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原発性肺癌切除例 に お け る肺癌細胞 の 腫瘍内多様性に 関す る研究

一

増殖細胞核抗原と核 D N A 量 の 二 重染色 に よ る同時定量的解析 -

金沢大学医学部外科学第
一

講座 (主 任 : 渡辺洋宇教授)

森 田 克 哉

原発性肺癌の 細胞増殖能を 客観 的に 評価 し
, 腫瘍内多様性(h e te r o g e n eity) を 検索する こ と を 目的 と して

, 切除肺癌材料

に つ い て 増殖細胞核抗原 (p r o lif e r a ti m g c e11 n u cl e a r a n ti g e n ,
P C N A ) と核 D N A 量を 二 重染色 に て 同時定量的に 解析 した . 手

術的に 採取 され た原発性肺癌症例96 例の 新鮮切除標本の 最大割面 で複数部位サ ン プ ル を 採取 して 細 胞 を 単離後 フ ロ ー サ イ ト

メ ー タ ー の 試料 と し
,

こ れ に 抗 P C N A 抗体( P C l O) を反応 さ せ た 後 , 蛍 光イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (fl u o r e s c ei n is o thi o c y a n at e
,

F I T C) 標識 二 次抗体( F3 1 3) ,
よ う化 プ ロ ビ ジ ウ ム を加 え

,
P C N A と 核 D N A の 同時 二 重蛍光 染色 を施 し

,
フ ロ ー サ イ トメ ー

タ ー で 解析 した . D N A 指標( D N A in d e x , D I) = 1 .0 の G o G l の 細胞群を 二 倍体 (dipl oid) 細胞群 と し
,
DI ≧1 .1 の G ｡ G l の 細胞群

を異数倍体 ( a n e u pl oid) 細胞群 と し , そ れ ぞれ の 細胞群 に お い て も P C N A 標識率 (P C N A l a b eli n g i n d e x
,
P C N A LI) を 算出 し

た . 異数倍体細胞群の P C N A L I (4 0 .4 ±22 .7 % ) ほ 二 倍体細胞群の P C N A L I (1 5 .9 ±1 1 .2 % ) に 比 べ 有意 に 高か っ た ( p < 0 .0 5) ,

異数倍 体細胞群 に おい て DI と P C N A L I と に ほ相 関を認め な か っ た . 腺病で ほ異数倍体細胞群の 占め る割 合が高くな るに つ

れ て
, 測定 サ ン プ ル の P C N A L I が 高く な る傾 向を 認め た . P C N A LI は腺病 で は腫瘍 中心 部 と辺綾部と で差を 認め な か っ た

が
, 扁平上皮癌 で は腫瘍辺綾部で有意に 高値 を示 した (p < 0 .0 5) . 核 D N A 量の 評価 で は

,
1 症例か ら測定サ ン プ ル 数が 少な い

ほど D N A 二 倍体と判定 され る割合が多か っ た . 性別
, 年齢 , 術後病 期∴組織塾

, 分化度と P C N A L I の 検 討で ほ い ずれも有

意差を認め な か っ た . 扁平上 皮癌 で は腫瘍径と P C N A LI と ほ正 の 相関を 認め たが
, 腹痛で は 腫瘍 径 と の 相 関は 認 め な か っ

た . リ ン パ 節転移 の 有無 と P C N A LI の 検討 で は有意差 を認め な か っ たが
, 腫瘍径が 小 さくか つ P C N A L I が 高値の もの

, す

なわ ち発癌か ら診断 まで の 期間が 短い と考え られ るもの で ほ リ ン パ 節転移を認 め なか っ た . 非小細胞肺 癌の 治癒切除例 に に お

い て 予後 と の 関連 を検討す る と
,
P C N A LI が高値 の も の ほ 低値の もの に 比 し予後不 良の 傾 向を認 め た .r D N A 異数倍体 パ タ ー

ン を示 した も の は D N A 二 倍体 パ タ ー

ン を 示 した もの に 比 し有意 に 予 後不 良で あり( p < 0 .0 5) ,
さ らに D N A 異数倍体 パ タ ー

ン

を 示 したも の の う ち P C N A L I が 高値 の もの ほ 低値の もの に 比 し有意 に 予 後不 良で あ っ た (p < 0 .0 5) . 原 発性肺癌 の 細胞増殖能

お よ び核 D N A 量 の 評価 に 際 して は腫瘍 内多様性 に よる 影響 を最小限 に する た め に 腫瘍 の 最大割面か ら検体 を採取す る こ と が

妥当と思わ れ た . P C N A L I は腫瘍増殖 の 動的状態を 反映する と考 え られ, 癌の あ る時点 で の 進行度 を表す原発腫 瘍, 所属 リ ン

パ 節, 遠隔転移 ( T - P ri m a ry T u m o r , N - R e gi o n al L y m ph N o d e s , M - D i st a n t M e t a s t a sis
,
T N M ) 分類と は 独立 した 予後因子 で あ

る こ と が示竣 され た .

