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胆裏癌の壁深達度と核 DNA量 およびCEA発 現との関連性

琉球大学医学部第 1外科,同  臨 床検査科ホ

富田 秀 司  武 藤 良 弘  玉 城  哲   伊 佐  勉

出口  宝   高 江洲 裕   戸 田 隆 義Ⅲ

癌の生物学的悪性度の指標として,癌 組織の果型度,深 達度およびリンパ節転移などが用いられ,

臨床的に有用であるが, この病理組織学的診断(深達度)と癌細胞核 DNA量 およびCEA発 現性との

関連性とを検討し, これらが予後の指標となりうるかを追究した。

胆嚢癌41例(m,pm癌 9例 ;ss癌13例 ;sei癌19例)を対象として検索を行い,以 下の成績を得た。

①癌深達度とDNA index,DNA ploidy pattemお よびCEAの 発現性とは相関し,② 核 DNA量 と

CEAの 発現性との間も相関し,③ 多倍体の癌細胞の比率が増加するhigh ploidy化に伴い深達度は進

展し,CEAの 発現性は増強する傾向が認められた。以上の成績より,核 DNA量 とCEAの 発現性と

は癌深達度と良く相関し,あ る程度の予後の指標となりうると思われた。
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はじめに

胆菱癌はほかの消化器癌 と同様に癌の診断は病理組

織学的めに行われて,臨床上有用であ り,それなりの成

果を得ている。なかでも癌の組織型(悪性度),深達度,

リンパ節転移などは手術術式の選択や予後を決定する

要因となっている。

この病理組織学的診断に加えて,近年,モノクロナー

ル抗体21-ゆゃ cytometryり
'121を

用いた病理組織学的検

索,細 胞分子生物学を用いた癌遺伝子 レベルの変

化1鋤1。などの研究が癌の生物学的特性を求めて盛んに

行われている。そこで今回著者らは,胆 襲癌切除症711

41例を対象 として,核 DNA量 解析 と抗 cartinoem―

bryonic antigen(CEA)抗 体を用いた CEA免 疫組織

学的検索を行い,両 者の癌の深達度 との関連性を検討

し,癌の病理組織学的診断にこれら核 DNA量 や CEA

の免疾組織学的検索がどの程度の補助的役割を果たし

うるかを深達度 との関連性に限って検討 してみた。

I.対 象と方法

1.対 象

昭和47年から平成元年 (7年 間)に 琉球大学第 1外

科および関連病院にて外科的に切除された胆襲癌41例

を対象とした。男性10例女性31例で,年 齢は33歳～86

歳 (平均67.4±12.1歳)で あった。

<1992年7月 6日受理>別 刷請求先 1富口 秀 司

〒903-01 沖縄県中頭郡西原町字上原207 琉球大学

医学部第 1外科

これら症例を胆襲癌の壁深達度の程度により,m,

pm癌 (癌が粘膜内および固有筋層内に止まるもの),

ss癌 (癌が乗膜下層内に止まるもの)お よびse癌 (癌

が漿膜表面に直接接 しているか,漿 膜面を越えて直接

他臓器に浸潤しているもの)の 3群 に分けた。その結

果,m,pm癌 は 9例 (男性 2,女 性 7:平 均年齢62.2士

18.1歳)(Table l).ss癌 は13例(男性 2,女 性11:平

均年齢70.1±8.5歳)(Table 2),se癌 は19例(男性 6,

女性13:平 均年齢67.9±11.0)(Table 3)と なった。

2,方 法

標本は摘出後10%中 性ホルマ リンに24～48時間固定

後パラフィン包埋ブロックとし,こ のブロックより4″

の Hematoxilyn&Eosin(HE)染 色および CEA免

疫染色用の薄切切片とそれに連続するDNA測 定用の

100″の厚切切片をおのおの作成した。

1)DNA測 定

100″厚切切片を用いて,細胞単離法によるDNA蛍

光顕徴韻l定法りによりDNA測 定を行った, 1標 本に

つき対象 とする癌細胞500個およびヨン トロールとし

て同一標本上の小 リンパ球20個の核 DNA量 を同一条

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 トグラムのピークよりDNA ploidyの stemlineと

して DNA index(2C=DNA index l)を 求め,DNA

ploidy pattem(以下 pattem)を 以下の 3型 に分類し

た (Fig. 1).
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Table l  Summary of patients with Hl,pm‐carcinoma

Case Age/Sex Histology DI PI Pattern Group CEA Expression

1

2

3

4

5

6

7

8

9
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63  4ヽ
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61  4ヽ
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DI: DNA index, PI : Proliferative index, Pattern: DNA ploidy pattem, Group:
Ploidy group, Lo : Low ploidy group, Int: Intermediate ploidy group, Hi: High
ploidy group, D: Diploid pattern, A: Aneuploid pattern, M : Mosaic pattern

m-ca.: case I to case 3

Table 2 Summary of patients with ss-carcinoma

Case Age/Sex Histology DI PI Pattern Group CEA Expression
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Diploid(D)pattem iヒス トグラム上 ピークが 1つ   ン トで表 したものである.

