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F l o w  c y t o m e t r yによるD N A  p l o i d y  p a t t e r nと

DNA indexか らみた胃癌遠隔転移様式の検討

今西

藤井

田中

I. は じめに

胃癌の予後を検討するうえで遠隔転移, と くに腹膜

播種 と肝転移は重要であ り,従 来よりその組織型 と進

展様式に関し,分 化癌は肝転移,未 分化癌は局所漫潤

と腹膜播種が多いと報告されてきたll―。.さ らに,近年

では■ow cytometry(FCM)の 進歩により癌細胞核

DNA ploidyの 解析から,そ の癌細胞の持つ生物学的

悪性度が注 目されている。～ゆ.

そこで,今 回,著 者 らは FCMを 用いた胃癌細胞核

DNA ploidy pattern, DNA index(DI)お よび病理

組織学的因子より, 胃癌遠隔転移様式に関するretro‐

spective studyを 試み, これらの諸因子が臨床的に有

用な因子になりうるかを検討した。

II。対  象

教室で1981年 1月 から1988年12月までに切除された

胃癌553例中,開腹時に遠隔転移が認められた腹膜播種

陽性群 tp(十 )l i41例 ,肝 転移陽性群 IH(十 )|:
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Flow cytometry(FCM)と 病理組織学的因子から胃癌遠隔転移様式の検討を行った。DNA aneu‐

ploidyの頻度は,開 腹時に遠隔転移が認められた腹膜播種陽性群 P(十 )で 53.7%,肝 転移陽性群 H

(十)で 80.6%,腹 膜播種十肝転移陽性群 P(十 )H(十 )で 74,1%で あった。これに対し術後5年以上

無再発群 P(― )H(一 )で は46.3%で あ り,H(十 )と P(十 )H(十 )は P(一 )H(一 )に 比べ

有意に DNA aneuploidyが 高率であった(p<0.01)。また,DNA index(DI)か らの検討では P(十 ),

P(一 )H(― )は 全例 DI≦1.6であるのに対し,H(十 ),P(十 )H(十 )で は DI≧1.7が27.8%と

33.3%に 認められた.病 理組織学的分化度では,P(十 )の68.3%が 未分化型であるのに対 し,H(十 )

の778%は 分化型であり,両 群間に有意差を認めた (p<0.001)。 し かし,P(十 )H(十 )で は病理

組織学的分化度に差を認めなかった。

以上のことから,癌 細胞核 DNA p10idy pattern,DIと組織分化度は,腹 膜播種 と肝転移の重要な

risk factorであることが示唆された.
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36例,腹 膜播種十肝転移陽性群 IP(十 )H(十 )||

27421,および術後 5年 以上無再発生存群 IP(― )H

(一)|:54例 の計158例を対象とした。なお,病 理組

織学的因子は, 胃癌取扱い規約りに準じた。

III.研究方法

10%中 性ホルマ リン固定後のパラフィン包埋組織か

ら厚さ6″m,7町 mの 切片を変互に作製 し,竹 m切 片

は Hematoxylin,Eosin染色後,胃癌取扱い規約に従い

病理組織学的に検討を加えた。70″m切 片は Schutte

ら1のの方法に準じて single cell suspensionを作製し,

Vindelφvら 11)のDetergent Trypsin法を用い,核 染

色は prOpidium iodideで行った。癌細胞核 DNA量

は,single cell suspensionの一部を Giemsa染 色し,

癌 細 胞 の 存 在 を 確 認 した 後, F A C S c a n  a o w

cytometer(Becton Dickinson社 )を 用ヽヽて1×104ィロ

の核 DNA量 を測定 し,DNA histogramの 解析 を

行った(Fig.1)。なお,internal standardは同
一組織

標本内の浸潤 リンパ球を用いた。

DNA histogramの 解析は,単 一の G。/Gl peakを

DNA diploidyとし, DNA diploidy GO/Gl peak以外
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Fig。 l Flow cytometric analysis of I)NA content

from parattn‐ embedded  in  gastric  cancer

(Schutte‐Vindel"v methOd)
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に異なった 1つ 以上の GO/GI peakを 有するものを

DNA aneuploidyと した(F堵.2)。 ま た,同 一癌巣内

の異なった部位におけるDIの 差異が0.1以上である

場合は DNA heterogeneityが 存在するとし,そ の際

DNA aneuploidyが 少な くとも 1か 所で認め られれ

ば, 癌の DNA ploidy patternヤ ま, DNA aneuploidy

であると判定した。

統計学的処理はィ
2検

定を用い,p<0.05を もって有

意 と半」定した。

IV。 結  果

対象158例の平均年齢は625± 12.2歳 (mean± SD),

男女比は2.2:1で あった。DNA ploidy pattemは ,

DNA diploidy 39 2%(62/158), DNA aneuploidy

60.8%(96/158)で あ り,coettcient Of variation(CV)