K e y w o r d s l u n g c a n c er
,
flo w c y t o m et r y , p r O lif e r a ti n g c ell n u c l e a r a nt lg e n

,

C e 11 ul a r D N A c o nt e n t
,
h et e r o g e n eit y

原発性肺癌症例は 年 々 増加 の 傾 向に あり
, 男性 で は 全癌死亡

中第1 位を 占め る に 至 っ て い る
1〉

. しか し肺癌 は 発見 時 に は す

で に進行 して い るも の が 多く , 外科的切除, 化学療法
,
放射線

療法さ ら に ほ 免疫療法 な どの 薬学的治療 が試み られ て い るに も

関わ らず
,

そ の 予後 は不 良で ある . 最も良好な 成績が 期待 され

る Ⅰ 期例で も
,

そ の 5 年生存率は 60 ～ 7 0 % とけ っ し て 満足す

べ き成贋で ほ な い
2)3)

. これは 腫瘍の 大き さ
,

リ ン パ 節転移有無一

他臓器転移の 有無 が病親分頼 の 主な因子 と な っ て お り
▲)

, 同 一

病期 の 中に も細胞生物学的に ほ多様な腫瘍を も つ 症例が 含まれ

て い る こ と に よ る と考 え られ る
5)

.

こ の た め最近肺癌の 病態 や 予後 と , 腫瘍 を 構成 す る 癌細胞

個 々 の 悪性度 と の 関係を 検討 した報 告が 多く み ら れ る
6 ト 14)

. 肺

癌 の 生物学的悪性度の 指標 と して
, 核 D N A や 増 殖細胞核 抗

原
,

ブ ロ モ デ オキ シ ウ リ ジ ン
,

Kト67 な どの 各種増殖関 連因子

な どが注 目され て い る . しか し
, 肺癌ほ 他の 臓器癌に 比 べ て 腫

瘍細胞 の 腫瘍 内多様性(h e t e r o g e n eit y) が 著 しい 癌 で ある . 従 っ

て そ れ らの 臨床的意義に つ い て は 様 々 な 結果 が 報 告 さ れ て お

り
,

ま た免疫組織染色の 評価方法な どの 問題が 存在 し
,

い まだ

一 定の 見解が 得 られ て い な い .

本研究 で は肺癌新鮮切除標本 を対象 に フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー

平成 7 年 9 月 5 日 受付 , 平成 7 年9 月27 日 受理

A b b r e vi a ti o n s : B S A
,
b o vi n e s e r u m al u b u mi n ; DI

,
D N A i n d e x ; F C M

,
flo w c y t o m et r y ; FI T C

,
fl u or e s c ein

i s ot hi o c y a n at e ; L I
,
1 a b eli n g in d e x ; P B S

, p h o p s p h a t e
- b uff e r e d s ali n e ;

∵P C N A
, p r Olif e r a ti n g c ell n u cle a r

a n tig e n ; Pl
, p r O p idiu m i o did e ; T N M

,
T - P ri m a r y T u m o r

,
N - R e gi o n al L y m p h N o d e s

,
M - Dis t a n t M et a s t a sis
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を用い て核 D N A 屋 と腫瘍増殖能 の 指標 で ある増殖細胞核抗原

(pr olif e r a ti n g c ell n u cl e a r a n tig e n
･
P C N A ) の 二 重染色に よ る同

時定量的解析を 行い
, 腫瘍 内多様性 の 有無 に 影響 され な い 腫瘍

増殖能と核 D N A 量 との 関連評 帆 お よ び従来の 免疫観織染色

で は 困 難 で あ っ た P C N A 標 識 率 (P C N A l a b eli n g i n d e x
,

P C N A LI) の 客観的評価を 行 っ た . さ らに 得 られ た 結果と腫瘍

内多様性 と の 関係や 臨床病理 学的因子と の 関連 に つ い て 検討 し

た .

対 象および方法

l . 対 象

199 2 年1 0月か ら199 4 年 3 月 ま で に 金沢大学医学部第 一 外科で

切除された 原発性肺癌症例 の う ち新 鮮標 本 で の 検討 が 可 能 で

あっ た96 例を対象 と した . 年齢は40 ～ 8 0 才 (平均65 . 6 才) , 性別

は男性68 例 , 女性28 例で あ っ た . 病理 組織型 分類 で ほ
1 腺病46

イ札 扁平上 皮癌38 例 ,
小細胞癌8 例 , 大槻胸痛 4 例で あ っ た .

組織分類 , 手術所見記載法 t 病期分類(術後病期) は 日本肺癌学

会取り扱い 規約
5)

に よ っ た . 対照群 (正常肺) と して
, 対象群 の

切除肺か ら任意に 抽 出 した10 例の 非癌正 常肺部分を用 い た .

Ⅰ . 方 法

1 . 核 D N A 量と P C N A の 同時 二 重蛍光染色

摘出 した 手術標本 の 最大割面で
,
約 3 m m 角の 大きさ で 腫瘍

中心 部と辺綾部に 分け複数部位( 2 ～ 1 0 個 ! 平均5 . 3個) か ら材

料を 採取 した . 材料の 採取 に あた っ て は血 球成分等の 正常細胞

混入 を でき る限 り少なくす るた め
, 採取 した腫瘍塊を リ ン 酸緩

衝食塩水( p h o s p h a t e- b u ff e r e d s ali n e , P B S ) で 十分に 洗浄 し ,

また採取組織周囲に 付着す る結合組織 を取 り除き 上 座瘍細胞 の

実質部分を確実 に 取 り出す よ う に した . 得られ た材料ほ 直ち に

眼科用鋏で ペ ー

ス ト状 に 細 切 し
,

7 0 % エ タ ノ ー ル (和 光 , 大

阪) で24 時間以上 固定 した . そ の 後 4 恥 の ナ イ ロ ン メ ッ シ
ュ

(

倉
s

宕
}

u
叫

U

ヒ
払

0

竜
也
l

巴
)

