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生検材料 DNA量 解析による直腸癌局所再発 リスクの
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直腸癌治癒切除後局所再発17711と非再発12例の手術材料パ ラフィン包埋標本を用いて癌細胞核

DNA量 解析を行った結果,局 所再発群の DNA index(以 下,DI)は 平均1.28±0.24であ り,非 再発

群の Dl l.12±0.10よりも高値を示した (p<0.05)。また,DIが 1.28以上を呈したものの害」合は非再

発群では8.3%(1/12)な のに対し,再 発群では41.2%(7/17)と明らかな差を認めた (p<0.05)。さ

らにDIが 1.35以上を呈したのは全4/1局所再発4/1であった。直腸癌術前生検新鮮材料を用いて得られ

たDIは同一息者の手術時摘出パラフィン標本のDIと きわめて近似しており,両 者間にはY=0.96

X± 0.09と傾きが 1に きわめて近い有意な正の相関が認められた(p<0.001).以上より術前生検で得

られた新鮮標本を用いた核DNA量 解析は,直 腸癌術後の局所再発 リスク把握の上で臨床的意義を有

するものと考えられた。
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はじめに

手 術 時摘 出パ ラ フィン包埋 標 本 を用 いた aOw

cytometryに よる癌細胞核 DNA量 解析は,癌 の生物

学的悪性度と病理組織像や予後 との関係を評価するた

め retrospectiveな検討の中で主に行われ,再 発 リス

クや術後補助療法要否の判定に有用であることが指摘

されてきた1)～め。しかしこれらは術後に得 られる情報

であって,術 前生検で得 られた新鮮標本を用いた核

DNA量 解析が,癌 の生物学的悪性度の術前評価や術

前からの術後経過予測に有用であるならば,術 後の補

功療法のみならず術式の選択を介して治療成績に大き

く寄与するものと思われる。本研究ではまず組織学的

進行度および組織学的壁深達度が一定の直腸癌治癒切

除症例のパラフィン包埋標本を用いて癌細胞核 DNA

量解析を行い,直 腸癌局所再発 と核 DNA量 との関係
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を retrospectiveに検討 し,両 者の関連を明らかにし

た,次 いで,直 腸癌術前生検で得 られた新鮮材料を用

いて核 DNA量 解析を行い,そ の解析結果が直腸癌術

後の局所再発 リスク把握の上で有する臨床的意義につ

いて検討した。

対象および方法

1)直 腸癌局所再発症例の核 DNA量 に関する検討

1980年から1985年までの 6年 間に当科で経験 した直

腸癌初回手術治癒切除症例中,大 腸癌取扱い規約りに

よる組織学的進行度が stage 2または 3で ,組織学的壁

深達度が ss(al)ま たは s(a2)と 診断され, 5年 以内

に局所再発をきたした17例 (以下,局 所再発例)を 対

象とした。また同一期間の症例で上記の病理組織学的

条件を満た し, 5年 以内には局所再発を含む再発が

いっさい認められなかった12例を無作為に抽出し,対

照群 とした (以下,非 再発例).こ れら29例について,

原発巣の手術時摘出パラフィン包埋標本を用いて核

DNA量 を aOw cytOmetryにより解析し,比 較検討し
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た。局所再発例の初回手術術式は腹会陰式直腸切断術

104/11,前方切除術 7例 であり,再 発形式は腹会陰式直

腸切断術後では会陰部再発 8例 ,骨 盤腔内再発 1711,

会陰部および骨盤腔内再発 1例 ,ま た前方切除術後で

は吻合部再発 5例 ,骨 盤腔内再発 1例 ,吻 合部および

骨盤腔内再発 1例 であった。また,対 象例の原発巣の

肉眼型は 2型 が主であった。

2)新 鮮標本 とパ ラフィン包埋標本の核 DNA量 の

比較

1989年12月から1990年8月 までの間に経験 した直腸

癌14症例を対象として手術時摘出標本から新鮮材料を

採取 し,その核 DNA量 を解析 し,同一症例のパラフィ

ン包埋標本から得 られた核 DNA量 解析結果 と比較 し

亨【= .