FCMに よるDNA ploidy pattemと DIか らみた胃癌遠隔転移  日 消外会誌 26巻  10号

の平均値は5.3±15(meantt SD)で あった。

1.病 理組織学的因子 と転移様式

病理組織学的分化度を胃癌取扱い規約に準 じて,分

化型 (pap, tubl, tub2), 未分化型 (por, ud, muc,

sig)に分類し比較すると,P(十 )は未分化型が68.3%

(28/41)と高率であるのに対 し,H(十 )で は分化型が

77.8%(28/36)と高率であり,両 群間に有意差を認め

た (p<0.001)。 P(十 )H(十 )は 分化型が51.9%(14/

27),未 分化型が48,1%(13/27)で あり,P(十 )に 対

し有意な相関を認めなかった。

リンパ管侵襲 (ly)陽性率は,P(十 )が 92.7%(38/

41), H(十 )が97.2%(35/36), P(十 )H(十 )が963%

(26/27)と いずれも高率であった。P(一 )H(一 )に

おいても陽性率が833%(45/54)と 高く, リンパ管侵

襲に関しては,有 意な相関を認めなかった。静脈侵襲

(v)陽 性率に関しても,P(十 )が 61.0%(25/41),H

(十)力t55.6%(20/36), P(十 )H(十 )が 63.0%(17/

27)と ,P(― )H(― )の 48.1%(26/54)に 比べて

各転移群で陽性率は高いものの,有 意な相関を認めな

かった。

リンパ節転移 (n)陽 性率はP(一 )H(一 )が 63.0%

(34/54)で あるのに対し,P(十 )が 90.2%(37/41),

H(十 )が 94.4%(34/36), P(十 )H(十 )が 100.0%

(27/27)と各転移群において有意に高率であった (p<

0.01)。しかし,各 転移群間では有意な相関を認めな

かった くTable l).

2.DNA ploidy pattemと 転移様式

転移様式別にDNA ploidy pattemを 比較してみる

と, DNA aneuploidyの 頻度はP(十 )i53.7%(22/

41), H(十 )i80.6%(29/36), P(十 )H(十 )i74.1%

( 2 0 / 2 7 ) , P (一) H (― )i 4 6 . 3 % ( 2 5 / 5 4 )であり,

H (十 )と P(十 )H (十 )は P(一 )H (― )に 対し

Fig. 2 DNA histogram of gastric cancer
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P(十 ) H(十 ) P(十 )H(十 ) P(一 )H(一 ) p value

Histological type

Direrentiated

(pap,tubl,tub2)

undirerentiated

(por,ud,muc,sig)

Lymphatic invasion

l y  (一 )

l y  (十 )

Venous invasion

v  (― )

v  (十 )

Lymphnode metastasis

n  (一 )

n  (十 )

13(31.7)

28(68.3)
L___a

3 ( 7 3 )

38(92 7)

16(39.0)

25(61 0)

28(77.8)

ゴ(22

1 ( 2 . 8 )

35(97.2)

16(44.4)

20(55.6)

2 ( 5 . 6 )

34(94.4)

14( 51.9)

13( 48.1)

1 (  3 , 7 )

26( 96.3)

10( 37.0)

17( 63 0)

27(100 0)

26(48.1)

28(51.9)

9(16 7)

45(83 3)

28(51.9)

26(48.1)

20(37.0)

34(63 0)

p<0.01

NS

NS

p<0.01

199y子10月

DNA diploidy

DNA aneuploidy

Fig. 3 DNA index of non-metastatic cases in
gastric cancer.
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有意に DNA aneuploidyが 高率であった (p<0.01).

しかしP(十 )と P(― )H(― )で は DNA ploidy

p a t t e mに関して有意な相関は認めなかった ( T a b l e

2 ) .

3.DNA index(DI)と 転移様式

11(2397)

Table 1 Comparison of histological factor between distant metastatic and
non-metastatic cases in gastric cancer

a:P<o.ol NS i not signirlcant( )!%

Table 2 DNA Ploidy pattem in distant metastatic and■on‐metastatic

cases of gastric cancer

P(― )H(一 )

7 ( 1 9 4 )

29(80.6)

7(25.9)   1   29(53.7)

20(74.1)1 25(46.3)

l      a      l

b          l

P(一 )H(一 )は 1.0≦DI≦1.6の範囲内に集積して

いた (Fig.3).各転移群におけるDIの集積範囲を比

較してみると,P(十 )は P(一 )H(一 )と 同様に,

1.0≦DI≦1.6であり,DIに関して両群間に差を認めな

かった。 これに対し,H(十 )と P(十 )H(十 )は と

もに1 . 0 ≦D I ≦2 . 5 であ り, 1 . 7 ≦D I がそ れ ぞ れ

27.8(10/36),33.3%(9/27)と高率に認められた(Fig.