く
Z
U
d

5 0

(N B C 工 業! 大阪) を通 し 単離遊離細胞 を得た . こ れ を 4 ℃

P B S に て 2 回 洗浄後 ,
4 ℃ 0 .2 % ウ シ 血清 ア ル ブ ミ ン (b o vi n e

s e r u m alu b u mi n . B S A ) (和光) 加 P B S で遠心 洗浄 し ,
0 .5 % ト ウ

ィ
ー

ン 2 0 ( T w e e n 2 0) ( Si g m a
,
S t . L o u is

,
U S A ) ,

0 .5 % B S A
,

1 0 % 筋注 ヒ ト γ グ ロ ブ リ ソ (グ ロ プ リ ン
ー ミ ド リ) ( ミ ドリ 十

字 , 大 阪) 加 P B S 2 5 0 FLl に 浮遊 させ
,

5 分間放置後 ,
0 .5 % ト ゥ

イ q ソ 2 0
,
0 .5 % B S A

,
1 0 % 筋注 ヒ ト T グ ロ プ リ ン 加 P B S で

2 0 倍 に 希釈 した 抗 P C N A マ ウ ス I g G 抗 体 (P C l O) (D A K O
,

G l o st r u p ,
D e n m a r k) 1 0 0 FLl を加え , 混 和 . 4 ℃

,
6 0 分間放置 し

た . 0 .2 % B S A 加 P B S で 遠心洗浄 し
.
0 .5 % ト ゥ イ

ー

ソ 2 0
,

0 .5 % B S A
,
1 0 % 筋注 ヒ ト T グ ロ ブリ ン 加 P B S 2 5 0 FLl に 再浮遊

させ
,

5 分間放置後 ,
0 .5 % ト ゥ イ

ー

ソ 2 0
,
0 .5 % B S A

,
1 0 % 筋

注 ヒ トγ グ ロ プ リ ン 加 P B S で50 倍 に 希釈 した蛍光 イ ソ チ オ シ

ア ネ
ー

ト (fl u o r e s c ei n i s o th i o c y a n a t e
,
F I T C ) 標 識 二 次 抗 体

(F 3 1 3) ( D A K O ) 1 0 0 fLl を 加え , 混 和 ,
4 ℃

,
3 0 分 間放 置 ,

P B S で 洗浄後 ,
よ う化 プ ロ ビ ジ ウ ム (p r o pid i u m i o did e , PI)

( H o e c h s t
,
F r a n k f u r t

,
G e r m a n y) (1 0J 唱/ m l)/ リボ ヌ ク レ ア ー ゼ A

(S i g m a) (2 0 0FL g/ m l) を加え
,
室温 で 1 時間放置 し, 4 ℃ で遮 光

して 1 時 間以内に フ ロ
ー サ イ ト メ ～ タ ー (E PI C S P R O F I L E n

,

C O U L T E R , M i a m i
,
U S A ) に て 測定 した .

2 . フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ る定 量的解析

核 D N A 量は D N A 指標(D N A i n d e x , DI) と して相対的に 評

価 した . DI の 算定 に は 患者末梢血か ら Fi c olト C o n r a y 法 に て 分

離 した リ ン パ 球を 内部標 準試料 と して 検体 の 一 部 に 混入 し
,

D N A ヒ ス ト グ ラ ム 上 で 検体の 第 1 ピ ー ク チ ャ ン ネ ル 数 (fir st

p e a k c h a n n el n u m b e r) を リ ン パ 球の 示 した第 1 ピ ー

ク チ ャ ン

ネ ル 数 で 除 した 値 を DI と し た . G ｡G l ピ ー ク の 変 動 係 数

( c o effici e n t of v a ria ti o n , C V ) が 8 % 以上 の 症例は 測定不 能例と

して 評価 対象 外と し ,
D I の 差 は0 . 1 を 測 定 限 界

棚

と した .

D N A ヒ ス ト グ ラ ム 上 で DI が1 . 1 以上 の G ｡ G l ピ ー ク が存在す る

O

D N A c o n t e n t( r el a ti v e P I in t e n si ty)

5 0

F ig . 1 . Q u a n tit a ti v e e v al u a ti o n of D N A c o n t e n t a n d P C N A u si n g d o u bl e s t ai n i n g in t u m o r ti s s u e b y fI o w c yt o m et r y ･ T h e c u t

off li n e w a s s e tt e d a t th e c h a n n n el n u m b e r of r el a ti v e FI T C i n t e n sit y s h o wi n g th e P C N A p o siti v e c ell s w e r e le s s th a n l % i n

th e c o n tr oI s t u d y . (A ) C o n tr oI s t u d y (a n ti - P C N A a n tib o d y (
-

)) ･ (B ) A n tトP C N A a
･
n tib o d y ( + ) ･ ` F I T C

,
fl u o r e s c ei n

i s o thi o c y a n a t e ; P C N A
, p r Olif e r a ti n g c e11 n u cle a r a n tig e n ; P I , p r O pidi u m i o did e ･
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場合
,

こ れ を D N A 異数倍体腫瘍 (D N A a n e u plo id y) と した .

