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進行胃癌における原発巣および転移巣のDNA indexの検討

松本  尚

大山 繁 和

山口 明 夫

I. 1まじめに

近年,aOw cytOmetryや 顕微蛍光測光装置を用いて

様々な臓器の癌細胞に対する核 DNA量 の測定が多く

の施設において行われている。その結果,DNA ploidy

patternは予後を規定する上で重要な因子となり,一

般には DNA aneuploidの 予後が DNA diploidに 比

べ不良であるとされている
1)～",す なわち術前の生検

あるいは切除標本からの DNA ploldy pattemの 解析

には,治 療法の選択や患者の予後を推測する上で期待

が寄せられている。しかし最近になり核 DNA量 は悪

性腫瘍内において
一定なものでなく,多 様性 (heter‐

ogeneity)の存在するものであるという報告が多くみ

られることから
61-1の
,今 回著者らは胃癌においてこの

heterogeneityの存在を検討することを目的に,now

cytometryを用い核 DNA量 を求め,原 発巣内および

原発巣と転移巣間での DNA index(DI)を 評価したの

で報告する。

H,対 象と方法

金沢大学第 2外科で経験した進行胃癌57例 (新鮮標

本33例,パ ラフィン包埋標本24例)を 対象とした。48

例にリンパ節転移を,13711に肝転移を認め, このうち

それぞれ28例,10例 に対して核 DNA量 の検索が可能

であった.方 法は,新 鮮標本に関しては手術により切
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除された胃癌組織およびリンパ節転移,肝 転移組織よ

り約5mm角 の癌巣を 5～ 6か 所採取し,これらを70%

ニタノールで固定後1～2mmに 細切,大 山らの方法
1'

に準じ0.5%ペ プシン溶液 (pH l.5)で 37℃で, 2時 間

処理 し細胞単離を行った。次いで40/mの ナイロン

メッシュで憶過後,0.5%Tween 20加 PBS溶 液で洗浄

(1,000rpm 5min。)し, lmg/ml RNase(Sitta Cheml‐

cal Co.,St.Louis U,S,A.)で 37℃,30分 間インキュ

ベートの後20″g/mi prOpidium iodide(Sigma Chemi‐

cal Co。つで DNA染 色を行った。またパラフィン包埋

標本に関しては過去に切除された胃癌より1症 例につ

き4～ 5か 所のパラフィン包埋ブロックを用意し,約

50″mの 薄切切片を 5～ 6枚 切 り出した。また リンパ

節転移,肝 転移に関しても同様に薄切切片を切 り出し

た。これらを脱パラした後,Schutteら の方法
1のに準じ

て0.25%ト リプシン溶液 (pH7 6)で 37℃,24時 間処

理し細胞単離を行い,そ の後は新鮮標本の場合と同様

の方法で DNA染 色した。

いず れ の場合 に も核 D N A 量 の測 定 には■o W

cytometer EPICS PROFILE(Coulter Electronics,

Inc.,Hialeah,US.A`)を用い,標 本内の正常細胞を

内部 コン トロールとした。正常 2倍 体 と同じGOGl

peakの みを持つものを DNA diploid,それ以外に複

数の GOGl peakの 存在するものを DNA aneuploid

とし,DNA indexを 左常 2倍体細胞の核 DNA量 と腫

瘍細胞の核 DNA量 との比として算出した。また,測定

進行胃癌57例の原発巣および転移巣の DNA index(DI)を nOw cytOmeterを用いて決定し, 胃癌

におけるDlの 多様性(heterogeneity)の有無に関して検討した。原発巣内の数か所を検索したところ,

36例 (63%)に 原発腫瘍内の DIの 多様性を認めた。また原発巣と肝転移巣の DIを 比較すると,原 発

巣内の stem lineのうち DIの 大きなものが肝転移巣内に認められる傾向にあった (10例中 7例 )。以

上より,DNA ploidy pattemを 用いての予後の推測,治 療法の選択の際には DIの 多様性を十分に考

慮する必要があると考えられた。さらに原発巣と転移巣の DIの 検討は,転 移のメカ
ニズム,再 発の予

測の上で注目される。
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された DNA histOgramの うちcOettcient Of varia‐

tion(CV)が8.0以下のものを採用し,評 価可能な症4/1

の CVの 平 均 値 は57± 1.2(meantt SD, range

2.8～7.9)であった。Aneuploid間の DIの違いについ

てはその差が1 0 % を越 える場合 に多様性 ( h e t e r 、

o g e n e i t y ) があると定義した。

I I I . 成 績

測定された DNA histogramを Fig。1に示す。左は

DNA diploid(以下 diploid), 右は DNA indexが 16

の DNA aneup10id(以下 aneuploid)である.

