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はじめに

癌の核 DNA量 は正常細胞に比べて増加 していると

言われ,aow cytometryを 用いた解析結果は生物学的

悪性度の判定や予後規定因子の 1つ として利用される

ようになった1ン).

一方,固形癌はその細胞形態,染色体,細胞表面マー

カー, さらに核 DNA量 などの生物学的特性が異なる

種々の細胞から構成されている。つので, 1つ の腫瘍内

でも異なった特性 (heterogeneity)を表すことは,当

然考えられる。

これに対し,腫 瘍の一部分のみではなく,複 数のサ

ンプルを採取し,腫 瘍全体の特性を捕えようとする試

みも行われている。.

今回,わ れわれは大腸癌を対象にして,癌 が深部浸

潤していく過程において,核 DNA量 にどのような変

化を生じるかを明らかにする目的で,本研究を行った。
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切除した大腸症例の うち,癌 が漿膜 (外膜)に まで浸

潤 した,い わゆるAsder&Coller分 類い,B2,C2の

症例314/1(62切片)を 対象とした。

大腸癌24例,直 腸癌 7711,男性18例,女 性13例 (男

女比1.38)で ,平 均年齢は64.2±96歳 であった。

方  法

新鮮手術材料から,癌 巣の全層の 1切 片を採取 し,

粘膜層から粘膜下層までを表層 とし,筋 層以下の浸潤

部を深層 とした。また,癌 巣から遠位の正常粘膜も採

取 した。

単細胞を採取するため,お のおのの切片を鋏にて細

切 し,0.1%Tritonx_100に て裸核化 したのち,RNase

処理 し, prOpidium iodide(P.I.!最終濃度10μg/ml)

にて核染色した。測定は FACScan(Becton Dikinson

Co.)を用いて20,000個の細胞を測定,DNAヒ ス トグ

ラムを作成,解 析した。なお,internal standardは末

梢血 リンパ球を用いた。

DNA p10idyの判定は 1個 の GO/Gl peakを示すも

のを diploidとし, 2個 以上の GO/Gl peakを 示すも

のを aneuploidとした。DNA index(DI.)は aneu‐

ploidとdiploidのGO/Gl期 の ピークチャンネル数の

大腸癌31例 (62切片)を 対象にして,癌 が浸潤 していく過程において,核 DNA量 ,DNA index,
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1個 の癌巣内の表層,深 層組織間で DNA p10idy pattemの異なる例は,31例 中 3例 (9.7%)の み

で,DNA indexは 表層2.18,深層2.11と差はなく,ま た S,phase fractionも,各 々,30.4%,28.6%

と有意差を認めなかった。

以上の結果から,大 腸癌において,表 層の癌が深部浸潤する場合は 1つ のクローンのみが浸潤する

と考えられ,表 層 と深層の癌細胞間の DNA heterOgeneityは少ないと考えられた。
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比で求めた。

coenlcient variance(C.V.)は8以 下のもののみを

有効 とした。

また,同じ切片の一部をホルマ リン固定し,パラフィ

ン標本を作成した後,Hematoxylin‐Eosin染色し,大

腸癌取扱い規約つに従って病理組織所見を判定した。

統計処理において有意差の検定は student't testま

たは ぇ
2検定を用い,危険率 pが 0.05未満を有意差あ り

と半J定した。

1)DNA ploidy patternと臨床病理学所見

31例中24例 (77.4%)に ,表 層,深 層のいずれかに

aneuploidが見られた。

性,年 齢,占 居部位,浸 潤度, リンパ節転移の違い

によるaneuploidの発生頻度に差は認められなかった

(Table l).

正常粘膜はすべて diploidを示 した。

2)DNA ploidyの 違い

表層 と深層における DNA ploidyの 違いが見 られ

た症例は31例中 3例 (9.7%)の みであった。この 3症

例はいずれも表層が diploidで,深 層が aneup10idを

示 した (Fig.1).

3)DNA index(D.I,)
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Table l DNA ploidy pattern in relation to vari・

ous clinicopathological features

Tctal Aneuploid Diploid

Sex
Ｍ

Ｆ

12(667)

9(69 2)

6(33 3)

4(3018)

Location
ｎ
　
ｕｍ

ｉｏ
　

ｃｔ

Ｃ。

Ｒｅ

16(66.7)

5(71.4)

8(333)

2(28 6)

Depth of pT 3

pT 4

18(720)

3(500)

7(28.0)

3(50 0)

Lymph node
metastases

氏
晩

1 1 ( 7 3 3 )

10(62 5)

4 ( 2 6 . 7 )

6(37.5)

(%)

diploid症例の D.I.は10で あるが,aneuploidを示

したものの D.I.を表層 と深層で比較すると,表 層21例

の DoI,は2.18±0.57,深層24例のそれは2.11±0.43と

差を認めなかった (Table 2).