P C N A 陽性細胞ほ FI T C ヒ ス ト グ ラ ム や カ ウ ン タ ー グ ラ フ

で 明瞭 に 細胞集団が 分離で きる場合は 問題な い が
, 多く の 場合

分離が困難で あり ,

一 次抗体 であ る抗 P C N A 抗体を 加 えて い

な い 陰性標準測定 (n e g a ti v e c o n tr oI s t u d y) を行 い
,
F I T C 標識

率が 1 % 以下とな る よう に 遮断線(c u t off li n e) を定め , そ れ よ

り上 を P C N A 陽性細胞 とみ な した ( 図1 ) . 全力 ウ ソ ト数 に 対

する 陽性細胞数の 割 合 ( %) を P C N A L I と した . D I = 1 , 0 の

G o G l の 細胞 群を 二 倍体細胞群と し
,
D I ≧1 . 1 の G ｡ G 一の 細胞群を

異数倍体細胞群と した . また 各細胞群の 細胞数が 全細胞数 に 占

め る比 率を , そ れ ぞれ全 細胞 数 内 二 倍体 細 胞 数 占有 率 ( %

di pl oid) , 全細胞数 内異数倍体細胞数 占有率( % a n e u pl oid) と し

た .

細胞周 期と P C N A LI との 関係 を検討する た め
, 全細胞周 期

の P C N A L I
,

お よ び各 DI ご と に G ｡G l の 細胞周期 を 設定 し
,

そ の 細胞群 の P C N A LI を 算出 した . 免疫鼠織染色法で 算出 し

た P C N A L I
, 臨床病理学的因子 お よび 生存率 と フ ロ

ー サ イ ト

メ ー

タ
ー

で算出 した P C N A L I と の 検討に は
, 症例 ご とに 測定

した すべ て の サ ン プ ル の 全細胞周期の P C N A LI の 平均値を 算

出 し
,

こ れを 対象と した .
D N A 倍体パ タ

ー

ン と P C N A L I の 検

討で は
, す べ て の 測定 サ ン プ ル の 全細胞周期の P C N A L I を 対

象と し
,

二 倍体細胞群と 異数倍体細胞群の P C N A L I の 検討で

ほ 各症例中で全細胞周期 の P C N A LI が最も高い サ ン プル か ら

得 た値を 対象 と した .

3 .
P C N A 免疫組織染色法

フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー

を 用い て評価 した P C N A LI と , 免疫

組織化学的に評価 した P C N A LI の 比較の た め
, 対象群よ り任

意 に抽出 した20 例 の 癌病巣の パ ラ フ ィ ン 包埋 ブ ロ ッ ク を 使用 し

た . 各症例とも腫瘍全体を 十分反映す る よ う配慮 し, 腫瘍 最大

割両全体を反映す る パ ラ フ
ィ ン 包埋 ブ ロ

ッ ク を 使用 した .

パ ラ

フ ィ ン 包哩 され た 癌覿 織 を :毎m の 厚 さ に 薄切 し
,

0 .0 2 % ポ

リーL- リ ジ ン で ス ライ ドに 付着 させ
一
1 0 0 %

,
9 0 %

,
7 0 %

,
45 % の エ

チ ル ア ル コ ー ル に て 各 5 分間 脱水 し
,

そ の 後20 分 間室温 に て

0 ･3 % 過酸化水素水 で 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 阻 害 した . 次
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P C N A L I b y i m m u n o h i s to c h e m i c al s tai n i n g ( %)
F i g ･ 2 ･ C o r r el a ti o n b e t w e e n P C N A la

.
b eli n g i n d e x (P C N A

L f) a s s a y e d wi th fl o w c y to m e tr y a n d P C N A L I e v al u a t e d

b y i m r n u n o h is t o c h e mi c al s t ai ni n g . T h e P C N A L I a s s a y e d

b y fl o w c y t o m e t r y i s hi g hly c o r r e la .t e d w ith th e P C N A LI

e v al u a t e d b y i m m n oh i st o c h e mi c al s t ai ni n g , Y = 0 .9 5 7 Ⅹ+

■1 .7 0 1
,

r = 0 .8 9 .

に
,
1 0 % ウサ ギ 正常 血清( ニ チ レ イ , 東京) を用 い て ブ ロ ッ キン

グを 行 い
･ P B S に て 洗 浄 し

, 抗 P C N A マ ウ ス I g G 抗体

(P C l O) を 蒸 留水 で2 0 倍 に 希 釈 し
,

4 ℃ で
一

晩反応 させ た .

P B S に て 5 分間, 3 回洗浄後 ,
ビオ チ ン 標識 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス

I g G + I g A + I g M ( H + L ) ( ニ チ レイ) を 用い て室 内に て30分間反

応させ P B S に て 5 分R凱 3 回 洗浄 し
,

ペ ル オキ シ ダ ー ゼ 標識

ス ト レ プ ト ア ピ ジ ン ( ニ チ レイ) で室温 に て30 分間反応させ た
.

P B S に て 5 分間,
3 回洗浄 軋 D A B で 室温に て

, 顕微鏡で 発

色状態を 確認 しな が ら約 3 分間 の 反応 で 発色 させ
,

メ チ ル グ

リ ー

ン 液 ( M E R C K , D a r m st ad t
,
G e r m a n y) に て 核 染色 を行 っ

た ･ 最後 に
,
1 0 0 % キ シ レ ン に よ り

,
5 釧乳 3 回 の 透徹を行っ

た .