次いで同期間に経験 した直腸癌11症例を対象として

術前生検新鮮標本の核 DNA量 を解析し,同 一症例の

手術時摘出パラフィン包埋標本から得 られた核 DNA

量解析結果と比較 した。

3)同 一腫瘍内における核 DNA量 の heterogenetty

に関する検討

1991年6月 から1991年10月までの間に経験 した直腸

癌15症例を対象に,摘 出標本ホルマ リン固定後同一腫

瘍内の異なる部位 4か 所から標本を採取 し,パ ラフィ

ン包埋処理 した後に核 DNA量 解析を行って,標 本採

取部位の違いによるDNA量 の差果について検討を加

えた。

4)検 体の採取および処理

術前生検新鮮標本は,直 腸鏡下に腫瘍周堤～漬瘍底

移行部付近から約3mm角 を 2～ 3個 採取した。手術時

摘出標本の新鮮材料も同様に,腫 瘍周堤～漬瘍底移行

部付近から採取 した.新鮮標本は採取後直ちに citrate

burer内 で赤血球や便などの不純物をできるだけ除去

し,い ったん-80℃ で凍結保存 し,測 定に際 して室温

で解凍 した。一方,パ ラフィン包埋標本については,

hematoxylin‐eosin(HE)染 色標本検鏡にて腫瘍組織

の多いパラフィンブロックを選び,そ こから5町mの

薄切スライスを 3枚 切 り出し試料作製に供 した。なお,

腫瘍の heterogeneityの検討には,手 術時摘出標本を

ホルマ リン固定した後,腫 瘍中心を通る腸管長軸方向

に検体を切 り出し,そ の検体を周堤,潰 瘍底が別々の

切片に入るように Aか らDの 4つ に分割 した (Fig.

1)。各検体はパラフィン包埋 した後 DNA量 解析に供

した。

5)試 料の調整および核 DNA量 測定

Fig. I Sampling from the
the study of intratumoral

日消外会誌 2 5巻  1 2号

rectal carcinOma fOr

DNA heterOgeneity

新鮮標本は,眼 科用ハサ ミを用いて腫瘍組織をかゆ

状に細切 りした後,lmlの シ リンジ内で数回 ピペ ッ

ティングし,最 後に50μmナ イロンメッシュ(洋400)に

て細胞 を単離 した.一 方,パ ラフィン包埋標本 は

Schutteらの方法5)に準じ試料を調整 した。まずキシレ

ンによる脱パラフィン処理を 1時間ずつ 2回 行い,次

いで100%,100%,95%,70%,50%の ニタノール溶

液系列におのおの10分間ずつ浸漬 し, さらに蒸留水に

10分間 2回 浸漬 して標本を再水和化 した,次 いで

0.25%trypsin溶液内で切片を眼科用ハサ ミにて細切

し,37℃の恒温槽で 2時 間 incubationした後,ナ イロ

ンメッシュを通 して細胞を単離した。細胞単離後の処

理 は新鮮材料,パ ラフィン包埋材料 とも同 じで,

Vindel,vら の方法ωに準 じて細胞 核 DNA染 色 を

行った。すなわち細胞数を約2.5×106個/mlに 調整 し

た後,市 販試薬の CycleTESTTM(BectOn Dickinson,

CA,USA)を 用い,A液 (sperlnineを含む trypsin溶

液) . B 液 ( t r y p s i n  i n h i b i t o r t t R N a s e 溶液) , C 液

(propidium iodide溶液)の 順に室温でそれぞれ10分

間反応させて核 DNA染 色を行った。最後に検体をナ

イ ロ ン メッシュで 濾 過 し た 後, F A C S c a n T M /

CellFITTMDNA System(Becton Dickinson, CA,

USA)を 用いて, 1検 体につき5,000個の細胞核 DNA

量の測定および解析を行った (Fig.2).

