemと M pat_

tern 2例 (Case 4,7)で あった。

EGFは 癌部28標本中 1標 本を除 く96%に 発現 され

た。EGF染 色程度は 1例 (Case 3)のみが 4部 位 とも
一致し, 6例 は部位により染色程度が異なっていた。

病理組織学的癌分化度は 5例 が 4部 位 とも一致し, 2

例は中分化癌 と低分化癌が混在 していた。EGF染 色程

度および DNA p10idy pattemお よび癌分化度が 4部

位 とも一致 したのは 1例 (Case 3)の みであった

(Table 2).EGF染 色程度と癌分化度の関係を検討す

ると,高分化痛に EGF染 色程度が強 く,低分化癌では

Hg.2 DNA ploldy pattem.

ｎ
①

②

③

④
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of EGF

Fig. 3 Expression of EGF (x50)
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Fig.4 Relationship between expression of

and histologic grade of the differentiation.

EGF

+

EGF染 色程度は弱 くなる傾向が見られた (Fig。4).

ECF染 色程度とDNA index(Fig.5),EGF染 色程度

とDNA ploidy pattern(Fig.6)と の間に関係は認め

なかった。

IV.考   察

近年,nOw cytometoryや 頭微蛍光測光法による

DNA量 の定量分析が各種腫瘍を対象 として行われ,

Fig. 5 Relationship between expression

and DNA index.

Mode←   We‖  Dttferent
ateけ      Ⅲ aⅢOn

とくに臨床では腫瘍の良悪性の鑑別や悪性度の指標,

予後判定の指標 として追求されていてl13)～り,食 道痛

においても同様に研究されているの131-lω.し かし同一

腫瘍内において,部 位別にDNA量 を定量分析 し検討

した報告は少ない1つ.

DNA量 の測定法 として顕徴蛍光測光法を用いた。

本法は新鮮材料での測定も可能であるが,同 じ部位で

の EGFの 染色程度および病理組織学的所見の観察を

鮒撤笥|
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Fig. 6 Relationship between expression of EGF
and DNA ploidy pattern.
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目的としたため,パ ラフィン包埋 プロックにした後連

続切片で標本を作製し,預J定を行った。

DNA indexは , 3例 が腫瘍内部位による差が0.4以

上を示す部位がみられた。DNA indexは リンパ球を 1

とした場合の DNA ploidyの stemline(GO,Gl期 )の

相対的 DNA量 であることから,同 一腫瘍内で部位に

よるDNA indexの 不一致を示 した前述の症例におい

ては,同一腫瘍内で部位により異なるstemlineの癌細

胞が存在すると考えられた。

DNA ploidy patternは5例 が,同一腫瘍内で部位に

よるpatternの不一致を示 した。DNA ploidy pattern

は polyploidyの害J合が多いほど生物学的悪性度が高

く,M pattem,A pattemを 示すものは予後不良とさ

れていて1汚),とくに M patternを示した部位は,他 の

pattemを 示した部位に比べて,異 なった stemlineの

細胞が多 く存在し,増 殖期 (S,G2,M期 )に ある癌

細胞の占め る害」合が多 いことが予測 され る。また

DNA ploidy pattemは 癌発生から経時的にD pat‐

temか らA patternへ,そ して M pattemへ 変化 して

行 くとも考えられている。. この DNA ploidy pattern

の生物学的悪性度 との関係や経時的推移を考慮す る

と,同 一腫瘍内で pattemの 不一致を示 した 5例 にお

いては,同 一腫瘍内で部位により異なる悪性度,あ る

いは発生からの時間経過が異なる癌細胞,そ して増殖

能の異なる癌細胞が存在すると想定される。以上より

食道癌においては,同 一腫瘍内で DNA量 定量分析か

らみた生物学的特性が部位により異なる症例が存在す

ると考えられた。

EGFは Cohenら により1め
,マ ウス顎下腺抽出物か

ら発見されたポ リペプチ ドで,発 癌のプロモーターと

しての効果を示す ことが知 られている。その レセプ

ターであるECF receptor(ECFR)は 扁平上皮癌で過

剰発現し,癌 細胞の増殖活性 。悪性度などの生物学的

特性の指標になると報告されている。1り～21).著者 らは

抗 ECF抗 体を用いて,同 一腫瘍内における異なった

部位間で EGF染 色程度の違いについて検討を行った

結果,EGF染 色程度と癌分化度に関係が見られた。ま

た,採 取 された部位によりEGF染 色程度が異なる症

例が見られ,同 一腫瘍でも部位により生物学的特性に

違いが存在すると考えられた。 し かしながら,対 象と

した食道癌 7例 においては,癌 悪性度の指標 として追

求されているDNA ploldyと EGF染 色程度 との間に

は密接な関係を見出だせなかった。最近,腫 瘍におけ

るautocrine現象が論議されてお り2り
,EGFと EGFR

はその代表的な系であって,同 一腫瘍内でも部位によ

りautocrineシステムの発現に差が生じることがある

ことも予想される。

以上のように同一腫瘍内の生物学的特性の多様性に

関しては,1)癌 発生からの時間経過や細胞の増殖時間

による世代の違い,2)Multicentric carcinogenesis,

などの機序が想定され,今 後さらに症例を集積 し,各

種手法 を用 いて検討す る必要 があ る。また DNA

ploidyやEGFの 臨床的意義を評価す るにあたって

は,多数部位より組織を採取する必要があると考える.

本論文の一部は第43回食道疾患研究会および第48回九州

癌学会において報告した。御指導賜りました,京都府立医科

大学第2病理学教室藤田哲也教授,浜 田新七先生に深甚な

る謝意を表します。
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Differences of DNA Ploidy Patterns and Expression of Epidermal Growth Factor in Varriant
Sites of a Esophageal Carcinoma-Reports of Seven Cases

Shigeru Deguchi, Takayoshi Toda*, Syuji Tomita, Yushi Hamada, Norihiko Okushima,
Yutaka Takaesu, Fasal A Muazzam and Yoshihiro Muto

First Department of Surgery, Ryukyu University, School of Medicine
*Clinical Laboratory, Ryukyu University Hospital

To study the intratumoral regional differences in DNA ploidy and the expression of epidermal growth factor
(EGF) of esophageal carcinoma, multipre samples from different sites of a tumor each of seven patients were
subjected to DNA anlaysis and immunohistochemical examination for EGF. Every patient showed intratumoral
regional differences in DNA index and a marked regional differences (0.4 or more) were found in three patients.
Intratumoral regional differences in DNA ploidy were obseved in five patients. Regarding EGF expressions, six
patients showed regionally different degrees and the degree of EGF expression as closely related to the histological
differentiation of the carcinoma. However, there was no certain relationship between DNA ploidy and EGF
expression. The results suggest that esophageal carcinoma may constitute a feature of intratumoral regional
polymorphism.
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