4 . 免疫組織化学染色に よ る P C N A L I の 算出

P C N A 免疫覿織染色陽性 の 核を 定性的に 判定 した . 核 は均 一

ある い は 小斑点状に 染色 され た . P C N A L I は顕微鏡下 に 腫

の 中心 部 と辺綾部 で 偏 り の な い よ う に 視野 を 選 び
, 癌細胞約

100 0 個に 対する 陽性核数 の 割合 ( % ) を 算出 した .

5 . 統計学的検討

得 られ た 値ほ す べ て 平均値 土標準偏差 (真 土S D) で表 した .

平均値の 有意差検定に は 2 群間で ほ検定を 用 い
, 3 群間以上 で

ほ K r u s k al p W alli s 検定を 用い た . 腫瘍中心 部 と辺綾部の P C N A

L I の 差の 検定 に ほ W il c o x o n の 符号付順位和検定を 用い た . 離

散量 に 対 して は x
2

検定を 用い た . P C N A LI の 高さ と リ ン パ 節

転移の 頻度の 検定 に は S p e a r m a n 順位相 関係 数 の 検 定を 用 い

た ･ 生存率の 検討 は 背景 因子 を統 一 す るた め に
, 非小細胞肺癌

に お い て 治癒切 掛
l
が 行わ れ た48 例 の み に つ い て 行 い

,
生存率

の 算出ほ K a pl a n- M ei e r 法 を 用 い
, そ の 有意差 検定 ほ

一 般化

W il c o x o n 法に よ っ た .
い ずれ も危険率 5 % 以下を 有意差あ り

と判達 した .

成 績

I . 7 ロ
ー
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で 算出 L た P C N A L I と免疫組織

化学染色 に より算 出L た P C N A L I と の相 関

対 象と した2 0 例す べ て に お い て 免疫組 織 化学 染 色 に よ る
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D N A i n d

F ig ･ 3 ･ C o r r el a ti o n b e t w e e n P C N A L I of a n e u ploid c ell

p o p ul a ti o n a n d it s D I . T h e r e w a s n o c o r r el a ti o n b e t w e e n

P C N A L I of a n e u pl oid c elI p o p u la ti o n a n d it s DI .

*
,

r
= 0 .0 5

,
n O t Sig n ific a n t .
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P C N A LI の 算 出は可 能 で あ っ たが ∴染色の 強弱や 細胞重 な り

などに よ り判定に 苦慮 した 症例 も あ っ た . フ ロ ー サ イ ト メ
ー

タ
ー で 算出 した P C N A L I と免疫組織化学染色 に よ り算出 した

P C N A LI は相 関係数0 . 8 9 の 順相関 を認め た (図2 ) .

1 . 核 D N A 量 と7 ロ ー サ イ トメ
ー

タ
ー

で算 出 L た P C N A

L I との相関

96 症例に 対 し計329個( 1 症例に つ き1 ～ 8 個 , 平均3 . 4 個) の

サ ン プ ル が測定可 能で あ っ た . 5 5個 の サ ン プ ル で D N A 二 倍体

パ タ
ー

ン を認め
, そ の P C N A LI は 1 4 .2 ±9 .2 % で あ っ た の に

対 し,
27 4 個 の サ ン プル で D N A 異数倍体 パ タ

ー

∵ン を認め
,
そ の

P C N A L I ほ 28 .7 ±1 6 .9 % と有意に 高か っ た( p < 0 月1) .
二 倍体

細胞群の P C N A L I が 1 5 .9 ±1 1 .2 % で ある の に対 L
, 異数倍体

細 胞 群 は 40 .4 土2 2 .7 % と 有 意 に P C N A L I が 高 か っ た

(p < 0 .01) . 異数倍 休細胞群に お い て DI と P C N A L I と に ほ相

関を認め な か っ た (図 3) . 腺病 では 全細 胞数内異数倍体細鞄数

占有率 ( % a n e u pl oid) が 高く な る に つ れ て , 測 定サ ン プ ル の

P C N A LI が 高く なる傾 向を認め た (図 4 . A ) が
, 扁平上 皮癌 で

は全細胞数内異数倍体細胞 数占有率と P C N A L I との 相関を認

めなか っ た ( 図 4 . B) .

Ⅲ . 腫瘍細胞の 核 D N A 量か らみ た 腫瘍内多様性

全測定サ ン プ ル 32 9 個平均変動係数値ほ 5 .3 9 ±1 .6 1 % で あ っ

た . 9 6 症例中, 測定 サ ン プ ル す べ て が D N A 二 倍体 パ タ ー

ン を

示した もの ほ20 例 (20 .8 % ) で
,
7 6 例(7 9 .2 % ) が い ずれ か の 測定

サ ン プル 上 で D N A 異数倍体 パ タ ー ン を 示 した . 測定 サ ン プ ル

数別で は
,

サ ン プ ル 数が 少な い ほ ど
,
D N A 二 倍体 パ タ

ー

ン と

判定され る割合 が多か っ た ( 表1) .

Ⅳ , 7 ロ ー

サイ トメ
ー タ ー

で算出 L た P C N A u の 腫瘍内多

様性

同
一

腫瘍内で D N A ヒ ス ト グ ラ ム 上 は 同 じ D N A 僧体 パ タ
ー

ン を示 して い て も,
P C N A L I が 明 らか に 異な る症例も認 め た

(図5) . 扁平上 皮癌28 例
, 腺病36 例 で腫瘍中心 部と 辺 綾部 で サ

ン プ ル が 採取可能 で あ っ た .
P C N A L I は腺癌 では

一 定の 傾 向

を認めな か っ た が ( 図6 . A ) , 扁平上 皮癌で は 腫瘍辺綾部 で 有意
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に 高か っ た ( p < 0 .0 5) (図 6 . B ) .

