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はじめに

近年,ヒ ト癌における核 DNA量 の預」定が,■ow

cytometry(FCM)や 顕徴蛍光測光法を用いて行われ

てヽヽる。大腸癌においてもDNA aneuploidyヤよDNA

diploidyに比べ生物学的悪性度が高く予後が不良であ

るといわれているい。.わ れわれは大腸癌におけるリ

ンパ節転移の特徴を FCMを 用い,核 DNA量 を測定

することにより検討したので報告する。

対象 ・方法

最近,当教室で切除された大腸癌143例(結腸癌65例,

直腸癌78例),およびそのリンパ節転移巣21例を対象と

した。

10%中 性ホルマリン包埋ブロックより6″mお よび

70″mの 切片を作成した.6/m切 片は Hematoxylin‐

Eosin(HE)染 色を行い,大 腸癌取扱い規約りに準じて

組織学的に検討した。核 DNA量 の測定は70μm切 片

を脱パラフィン後再水和を行い癌巣部を採取,Hedley

らいの方法に準じて,0.5%pepsin(pH:15,37℃ 90分)

で裸核化し,0.2%RNase(37℃ 60分)処 理後,30μm

nylon meshで櫨過しsingle cell suspensionを作成,

50″g/ml,prOpidiuln iodideで核染色を行った.また,
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大腸癌切除例における原発巣とリンパ節転移巣の
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大腸癌143例の核 DNA量 を aOw cytometryを用いて預J定し,DNA index(DI)か らみた リンパ節

転移との関係について検討した。DNA ploidy patternはDNA diploidy 1 50例,DNA aneuploidy t

93例で リンパ節転移を認めたものはそれぞれ,30.0%(15/50),624%(58/93)と DNA aneuploidy

に有意に高率であった。 リンパ節転移陽性率は,DI=1.3(75.0%),1.5(71.4%),16(100%),

17(70.0%)に やや頻度が高く, これらの DIを 示す大腸癌はリンパ節転移をきたしやすい可能性が

示唆された.さらに214/1についてリンパ節転移巣の核 DNA量 を測定し原発巣と比較したところ,両者

の DIは 全例で一致した。

Key words: flow cytometry, nuclear DNA content, lymph node metastasis of colorectal cancer

原発巣とリンパ節転移巣の DNA index(DI)を 比較し

た21例については,原 発巣は腫瘍中心部,腫 瘍辺縁部

(口側および肛門側)の 3か 所より標本を作成, リンパ

節は転移巣が50%以 上を占める転移陽性 1群 リンパ節

(nl)を 用い single cell suspensionを作成,HE塗 抹

標本にて癌細胞が30%以 上存在することを確認の う

え,核 DNA量 を測定した。Flow cytometerは FAC

Scan(BectOn Dickinson社 製)を用いて 1検体あたり

1× 104個の核 DNA量 を測定 しDNAヒ ス トグラム

の作成を行った(Fig.1).Histogramの 解析は,腫 瘍

内浸潤 リンパ球を internal standardとし,単
一の GO/

Gl peakで 0.9<DI<1.1の ものを DNA dip10idyと し

た.ま た,DNA diploidyの GO/Gl peak以 外に異なっ

た G。/Gl peakを 有 し,DI≦ 0.9ま た は1.1≦DIを

DNA aneuploidyと 定義した.統 計学的有意差の検定

にはχ
2検定を用い,p<0.05を もって有意と判定した,

結  果

大腸癌143例の DNA ploidy pattemは DNA di‐

ploidy t 50例(350%), DNA aneuploidy t 93例

(650%)で あった。DNA ploidy patternと リンパ管

侵襲(ly)との関係については,DNA diploidyで は ly。

が480%(24/50),lyl:24.0%(12/50),ly2:20.0%

(10/50),ly3'8,0%(4/50)と ly(→が約半数を占め,

ly(十)では リンパ節侵襲が高度になるに従い DNA di‐
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Table 2 Rate of lymphnode metastasis in DNA
ploidy pattern by depth of invasion