原発巣内の核 DNA量 のheterogeneityについて見

ると,腫 瘍内の観察した部位すべてが diploidであっ

たものは57例中15例 (26%),diploid peakと aneu‐

ploid peakが混在するものは304/1(53%)であった,

すべてが aneuploidであったものは12all(21%)で,

この うち 6例 は DIの 異なるaneuploid peakが混在

し,diploidおよび aneuploidの混在する30例と合わせ

て36例(63%)に腫瘍内の DIの 多様性を認めた(Table

l).

次 に原 発 巣 と転 移 巣 間 で の核 DNA量 の het e r、

og e n e i t yについて検討 した。核 DNA量 の検索 しえた

リンパ節転移巣28例中原発巣,転 移巣 ともに dip 1 0 i d

のものは 14/ 1 ( 4 % ) ,原 発巣が dip 1 0 i dでリンパ節転

移巣に ane u p l o i dの見 られたもの 4例 (14 % ) ,原 発巣

Fig。 l DNA histOgram from patients with

advanced gastric cancer by means Of FCWI

2C   4C               2C   4C

Relative DNA Content    Relative DNA Content

CV=5 7± 1 2(moan tt SD)

Table 1 DNA ploidy in primary tumors

Diploid l5 cases (26 %)

Diploid + meuploid 430 cases (53 %)

Aneuploid l2cases(Z|%)
sing)e DI .6 cases
multiple DIs *6 cases
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が aneuploidでリンパ節転移巣にdip10idの見 られた

もの 8T71(29%),両 者 ともに aneuploidのもの15例

(53%)で あった。これらリンパ節転移巣のうち12例

(43%)で 原発巣では見 られなかった DIを 認めた

(Table 2)。また肝転移巣に関しては10例中原発巣,肝

Table 2 Differences between DNA ploidy in pri‐

ma■F tumOrs and in metastatic lymph■Ode

hman mぃ

Diploid           1       4(4)

Aneuploid      8(2)    15(6)

Number in parentheses, case which have

different DNA indicess

Table 3 Differences between DNA ploidy in pri-
mary tumors and in metastatic liver tumors

PHmatt turnors Mettttatic hver turnors

2(2)

7

Number in pdenth€s, €s which have
different DNA indic6.

Table 4 Comparison between DNA indices in pri-
mary tumors (Prim.) and in metastatic
lymphnode (Ln).
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Table 5 Comparison between DNA indices in pri

mary tumors(Prim。 )and in metastatic liver

tulnors(Lv),

Case

1 1 l l l
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光装置に加え,aOw cytOmetryを 用いることにより,

術前の生検材料からも核 DNA量 の測定が可能となっ

ている.したがって,DNA ploidy patternの解析には,

治療法の選択や患者の予後を推測する上で期待が寄せ

られている。
一方,悪 性腫瘍はその強い増殖力により,組 織型を

はじめとする腫瘍内の生物学的特性は常に
一様なもの

ではないと考えられ,核 DNA量 に関しても腫瘍内に

おいて一定なものではなく,多 様性 (heterogeneity)

の存在するものであるという報告が多く見られるよう

になってきているの
～1い
。そこで今回著者らは胃癌にお

けるheterogeneityの存在を検討することを目的に,

原発巣内および原発巣と転移巣間での DNA index

(DI)を 評価した。

国形腫瘍に対する原発巣内の核 DNA量 の heter,

ogeneityに関する報告は胃癌においては Sasakiら
つ

が15例中 6例 (40%)に ,ま た Aretxabalaらゆは37例

中12例(33%)に それぞれ DIの 相違を認めたとしてい

る。著者らの検討では57例中36421(63%)と 諸家の報

告に比べ高率であるが,特 に DNA diploidと DNA

aneuploidの混在している症例が30例(53%)あ り, こ

のような例では生検あるいは切除標本によるDNA

ploidyの検索で DNA diplo:dと 判定される可能性が

あると考えられた。 こ のことは DNA ploidy pattern

を用いての予後の推預J,あ るいは将来的に治療法を選

択する一助 とする際に十分考慮されなければならな

い.

核 DNA量 の heterogeneityに関して,原 発巣内で

の報告は種々にみられるものの,原 発巣と転移巣につ

いての検討はきわめて少ない
1。1命
.転 移のメカニズム

の探求や再発の予ullをする上で, こういった検討は将

来注目されると考えられる。著者らは核 DNA量 の検

索が可能であった転移巣において, リンパ飾転移では

28例中12例 (43%)に ,肝 転移では10例中 3例 (30%)