V . フ ロ ー

サイ トメ
ー

タ
ー

で算出 L た P C N A u と臨床病理

学的因子 との相関

性別
, 年齢別 (65 歳以下 ,

6 6 歳以上) , 術後病期別 ( Ⅰ期 ,
Ⅱ

期 t Ⅲ A 期 ,
ⅢB 期 ,

Ⅳ期) ∴組織塾別 (腺病 仁 扁平上 皮癌 , 小

細胞癌 , 大細胞癌) , 分化度別( 高分化 , 申分化, 低 分化) な ど の

臨床病理 的背景因子と P C N A L I と に つ い て検討 して も有意差

を認め な か っ た (表2 ) . リ ン パ 節転移の 有無別 で は 腺病46 例中

リ ン パ 節転移陽性18 例 の P C N A L I は 26 .8 土1 3 .1 %
,

リ ン パ 節

転移陰性28 例 の P C N A L I は 31 .6 ±1 9 .6 % で あり
, 扁平上 皮痛

38 例中 リ ン パ 節転移陽性 8 例の P C N A LI は 32 .9 土1 6 .4 %
,

リ

ン パ 節転移陰性26 例の 28 .5 ±1 4 .1 % で い ずれ も有意差を認 め な

か っ た . また P C N A LI の 高さ別 に おiナる リ ン パ 節転移の 拡 が

り に つ い て み ても腺癌 , 扁平上 皮癌 ともに 有意差を 認め な か っ

た (表 3) . 腫瘍径 と の 相 関に つ い て は
, 腺 癌 で は 腫 瘍径 と

P C N A LI と に 相関は 認め なか っ た が (図 7 . A ) 扇平上皮癌 で は

腫瘍径が 増大す るに 従 っ て P C N A LI は 高く な り, 正 の 相関を

認め た ( r = 0 .4 7 7
, p < 0 .0 5) (図 7 . B ) .

腫瘍径 ごと の P C N A L I とリ ン パ 節転移の 頻度 の 相関 で は
,

T a bl e l , C o r r el ati o n b e t w e e n D N A pl oid y p a tt e r n of

P ri m a r y t u m o r a n d s a rn ple s u s e d f o r e a c h m e a s u r e-
m e n t

N o ･ Of s a m pl e s N o ･ Of t u m o rs :㌫芸
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a) W h e n all s a m ple s e x a m i n e d s h o w e d d ipl oid
,

t h e

t u m o r w a s e v al u at e d a s di pl oid y p a tt e r n . b) W h e n a t

l e a s t o n e of s a m pl e s e x a m i n e d s h o w e d a n e u pl oid
,
t h e

t u m o r w a s e v al u a t e d a s a n e u pl oid y p a tt e r n . x
2

- V al u e
=

l l .9 3 . p < 0 .0 0 5 .

B

0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0 7 0 0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0 7 0

% An e u pl oid

Fi g . 4 . C o r r el a ti o n b e t w e e n p e r c e n t a n e u pl oid ( % a n e u pl oid) a n d P C N A LI . ( A ) A d e n o c a r ci n o m a s . P e r c e n t a n e u pl oid ( %

a n e u pl oid) is c o r r el a t e d t o P C N A L I . Y = 0 .4 3 2 Ⅹ+ 1 7 .8 54
,

r = 0 .4 0
,

n = 3 8
, p < 0 .0 5 . (B ) S q u a m o u s c ell c a r ci n o m a s . T h e r e w a s

.
n o c o r r el atio n b e t w e e n % a n e u pl oid a n d P C N A L I . Y = 0 .1 3 7 Ⅹ+ 2 9 .0 2 6

,
r = 0 .1 6

,
n = 2 7

,
n O t Si g nifi c a n t . % A n e u pl oid

,
th e

p r o p o r ti o n a n e u pl oid c ell s t o all th e c eu s .
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腺 痛で ほ腫瘍径 30 m m 以下で は P C N A LI 1 5 % 以下の 7 例中

3 例に リ ン パ 節転移を 認め
,

一

方 P C N A LI 4 5 % 以上 と 高値 を

示 した 5 例す べ て に
,

リ ン パ 節転移 は 認め なか っ た . 腫 瘍径

51 m m 以上 で は P C N A L I 1 5 % 以下 の 症 例は 認 め ず ,
ま た

P C N A LI 4 5 % 以上 と高値を示 した 1 例は リ ン パ 節転 移を認め

た . 扁平上 皮癌で は は 腫瘍径 30 m m 以下で P C N A L I 1 5 % 以

S a m pl e l

F ig . 5 . A c a s e of a d e n o c a r ci n o m a wi th a i n t r a t u m o r al

h e t e r o g e n eity . T h e c a s e w a s a 6 トy e a r
-

01d f e m al e a n d th e

p a th ol o gi c al s t a g e w a s p T I N o M o . I n thi s c a s e , th e D N A

C O n t e n t a n d P C N A LI w e r e e v a l u a t ed a t m ulti pl e s a m pl e s

t a k e n f r o m a n o th e r p a rt s . S a . m pL e I w a s o n e of s a m pl e s

O b t ai n e d a n d s a m ple Ⅱ w a s a n o th e r s a m pl e o b t ai n e d .

