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Flow cytOmetryに よる大腸癌核 DNA量 測定の意義

辻田 和 紀

渡邊  聖

小林 一 雄

はじめに

癌の予後は stageや Dukes分 類 とよく相関す るこ

とが知られてお り,主 として進行度により予後推測が

なされてきた。 し かし,進 行度が同程度でも予後に大

きな差が見られることもあり,最 近では生物学的特性

の面からも検討されるようになってきた。個々の症例

の生物学的特性を示す指標の 1つ になりうるものとし

て癌細胞核 DNA量 がとりあげられ,種 々検討 されて

いる1としかし,ま だ意見の一致をみないてんも多い。

今回,われわれもnOw cytometryを用いて大腸癌の

核 DNA量 を測定,病 理組織学的所見および予後 と比

較 し,核 DNA量 の予後判定因子としての有用性につ

いて検討した。

対象および方法

東邦大学第 1外 科で手術を施行 した大腸癌の うち

201例を対象とした。その内訳は結腸癌68例,直腸癌128

711,肛門部癌 5例 で,性 別は男性109例,女 性92711,年
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齢は28歳から80歳 (平均年齢58.0±11.9歳)で あった。

上記の症例の手術摘出標本を10%ホ ルマ リン液にて

固定,パ ラフィン包埋 ブロックを作 り,4″mの 切片を

作製 しヘマ トキシリン ・エオジン染色を施行 して病巣

部を確認,その隣接部より50″mの 切片を作製,キシレ

ンで 1時 間以上の脱パラフィンを 2回 繰 り返 した後

100%,95%,70%エ タノール,蒸留水にて順次再水和,

0.5%ペ プシン (Signa社 )溶 液中 (pH l.5)で 37℃

にて 1時 間30分インキュベーション,そ の間適宜 vor,

tex mixerで撹密 し単離細胞を作製 した。次いで遠沈,

水洗後 RNase(Sittna社)液 (lmg/ml)にて37℃で

30分間インキュベーションして遠沈,50/g/mlとなる

ように調製したprOpidium iodide液にて4℃で染色,
50/mナ イ■ンメッシュで濾過後,■ow cytOmet呼

(FACStar,BectOn DickinsOn社製)を 用いて, 1検

体につき12.000～15,000個の核DNA相 対量を測定し

てヒストグラムを作製した。測定速度は,90個～110個/
秒となるように設定した。

DNA p10idyパターンは,検 体中に含まれている正

常細胞 (腫瘍内間質のリンパ球など)を 内部標準とし

大腸癌201例の核 DNA量 を aOw cytometryで測定,臨 床病理学的所見および予後 との関連につい
て調べ,予 後因子としての意義について検討した。

Aneuploid例は リンパ節転移,脈 管侵襲,肝 転移陽性例に,ま た進行度が進んだ症471に多く認めら
れた。Aneuploid frllはdiploidにくらべ対象例全例,Dukes B ttfrlで有意に予後不良であった。Aneu‐

plold例をさらに DNA Index(DI)が 1.4以下と141以 上 とで分類すると (以下 index),DIの 大きい
症例のほうが予後不良であった。数量化理論第II類による判別分析の結果では DNA量 よりもDukes
分類,壁 深達度,肝 転移の有無などのほ うが予後への関与は強 く,indexは p10idyより予後 とのかか
わ りが強いと考えられた。

核 DNA量 より大腸癌の悪性度や予後について検討するさい,DNA p10idyだ けでなくaneup10id
例を DI値 によりさらに分類して検討する必要があると思われた。

Key words: flow cytometry, DNA content in large bowel cancer, prognostic indicator in large bowel
cancer
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て得 られた ヒス トグラムで GoGlピ ークが 1つ のもの

を diploid,複数 の場 合 を aneuploldとした。DNA

Index(DI)は ,癌 細胞 と正常細胞の GOGl期のピーク

チャンネル数の比で求めた。なお,coericient of varia,

tion(CV値 )が 8以 下の場合を検討対象とした.

