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胃原発の非ホジキンリンパ腫 (以下,NHL)31例 を対象 とし,nucleOlar organizer regions‐

associated prOteins(以下,AgNORs)を 中心に,細 胞学的悪性度と予後の関係を検討した。AgNORs

は細胞周期中の S期 分画の比率と正の相関が認められた (p<0.01).予 後因子として組織型,臨 床病

期,DNA p10idy,AgNORs,手 術根治度,化 学療法の有無につき単変量解析を行った結果,臨 床病

期,AgNORs,手 術根治度の 3因子に有意の差を得た (p<0.01)。次にこの 3因 子について多変量解

析を行った結果,AgNORsが 最重要予後因子となった(p<0.05).ま た治癒切除の23例について,再

発の有無で AgNORsを 検討した結果,有 再発症例 (9.5±06)は 無再発症例 (5.4±1,5)に比べ高値

であった(p<0,01),以 上よりAgNORsは 胃 NHLの 生物学的悪性度を示す良い指標であり予後因子

として有用と考えられた。
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はじめに

胃は扁桃と並んで節外性非ホジキンリンパ腫 (以下,

NHLと 略記)の好発部位であるが1レ),胃悪性腫場に占

める割合は,本 邦で 1%1),欧 米で 5%程 度とめ,,ヒ較

的まれな疾患であるため, これまでその予後因子など

の評価は癌腫に準じ行われることが多かった。しかし,

胃原発 NHLは 化学療法あるいは放射線療法に対する

感受性が高 くり,ま た癌腫の術後再発の最も大きな因

子である腹膜播種が少ない5)など,癌 腫 とは生物学的

特性が異なるため,画 一的に評価することには問題が

ある。このため近年,腫 瘍の増殖能を反映する種々の

指標 を用いた解析が進 め られている。この うち

AgNORs染 色による核内の平均黒褐色頼粒数 (以下,

AgNORs countと 略記)は パラフィン切片で検索可能

な生物学的悪性度の指標として広く使用されている。

今回われわれは胃原発 NHL手 術例 を対象 に,

AgNORs countを 測定し,他 の予後因子と比較するこ

とにより,AgNORs cOuntが 胃原発 NHLの 臨床的悪

性度の指標 とな りうるかをr e t r O s p e c t i v eに検討 し
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対象および方法

(1)対 象

対象は1975年から1992年の18年間に大阪警察病院お

よび国立呉病院で手術を施行し,予 後の明らかな胃原

発 NHL 31例 で,い ずれの症例 も術前の化学療法は

行っていなかった。性別は男性19例,女 性12例で,年

齢は31～74歳 (平均57歳)で あった。

病理組織学的検索は,そ の分類基準中に悪性度を加

味し,低 悪性度と高悪性型に2大 別した Kiel分類611こ

従い分類した。対象症例の組織型は,低 悪性型 :19例

(Lymphocytic:3例 ,Centrocytic:7例 ,Centrob‐

lastic/CentrOcytic:9例),高悪性型 :12例 (Centrob‐

lastic:11例,Immunoblastic:1例 )で あった。

病期分類については,Naqviら の分類のに従い分類

し, I期 14例,II期 12例,III期4例 ,IV期 1例 であっ

た。

(2)方 法

パラフィン包埋ブロックから,顕 微鏡下に病巣を確

認 後, 同 部 位 よ りA g N O R s 染色 用 に3 〃m , 3 o w

c y t o m e t r y用に5 0μmの 切片を採取し測定に用いた。

Ag N O R s  c o u n tの検索はCr O c k e rらの染色法的に
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Fig. 1 AgNORs staining. Black dots in each
nucleus are AsNORs.

準じ,油 浸レンズ (対物×100,接 眼×10)にて,核 内

の陽性 ドット数をランダムに100核計測し,1核 あたり

の平 均 A g N O R s の ドット数 を求 めた ( F i g . 1 ) .