4)S‐phase fraction

cell cycleの解析をすると,表層の S‐phase fraction

は304± 8.5%,と深層のそれの28.6±0.43%よ り高値

を取ったが,有 意差は無かった。しかも,両 者の直線

回帰は Y=0.805X+4.364相 関係数は0.819と強い関

連性が見られた (Fig。2)。
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Fig. 1 DNA histograms in 3 cases with DNA heterogeneity
(A) DNA histogram in superficial layer, (B) DNA histogram in deep layer
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Table 2 Aneuploid rates and DNA indeces
between in superficial layer and in deep layer

Fig. 2 The relation of S-phase fractions between
superficial layer and deep layer
X : S-phase fractions in superficial layer, Y:
S-phase fractions in deep layer

Y‐0 3 0 5 X + 4 3 6 4

r = 0 0 1 9

また,正 常粘膜の S‐phase fractionは3.8±24と 癌

巣よりは明らかに低値であった。

考  察

1つ の癌巣は種々の性格を有する細胞からなりたっ

てお り,多 種多様の heterogeneityが存在するといわ

れているゆ。例えば,組 織型 1つ とってみても,比 較的

分化型腺癌が多 く,細 胞の種類が少ない大腸癌でも,

1つ の癌巣内に粘液分泌が盛んな部位や低分化型癌の

部位が混在している像を見ることが珍 しくないり.

また,癌 組織は単一のクローンのみからなっている

とは限らず,異 なった複数のクローンから成 り立って

いる症例が少なからず存在1のし,DNA ploidy pattern

の h e t e r o g e n e i t y も当 然 考 え られ る。 この h e t e r ‐

ogeneityの定義にも決まったものは無 く,(1)1つ の

腫瘍内で異なった ploidy pattemを示す組織がある,

あるいは,(2)aneuploid pattemをとる中で 2個以上

の異なった stemlineを有す るのいずれかの場合 を

DNA heterogeneityとしている報告が多いゆ11)121。 し

かし各臓器別にその発生頻度に差がみられるようで,

C a r e y I いは肺癌 症例 にお いて9 0 % と非常 に高率 に

DNA ploidyの heterogeneityを認めたと報告 してい

る。大腸癌においてもその発生頻度に一定の傾向がな
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く,菅 井らlりは78%に 見られたと報告してお り,佐 々

木15)は胃癌は40%に 見られたのに対 し大腸癌は27例中

2711(7.4%)に見られたのみであるとし,荒 木
1いは D

Iにある程度の相違を認めたものの,p10idy patternの

差は全 く認めなかったと報告している。これらの差は

淑J定サンプルの純度 と測定機器によるCV値 の大 き

さ,染 色技術に左右されること, さらに採取 されたサ

ンブル数によるものと考えられる。

フォルマ リン固定標本から単細胞を分離する方法1の

が考案され,DNA ploidyと 予後 との関連性について

retrospectiveな検討が盛んに行われている1い1ゆlりが,

浪J定された CV値 は新鮮標本から採取 されたものに比

べて明 らかに大 きく,そ の精度は低い。したがって

near‐diploidをdiploidと判定し2い
,細かな差果を見い

だすことが出来ないために,heterogeneityの率が低

くなってしまう可能性がある。

また,サ ンプル数に関して,Wersto21)の大腸癌症例

の検索では, 2個 以下では aneuploidの検出率が低 く

なり, 3個 の異なった部位からの採取が必要であると

述べている.

報告例からは,癌 巣を面でとらえた場合には比較的

高率には heterogeneityが存在することは確かなよう

である。

さらに,癌 が深部に浸潤 していく過程において,核

DNA量 にどのような変化をしていくかを明らかにす

ることは非常に興味深い点である。いわゆる,縦 方向

の heterogeneityについての報告f711は少ない。芳野2り

は胃癌症例 において,表 層か ら深層 になるにつれ

ploidy patternの変化する例があ り,深 部の癌細胞の

生物学的活性が高まっている可能性があることを示唆

している。 し かし,わ れわれの症例では,深 部浸潤 し

てもDNA ploidy pattern, DI., S‐phase fractionの

変化は少なく,同 じクローンのまま深部漫潤 していく

ものと考えられた。あるいは, これは生体環境に合っ

た細胞のクローンだけが発育,浸 潤 した結果なのかも

知れない,

以上の結果から,大腸癌の核 DNA量 は,平面におけ

る変化はあるが,縦 方向の変化は比較的少なく,癌 の

表面組織だけからでも深部浸潤部の特徴を把握するこ

とがある程度可能であると思われる。 し たがって,異

なった部位からの数片の生検組織からの DNAヒ ス ト

グラムの解析が癌の生物学的悪性度の評価, さらには

heterogeneityに影響を受けるとされる化学療法など

の治療法の選択,の 一助 となるのではないかと考えら

21/31(67.7%)

24/31(774%)

218+/-057

211+/-043
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れる。

文  献

1)Enkerヽ 吊「E: Flow cytometric deterlninatiOn of

tumor cell DNA cOntent and pr01iferative index

as prognOstic variables in colorectal cancer.