6)核 DNA量 解析

核 DNA量 解析 として,DNAヒ ス トグラムを参考

に DNA index(以 下,DI)お よびDNA ploidy pattem

を求めた。 コ ン トロール細胞には同一標本内に含まれ

る非腫瘍細胞を用い,DIは ,コ ン トロール細胞の2cの

ピーク(以下,GO/Gl peak)値 に対する腫瘍細胞の GO/

生検材料 DNA量 解析による直腸癌局所再発リスクの術前予測
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Gl peak値の比として算出した(Fig.2)。また,DNA

ploidy patternに関しては,癌 DNA研 究会のに従い,

GO/Gl peakが単一で diploid rangeにあるものを di‐

ploidとし,GO/Gl peakが dip10id以外に存在するも

のを aneuploidと定義した。また評価の信頼性を高め

るため変動係数 CV(c∝ 廊ciency of variation)値が

8%を 越える症例は今回の検討対象に含めなかった。

なお,統 計学的解析については,数 値を mean± SDで

表現し,平 均値の有意差検定は Student'st‐testを,独

立性の検定は ぇ
2検定を用い,いずれも危険率 5%以 下

を有意差ありとした。

結  果

1)直 腸癌局所再発症421の核 DNA量 に関する検討

局所再発例の DIは 平均1.28±0.24であ り,非 再発

例の D1 1.12±010よ りも高値を示 した (p<0.05,

Fig.3).局 所再発pll DIの平均である128を 境 にDI

と局所再発の有無 との相関を検討するとDIが 1.28以

上を呈したのは局所再発例では17例中 7例 (41.2%)

であったのに対し,局 所再発を認めなかった症例では

12例中わずか 1711(8.3%)のみで,明 らかな差を認め

た(p<0.05),また DIが 1.35以上を塁したものは局所

再発例では 5例 (29.4%)で あったのに対し,局 所再

発を認めなかった症4/1では皆無であった。一方,DNA

ploidy pattemを検討すると,局所再発例の aneuploid

for analysis of cellular DNA con-
flow cytometry (bv Schuttes),

is the first peak of DNA histogram.
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Fig. 3 Comparison of cellular DNA indeces of
primary rectal carcinoma lesions between the
patients with local tumor recurrence (O) and

those without recurrence (O).

DNA Index
I

2  0 f  p < 0 . 0 S
-t f-------------t

m e a n t t  S D ( 1 1 2±0 1 0 )   ( 1 2 8と 0 2 4 )

( n = 1 2 )      ( n = 1 7 )

Table l  Local recurrence and DNA ploldy pat‐

tern in 29 rectal cancer patients

出現率は17例中13例,76.5%と ,非 再発711の12例中 6

例,50%に 比べて有意差はないものの,高 率の傾向を

示 した (Table l)。なお初回手術から局所再発発現ま

での期間とDI,あ るいは DNA ploidy pattemと の間

には一定の相関は認められなかった。

2)新 鮮標本 とパラフィン包埋標本の核 DNA量 の

比較

手術時摘出標本から得られた同一腫瘍の新鮮標本と

パラフィン包埋標本のそれぞれの DIは きわめて近似

し,両 者間には Y=0.93X± 0.13ときわめて近似 した

有意な正の相関が認められた(p<0.001,F七 .4)。 さ

らに,同 一息者の術前生検新鮮標本と手術時摘出パラ

フィン包埋標本の各 DIも 同様に近似 してお り,両 者

間には Y=0.96X± 0.09とやは りきわめて近似 した有

意な正の相関が認められた (p<0.001,Fig.5).

3)同 一腫瘍 における核 DNA量 の heterogeneity

に関する検討

15例中12例 (80%)に おいては同一腫瘍内 4か 所に

お け るDIの 差 は10%以 内 で あった が,残 る 3例

(20%)で は異なる部位間で DIに 10%以上の差がみら

れた(Fig.6).DIに10%以上の差が認められた 3例中

〓〓〓

。
∞

。
∞
一
銘
。
。

。。
∞

十

ト
〓〓〓

判
”

〓
4

①

　

②

　

③

4(235%)

13(765%)



64(2954)

Fig. 4 Correlation between DNA indeces of fresh
and paraff in-embedded tumor specimens.
Significant correlation is observed (p < 0. 001).
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Fig. 5 Correlation between DNA indeces of biop-
sied fresh and resected paraffin-embedded tumor
specimens. Significant correlation is observed
( p < 0 0 0 1 ) .
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2例 は同一腫瘍内に 2つ の異なるaneuploidクローン

がみ られ,残 る 1例 では同一腫瘍内にdip10idの腫瘍

クローンとaneuploid腫瘍クローンの両者が認められ

ブ(=.