AgNORs countの cut―o付値は生存率の単変量解析に

ぉぃてχ
2値が最大となる値である8個 を用いた。

核 DNAの 解析は,Schutte―Vindeloyらの方法
9)1°)

に準 じて トリプシンで裸核処理を行い,prOpidium

iodideで染色, FACS‐ IV aow‐cytometerお よび Cell

FITを 用いヒストグラムを作成した。CV値 8%以 下

を評価可能とし,DNA ploidyお よび細胞周期中の S

期分画の比率 (以下,SPFと 略記)を 算出した。単峰

性の GO/1の みが認められるdiploidyに対 し,多 峰性

ないし,異 常ピークを示した症例をaneuploidyと 判

定した。得られたヒストグラムの GO/1ピ ークの CV値

は,4.3± 1.2(2.5～ 78%)で あった。

生存率の解析方法は組織学的悪性度,臨床病期分類,

AgNORs count,ploidy pattem,手 術根治度,術 後

化学療法の有無の計 6因 子を単変量で解析し,予 後因

子となる可能性がある項目を選択し多変量解析を行っ

た。単変量解析は logrank test,多変量解析はCoxの

上ヒ例ハザード法 (SAS system, PROC PHGLM)を

用いた。生存率曲線はKaplan Meier法 を用い求めた。

有意差検定は危険率0.05以下を有意とした。

結  果

1.SPFと AgNORsと の関連性

胃 NHL 31例 の AgNORs countは 25～ 111個 (平

均6 . 1 個) , ヒス トグ ラム よ り算 出 した S P F は

0.9～41.0%(平 均176%)で あった。この両者の'ヒ較

を行ったところ相関係数0.8463(p<0_01)と 明らかな

正の相関が認められた (Fig.2).
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Fig. 2 Correlation between AgNORs count and

SPF. The AgNORs count revealed a good corre-
lation with SPF measured by flow cytometry.
The equation for the regression l ine was: y=

01634x+3141

12

n=30
r=0.8463

pく0.01

y=0.1634x,3.141
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Fig. 3 Histologic type by Kiel classification and
cumulative survival
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2.単 変量解析による予後解析

組織学的悪性度による比較では, 3年 生存率は低悪

性型75.6%,高 悪性型571%で あり,高 悪性型にもか

かわらず10年以上の生存例も認められた (Fig.3).

臨床病期はIII期以上になるとその予後が極めて不良

となり, 3年 生存率では I期82.5%,II期 750%に 対

しIII期以上は20.0%で あった (p<0.01)(Fig.4).

Pioidy pattern別の 3年生存率はdiploldy 79.0%,

aneuploidy 48 0%であり,それぞれの生存率に差を認

めなかった (Fig.5).

AgNORscount 8個 で 2群 に分類し,そ れぞれの予

後を比較したところ, 8個 未満の群の 3年 生存率が

79.2%で あるのに対し, 8個 以上の群には生存例がな

く,8個 以上の群は有意に予後不良であった (p<

o.ol)(Fig. 6).
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Fig, 4 Clinical stage according to Naqvi

classincation

1 2 3 4 s 6 7 8 9 1 0
Years

. 5 DNA ploidy and cumulative survival

Fig. 6 AgNORs count and cumulative survival.
The survival of patients with gastr ic non
Hodgkin's lymphoma which AgNORs count was
below 8, was significantly longer than that above
8.
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Fig. 7 Resectability and cumulative survival

Table 1 Three-year survival rate and clinicopath-
ological parameters

例,未 施行例間では, 3年 生存率がそれぞれ73.7%,

50.0%で その予後に有意差は認められなかった (Fig.

8 ) .

以上単変量解析による検討で,AgNORscount,臨

床病期,手 術根治度の 3因子が予後因子となる可能性

が示唆された (Table l).
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胃癌取扱い規約に準じ組織学的治癒切除群と非治癒

切除群の比較を行ったところ,明 らかに非治癒切除群

の予後は不良 とな り,そ の 3年 生存率はそれぞれ

86.1%,14.3%で あった (p<0.01)(Fig.7).

CHOP bleomycinを 主体 とする術後化学療法施行

Stage lll and lV (n=5)

Diploidy(n=21)

Fig. 8 Chemotherapy and cumulative survival
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Factor No.  o f
patients

3-year
survival

(%)
Logrank

test

Histologictype Low-grade
High-grade

Clinical stage I
II
> I I I

DNA ploidy Diploidy
Aneuploidy

AgNORs count <8
> e

Resectability Curative
Noncurative

Chemotherapy (+)
\ - /

0 36

< 0 0 1

0 12

く0 0 1

< 0 0 1

0 16



Factor Beta Chi-sguare P

AgNORs
count

Clinical stage

Resectability

2 5377

1 4192

1 4043

12 651

4 134

4 078
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Table 2 Major prognostic factor for gastric non-
Hodgkin's lymphoma by mult ivariate analysis
using Cox's proportional harzard model

Fig. 9 Comparison of AgNORs count and relapse
after curative resection. Median censorir.rg time :
relapse (-) 92 months, relapse (f )  8 months.
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3.多 変量解析による予後解析

単変量解析で予後因子としての可能性がもたれた 3

因子を説明変数,術 後生存期間を目的変数として Cox

の比例ハザード法により解析を行った結果,AgNORs

countが有意な予後因子と判定された (Table 2).