D N A hi s t o g r a m s (A a n d C) sb o w e d th e s a m e pl oid y

P a tt e r n in s a m ple I a n d s a m p le Ⅱ , b u t P C N A L I (B a n d

D) cl a rifie d th e i n tr a t u m o r al h e t e r o g e n eit y .
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下の 4 例 中1 例 に リ ン パ 節転移を 認め
, 腫 瘍径 31 m m 以上 で

ほ P C N A L I が 高い 程 リ ン パ 節転移 の 頻度が 増大 した (表4) .

Ⅵ ･ 7 ロ
ー

サ イ トメ
ー

タ
ー

で 算出 L た P C N A u お よ び核

D N A 量 と生存率

P C N A L I 3 5 % 未満を低値群 ,
3 5 % 以上 を高値群 と した . 原

発巣の う ちす べ て が D N A 二 倍体 パ タ ー

ン で あ っ た もの を D 型

と し
, 少 なく ともひ と つ が D N A 異数倍 体パ タ ー

ン で あ っ たも

の を A 型 と した ･ 治癒切除例48 例に つ い て 生存率 との 相関を検

討 した ･ 低値群33 例 の 2 年生存率 弧 5 % に 対 し
, 高値群15 例の

2 年生存率 69 ･5 % と統計学的有意差は認め な か っ た が 高値群

で 予後不 良 であ っ た ( 図 8 ) , D 塾 8 例 の 2 年 生存 率 100 % で

あ っ た の に 対 し
, A 型40 例の 2 年生存率 76 .3 % とA 型で有意に

予後不 良で あ っ た ( p < 0 ･0 5) (因 9) . さ らに A 型を 低値 取 高値
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C e nt . P e ri . C e n t . P eri .

F i g . 6 . R el a ti o n s hi p o f P C N A LI b e t w e e n c e n te r a n d

P e rip h e r y of t u m o r i n a d e n o c a r ci n o m a a n d s q u a
.

m o u s c e11

C a ri n o m a . ( A ) A d e n o c a r ci n o m a . T h e r e w a s n o r el a ti o n s-
hip b e t w e e n P C N A LI a n d th e sit e o f t u m o r ,

*

,
n O t

Sig n ific a n t . (B ) S q u a m o u s c ell c a r c in o m a . P C N A L I w a s

Sig n ific a n tly h i g h e r a t th e p e rip h e r y of th e t u m o r th a n a t

it s c e n t e r .

* *

, p < 0 .0 5 .

C e n t ; C e rlt e r
,
P e ri ; p e rip h e r y .

B

2 0 3 0 4 0 5 0 6 0 7 0 8 0 9 0

T u m o r si z e ( m m )
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= 0 .0 3

,
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,

r = 0 .4 8 , p < 0 .0 5 .
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F ig ･ 1 0 ･ S u r vi v al c u r v e s of p a ti e n ts wi th c u r a ti v ely r e s e c t e d

n o n
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S m all c el1 1 u n g c a n c e r d i vi d e d i n t o l o w P C N A L I

( < 35 % ) a n d h ig h P C N A LI g r o u p s ( ≧35 %) .
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,
C a S e S

wi th a n e u pl oid y p a tt e r n a n d l o w P C N A L I ( n = 2 5) ;
-

,

C a S e S wi th a n e u pl oid y p a tt e r n a n d hi gh P C N A LI ( n = 1 5) .

*

, p < 0 .0 5 b y g e n e r ali z ed W il c o x o n t e s t .

群に 分け検討する と A 型40 例 中, 低値群ほ25 例で 2 年生存率 は

87 ･4 % で あり
, 高値 群は15 例で 2 年生存率は 69 .5 % で あり

,
A

塑 高値 群 は A 型 低 値 群 に 比 し 有 意 に 予 後 不 良 で あ っ た

( p < 0 .0 5) ( 図10) .

考 察

肺癌は 各種臓器痛の 中でも っ と も多様性 , 多面性 の 高い 癌腫

の ひ と つ と 考え られ ,
そ の 発 生母 地や 組織塾 , 分化 度 に よ り

様 々 な 形態を示 す こ とが指摘 されて い る
18)け)

. そ の た め
, 肺癌 の

進行度を
一

時点 で断面的に み て い る原発腫瘍 1 所属 リ ン パ 節 ,

遠 隔 転 移 ( T - P ri m a r y T u m o r
.

N - R e gi o n al L y m p h N o d e s
,

M - D i st a n t M e ta s t a si s
,
T N M ) 分類

巾
の み では 十分と い え ず

7)

,

個 々 の 腫瘍の 動的状態を反映する と考 えられ る増殖能や 転移能

が注 目され るよ う に な っ てきた .

腫瘍の 生物学的悪 性度を示 すもの と して 核 D N A 畳が 測定 さ

れ
,

そ の 予後因子と して の 有用 性 に 関 して 現在ま で に 多くの 報

告
8}19 ト 23)

が な され て い る . 教室 の 林
23)

は フ ロ ー サ イ トメ ー

タ
ー

を

用 い て 肺癌の 核 D N A 量を 測定 し
, 予後と の 相関に つ い て 検討

を行 い
, 核 D N A 量の 予後 因子 と して の 有用 性 を 報 告 して い

る . しか し
一

方 で は 核 D N A 量 は予後因子 と して重要で な い と

い う報告
7) 碑 )

も ある . こ の ように 核 D N A 量に つ い て 報告者に

よ り異なる 原因と して
, 測定試 料 の 条件 に 差異 が ある と い う

点
T)

, さ ら に 腫瘍内多様性 が存在す る と い う点
26 ト 28)

が 考え られ ,

核 D N A 量に つ い て検討す る場合 こ の 問題点 を 明 らか に する必

要 がある .