考  察

悪性腫瘍に対しては,手 術療法のみならず放射線療

法や化学療法を含めた集学的治療が行われることが現

在では一般的 となっている。。この際有効な治療法の

組み合わせを選択するにあたっては,術 前に個々の癌

の生物学的悪性度を正確に把握することが肝要であ

る.近年,核 DNA量 解析により癌の生物学的悪性度を

評価 しようとする報告が数多 くなされているが, これ

Fig. 6 Differences of DNA index within each
carcinoma by sampling tites.
A, B, C, D indicate sampling sites as shown in
Fig. 1. O : the cases with less than l0%
difference in DNA index. O : the cases with I0oA
or more difference in DNA index.

ONA Index

Samphng s,tes

までの癌細胞核 DNA量 解析はホルマ リン固定 された

手術時摘出標本を用いた retrospectiveな検討が大部

分であった1ル湾).

新鮮標本を用いた場合にはホルマ リン固定標本に比

べて核 DNA量 解析をより簡易に,高 い精度で行 うこ

とができ, しかも検体の必要量も少量で可能1いとされ

ていることなどから,最 近は大腸癌や胃癌の内視鏡下

生検材料11)121ゃ乳癌穿刺吸引材料から得た新鮮標本に

おける検討も見られlめ1り
,術 前生検新鮮標本を用いた

核 DNA量 解析が臨床的にきわめて有用となる可能性

は大きいものと思われる。今回の検討においては, こ

れまでの報告'11)Iりと同様に,同一腫瘍の新鮮標本とホ

ルマ リン固定パラフィン包埋標本の DIは 1:1に 近

い正の相関を示 した。 さ らに,生 検新鮮標本 と手術時

摘出パラフィン包埋標本の DIも きわめて近似 してい

ることが確認され, したがって術前生検新鮮標本から

癌巣の核 DNA量 をほぼ正確に推測 しうるものと思わ

れた。

この際問題 となるのは,生 検では標本採取部位や採

取個数が限 られるため,生 検によって癌巣全体の核

DNA量 の正確な評価が可能かとい う点である。同一

腫瘍内に DNA ploldy patternの異なった部分が混在

して腫瘍が heterOgeneityを示す ことはよく知 られて

いるところであ り1'～10,その頻度は大腸癌で40%1の,
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胃癌では33%1ゆともいわれる。しかし進行癌では,ある