4.治 癒切除例の術後再発とAgNORs

組織学的に治癒切除しえた23例におけるAgNORs

と術後再発の有無 (有再発例 :3例 ,無 再発例 :20例)

を比較検討した。AgNORsは ,有 再発が95± 0.6個,

無再発が5.4±1,5個で,有 再発症例が有意に高値であ

り ( p < 0 . 0 1 ) , 治癒 切 除 し えた症 例 で あって も

AgNORsが 高値を示した症例は再発する可能性が高

いことが判明した (Fig.9).

考  察

胃原発 NHLは 節外性 NHLの 特徴 として,全 身化

する前に比較的長期間局所に限局する傾向があり
1り
,

癌に比べて腹膜播種が少ないこともあって3),外科的

治療や放射線などの局所療法の対象となることが多い

疾患である。その予後を左右する因子に,腫 瘍要因と

して組織型,腫 瘍径, リンパ節転移の有無,臨 床病期
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などが,治療要因として手術根治度,化学療法の有無,

放射線療法などが報告されているが3】リ
ー22ち
手術根治

度以外は,そ の予後因子としての有用性の評価は,報

告により異なり,統
一した見解は得られていない。

今回われわれはnucleolar organizer regions関連

蛋白を解析し,こ れまで報告されてきた他の予後因子

と比較することにより,腫 瘍の生物学的悪性度および

予後との関係を検討した。

NHLの 組織型に関しては種々の分類が認められ,

国際的ヤこヤまWorking formulation fOr clinical usage

( 以下, W F と 略記)分 類り, K i e l 分類い,本 邦では

Lymphoma Study GrOup(以 下, LSGと 略記)分類
2つ

などが提唱されている。消化管原発 NHLに おいては

組織分類上,dittuse large celが中程度悪性型に入る

WF分 類および LSG分 ラ頃よりもcentroblastic type

または lmmunoblasdc typeと して高悪性型に入る

Kiel分 類における悪性度評価がより予後に関与する

と報告されているため
21),今
回われわれはKiel分 類に

基づき2群 に分け,比 較検討した。しかしながら明ら

かな差を認めず,組 織型学的な悪性度評価に加え他の

補助的指標の必要性が考えられた(Fig 3,Table l).

NHLの 病期分類はAnn ArbOr分 類2"が_般 的に

用いられている。しかし,こ の分類は,節性 NHLを 中

心として考えられた分類であり腫瘍深達度, リ ンパ節

転移の程度などが考慮されておらず,胃 原発例にその

まま適用するには問題がある1り
17)。
今回これら腫瘍深

達度およびリンパ節転移の有無を考慮した Naqviら

の分類
7)に基づき臨床病期を評価した。Naqviら の原

著によると,胃 原発例の 5年 生存率は I期 64%,II期

42,1%,III期 17.4%,IV期 12.5%と 病期が進むにつれ

て予後不良であることが示されている。一方,術 後化

学療法および放射線療法の併用により完全寛解が得ら

れた症例では,高 悪性型の組織型を示し,か つ病期分

類 II期以上の進行例であっても5年 生存率が79%と 高

く,進 行例といえども予後は必ずしも悪 くないとする

報告
1ゆも認められる。われわれの症例の 3年 生存率は,

I期 82.5%,II期 75,0%,III期 以上20.0%と Naqviら

の報告同様進行度が進むにつれて生存率は低下し,単

変量解析においても予後因子としての可能性が示唆さ

れた。

AgNORsは 1986年に Plotonら 2oにより,非 常に簡

便な改良鍍銀法を用い通常の病理組織標本でもnぃ

cleolar organizer regions関連蛋白を検索することが

可能となって以来,臨 床研究が進められてきた。悪性
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腫瘍におけるAgNORs数 の増加には種々の要因が推