病理組織学的所見の検索は大腸癌取扱い規約分に

従って行った。

有意差検定は,DNA ploidyと 病理組織学的因子 と

の関係については χ
2検定,DIの 平均値についてはt

検定を用い,p<0.05を 有意差あ りと判定した。累積生

存 率 は K a p l a n ‐M e i e r 法に よ り求 め, g e n e r a l i z e d

Wilcoxon testにて有意差検定を行った。

結  果

1)DNA ploidyパ ターンと臨床病理学的所見

DNA ploidyパ ターンは対象例 で は aneuploidが

130例 (64.7%),diplold 71例(35,3%)で あった。従

来より予後 との関係が深いと考えられている組織型,

壁深達度, リンパ管侵襲の有無,静 脈侵襲の有無, リ

ンパ節転移の有無,肝転移の有無および Dukes分 類 と

ploidyとの関係について検討した。

組織型 とDNA ploidyと は相関はみられず,進 行癌

では深達度が深 くなるにつれ aneuploid pllが多 くなる

傾向がみられたが,有 意差は認められなかった。 リン

パ管侵襲,静 脈侵襲, リンパ節転移,肝 転移の陽性711

では陰性例に比べ aneuploid例が多 く有意差がみられ

た。また,Dukes分 類でも癌が進行するほどaneuploid

例が多 くみられた (Table l).

2)ploidyと 予後

他病死 を除 く19 2例の 5年 累積生存率 は di p l o i d

7 8 . 1 % , a n e u p l o i d  3 7 . 9 %で, d i p l o i d例の予後は an e u _

79(2177)

Table l  DNA p10idy and pathologic characterisitcs

Aneuploid

(n=130)

Histolottcal type

Well differentiated

lVIoderately direrentiated

Others

Depth of invasion

pm

ss(al)

s(a2)

si(ai)

Lymphatic vettel invasion

l y (一)

l y (十)
′ヽenous invasion

v ( 一 )

v ( 十 )

Lymph node metastasis

n ( 一 )

n ( 十 )

Unkno、vn

Liver metastasis

H(一 )

H(十 )

Dukes'stage

A

B

C

UnknoM′n

ploid例よりも有意に良好であった。Dukes分類別に

みてみると,Dukes Aでは両者とも100%で差がなく,
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Fig. 1 Survival curves according to DNA ploidy
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Fig. 2 DNA histogram pattems according to
DNA index. Aneuploid was classified into two
groups according to DNA index

Dukes Bで の 5年 生存率は diploid 88.7%,aneuploid

50.8%と diploidは有意に予後不良であった。Dukes C

では 5年 生存率は47.2%と 18.9%で ,diploidのほ うが

良好であったが有意差は認められなかった(Fig.1)。

3)DIと 予後         _

aneuploid症例の 5年 以上生存例 と5年 未満死亡例

の DI値 の平均値はそれぞれ129± 0.21,1.53±023

で, 5年 末満死亡711のほうが有意に高値であった(p<

0001),DI値 が1.0のdip10iddをI型 ,aneuploid例を

さらに DIが 1.01～1.4のものをII型,1.41以上をIII型

に分類 (以下 index,Fig.2)し て予後をみてみると,

I,II,IH型 の順に生存率が良好で, I型 とIII型,II

型 とIII型との間に有意差がみられた,Dukes A,Dukes

Cで は 3つ の型の生存率に有意差はみ られなかった

が,Dukes Bで は I型 とHI型,II型 とHI型との間に有

意差がみられた (ng。 3)。

4)数 量化理論II炉による分析

まず,術 後 5年 以上生存例 と5年 末満死亡例 とにわ

けて各因子 と予後 との関連度を独立性の検定を用い

て,よ り強いものと弱いものに分類 した。強い因子 と

しては進行度,治癒切除か否か,深達度,Indexな どが

ぇ
2値42以上 (p<0.001)で あった。また, これらの因

子ヤまAkaike's lnfomation CriteriOn(AIC)で も他

のものよりもその値が小さかった (Table 2).ガ値10

以上 (p<0.05)で あった12の因子の うちstage,治癒

切除か否か,Dukes分 類は局所の進展状態や深達度,

リンパ節転移,肝 転移などにより2次 的に決定される

ものであ り,単 一の所見からなる他の因子と比較する

のは不適当と思われたが,進 行度は臨床的にも重要で

ある。そこで,判 別分析を行 う際の検討因子 としては

ng.
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3 Survival curves according to DNA index
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Item AIC P