に原発巣にはみられなかった DIを 認めている。さら

に原発巣内のどのような stem lineが転移巣内に認め

られたかを,3つ の Typeに 分け検討した。すなわち,

原発巣内の DIの 小さい cell populationが転移したと

考えられるものを Type A,原 発巣と転移巣の DIが

homogenousな ものを Type B,原発巣内の DIの 大き

い cell populationが転移 したと考えられるものを

Type Cと した。これによるとリンパ節転移巣では

Type Aが 11例,Type Bが 9例 ,Type Cが 8例 と
一

定の傾向をみなかったのに対し,肝 転移巣では Type

1 0  1 0  1 0
1 6  1 6  1 6
1 0  1 . 0  1 0
1 0  1 0  1 0
1 0  1 0  1 1
1 0  1 0  1 5
1 0  1 . 0  1 7
1 0  1 0  1 8
1 0  1 3  1 4

1 6

1 0

1 0

1 3

1 0
1 6
1 7
2 0
1 . 4
1 4
1 9

1 6

1 2  2 8
1 4

転移巣ともに dip10idは 1例 (10%),原 発巣が dip10id

で肝転移巣が aneup10idは 2例 (20%),原 発巣が

aneuploldで 肝転移巣が diploidのものは見られず,両

者ともaneuploidで あるものが 7例 (70%)で あった。

これら肝転移巣のうち 3例 (30%)で 原発巣には見ら

れなかった DIを 認めた (Table 3).

原発巣とリンパ節転移巣の DIの 変化を比較検討し

た (Table 4).症 例 1～ 11は原発巣内の DIの 小さい

cell populationが転移したと考えられる例を (Type

A),症 例12～20は両者の DIが homOgenousで ある例

を(Type B),ま た症例21～28は原発巣内の DIの 大き

い cell populationが転移したと考えられる例 (Type

C)で ある.肝 転移巣について同様の検討をすると,

Type Aは 1例 ,Type Bが 2例 ,Type Cが 7例 に見

られた (Table 5).

また組織型に関して原発巣内および原発巣と転移巣

間で heterogeneityは認められず,ま た術後の化学療

法については個々の症例でさまざまであり核 DNA量

と化学療法に関して一定の傾向は見い出せなかった。

IV.考   察

消化器癌における予後の向上は,拡 大郭清手術によ

る局所およびリンパ節再発の待」御に起因するところが

多い。 し かしながら,術 前術後を通じリンパ節転移,

肝転移,腹 膜播種などの有無,ま たはこれらの再発に

ついての予測に関しての知識は十分ではない.こ のた

め最近では,癌 遺伝子や細胞増殖因子の発現を通して

癌細胞の生物学的特性を知ることにより,転 移の有無

あるいは予後などを推測する試みがなされるように

なってきた
1め1り
,そ のひとつとして,腫 瘍の細胞内核

DNA量 が重要な予後規定因子となることが,種 々の

回形腫瘍に関して報告されているい。。その結果,一般

には DNA aneuploidの 予後が DNA diploidに 比べ

不良であるとされており,最 近では従来の顕微蛍光預」
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Aは 1例 ,Type Bが 2例 ,Type Cが 7例 とDIの 大

きな stem lineが肝転移巣内に認められる傾向にあっ

た。大山ら1のは腫瘍の増殖活性 とDIと は相関関係に

あると報告 してお り,したがって増殖活性の高い stem

lineが肝転移をおこしやすいと考えることができる。

転移巣内に原発巣にはみ られなかった DIが 出現 し

ていた点に関 しては,転 移 した後に増殖する過程で腫

瘍細胞の DIが 変化 してい くのか,あ るいは原発巣内

にとらえきれなかった別の cell populationが存在 し

それが転移 したのかは興味深いところであるが,今 回

の検討により原発巣内には高率に heterOgeneityが存

在 していることから後者の機序が考えやすい。 しかし

ながらこのように原発巣 と転移巣間での DIの 相違を

検討する際には化学療法による影響などを考慮する必

要 もあ り,短 絡的に結論づけるのは危険であろ う。な

ぜなら抗癌剤に対 して感受性の高いものは消滅 し,抵

抗性のあるもののみが生き残るとすれば,原 発巣や転

移巣の DIは 容易に変化 しうると考えられるからであ

る。今後はさらに,陣内移植法1ゆを用いた肝転移モデル

などによる転移腫瘍細胞の研究が期待 される。

文  献

1)Hedley Dヽ V,Rugg CA,Celber RD: Associa・

tion of DNA index and S‐phase fractiOn、vith

prognosis OF nodes pOsitive early breast cancer.

Cancer Res 47:4729-4735, 1987

2)Emdin SO, Stenling R, RoOs G, PrOgnOstic

value of DNA content in c010rectal carcinoma.