DNA ploidy pattern

DNA diploidy D|\.lA aneuploidy

pm

SS tal)

S ( a 2 )

Si(a,

1 / 1 3 ( 7 7 )   0 / 2 (  0 )    1 / 1 5 ( 6 7 )

2/9 (222)   4/9(444)     6/18(333)

2刀2(16乃  14/23い 0朝   16/35“ 5D

7カ4い 00 36/53い 7朝   43/67い 4勢

1 / 2 ( 5 0 0 )    4 / 6 ( 6 6 7 )     5 / 8 ( 6 2 5 )

(  ) : 9 0

Table 3 Relationship between DNA ploidy pat-

tern and lymph node metastasis (n)

lvmfrd mehsEsrs

DNA plody patte.n

ploidyの割合が少なくなっていた.逆 に,DNA aneu・

ploidyではlyOが14.0%(13/93),lyl i 30.0%(28/93),

ly2!28.0%(26/93),ly3:28.0%(26/93)と 大半が

ly(十)であつた (Table l).

次にDNA ploidy patternとリンパ節転移の関係を

みると, リ ンパ節転移陽性率はD N A  d i p l o i d y :

30.0%(15/50), DNA aneuploidy:62.4%(58/93)

で,DNA aneuploidyに おいて高率であった。これを

癌の壁深達度別に検討したところ, リンパ節転移陽性

率はDNA dip101dyで はm,sm i7.7%,pm t22.2%,

ss(al):16.7,s(a2):50.0%,執 (al)i50,0%,DNA

aneuploidyで はm,sm iO%,pm:44.4%,ss(al):

60.9,s(a2)167.9%,軌(al):66.7%であり,pm以

上の各壁深達度でDNA aheuploidyにおいて高率で

あった。また,リ ンパ節転移陽性率は,DNA dip10idy

ではss(al)i16.7%,s(a2):50.0%であり,ss(al)

からs(a2)に 進展する段階で増加していた。一方,

DNA ttP6Ⅲ  温吊)(ゑ島)(210(8名)

DNA●印do dy 淳祐 派路

DNA aneuploidyで は,m,sm iO%,pm i44.4%と ,

pmを 越える段階で リンパ節転移陽性率が増加してい

た (Table 2).リンパ節転移陽性を示した症例につい

てみると,DNA diploidyで は nゃ)が10例(20.0%),

n家十)以上が 5例 (10.0%)で あったのに対 し,DNA

aneuploidyで “まnl(十)が20例 (21.5%),n2(■)以上ヤま38例

(40.9%)と 高次の リンパ節転移が高率に認められた

(Table 3)。また,DIと リンパ節転移陽性率の相関に

ついて検討した。すなわち,DIを 1。1≦DI≦2.1の範囲

で01ご とに分けて検討したところ,リンパ節転移陽性

率 は1.3<DI≦ 1.4i75.0%(9/12),1.5<DI≦ 1.6!

71.4%(10/14), 1.6<DI≦ 1.7:100%(6/6), 1.7<

DI≦ 1,8,70.0%(7/10)と , これらDlは ,そ の他の

DI:49.0%(25/51)に 比べてやや高率であったが有意

差はなかった (Fig。2).

さらにリンパ節転移巣の核 DNA星 を測定し,原 発

巣と比較することにより大腸癌のリンパ節転移におけ

る核 DNA量 の変化について検討した。大腸癌原発巣

とリンパ節転移巣 nlぃ)の核 DNA量 を測定しえたの

は21例であり,原発巣の DNA ploidy pattemは DNA

diploidy t 5例 (23.8%), DNA aneuploidy t 16例

(76.2%)で あった,こ こで原発巣とリンパ節転移の DI

の差が0.1以下のとき一致したとすると,21例 全例に

DIの 一致を認めた(Table 4)。ただし,症 例15と18に

ついては原発巣にheterogeneityを認めた。症例15で
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Fig. 2 DNA index (DI) and rate of lymph node

metastasis
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Table 4 DNA index of 21 patients、 vith colorectal

carcinoma and metastatic lymph node(Ln)

Prin. I Ln

l MK

2 KY.

3 T.T.

4 T.U

5 F.M

6 M.0

7 S.F

8 A.T

9 TM

10.KA.