stage

Depth of invasion

Dukes' stage

Index

H

n

Ploidy

Iy

Macroscopic type

P

Historogical type

Age

Sex

Location

Size

75 67

59 69

55 45

44 89

42 91

39 56

33 41

24 80

24 21

22 73

12 22

10 59

5 425

3 880

1 057

0 9942

0 4891

- 7 5 9 7

- 6 5 7 5

-4765

-4612

- 3 7 9 8

- 4 3 1 2

- 3 0 6 8

- 2 1 8 6

- 2 1 6 3

- 8 193

- 1 0 4 0

- 6 7 3 8

0 9493

4 059

2 932

3 074

3 500

0 000

0 000

0 000

0 000

0 000

0 000

0 000

0 000

0 000

0 001

0 002

0 005

0 246

0 422

0 590

0 608

0 783
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Table 2  1nterdependent factors for prognosis

H : liver metastasis, n : lymph node metastasis

ly: lymphatic vessel invasion

P : peritoneal dissemination

v : venous invasion

AIC : Akaike's Information Criterion

Table 3 Partial correlation coefficient of item

Item Partial correlation coeffi cient

0 387420

0 343994

0 251568

0 169657

0 155902

0 0964244

0 0950630

0 07289654

0 0222852

H : liwT metastasis, ly :lymphatic vessel invasion

n l lymph node metastasis, v i venOuS invasion

各因子間の独立性の高いものが望ましいので,進 行度

の うち Dukes分 類を検討対象に入れた。また,ほ かの

因子の うち腹膜転移は初回手術時肝転移に比べて少な

く,肉 眼型も対象例では 2型 以外が少ないのでこれら

2つ の因子を除外した。さらに,組 織型はそれらの因

子よりもぇ
2値は小さかったが従来 より重要な予後因

子の 1つ と考えられているので検討因子に入れ, 9因

子を選択し数量化理論第II類により判別的分析を行っ

ブ【=.

偏相関係数は深達度,肝転移,Dukes分 類が大きく,

81(2179)

Table 4 Distribution of case score

誤
Survival

over 5 years
Death

within 5 years Unknown

～- 1 7 5

- 1 7 5 ～- 1 5 0

-150--125

-125～ -100

- 1 0 0 ～- 0 7 5

- 0 7 5 ～- 0 5 0

- 0 5 ( ) ～- 0 2 5

2

14

12

1 3

7

0

0

]

0

0

2

0

Ⅲ- 0 2 5 ～ 0 0 0

0 00ヘャ  0 25

025～  050

050～  075

0 75-  1 00

1 00-  1 25

125～  150

1 50-  1 75

1 7 5～  2 0 0

2 00-   2 25

□
□
□
回
回
□
□
□
□
□

1

0

0

1

1

TOtal 77 6

匠=]i Case of success in discrimination

それ らが最 も予後に関与 している因子 と考えられた

(Table 3)。それぞれの症例につき判別分析にて算出

された各因子 ・区分の重みの総和を求めこれを症例得

点とした。症例の得点分布はTable 4のごとくで,得

点が正値領域であるほど5年 以内死亡例の害J合が高

く,一方,負値領域ほど5年 以上生存例の害」合が高かっ

た。生死の判別点を-025に したとき,半J別成功率が

最大であった。すなわち, この判rll点に対する判別成

功711は5年 以上生存群76例,死亡群65例,計 141例であ

り, この時の半」別成功率は88.7%であった。 こ の際の

各因子 ・区分に得られた重みはTable 5のごとくで,

Dukes分 類,深 達度,肝 転移,Indexの 順に各因子 ・

区分へ大きい重みが与えられた。

考  察

F10w cytometryによる癌細胞核 DNA量 の測定,

解析は Hadleyらゆのパラフィンブロックを用いた報

告以来,種 々の回形癌について も検討 されるように

なった。 し かし,ま だ意見の一致のみられない点も多

い。検体処理にも色々な方法が用いられているの~ω.著

者 もそれらの検体処理法について検討したが,方 法に

よりCV値 に差が認められなかったので,簡 便な前記

の方法にて測定 した。

Aneuploidの出現率は臓器や発表者により異なって

Depth of invasior

H

Dukes' stage

ly

Histological type



Item Category Frequency M′eight Range

Dukes' stage Ａ

Ｂ

Ｃ

- 0 8 9 6

-0 212

0 456

1 3522

Depth of invasion

pm

弱 ( a l )