特別なクローンが選択的に増殖能を獲得 して,癌 の進

行 とともに優位を占め,次 第に安定性を得るとの報告

もみられるし1り2の
,ま た Quirkeら

21)は
,大 腸癌の72%

では標本の採取部位が異なってもDNA ploidy pat‐

temが 一致していることを示した。さらに,腫 瘍表層

の生検材料 とその腫瘍の全層のスライス片の核 DNA

量を30検体について比較 した Mayo Clinicか らの報

告は221,腫瘍表層からの生検材料によって癌巣全体 と

して優位な DNA ploidy pattemを 予測 しうることを

示している。今回の検討でも,直腸癌の heterogeneity

はそれほど高頻度ではな く,た とえheterogeneityが

あったとしても生検を数か所の部位から行 うことによ

り,癌 巣全体 として優位な核 DNA量 を把握しうるも

のと思われた。事実,石川ら11)は生検材料を 3個採取す

ることにより,適 正な核 DNA量 の評価が可能である

ことを示している。

従来,核 DNA量 の検討は DNA ploidy pattemに

よるものが中心であり,一 般に大腸癌の aneuploid出

現率は55%か ら71%と 多少の幅をもって報告されてい

る2ゆ～2ゆ.しかしこれらは進行度や深達度の異なる大腸

癌 を含めたデータであ り,今 回の検討 と同様 にss

(al),s(a2)と 組織学的壁深達度をそろえた場合には

67%内 外 と報告されている20。
 こ れまで aneuploidを

皇するものは diploidに比べ 5年 生存率が有意に低い

とい う報告が多いが'2レめ2,2の,小里ら20は102例を対象

とした検討で,全 切除症例では aneuploidがdip10id

よりも生存率が低いものの,絶 対治癒切除例に限った

場合には両者の生存率には大差はないことを報告して

いる,一方,核 DNA量 解析結果を DIと して表 した場

合,そ の値が予後 と密接に関連し,DIは 腫瘍の生物学

的悪性度をより詳細に評価する上で有用 との指摘が少

なくない2リー3D。そこで今回の検討では,直 腸癌局所再

発 と核 DNA量 について主 として DIの 面から解析を

行った。

今日,直 腸癌の外科治療成績には確実に向上してき

ているが,直 腸癌根治術後の局所再発率は10～34%と

結腸癌に比べて明らかに高率であることが指摘されて

お り3り
,直 腸癌の予後を左右する大きな因子の 1つ と

考えられる。したがって手術成績をさらに向上させる

には局所再発をいかに減じるかが重要課題の 1つ とい

えよう.一般に局所再発には,①腫瘍摘出時における

主病巣の遺残 〔ow(十 ),aw(十 ),ew(十 )〕,②転

移リンパ節の遺残,③癌侵襲陽性脈管の遺残(ly,v)
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などの機序が関与するが,そ の他に細胞学的悪性度の

睡盛な癌細胞の周囲組織への小数ながら広範囲の侵

婁,あ るいはそれらの細胞の吻合部をはじめとする組

織への implantationなども関与することも指摘 され

ている3ゆ30.今回細胞学的悪性度を表す指標 として DI

を選び,DIと 局所再発 との関連を検討した結果,局 所

再発例の平均 DIは 1.28であり,さ らに DIが 1.28以上

で局所再発を認めなかったのは 1例 のみと,D11.28を

境に術後の局所再発の リスクが高まるものと考えられ

た。このような検討結果から,DIの 大きな,生 物学的

悪性度の高い癌細胞が,手 術を契機に遊離 ・散布 ・着

床した り,脈 管へ侵入し,発 育して局所再発 として発

現してくる可能性も推測された。

いずれにせよDIの 高低により局所再発に明らかな

差異が認められたことから,DIに よって術後の局所再

発高 リスク症例を把握 しうるものと考えられた。さら

に,今回の検討から,術前生検材料から得 られるDIは

手術時摘出標本のホルマ リン固定パラフィン包埋材料

から得 られるDIと 一致 して,癌 病巣の核 DNA量 を

正確に反映していることが示され,術 前生検材料を用

いて核 DNA解 析を行 うことにより術前から局所再発

高 リスク症例を予測しうることも示された。したがっ

て術前生検材料を用いた核 DNA量 解析から得 られた

結果をもとに,術 式や術後の治療に工夫を凝 らすこと

によって,患 者の予後の一層の改善が期待できるもの

と考える。

なお本論文の要旨は第37回日本消化器外科学会総会 (名

古屋,1991)に おいて発表した。
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A Study on Preoperative Detection of the Risk of l-ocal Recur:rence in Rectal
Cancer with DNA Analysis of Biopsied Specimens -Collation of

DNA Analysis Data on Cases of Local Recutrence-

Toshimasa Yatsuoka, Hidetaka Mochizuki, Kazuo Hase, Masahiko Koike, Eishu Nakamura,
Shoetsu Tamakuma, Nariyoshi Shinomiya* and Sumiaki Tsuru*
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Cellular DNA analysis was performed on curatively resected paraffin-embedded rectal cancer specimens by
using flow cytometry. A DNA index @I) of 1.28 or more was seen in only one (8.3%) of 12 patients without local
recurrence, but in 7 (41.2%) of 17 patients with local recurrence (p<0.05). The DI of preoperatively biopsied fresh
specimens showed a significant linear correlation with the DI of paraffin-embedded resected specimens. It was
concluded that analysis of the cellular DNA content of preoperatively biopsied fresh specimens might be useful for
the detection of a high risk of local recurrence.
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