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内視鏡下生検材料を用いた胃癌細胞核 DNA量 の測定

木村 寛 伸

前田 基 一

はじめに

種々の悪性腫瘍0～。および前癌。,境 界病変めに対 し

て,そ の malignant potentialを検索するうえで,■ow

cytometryを用いた DNA ploidyの 研究がなされる

ようになってきた。胃癌息者の予後を規定する因子 と

しては,従 来の組織学的悪性度 とこの DNA ploidyな

どの生物学的悪性度が知 られている1ン).胃癌領域にお

いては,パ ラフィンを用いた報告が多いが1),新鮮標本

さらには内視鏡下生検材料を用いた報告はいまだ少な

い力。そこで今回われわれは,胃癌患者において従来の

予後因子に加え,術 前生検標本における細胞核 DNA

量を測定し,そ の有用性について検討した。

対象 と方法

1991年4月 から1993年3月 までに当科において経験

した冒癌73例 (うち早期癌29例,進 行癌44例)を 対象

とした。

細胞核 DNA量 は経内視鏡的に通常の生検鉗子を用

い互いに離れた 4か 所か ら腫瘍塊を採取 し,Triton

X100に よる裸核化を行い,RNase処 理後 prOpidium

iodideにて染色し,FACScanに より10,000個の細胞

核の DNA量 を測定 しDNAヒ ス トグラムを作成 し

た,DNA量 の測定は intemal standardとしてヒトリ
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胃癌患者73例において従来の予後因子に加え,内視鏡下生検材料を用い,胃癌の細胞核 DNA量 の測

定を行った。胃癌生検材料の DNA aneuploid症4/1は早期癌29例中15例 (51.7%),進 行癌44例中34例

(77.3%)に 認められ,早 期癌の 2例 ,進 行癌の 8例 にDNA multiploidyを認めた。40pllの生検 と切

除標本の DNA ploidy patternの一致率は95%で あった.生 検標本の DNA index(DI)の 分布は

1.0～2.8で,切 除標本の DIと よく一致した (r=0.9426).DNA ploidy pattemと臨床病理組織学的

諸因子との関係をみると,漿膜浸潤陽性,リンパ節転移陽性,静脈侵襲陽性,リンパ管侵襲陽性は DNA

diploldy症例に比べ,DNA aneuploidy症 例で有意に高率であった。以上より生検材料を用いて,細

胞核 DNA量 を測定することは prospectiveに癌細胞の生物学的特性を知るのみならず,ひ いては治

療方針の決定に役立つであろうと考えられた。

Key words: flow cytometry, DNA ploidy of gastric cancer, DNA contents of biopsy specimen

ンパ球を用い,単一の Gttl peakからなるものを DNA

diploidとし,複 数の G印l peakからなるものを DNA

aneuploidとし, peak値の'しを DNA index(DI)と

した.同 一症例において DIが 10%を 越える場合を複

数の stem lineによるDI heterogeneityとし,DNA

muitip10idyとした。また40例(早期癌17421,進行癌23

421)に対しては切除標本においてもDNA量 を測定し,

生検材料 と比較 した。

使用用語は胃癌取扱い規約のに従い,統 計学的処理

は,離 散数の検定には ぇ
2検定を,連 続数の検定には

Student t検定をそれぞれ用いた。

結  果

1. Coettcient Of variation(CV促め

生検材料 を用 いた細胞核 DNA量 の測定で は,

coettcient of variation(CV)は全例 8%以 下で,CV

値の平均は4.24(2.8～7.9)で あった (Fig.1).

2.胃 癌生検材料の DNA ploidy pattem

胃癌生検材料の DNA aneuploid症 例は早期癌29例

中154/1(51.7%),進行癌444al中34例 (77.3%)に 認め

られ,早 期癌の 2421(6.9%),進 行癌の 8例 (18.2%)

に DNA multiploidyを認めた (Table l).

3.生 検材料の DNA index(DI)の 分布

早期目癌 (m癌 20例,sm癌 9例 )と進行胃癌につい

て,DNA indexの 分布をみると,早期胃癌に比べて進

行胃癌は DNA aneuploidが 多 く, 特にnear‐diploid
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Fig. 1 Distribution of the coefficient of variation
(cv)
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お よび DIの 大 きい ものに多 い傾 向が認め られた

(Fig。2).ま た早期癌において m癌 とsm癌 で DIの

平均を比較するとm癌 は113,sm癌 は145と sm癌

で有意に高値であった (p<001),

4.生 検 と切除標本の DNA index(DI)

40pllの生検 と切除標本の DNA ploidy pattemの一

致率は95%で あった。また生検標本の DIの 分布 は

1 . 0 ～2 . 8 で, 切 除標 本 の D I とよ く一 致 した ( r =

0_9426)(Fig.3).