だけ明瞭に認められ, しかも誤差を考慮してそのピー    さ らに,検 索対象全例について4Cお よび6Cを 越え

クの値が2Cの 20%未 満の偏移にとどまるもの (DNA  る DNA量 を有する細胞核の出現の頻度を求め, この

index<1.2).                     値 より症pllを以下の 3群 に分類1のした。

Aneuploid(A)pattem:ヒ ス トグラム上 ピークが l    Low ploidy group i 4C以 上の細胞が10%末 満かつ

つだけ明瞭に認められ,し かもその値が 2Cの 20%以   6C以 上の細胞が 2%未 満のもの.

上の偏移を示すもの (DNA index≦ 1.2).        Intemediate ploidy group:4C以 上の細胞が10%

Mosaic(M)pattem iヒ ス トグラム上 ピークが 2つ   以 上かつ6C以 上の細胞が10%未 満のもの。

以上あるものや明瞭なピークがなく幅広い分布を示す   High ploidy group Ⅲ 6C以 上の細胞が10%以 上のも

もの.                          の 。

また増殖能の指標 として proliferative index(以下    (2)免 疫組織染色

PI)を算出した。これは増殖期の (S ttG2+M)細 胞が   4″ の薄切切片のそれぞれを,抗 CEA抗 体 (Dako

全細胞 (GO+Gl+SttG2+M)に 占める害J合をパーセ  社 )を 用い perOxydase antiperoxydase(PAP)法 に
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より免疫組織染色を施行して染色性を比較 した。染色

程度は,陰 性(一);全 く染色されない,弱 陽性(士)|

組織全体の30%以 下が染色される,陽 性 (十),30%
～60%が 染色される,強 陽性(十);60%以 上が染色さ

れる,の 4段 階とした。

(3)病 理組織学的検索

胆道癌取扱い規約めに準拠した。

II.成   績

1.核 DNA量 解析

まず全症例についての成績をみると,DNA indexは

1.53±0.47(MttSD,n=36)で あ り,その値は1,0～2.7

の間に分布していた。PIは 42.6±16.8(MttSD,n=

36)であった。Pattemは D patternが 14例,A pattem

が22例,M patternが 5711であった。また low ploidy

groupヤま9例 , intermediate ploidy group″よ15例,

high ploidy groupは17例であった.代表例を提示する

(Fig.1),

つぎに,癌 の深達度別にみた 3群 の核 DNA量 の成

績 を み る と, m , p m 癌 で は D I は1 . 0 8 ±

0.24(0.95～1.75),PIは 26.3±12.8(5。8～47.1)で

あった。Pattemは A patternの 1例 を除いた 8例 全

例 D patternであ り,ploidy groupでは,1例 の inter‐

mediate plbidy groupを 除いて残 りの 8例 は low

33(2923)

ploidy groupで あった。ss癌 で は DIは 1.50土

0.36(1.05～2.15),PIは 50.4±18.0(24.3～81.8)で

あった,Patternは D pattern 4例,A pattem 8例 と

WI pattern l l列で, ploidy groupヤま10、v ploidy group

l 例, i n t e m e d i a t e  p l o i d y  g r o u p  5 例およびh i g h

p l o i d y  g r o u p  7 例であった.最 後に s e癌では D Iは

1.81±0,49(1.00～ 2.70), Plは 43.5± 16.0(218±

6 6 . 8 ) , p a t t e r nャよ2例 の D p a t t e m , 1 3例の A  p a t t e m

と4例 の M patternであった.