1.67

1.0
1.47

1,0

1.0

1.35

1.0
1.55

1.36

1 1 9

1.72
1.0

1.43

1.0

1.0

1.35

1.0

1.56

136

1 . 1 5

1l EK

12 MF
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14 KM

15 YY
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Fig. 3 DNA histogram in Case 15. The arrow

indicates DNA aneuploidy peak

Primary tumor

リンパ節転移巣の核 DNA量   日 消外会誌 25巻  1号

Fig . 4  D N A  h i s t o g r a m  i n  C a s e  1 8 . T h e  a r r o w s

indicate DNA aneuploidy peaks
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は,原発巣の腫瘍中心部ではDI=1.0,日側辺縁部では

DI=1.24のJ さヽなpeakを もつDNA aneuploidyを

Metastatic lymphnode

DI=266
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示し,リ ンパ節転移巣は nl:DI=1,24,n2:DI=1.20

であった(Fig。3).症 例18では,原 発巣の腫瘍中心部

と口側辺縁部では DI=168,肛 門偵1辺縁部では DI=

1.68,361の 2か所に peakを もつ DNA muitiploidy

を示し, リンパ節転移巣では DI=2.66の DNA aneu‐

ploidyであった (Fig.4).

考  察

癌細胞核 DNA量 は癌細胞の生物学的悪性度を反映

するといわれており, これまでにも胃癌,大 腸癌,乳

癌をはじめ多くの癌について検討されてきた。その結

果 DNA aneuploidyは 悪性度が高く,予後は不良であ

るとされているlj~め.癌 の予後は転移 (リンパ節転移,

血行性転移ルこよって決定されることが多い,そ こで,

われわれは大腸癌を用いて核 DNA量 からみた リンパ

節転移の特徴について検討した。大腸癌のリンパ節転

移の頻度は,諸 家らの報告によると40～50%ω
～りであ

り,わ れわれの結果も51%と ほぼ同様であった。また,

大腸癌におけるDNA ploidy patternとリンパ節転移

の頻度 につ いては,Kokalら
らは DNA dip10idy:

12.5%,DNA aneuploidy:49.1%,石 川らのはそれぞ

れ371%,56.8%で あったと報告している。 自験例で

もそれぞれ300%,62.4%と 転移率に多少の差がある

ものの,リ ンパ節転移陽性率は DNA aneuploidyに 高

率であった。また壁深達度別にリンパ節転移陽性率を

検討したところ,DNA diploidyで は s(a2)の段階で,

DNA aneuploidyで は pmの 段階で リンパ節転移陽性

DI=10
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率の増加を認めた。また,DNA ploidy patternとリン