4 ) .

4 .腹 膜播種性転移,肝 転移の程度の分類 とDN A

p l o i d y  p a t t e mの関連性

Pl・P2'P3におけるDNA aneuploidyの頻度はそれ

ぞれ69.2%(9/13)。 44.4%(8/18)・ 50.0%(5/10)

であり,肉眼的腹膜播種の程度とDNA ploidy pattem

には有意な相関は認めなかった。また,肉 眼的肝転移

の程度とDNA ploidy pattemに 関しても,有 意な相

関は認めないものの,Hl・ H2・H3と程度が進むにつれ

てDNA aneuploidyの頻度が,66.7%(12/18)・80.0%

(4/5)。100,0%(13/13)と 高率になる傾向がみられた

(Table 3).

P(十 )H(十 )

19(46_3)

22(53.7)

a:p<o ol b ip<0.01( ):%
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Fig. 4 DNA index of distant metastatic cases in
gastric cancer.
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V.考   察

近年,FCMを 用いた癌細胞核 DNA ploidy pattem

の研究は,1983年 に Hedleyら 12jがノくラフィン包埋組

織標本から核 DNA量 預J定法を報告して以来, さまざ

まな癌 に関す る核 DNA ploidy解 析の報告がな さ

れlゆ～1ゆ
,その癌細胞 自身の持つ生物学的悪性度の指標

のひとつ として注 目されている。消化器癌において,

従来の病理組織学的因子に加え,黒 岡ら1"は大腸癌に

おけるDNA aneuploidyの 生物学的悪性度の強 さと

肝転移 との関連性を報告 し,木 村ら2のは進行胃癌にお

けるDNA ploidy pattemは 予後を規定する重要な因

子であるとしている。また,大 山ら21)は
,Anti‐BrdU

monoclonal antibodyを用いた FCMに よる胃癌の細

胞動態の研究か ら, DNA aneuploidy“ まDNA di‐

ploidyよ り予後不良であ り,S期 細胞比率10%以 上の

症例は10%未 満の症例に比して予後不良であると報告

している。臨床的応用 として中村2りは,内祝鏡下生検材

料を用いて胃癌細胞核 DNA量 の預J定が可能であると

FCMに よる DNA ploidy pattemと DIか らみた胃癌遠隔転移  日 消外会議 26巻  10号

Table 3  Relation bet、veen DNA ploidy pattern and degree of peritoneal

ditteminatiOn and liver metastasis in gastric cancer

DNA diploidy DNA aneuploidy p value

Peritoneal dissemination

P r

P2

P3

Liver metastasis

H ,

H,

H3

4(30 8)

10(55 6)

5(50 0)

6(33 3)

1(20 0)

9( 69 2)

8( 44 4)

5( 50 0)

12( 66 7)

4( 80 0)

13(100 0)

NS

NS

NS : not significant

報告 している。そこで,今 回,著 者 らは進行胃癌の腹

膜播種,肝 転移例および無再発長期生存例の DNA

ploldy pattem,DNA indexおよび病理組織学的因子

を比較 し, これら諸因子が, 胃癌における腹膜播種,

肝転移の予測に有用な因子になりうるかについて検討

してみた。

従来より胃癌におけるP因 子,H因 子は予後を左右

する重要な因子であ り,未 分化癌は腹膜播種が,分 化

癌は肝転移が多いと報告されてきたい3).再
発例にお

いても,北村 ら2めは腹膜再発では porと sigが多 く,肝

再発では分化型が多いとし,高橋 ら2つも,低分化型腺癌

では腹膜播種が多 く,乳 頭状や高分化型腺癌では肝転

移が多い傾向にあるが,必 ずしも組織型 と腹膜播種,

肝転移 とが相関するものではなく, より有用な因子 と

して間質反応を強調し,髄 様型に肝転移が多 く,硬 性

型に腹膜播種が多いと報告している。著者らの成績で

も,腹 膜播種は未分化型が68.3%(28/41)と高率であ

るのに対 し,肝 転移では分化型が77.8%(28/36)と高

率であ り,病 理組織学的分化度に関して両群間に有意

な相関を認めた。次に脈管侵襲 とリンパ節転移につい

て比較検討した。著者 らの成績では,ly因 子およびv

因子に関して,P(十 ),H(十 ),P(十 )H(十 )と

P(一 )H(― )の 間に有意な相関は認めなかった。曽

和 ら25)も肝転移胃癌におけるv因 子 とH因 子の程度

に関連性は認めないと報告する様に,ly因 子に関して

も腹膜播種や肝転移に関する一定の見解は得 られてい

ない.胃癌の リンパ節転移陽性率に関して,今日2いは分

化型56.1%(78/139),未 分化型68.2%(73/107)と未

分化型に多 く, 3個 以上の リンパ節転移例では腹膜播

種の可能性が高いと報告 している。今回,著 者らの対

象が stage IVのP因 子,H因 子を持つ遠隔転移421で

あ り,各 転移群におけるリンパ節転移陽性率もP(一)