2.CEAの 染色性

CEAの 染色程度は全症例では陰性 (一)9例 ,弱 陽

性 (土)6例 ,陽 性 (十)17例 ,強 陽性 (+)10例 で

あり,陽 性率 (十,十 )は 63.4%であった。

この CEAの 発現程度を癌深達度別にながめると,

m,pm癌 では (一)5711,(士 )2例 ,(十 )2例 であ

り,ss癌 では (一)2例 ,(± )2例 ,(十 )7例 ,(十 )

2例 であった.最 後の se癌では(一)3例 ,(土 )1例 ,

(十)7例 ,(‖ )8例 であった。

3.核 DNA量 と壁深達度との関係

DNA index(DI)を 深達度別にみると,m,pm癌

は1.08±0,24,ss癌は1.50±0.36,se癌は1.81±0.49

であって,深 達度が進展するにしたがい DI値 は増加

し, この両群間には相関性 (r=0.598076,p<0.01)

DI : DNA index, PI : Proliferative index, Pattern: DNA ploidy pattern, Group:

Ploidy group, Lo : Low ploidy group, Int: Intermediate ploidy group, Hi: High
ploidy group, D: Diploid pattern, A: Aneuploid pattern, M : Mosaic pattern

Table 3 Summary of patients with se-carcinoma

Case Age/Sex Histology DI Pattern Group CEA Expression
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Fig. 1 Representative DNA ploidy patterns. Di-
ploid pattem and low ploidy group (top), aneu-
ploid pattern and intermediate ploidy group
(middle) and mosaic pattern and high ploidy
group (bottom)
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Fig.2 Relation between the inflitrative depth and

DNA index
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(F七.2)が 認められた。PIは おのおの26.3±12.8,

50.4±18.0,43.5±16.0であ り,PIと 深達度 との間に

は相関性は認められなかった。

次に,p10idy pattemとの関連性についてみると,

深達度が m,pmか らss,そして seに進展するにした

がって D pattemの頻度は88.9%,30.7%,10.5%と

減少し,逆 に non‐diploid pattern(A,M)が11.1%,

69,3%,89.5%と 増加 していて,深 達度 とploidy pat‐

temと の間には相関性 (r=0.584604,p<0.01)が み

られた(Fig.3).さ らに,p10idy groupとの関連性は

m,pm癌 では low ploidy groupが88.9%であるのに,

sS痛では intermediate ploidy groupが 38.5°/。, high

ploidy grOupが53.8%で あって,se癌 で お の お の

47.4%,52.6%で あり,深 達度とploidy grOupとの間

にはより強い相関性 (r=o.647901,p<0,01)が認め

られた (地 。3)。

Fig. 3 Relation of the infiltrative depth with DNA
ploidy pattern (top) and ploidy group (bottom)
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Fig.4 Rdationship between the degree of ex・

preslon of CEA and the inflitrative depth
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で,病 理組織学的 レベルで知ることの出来ない,腫 瘍