5.DNA ploidy pattemと臨床病理組織学的因子
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Fig. 3 Relationship between DI of biopsy speci-
men and DI of resected tumor
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Table 2 Relationship between DNA ploidy pattern

and clinicopathological features

Diploid Aneuploid P value

H(+)

P(十 )

ps(十 )

n ( 十 )

l y ( 十 )

v ( 十 )

42%

167%

167%

273%

150%

50%

143%

286%

391%

622%

590%

33 3°/0

0 1869

0 2083

0 0467

< 0 0 1

< 0 0 0 1

0 0134

DNA ploidy pattemと臨床病理組織学的諸因子 と

の関係をみると,衆 膜浸潤陽性(ps十), リンパ節転移

陽性 (n十),静 脈侵襲陽性 (v十), リンパ管侵襲陽性

(ly十)1まDNA diploidy ttf/1によしべ, DNA aneu,

p10idy ttf/11で有意に高率に高率であった(Table)。ま

た早期癌の リンパ節転移陽性4712711はともに DNA

aneuploidy症例であった.
一方,早 期 胃癌 において生検 材料 に よるDNA

ploidyと平均腫瘍径を比較すると,DNA diploidy症

例 (n=14)は 3 12cm, DNA aneuploidy tt171(n=15)

は3 10cmと有意差を認めなかった。

考  察

内視鏡下生検材料を用いた nOw cytOmetryによる

細胞核 DNA量 の預J定は,prOspectiveに胃癌細胞の生

物学的悪性度を評価する目的での検討であり,生 検材

料を用いる場合の DNA定 量の問題点としては,癌 細

胞の回収率,DNAヒ ス トグラムの CV値 ,腫 瘍 の

heterogenity,摘出標本との DIの 相関性などが挙げら

れる。癌細胞の回収率に関しては通常の生検鉗子で 4
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Table 1 DNA ploidy pattern of the gastric cancer

Diploid Aneuploid 4ヽultiploid

Early G=29)
Advanced(n=44)

483%

227% 耕鞍ヨⅢ
6 9 %

18 2%

Total 329% 671% 137%

Ⅲ
p<005
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個腫瘍塊を採取することで,10,000～20,000個の細胞

核の DNA量 の測定が可能であった。また早期胃癌に

おいて生検材料によるDNA ploidyと 平均腫瘍径を

,ヒ較すると, DNA diploidy症4/1とDNA aneuploidy

症例 とでは有意差を認めなかった。このことは早期癌

においては腫瘍径が小さいがために,内 視鏡下生検材

料では正常組織が多 く混入し,DNA diploidyが 高頻

度に出現するとは考えに くいもの と思われる。石川

らのは大腸内視鏡下生検材料を用いた核 DNA定 量の

基礎的検討より,生 検個数 3個 ,6個 ,10個で比較 し,

生検個数に関係なく,CV値 ,DI値 は一定であったと

し,ま た生検材料におけるDI値 は切除材料の DI値 と

高い相関を示し,生 検個数 3個 において適正なploidy

の評価が可能であると結論づけている。また,Scott

らゆは同様に大腸内視鏡下生検材料を用い,表 層粘膜

の複数の部位から採取することで,パ ラフィンの全切

片と比較 して,79%の DNA patternの一致を認めた

としている。今回の検討では,石 川らの報告よりさら

に 1個多い 4か所から腫瘍塊を採取 し,先 の報告 と同

様に,生 検標本の DI値 は切除標本 ともよく一致 し,

DNA dip10id,aneuploidの一致率も95%と ,腫 瘍の

heterogenityも克服できるものと考えられた,

胃癌 生検材料 を用 いた n O w  c y t O m e t r y による

DNA aneuploidの 出現率に関しては,Odegaardら "