Colon Rectal Surg 3 1 1--33, 1990

2)AInitage NC,Robins RA,Evans DF et ali

The induence of tuIIIor cell DNA abnOmalities

on survival in c01orectal cancer.Br J Surg 72:

823--830, 1985

3 )森  茂 郎 :癌遺伝子.病 理 と臨 9 t 8 8 4 - 8 8 9 ,

1991

4)竹 村清一,小原 剛 ,岡村毅与志 :ヒ ト大腸癌にお

けるEpiderlnOid growth factor(EGF)の免疫組

織化学的研究.日消病会誌 87 Ⅲ l160-1167,1990

5)Hiddemann W,VOn Bassewitz DB,Kleinemeier

HJ et al: DNA stemline heterogeneity in

colorectal cancer.Cancer 58:258--263, 1985

6)Astler VB, C011er FA: The prOgnostic

signincance of direct extension Of carcinoma of

the colon and rectun Ann Surg 139 t 846--851,

1954

7)大 腸癌研究会編 :大腸癌取扱い規約.第 4版 .金原

出版,東 京,1985

8)富 田秀司,武藤良弘,高江州裕ほか :大腸癌におけ

る腫瘍内多様性の検討一DNA ploidyと 免痩組織

を用いて一.日 本大腸肛門病会誌 44122-29,

1991

9)喜 納 勇 :大 腸癌 の病理.土 屋 周二 編.外 科

Mook 6.金原出版,東 京,1979,p31-47

10)谷 川充彦,下松谷匠,高橋康司ほか I In vitrO制癌

剤感受性試験 Sintillation assayの開発とその臨

床応用.癌 と化療 16:1880-1887,1989

11)Petetton SE, Bichel P, Lorentzen M: F10w

cytometric  demonstration  of  tumOr‐ cell

subpopulations with direrent DNA cOntents in

human co10rectal adenocarcinomas Eur J Can‐

cer 15 i 383--386, 1978

12)Quirke P,DysOn JED,Dixon MIF et a■  Heter‐

ogeneity  of  co10rectal  adenocarcinomas

93(2763)

evaluated by now cytometry and histopath‐

ology Br J CanCer 51,99-106, 1985

13)Carey FA, Lamb D, Bird CC: Intratumoral

heterogeneity Of DNA content in lung cancer.

Cancer 65 1 2266--2269, 1990

14)菅 井 有 ,佐 々木功典,高山和夫ほか :大腸痛にお

け るDNA ploidy heterogeneityの 検 討.

Cytomet Res l:147-152, 1991

15)Sasaki K,Hashimoto T,Kawachino K et alt

lntratumOr regional differences in DNA ploldy

of gastrointestinal carcinOmas. Cancer 62 t

2569--2575, 1988

1 6 )荒木靖三 i  F l o w  c y t o m e t呼による直腸細胞核

D N A量 測 定 に関す る研 究。日外 会誌 9 0 !

1965--1975, 1989

17)Hedley DW, Friediander ML, Taylor Iヽ Vi

Method for analysis of cellular DNA content of

parattn‐embedded pathological material using

aow cytometry.J HiStOChem Cytochem 31:

1333--1335, 1983

18)Quirke P,Dxson M,Ciayden AD: Prognostic

signiflcance of DNA aneuploldy and cell proli・

fration in rectal adenOcarcinomas. J Pathol

151 :285--291, 1987

19)Scott NA,Rainwater LM,Wieand HS: The

relative prognostic value of acw cytometric

DNA analysis and conventiOnal clinicopath‐

ologic criteria in patients with operable rectal

carcinOma Dis Colon Rectuln 30:513-520,

1987

20)石 川 哲 ,田川 泰 ,梶原啓司ほか :パ ラフィンブ

ロックからの核 DNA量 評価不能検体のくふ う。

医のあゆみ 145:185-186,1988

21)芳 野裕明 !胃癌の細胞核 DNAパ ターンに関する

研究一とくに臨床病理組織学的所見との関連につ

いて一,日 外会誌 89!522-533,1988

22) Vヽersto RP,Liblit RL,Deitch D et ali Varia‐

bility in DNA measurements in naultiple tumor

samples of human colonic carcinoma. Cancer

67: 106--115, 1991

Heterogeneity of DNA Content According to the Depth of Invasion in Colorectal Cancer

Toshio Imada, Takashi Suda, Fumihiko Kito, Kenzo Okada, Takako Okada,
Kuniyasu Fukuzawa, Yoshihiro Moriwaki, Hirotoshi Akiyama,

Hiroshi Takemura and Akihiko Matsumoto*
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Thirtyone cases of colorectal carcinoma were investigated for intratumor heterogeneity in DNA ploidy, DNA
index, and S-phase fraction. DNA content of samples from the superficial layer and the deep layer in the same
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tumor was determined by flow cytometry. Heterqeneity of the DNA ploidy pattern was obcerved in 3 cases (9.?96).
The DNA index was 2.18 and 2.11 and the S-phase fraction was 30.4S and 28.61i in the superficial and deep layers,
respectively. These data indicate a low dqree of intratumoral heterogeneity of DNA ontent according to the depth
of invasion in colorectal carcinoma.
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