定されているが
27),最
大の要因は増殖分画の増力口であ

る.AgNORsは 静止期にある細胞では核小体に
一致し

た 1個 のドットとして認められ,増 殖期には核小体の

核内分散に伴って増加する。こうした cell cycleと

AgNORsと の関係は,PHA刺 激人 リンパ球で確かめ

られている2ゆ.特 に NHLで はその増殖性に対応した

AgNORs数 の増加が見られ,SPFや Kl‐67陽性細胞数

とよく相関することが報告されている
29)30)。
本研究で

も,パ ラフィン切片が適用可能な核 DNA量 解析 と

AgNORsを 同時に検討した結果,胃 NHL症 例におい

てもSPFと AgNORsは よく相関し,増 殖能を反映す

ることが確認された。核 DNA量 および腫瘍増殖能 と

予後との関係は,主 に節性 NHLに 関するものは認め

られるが31,胃 NHLに 関してはDNA量 に関するも

ののみで3の,腫 瘍増殖能からの予後解析の報告は認め

られない。したがって本研究では,外 科的疾患と考え

られる胃 NHLに もこれら生物学的悪性度の評価が予

後因子として有効か否かを検討した。この際,腫 瘍増

殖能を反映する指標は,お 互いよく相関することが確

かめられたため,多 変量解析を行う際,予 後因子とし

ての重みが相殺される可能性が高いという理由によ

り,測定方法が容易なAgNORscOuntの みを説明変数

として用いた。その結果,AgNORs countは 腫瘍要因

( 組織 学 的悪性 度, 臨 床病 期 分 類, 核 D N A 量 ,

AgNORs)お よび治療要因 (手術根治度,化 学療法の

有無)中 最も予後を反映する因子であることが判明し

た。さらに治癒切除群においても術後有再発症例は無

再発症例に比べ AgNORs countが 高値であり,治癒切

除後といえども摘出腫場の AgNORs countが 高い症

例は,術 後の徹底した補助療法および長期にわたる経

過観察が必要であると考えられた。

治療要因のうち手術根治度が,重 要な予後因子であ

ることは一致した意見である
12)lolゅ2り
。ゎれわれの検

討でも,治 癒切除群の 3年生存率が861%で あるのに

,ヒベ,非 治癒切除群は143%と 予後不良であった。し

かし非治癒切除術後頻回の化学療法の結果, 4年 を経

過した現在も病変の再燃なく外来にて経過観察中の症

例が認められること,お よび多変量解析の結果手術根

治度に有意差が認められなかったことより,非 治癒切

除症例への集学的治療の可能性および重要性が再認識

された。

化学療法に関してはCHOP療 法,CHOP‐ bleomycin

療法などの多剤併用療法が行われ,そ の有効性が報告

11(2527)

されている1り2の3o.ゎ れわれ も術後補助化学療法 とし

て CHOP bleomycin療 法 を主に行ってきたが,そ の

生存率に差を認めなかった。 これは今回の検討が ret・

rospecdveな もので,結 果的に化学療法を行わなかっ

た症例が,全例 AgNORscount 8個 未満の腫瘍増殖能

が低い症471ばか りであったためと考えられる。
一方,

AgNORs cOuntが 8個 以上の 5例 に対 しては,全 例に

術後化学療法を行っていたにもかかわらず 2年 以上の

生存例は認めず,腫 瘍増殖能の高い症例に対 しては化

学療法の回数および量を増やすなど,術 後補助療法に

工夫が必要 と考えられた。

以上,胃 NHLは 腫瘍増殖能を加味 した組織学的悪

性度診断が必要であ り,そ の指標 として AgNORs

countは 有用である。 また胃 NHLは 治癒切除群 とい

えどもAgNORscountの 高い症例は,長期にわたるよ

り厳重な経過観察 と術後化学療法の複数回施行などの

工夫が必要である。
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AgNORs as Prognostic Factor of Gastric Non-Hodgkin's Lymphoma

Junichi Hasegawa, Kazuyasu Nakao, Masaaki Nakahara, Nobuo Ogino, Toshirou Nishida,
Masahiro Tsujimoto' and Masayasu Hamaji**
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The utility of nucleolar organizer regions-associated proteins (AgNORs) for estimating proliferative
activity and prognosis of gastric non-Hodgkin's lymphomas (NHL) was examine. Formalin-fixed and
paraffin-embedded sections of 31 patients with gastric NHL were used. AgNORs count was taken as a
mean dot number of 100 nuclei. The AgNORs count revealed a good correlation with S-phase fraction
measured by flow cytometry (p<0.01). Several histologic and clinical factors including AgNORs count
were evaluated as prognostic factors by single variant analysis, and it was proved that Naqvi classifica-
tion, AgNORs count and resectability were significant prognostic factors (p < 0 .01) . Among these factors,
Cox's multivariate analysis indicated that AgNORs count was a most important prognostic factor (p(
0.05). In patients with curative surgery, AgNORs count of relapsed cases after operation were higher
than that of not relapsed cases (p<0.01). These results suggest that AgNORs count reflects proliferative
activity and is useful as a prognostic index of gastric NHL.
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