は39%(7/18), Deinleinら 1いは58%(11/19), Bronz0

ら11)は71%(12/17),中 村1りは73%(38/52)と 報告 し,

諸家によって多少ばらつきを認める。 こ れは対象およ

び症例数の相違によるものと考えられる。今回の検討

では,DNA aneuploidの 出現率は早期癌で51.7%(15/

29),進 行癌で773%(34/44),全 体で67.1%と 諸家の

報告例 と比較 しても,症 例数も多 く妥当な数値だと思

われる。一般には,パ ラフィン標本に比べ,新 鮮標本

ではDNA aneuploidの 出現率が高い とヽヽわれてい

る。実 際, パ ラ フィン包 埋 切 片 を 用 い た n O w

cytometryに よる著者 らの検討1)では,進 行胃癌に限

れば270例中 DNA aneup10idは 1504/11(55.6%)と今回

の検討での77.3%と 比較 してもパ ラフィン標本での

DNA aneup10idの 出現率は低い。これは,パ ラフィン

材料では細胞単離が困難な症例 も認められ,CV値 が

不良なため脱落症例が多 く出るため,DNA aneuploid

の出現率が落ちるものと思われる,今 回の検討では,

生検材料による新鮮標本であり,そ の点 CV値 も全例

8%以 下で,3.1～ 40に ピークを認め,良 好な CV値

が得 られた。
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また,DNA ploidyと 予後との関係についてみた検

討では,DNA aneuploid症 4/11はDNA diploid症例に

比べて予後不良とする報告が多 く,retrospectiveな著

者らの検討1)でも進行胃癌において,治 癒切除症471で

は DNA diploid症 例の 5生 率が77.2%で あるのに対

して,DNA aneuploid ttfrlでは482%と 有意に予後不

良であった。また DNA aneuploid症 例において DNA

index≧1.60群の 5生 率が他の群 に比べ不良であっ

た。今回の検討でも早期 胃癌 と進行 胃癌について,

DNA indexの 分布をみると,早期胃癌に比べて進行胃

癌ヤまDNA aneuploid力 多` く, 特にnear‐dip10idおよ

び DNA indexの 大 きいものに多い傾向が認め られ

た。また早期癌において m癌 とsm癌 で DIの 平均を

比較するとm癌 は1.13,sm癌 は1.45とsm癌 で有意

に高値であった。パラフィン標本での知見が,生 検材

料においても適応 されれば,DNA indexが 大きいもの

は予後不良の可能性があ り,今 後の fo1low upが必要

と考えられる。

また DNA ploidy pattemと 臨床病理組織学的諸因

子 との関係をみると,漿 膜浸潤陽性, リンパ節転移陽

性,静脈侵襲陽性,リ ンパ管侵襲陽性で DNA dip10idy

症例に比べ,DNA aneuploidy症 例で有意に高率で

あった.ま た sm癌 の リンパ節転移陽性例 2例 はとも

に DNA aneuploldy症 4/1であり,症 例数の集積により

縮小手術の可能性 も考慮 されるもの と思われる。中

村1りもDNA aneuploidの 出現率は脈管侵襲の高度の

ものが多いと述べており, このことは,腫 瘍細胞の生

物学的特性を知るのみならず,術 前化学療法を含めた

治療方針の一助になる可能性を示唆するものと思われ

る。

しかしながら,DNA diploidで しかも治癒切除され

た症4/1にもかかわらず予後不良な症例もみられ,DNA

ploidyだけで必ず しもその悪性度を評価す ることは

できない。そこで,さ らに BrdUrdを 用いた S期 細胞

数1りや核内増殖関連抗原 K卜67,p105な ど10～1いのモノ

クローナル抗体を用いた胃癌の増殖活性など多方面の

解析が必要だと思われる。 こ のように今後細胞増殖関

連因子を含め,生検材料を用いて,細胞核 DNA量 を預J

定することは,prospectiveに癌細胞の生物学的特性

を知るのみならずひいては,治 療方針の決定に役立つ

であろうと考えられた.
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Flow Cytornetric Analysis of Nuclear DNA Content in Human Gastric Cancer Cells
Obtained from Endoscopically Biopsied Specimens

Hironobu Kimura, Masahiro Kanno, Hiroyuki Takamura, Hajime Arakawa, Kiichi Maeda,
Makoto Uogishi and Hiroshi Sodani

Department of Gastroenterology, Keiju Hospital

Flow cytometric (FClvI) DNA studies were performd on cell suspensions of biopsy specimens from gastric

mucosa in 73 patients with gastric cancer. DNA aneuploidy was detected in 49 tumors (67.1%), that is, in5l.7%
(15/29) of early gastric cancers and77 3% (34/44) of advanced gastric cancers. The DNA index (DI) ranged from 1.0
to 2.8. A significant correlation was found between the DI of biopsy materials and that of surgically obtained ones
(r:0.9426). Serosal invasion, lymph node metastasis, lymphatic invasion, and vascular invasion were significantly
higher in aneuploidy than in diploidy (p<0.05). The prevalence of aneuploidy in endoscopically obtained specimens
may provide additional prognostic information and information on biologic variables.
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