Cancer 60, 1282--1287, 1987

3)小 坂健夫,伊井 徹 ,松本 尚 ほか !FCMを もち
いた DNA ploidyお よびDNA indexと 大腸癌の

予後に関する検討.日 本大揚肛門病会誌 43161
--66, 1990

4)Yonemura Y,Sugtyama K,Fuiimura T et al:

Corelation Of DNA ploidy and pr01iferative

activity in human gastric cancer. Cancer 62 i

1497--1502, 1988

5)Friedlander ML,Hedley Dヽ V,Tay10r I Vヽ et ali
induence of cellular DNA content on survivalin

advanced ovanan cancer. Cancer Res 44 i 397
--400, 1984

6 ) T e o d O r i  L , T i r i n d e l l l  D , M a u r O  F  e t  a l : N O n ‐

sma11‐ce11 lung carcinoma i Characterization On

進行胃癌における原発巣および転移巣のDIの 検討 日消外会誌 23巻  9号

the basis Of r10、v cytometrically deterlnined

cellular heterOgeneity Cytometry 4 1 174--183,

1983

7)Sasaki K,HashimOtO T,KawachinO K et al:

Intratumoral  regiOnal  dilferences  in  DNA

p10idy Of gastrointestinal carcinonas Cancer

62 t2569--2575, 1988

8 ) A r e t x a b a l a  X , Y o n e m u r a  Y , S u g i y a l n a  K  e t  a l i

Gastric cancer heterOgeneity. Cancer 63:791
--798, 1989

9)Hiddemann W,Bassewitz DB,Kleinemeier H et

al:  DNA stemline heterogeneity in c010rectal

cancer.Cancer 58:258--263, 1986

1 0 ) S m i t  V , C o m e l i s s e  C J , J o n g  D  e t  a l i  A n a l y s i s

of tumOr heterogeneity in a patient with

synchronOusiy occurring Female genital tract

malignancies by DNA■ Ow cytOmet守 ,DNA
ingerprinting,and inllnunohistOche■listry.Can‐

cer 62 t l146--1152, 1988

11)大 山繁和,米 村 豊 ,二 官 致 ほか :BrOmodeox‐

yuridineの生体内投与による胃癌の細胞動態の解

析.医 のあゆみ 150:511-512,1989

12)Schutte B,Reynders MMJ,Boslnan FT et ali

F10w cytOmetric detennination Of DNA p10idy

level in nuclel isOlated from parattn‐embedded

tissue Cytometry 6:26-30, 1985

13)米 村 豊 ,杉山和夫,鎌田 徹 ほか :DNA ploidy.

ras p21の発現からみた Borlnann 4型 胃癌の予

後の検討.日 消外会誌 2211995-1999,1989

14)Yonemura Y,Sugiyama K,Fttimura T et al:

Epidemal grOwth factOr receptor status and

S‐phase fractiOns in gastric carci■oma. On,

cology 46: 158--161, 1989

15)鎌 田 徹 ,米村 豊 ,杉山和夫ほか :胃癌原発巣と

転移巣の核 DNA畳 分布パターンの検討.医 のあ
ぢb夕共  139: 123--124, 1986

16)荒 木靖三 :Flow cytOmet呼 による直腸癌細胞核
DNA量 測定に関する研究一DNA p10idy pattem

と臨床病理学的所見および術後遠隔成績との関連
についての検討―.日 外会議 90:1965-1975,
1989

1 7 ) 大山繁 和, 米 村 豊, 伏 田幸 夫 ほ か : F 1 0 市

cytometerを用いた胃癌の細胞増殖動態の解析.
医のあゆみ 148:367-368,1989

18)森 川清志 !ヒ ト癌の肝転移モデルとしてのヌード
マウス陣内移植法.Onc010gia 22 i 100-102,1989



1990年 9月 57 (223r)

Evaluation of DNA Indices in Primary and Metastatic Tumors in Advanced Gastric Carcinoma

Hisashi Matsumoto, Yutaka Yonemura, Kouichiro Tsugawa, Hironobu Kimura, Shigekazu Oyama,
Toru Kamata, Shigeru Takegawa, Takeo Kosaka, Akio Yamaguchi,

Kouich Miwa and ltsuo Miyazaki
Second Department of Surgery, School of Medicine, Kanazavra University

Regional differences in DNA indices (DIs) in 57 advanced gastric carcinoma were analyzed and evaluated for
heterogeneity from the aspect of DIs in the primary tumor and between primary and metastatic tumors by flow
cytometry. Five or six samples were taken from different primary tumor sites. Intratumoral differences in DIs were
observed in 36 of 57 cases (63%). In contrast with DIs of primary and liver metastatic tumors, the tumor cell
population which had a high DI in the primary tumor had a tendency to be found in the metastatic lesion (70%).
Therefore, heterogeneity of DIs, as revealed from the DNA ploidy pattern, must be considered for giving a prognosis
and the decide on the treatment. Investigation of differences in DIs between primary and metastatic tumors may
suggest the expectation of recurrence or the mechanism of metastasis.
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