S ( a 2 )

S i ( a i )

- 0 2 2 4

0 483

- 0 3 6 7

0 460

0 644

1 0128

H Ｈ

Ｈ

( 一 )

( 十 )

- 0 1 8 6

0 7 1 8
0 90531

Index Ｄ

Ｄ

Ｄ

1 0

1 0 1 ～1 4

1 4 1 ↑

- 0 3 4 5

0 0744

0 297

0 64245

Histological type well

moderate

others

0 0644

- 0 2 1 8

0 239

0 45820

ly
一　

十

-0315

0 121
0 43071

n ( ― )

n ( ■ )

0 156

-0178 0 33492

( 一 )

( 十 )

0 0993

-00662 0 16561

Ploldy dip101d

aneuploid

-0 0804

0 0459
0 126397

82(2180)

お り,大 腸癌でのパラフィン包埋標本を用いての測定

では32%か ら71%と 報告 されているがつ～1の,50%台

60%台 とするものが多 く,著 者 らの64.7%は ほぼ平均

的な害J合と思われる。

Ploidyと大腸癌の臨床病理学的所見 との関係につ

いてみてみると,相 関がみられなかったとの報告もあ

るが対象例が52例と比較的少なく11ち対象が100例以上

のものではいくつかの因子と関係を有 していたとする

報告が多い。相関する因子は発表者により異なってい

るが,リ ンパ節転移,肝 転移,脈 管侵襲の有無,Dukes

分類などがあげられているめの1ll―Iり。著者は以前大腸

癌78例について顕微側光法にて預J定し,臨 床病理学的

所見 との関係について検討した。その結果では静脈侵

襲,肝 転移の有無 とで有意差を認めたが, リンパ管侵

襲陽性例, リンパ節転移症例で aneuploid例が多 くな

る傾向はあったものの有意差はみられなかった1。
。 し

かし,対 象が201例と増えた nOw cytOmetryに よる今

日消外会誌 24巻  8号

回の検討では,静 脈侵襲,肝 転移陽性例のみならず リ

ンパ節転移, リンパ管侵襲の陽性例でも有意に aneu‐

ploid例が dip10idょり多 くみられた。また,Dukes分

類で も進行す るに従い aneup101d例が多 く認め られ

ブ【=。

DNA tt ploidyと 予後 との関係は多 くの回形癌 に

ついて検討されてお り,aneuploidを 呈する場合は di‐

ploidと 比べ予後不良な癌が多いといわれている11大

腸癌においてもploidyと 予後 とは関連がなかったと

の報告 もあるが1つ
,aneuploid症 例のほ うが予後が悪

ヽヽとするものが多 くみられる。Armitageら 1ゆは134例

につき検討しdiploidの 5年 累積生存率が43%,aneu‐

ploidが 19%と diploidの 予後が有意に良好であ り,

DNA量 は進行度や組織学的分化度 とは独立 した重要

な予後因子であると述べている。Scottら 1"も直腸癌

において DNAパ ターンは独立 した予後因子であると

発表 している。本邦での最近の報告で もdiploidと

F l o w  c y t O m e t r yによる大腸癌核 DNA量 測定

Table 5  Vヽeight OF category in item

H :liver metastasis, ly:lymphatic vettel invasion, n i lymph node metastasis,
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aneuploidの生存率に有意差を認めているものが多