細胞の生物学的悪性度を示すその他の指標を求めて癌

細胞核 DNA量 の測定221,モノクロナール抗体を用い

た免疫組織化学的検察や癌遺伝子など1りの研究が行わ

れている。そこで,胆 襲癌を対象に癌の深達度 と癌細

胞核 DNA量 および免疫組織化学的なCEAの 発現性

との関連性を検討した。

癌細胞核 DNA畳 解析の うち,ま ず DNA量 (DNA

Inndex:DI)を深達度別での検討では,m,pm癌 ,ss

癌,そ して se癌 と深達度が進展するに伴い核 DNA量

は増加した. このことは胃癌においてもほぼ同様な成

績であって,m癌 は sm癌 ,pm癌 に比べて DNA量 の

値は低い傾向202つないし統計学的に有意に低値292のと

述べられている。筆者 らの胆嚢癌では,m癌 とpm癌

を同一範疇 として m,pm癌 と一括したが,胆嚢癌では

癌深達度が m層 であって もpm層 であっても リンパ

節転移はなく,予 後 も同一で(癌の再発死なし)ある2D

から,両 者を同一なものとして一括 した。この点は核

DNA量 からみても,胆 襲癌では m癌 もpm癌 はほぼ

同一量であ り,両 者を一括して取 り扱 うことが合理的

といえる。そして,m,pm癌 はその他の ss癌などとは

核 DNA量 は有意に低値であった。ところが,胃癌では

m癌 と深達度が一層増す sm癌 では核 DNA量 が異な

り,一方胆襲では m癌 とpm癌 を一緒にしても同一で

ある。つまり,癌 深達度は臓器それぞれを構成する層

の特徴を考慮すべきであろう。

次に p10idy patternと深達度 との関係は,筆 者 らの

胆襲癌ではm,pm癌 では diploid pattemが多 く,深

達度が進むに伴って nOn‐diploid(polyploid)なaneu‐

ploid,mosaic patternが有意に増加していった。とこ

ろが, 胃癌におけるDNA ploidy patternと癌の深達

度 との関係はなお con廿oversialであ り,関 係がない

とする報告2め
,m,Sm癌 では diploid型が多 く,深 達

度が進行するとaneuploid,polyploid型が多 くなると

する研究2つ
,そ して m癌 とそれ以下に浸潤 した癌 との

間には DNA ploidy pattemに 差があり,m癌 と他の

癌 との間に有意の差を認めるとする報告2…2のが多 く

なってきている.そ して,同 じ早期胃癌であっても,

diploid痛は再発がなく,aneuploid癌 は予後不良2ゆ2り

であ り, リンパ節転移がある例3のが多いと述べ られて

いる。このように,aneuploid型を示す癌が dip10id癌

に比べて予後不良であるとするのはほぼ一致した報告

であ り,癌 細胞核 DNA量 測定は予後の判定の 1指 標

として生物学的悪性度を示唆するとの意見が多い.

m , /  p m ●●         ● ●   D e t h

= = 0 . 4 4 3 6 9 4

,く0 .  0 1

4.CEAの 染色性 と壁深達度との関係

深 達 度 別 に CEA染 色 性 の 程 度 の 割 合 (十,

#/― ,±)は,m,pm癌 では0.28,ss癌 では2.25,se

癌では3.75となり,CEAの 染色性が増すにつれて癌の

壁深達度が高度になる傾向を示 し,両 者の間には相関

関係 (r=o.43694,p<0.01)が 認められた (Fig。4).

5.核 DNA量 とCEAの 染色性との関係

DNA index(r=0.521974, p<0.01), PI(r=

0.361956,p<0,05),pattern(r=0.420657,p<0.01),

ploidy group(r=0.54765,p<0.01)と CEAの 染色

性との間には相関関係が認められた。

III.考   察

癌の生物学的進行度を表すものであって, しかも癌

の予後を反映す るものは,病 理組織学的診断による

stage分類である。この stageを規定する因子のなか

でも深達度 (装膜面浸潤 :s因 子)は, と くに消化管癌

においては, リンパ節転移 (n因 子)やその他の進展規

定因子 と深 く関連 していて,手 術術式の決定や予後規

定因子 として最も重要視できる。 と くに消化管におけ

る早期癌の組織学的定義1"10はこの深達度で規定 され

ていて,進 行期癌 との区別に有用されている。

このような癌の病理組織学的診断は胆襲癌の診断で

も重要であり,同 様に深達度が最も重要な予後規定因

子
1つ~2めとぃぇる。ところがこの病理組織学的診断は確

かに予後判定に有効ではあるが,十 分ではない。そこ
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さらに大腸癌や胃癌で,癌 細胞核 DNA分 布パター

ンや分散度の分析から4C以 上や6C以 上の細胞の占め

る割合で 3～ 4型 に分類 (ploidy group)1の31)し, この

ploidy groupと予後 との関連性が報告されている。筆

者らも前述のように,3型 に分けて ploidy groupと深

達度 との関連性をみると,深 達度が進むに伴い low,

intermediateそして high ploidy grOupの占める害J合

いが増加していき,深達度とploidy groupとの間には

有意の関連性が認められた。High p10idy proupは癌

進展度が強 く, リンパ節転移率や再発率が高 く,生 存

率も不良2ゆ31)とされている。High ploidyは多倍体の

比率が多い grOupで あり,多 倍体は一般に癌の発育進

展に伴いその頻度は増加する32)とぃゎれている。

次に深達度 とCEA発 現についてみると,筆 者らの

症例では深達度が進むに伴い CEA発 現性 も強 くな

り,有 意の関連性が認められた。

CEAは ,Goldと Freedmann3めにより大腸癌抽出液

中より発見され,消 化器癌に特異的な抗原 と考えられ

ていた.し かし,そ の後の研究で消化器以外の癌や正

常大腸粘膜にも存在することが明らかになり,現 在で

はその特異性は質的なものより量的なものと考えられ

ている。抗 CEA抗 体を用いた胆嚢癌を含む消化器悪

性腫瘍の免痩組織学的検索は, これまで数多 く報告さ

れてお り3つ～3り
,その陽性率は68～100%と 高率である.