□ P(十)H(十 )

2 H (十 )

■ P (十)
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H(一 )の 63.0%(34/54)に 比べ,有 意に高率であっ

たため,有 用な因子として用いられなからた。

そこで FCMを 用いた胃癌細胞核 DNA ploidy解 析

から胃癌遠隔転移様式を比較検討してみた。胃癌にお

けるDNA aneuploidyの 出現頻度は,本 邦では佐々

木2つは進行癌で68.0%(30/44),米村ら29は早期胃癌で

60.0%(60/100)と報告している。著者らも60.8%(96/

158)と類似の成績を得た。 さ らに各遠隔転移群におけ

るDNA aneuploidyの頻度の比較より,P(十 )で は

P(― )H(一 )と DNA p10idy patternに関して有意

な相関を認めないが,H(十 )と P(十 )H(十 )で は

P(一 )H(一 )に 比して有意にDNA aneuploidyが

高率であることより,DNA aneuploidyと血行性肝転

移との関連性が示唆された。

さらに肉眼的腹膜播種性転移,肝 転移の程度 と

DNA ploidy pattemの比較では,有意な相関を認めな

かったが,肉 眼的肝転移がHl,H2,H3と 進展するに

従い,DNA aneuploidyの 出現頻度が667%(12/18),

80.0%(4/5),100.0%(13/13)と 高率になることか

ら,DNA aneuploidyの癌細胞は,血 行性肝転移を起

こしやすいと推測された。

また,DNA index(DI)を 用いた遠隔転移様式の比

較では,P(十 )は 全例1.0≦DI≦1.6であり,P(― )

H(一 )と同一範囲内に集積していた。しかし,H(十 )

でヤよDI≧1.7のDNA aneuploidyが278%(10/36)に

認められ,同 様にP(十 )H(十 )で も33.3%(9/27)

に認められたことより,DNA aneuploidyか つ1.7≦

DIの 癌細胞は血行性肝転移を起こしやすいことが示

唆された。

以上のことから,胃 癌における腹膜播種,肝 転移を

予測する重要な因子として,従 来までの病理組織学的

因子,と くに病理組織分化度に加え,DNA ploidy

pattem,DNA indexは 有用であることが示唆された。

今後,さらに胃癌切除後の治療方針を決定するうえで,

DNA ploidy patternおよびDNA indexは 重要な因

子となり得ると推測された。

本研究の一部は平成 4年 度文部省科学研究助成金

(550140195574)によった。

なお,本 論文の一部は第38回日本消化器外科学会総会に

おいて発表した。
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Study of DNA Ploidy Pattern and DNA Index Using Flow Cytometry in Distant
Metastasis of Gastric Cancer

Yukio Imanishi, Kazuyoshi Kurooka, Hiromi Yamada, Yoshinori Fujii, Suguru Sato, Kiyotaka Okuno,
Akira Tanaka, Katsuhisa Shindo and Masayuki Yasutomi

First Department of Surgery, Kinki University School of Medicine

The correlation of DNA ploidy pattern and DNA index (DI) with distant metastasis in advanced gastric cancer
was analyzed using flow cytometry in 158 patients who underwent surgery in our institute from 1981 to 1988. The
frequency of DNA aneuploidy was 53.7% among 41 cases of peritoneal dissemination, 80.6% among 36 cases of liver
metastasis, 74.L% among 27 cases of both, and 46.3% among 54 non-metastatic cases. The DI in all cases of
peritoneal dissemination or non-metastasis was from 1.0 to 1.6, whereas the DI in 27.8% of cases of liver metastasis
and 33.3% of cases of peritoneal dissemination and liver matastasis was more than 1.7. In terms of histopathological
type, 68.3% of cases of peritoneal dissemination originated from undifferentiated adenocarcinoma, whereas7T .8% of.
cases of liver metastasis originated from differentiated adenocarcinoma. In conclusion, we found that not only
histological type but also DNA ploidy pattern and DI were significantly related to distant metastasis in gastric
cancer.
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