ぃ1ゆ1211つ1,。しか し,進 行度別の予後の検討では,

Dukes Cで 両者間に有意差を認めたもの1め
,Dukes B

で差を認めたものゆ2り,stage IIで みられたもの1り
,

stage IVでみられた とするもの1。など意見の違いが

みられる。また,遠 隔転移を伴った症4/1では生存率に

差がなかったという報告もされている21).著者 らの今

回の検討では diploidはaneuploidより有意に予後良

好であ り他の多 くの報告 と同様の結果であった。進行

度別では Dukes Aで は両者 とも予後良好で差がなく,

Dukes Cで は diploidの生存率のほ うが良好であった

が有意差がみられず,Dukes Bに おいて有意差が認め

られた。今までの発表や今回の結果から考えて進行癌

でも比較的早期の場合は手術的に十分な除去が可能で

あり,一 方,局 所の浸潤や リンパ節転移が高度な症例

や遠隔転移のみられる症711では手術を施行しても癌細

胞の残存の可能性が高 く,DNA tt ploidyパ ターンに

より予後が左右されることが少なくなるものと思われ

る。したがって,予 後が ploidyにより最も影響を うけ

る可能性 の高いのは Dukes Bと 治癒切除可能 な

Dukes C症 例であると考えられる。

A n e u p l o i d 例の 5 年 生 存 率 は対 象例 全 体 で は

379%,治 癒切除例では582%で ,予 後良好のものも

不良なものもみられる.そ こで aneuplold例の予後が

DI値 の大小により差が認められるか否か検討 した。

Aneuploid例の 5年 末満死亡群の DIの 平均値は 5年

以上生存率のそれより有意に高値を示 した。DIが 1.0

の dip10id,aneuploidを1.4以下 と1.41以上にわけて

生存率を調べてみると,DIが 大きくなるほど予後が不

良であった。DIの 大小により予後に差がみられなかっ

たとの報告もあるが1り
,山崎11)はaneuploidを1.3でわ

け,小 坂 らl"は1.5以下 と1.51から2.0までおよび2.01

以上に分け検討し,DIが 大きくなるほど予後不良にな

る傾向がみられたと述べている。Aneuploid症例では

DI値 の大小が予後に影響を与えていることは十分考

えられ, この点に関して今後さらに検討することが必

要である。

大腸癌の予後は種々の因子により影響を うけてい

る.DNA ploidyや DI値 が予後 と関係を有しているこ

とが示唆されたが,そ れらがどの程度関与しているか

検討するために,大 腸癌の予後因子を数量化理論第II

類により分析した。偏相関係数からみると深達度,肝

転移,Dukes分 類が他の因子より強 く予後に関与して

いると考えられ,重 みからみてもこれら関与度が大き
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な因子に大 きい重みが与 えられていた.DNA量 解析

の結果は複数の因子の組み合わせである進行度や進行

程度を決定する重要な因子である深達度 よりも関与度

が少なかった。また,ploidyの みでな くaneuploidを

DI値 よ りさらに分けたほ うが予後 に対す る関与が大

きくな り,小 坂 ら10と
類似の結果が得 られた。

今回の検討より大腸癌において進行度や進行度を表

す因子である壁深達度などの方が予後に対するかかわ

りは大 きい と思われるが,細 胞核 DNA量 も従来の病

理組織学的所見 とは異なった観点からの有用な予後因

子の 1つ にな りうることが示唆 された.ま た,核 DNA

量の面か ら大腸癌の悪性度や予後 について検討す る

際,ploidyの みではな く,aneuploidを DIに よりさら

に分類 して検討する必要があると考 えられた。さらに,

予後推測には進行度に DNA量 測定結果を加味 して検

討することが有用であると思われた.

稿を終えるにあたり,数 量化理論II類による検討につい

てご指導いただきました統計数理研究所駒澤 勉 教授に感

謝いたします.
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Clinical Significance of Flow Cytometric Analysis of DNA Content in Colorectal Carcinoma
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Kenzo Yanagita, Shintaro Kuramoto and Toshifumi Yoshio
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The DNA content of 201 large bowel carcinomas was measured by flow cytometry to evaluate the prognostic
significance of DNA ploidy and DNA index (DD. DNA ploidy correlated with lymphatic vessel invasion, venous
invasion, lymph node metastasis, liver metastasis and Dukes' stage. Among all patients those with aneuploid
cancer had a significantly worse outcome than those with diploid cancer. When patients were divided by Dukes'
stage, the patients with aneuploid tumor had a significantly worse survival than those with diploid tumor in the
cases of Dukes'B. The cumulative survival rate was worse in DNA aneuploid with DI above 1.41 than in aneuploid
with DI below 1.40. In multivariate analysis by quantification theory type II, Dukes'stage, depth of invasion, and
presence or absence of hepatic metastasis were stronger predictors of survival than DNA content, and DI had a
closer connection with prognosis than DNA ploidy. These results sugest that not only DNA ploidy but also
classification of aneuploid according to DI are valuable prognostic indicators in large bowel carcinoma.
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