癌組織の CEAの 検索には,免 疫組織学的手技を用い

た定性的な方法 と組織中の CEAを 測定する定量的な

方法があるが,前 者の定性法においてはその判定基準

が定まっておらず,染 色反応の強さで決められるもの

から,染 色反応面積の比率で決めるものまでさまざま

で"あ る。いずれの基準でも主観的半」定にな りがちで

あるが,著 者 らの今回の検討では反応面積の比率で反

応程度を分け,陽 性率は63.4%で 諸家の報告 とほぼ一

致していた。佐藤 ら3のは胆嚢の正常粘膜よりは粘膜過

形成巣,果 型上皮,癌 巣と悪性病変に近づ くなどCEA

の陽性率が高率であったとし,CEAの 発現は悪性化ヘ

の過程を示す指標 となると報告 している。小林 ら811ま

乳頭部腫瘍において癌 と腺腫 との比較では両者間では

CEAの 染色強度,染 色様式が異なり,良 悪性の鑑別の

指標 となりうるとしている。一般に,癌 の進展が進む

に従い,CEAの 発現の程度が強度となり,発 生様式が

細胞内での局在極性が多様化し,間 質への漏出傾向が

増してくる。つと述べられている.著 者らの検討では,

CEAの 染色程度 と深達度は相関関係にあった。つまり

胆嚢癌においては CEAの 発現程度の増強は進展度の

胆裏癌の壁深達度と核 DNA量 おょびCEA発 現との関連性  日 消外会誌 25巻  12号

増加を意味 し,その 1つ である深達度 と良 く相関 した。

さらに,核 DNA量 とCEAの 発現性 とは良 く相関

しているが,癌 細胞の核内の核酸量 と細胞質内の癌関

連糖鎖抗原は癌が進展するに伴い,そ れぞれ別 々に,

あるいは協調 して増加するのか否かは今後の研究課題

であ り, これ らが病理組織学的診断に勝る予後判定の

指標 となるまでには至 っていないのが現状 といえよ

う。 しかし,病 理組織学的に得 ることが出来ない情報

を提供 して くれることもある。例えば,勝 眺癌の組織

分類で同じgrade IIであっても DNA ploidy pattem

が aneuploidであれば この癌は浸潤性で再発 しやすい

癌
4いでぁることを示唆 し,前 立腺癌では diploid癌で

あれば筆者の胆嚢癌 と同様に早期癌である可能性
41)を

示唆する。
一方,CEAの 強度の発現は進行期癌の可能

性が高い。核 DNA量 測定や癌関連糖鎖抗原の発現性

は限 られた組織で十分な病理組織診断が不可能な生検

組織では,癌 の進行程度や悪性度に関するより多 くの

情報。を提供 して くれる。このように,癌 の予後を規定

す る腫瘍側の要因 も多数あって, よ り決定的な予後因

子の究明が望まれる.
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Relation of the I劇 阻trative Depth with DNA Content and Expression of

CEA in Carcinoma of the Callbladder

S h u i i  T O m i t a , Y o s h i h i r o  M u t o , S a t o s h i  T a m a k i , T s u t o m u  l s a , S h t t r u  D e g u c h i ,

Yutaka Takaesu and Takayoshi Toda*

Department of Surgery I and Clinical Iaboratory Medicine*, Ryukyu University School of Medicine

To better assess the prognostic factors of carcinoma of the gallbladder, the relation of the infiltrative depth to

DNA content and expression of CEA in 41 patients with gall-bladder cancer was studied. The patients were divided

into 3 groups according to the infiltrative depth; m, pm-Ca (n=9) (tumor confined within the mucosa or the
muscularis propria), ss-Ca (n=13) (tumor invading the subserosa without serosal invasion) and se-Ca (n=19) (tumor

invading the serose or beyond). The DNA index was 1.08 t 0.24in m, pm-Ca, 1.50 t 0.36 in ss-Ca and 1.81 t 0.49 in

se-Ca. Regarding the DNA ploidy pattern, the diploid pattern was accounted for 88.9% of m, pm-Ca, 30.7% of ss-Ca

and 10.5% of se-Ca. In the ploidy group, low ploidy was found in 88.9% of m, pm-Ca; in contrast ss-Ca showed 38.5%

intermediate and 53.8% high ploidy, and se-Ca showed 47.4% and 52.6%, respectively. CEA was diffusely positive in

22.2% of m, pm-Ca, 69.2% of. ss-Ca, and 78.9% of se-Ca. DNA content and expression of CEA were significantly

correlated with the infiltrative depth. DNA measurement and expression of CEA may be used as important

objective predictors complementary to the staging system, based on the infiltrative depth in gallbladder cancer.
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