パ節転移の関係をみると,DNA diploidyで は nl(十)が

20.0%と 最も多かったのに対し,DNA aneuploidyで

は n家十)で26.9%と 最も多く認められた。つまり,DNA

aneuploidyはDNA diploidyと比較して,よ り早期の

段階で,より高次のリンパ節転移がみられることから,

より高いリンパ節転移能をもった細胞集団であること

が示唆された。それでは,同 じDNA aneuploidyで も

DIに よってリンパ節転移能に差があるか,DIと リン

パ節転移陽性率との相関について検討したところ,有

意差はなかったが1.3<DI≦ 1.4,1.5<DI≦ 1.8にリン

パ節転移陽性率が高く,こ れらDIを 示す大腸癌は リ

ンパ節転移をきたしやすい可能性が示唆された。これ

までに大腸癌の核 DNA量 を DIか ら検討した報告は

少なく,石 川らのは DI値 と予後の相関はなかったとし

てヽヽるが,黒 岡ら1いはDIか らDNA aneuploidyを

lowと high aneuploidヤこ幻ツ顕し, high aneuploidyに

は肝転移が高率にみられ,予 後不良であったとしてい

る.今 回,わ れわれは DNA aneuploidyを 示した症例

を DI別 に10区分し, リンパ節転移との相関について

検討したが,細 区分したため各 DIの 症例数が少なく

なり有意な相関を得ることができなかった。このよう

な癌の悪性度とDIの 関係は,今 後さらに症例数を重

ねて検討する必要があると考えられる。

大腸癌における原発巣とリンパ節転移巣の核 DNA

量を比較した報告では,黒 岡めは10例中 8例 (80%)が ,

Kokalら 2)は29例中25421(86%)が一致したと述べてい

る。われわれの結果では原発巣とともにリンパ節転移

巣の核 DNA量 を測定しえたのは214211であり, この う

ち 2例 に原発巣の heterogeneityを認めたものの21例

全例において原発巣とリンパ節転移巣の DIの 一致を

みた。従来より原発巣と転移巣の核 DNA量 の一致し

なかった理由としては,原 発巣の heterogeneityが存

在すること,宿 主の問題として癌が原発巣と異なった

環境である転移巣で何らかの作用を受けて核 DNA量

が変化することなどが考えられていた。今回の解析結

果より,大腸癌の核 DNA量 は DIか らみた場合,原発

巣とリンパ節転移巣の細胞集団には変化がなく,原 発

巣の DNA heterogeneityが リンパ節転移巣の細胞集

団を決定していると考えられた。 こ こで DNA heter‐

ogeneityを示した 2症 4/1について考察をくわえると,

症例15では DNA測 定前の検鏡による腫瘍細胞純度は

原発巣および転移巣の 4検体がすべて50%以 上であっ

たにもかかわらず,原 発巣では腫瘍中心部で DNA di.

6 1 ( 6 1 )

ploidy,腫瘍辺縁で DI=1.24の 小 さな DNA aneu‐

ploid peakを認めた。 リンパ節転移巣では nlで DI=

124,n2で DI=120の 明らかな DNA aneuploid peak

を認めた。 こ れは,原 発巣において DNA diploidyが

優勢であるにもかかわらず リンパ飾転移をおこした細

胞集団は DNA aneuploidyが 優勢であった とい うこ

とであ り,DNA aneuploidyが 易転移性であることを

示す例 と考えられる。また,症 例18では腫瘍中心部は

DI=168の DNA aneuploidy,辺 縁部では DI=1.68,

2.61のmultianeuploidyであった。それに対 しリンパ

節 転 移 巣 で は D I = 2 . 6 6 のD N A  a n e u p l o i d y であっ

た。 こ れは同じDNA aneuploidyで も DIの 高い細胞

集団のほ うが, よ リリンパ節転移を起 こしやすいこと

を示唆するものと考えられた。

なお,本論文の要旨は,1989年第11回癌とリンパ節研究会

において発表した。
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Comparison of DNA Content between Prinary Tumor and Metastatic
Lymph Node in Colorectal Carcinoma

Shinji Ushida, Kazuyoshi Kurooka, Sadao Funai, Hiromi Yamada,Yoshinori Fujii, Yukio Imanishi,
Taiji Matsuda, Katsuhisa Shinodo and Masayuki Yasutomi

First Department of Surgery, Kinki University School of Medicine

Nuclear DNA content was determined in 14il cases of colorectal carcinoma by using flow cytometry, and
relationship between DNA index (DI) and lymph node metastasis was studied. Moreover, we determined nuclear
DNA content in 21 cases of metastatic lymph nodes and compared them with the primary tumor. With regard to the
DNA ploidy pattern, there were 50 cases of DNA diploidy and 93 cases of DNA aneuploidy, so that the respective
rates observed in lymph node metastasis were 30.0% (15/50) and 62.4% (58/93). Thus DNA aneuploidy was observed
at a significantly higher rate. The lymph node metastatic rate tended to be DI=1.3 (75%), L.5(7I.4%),1.6 (100%), and
1.7 (70.0%). In addition, in 21 cases where the nuclear DNA content was determined in the metastatic lymph nodes,
the DI between the primary tumor and the metastatic lymph node agreed in all cases.
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