また 腫瘍 の 増殖能 の 点か ら肺癌の 生物学的悪性度を 検討する

た め に
, 種 々 の 増殖 関連抗原 に 対する モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体を用

い て 検討が 行わ れ 報告 さ れ て い る . 増 殖関 連抗原 の うち パ ラ

フ ィ ン 包哩 の 状態 で も染色が 可 能
2g)

な P C N A が 注目 され て お

り , 臨床病理 学的因子 や 予後 との 相関に つ い て研究が な され て

い る . 教室 の 家接
30)

は
,

パ ラ フ ィ ン 包 唆 され た 肺 癌 に た い し

P C N A の 免疫組織化学染色 を行 い
, 標識率 の 高い もの で 予後不

良で あ っ た と報告 して い る . しか し P C N A の 免疫鼠緑化 学染

色も核 D N A 量 と同様に 試料の 固定条件 の 違 い
31)

や
, 増殖能の

点で の 腫瘍 内多様性の 存在
32)3 3 )

, さ ら に 陽性細 胞 の 評価方 法に

つ い て客観的な 基準を 決定 する の が 困難
別)

と い う問題が ある .

以上 の 問題点を 明 らか に する た め に は
‥ 睦瘍細胞 よ り出来る

だ け多 くの サ ン プル を 採取 し
,

か つ 各種増殖関連 国子の 陽性率

を 客観的に 評価す る必 要が あ る . 本研究 で は
l

フ ロ ー サ イ ト

メ
ー タ ー

を 用い た 核 D N A 量と P C N A L I の 同時定量解析に よ

り細胞周 期と 増殖関連抗原 と の 関係を 明 らか に し
,

ま た こ れに

よ り増殖関連因子の 客観的評価 を行 っ た . さ らに 標本 の 系統的

な 多数サ ン プ リ ン グ を行 う こ と に よ り腫 瘍内多様性 に つ い て 検

討 した .

フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー

で算 出 した P C N A LI と従来用い られ

てきた 免疫覿織化学染色 に よ り算出 した P C N A L I の 相関は比

較 的良好で あ っ た が
, 免疫組織化学染色 に お い て は P C N A の

陽性 と陰性 の 判定 に 苦慮す る こ とが しば しばあり , 判定の 客観

性 , 再現性 に 問題 が あ っ た .

一

方 フ ロ

.
- サ イ ト メ ー タ ー に よる
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P C N A の 測定は 客観性
,
再現性が あ り

,
さ らに 多数 の 細胞を 簡

単に 測定 で き ∴定量性が あるな どの 点 に お い て 免疫組織化学的

方法よ りす ぐれ て い た .

核 D N A 量 , 特に D N A 倍体 パ タ ー ン ほ新 しい 予後 因子 と し

て注目 され て い るが D N A 倍体 パ タ
ー

ン の 生物学的意義 に つ い

て はい ま だ不 明な 点が少 なくな い
35)

. 核 D N A 量 と腫瘍増殖 能

の 関連に つ い て検討 され た報告は ある が
, そ こ で 用い られ て い

る細胞増殖能 の 評価方法 に はそ れ ぞれ
一

長
一

短が あ る . すな わ

ち フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー を 用 い た S 期 細胞 比 率 の 測 定 ほ
t

D N A 二 倍体 パ タ
ー

ン を示す腫瘍の 場合は 比較的正 確 に 測定サ

ン プ ル の S 期細胞比率が 測定可能で ある が
,

D N A 異数倍 体 パ

タ
ー

ン や 複異数倍体 パ タ ー

ン を示 す腫瘍の 場合 ,
S 期細胞比率

の 測定が 困難で ある
36)

.

一 方各種増殖国連因子に 対す る モ ノ ク

p
, - ナ ル 抗体を用 い た 免疫阻織化学染色ほ

, 細胞 の 形態学的変

化も観察で きる が
, すで に 述べ た よう に 多数の 細胞を 観察 しそ

の 陽性率の 定量的な解析を 行う こ と は困難で あ り , ま た D N A

倍体 パ タ
ー

ン と の 相関 に つ い て は肺癌 の よ うに 腫瘍 内多様性 の

高い 腫瘍 で は 検討不 能 で ある . こ の 点 , 本研究で 用 い た フ ロ ー

サ イ ト メ ー タ ー に よ る核 D N A 量と P C N A の 同時定量的解析

は
,
D N A 倍体 パ タ

ー

ン と細胞増殖能の 相関を解明 す る の に 適

切な 方法 であ ると 言え る .

P C N A LI は
,

D N A 異 数 倍 体 パ タ ー

ン
, 腫瘍 敵 織 で の

D N A 二 倍体 パ タ ー

ン
,

正 常肺魁織の 順に 高値 を示 し
,
D N A 異

数倍体 パ タ ー ン を 示す腫瘍組 織は増殖能 が高く ,
ま た D N A 二

倍体 パ タ
ー

ン を 示 して い ても
,
腫瘍阻織 では 正 常肺組織 に 比 し

増殖能が 高ま っ て い る こ と が明か に され た .
D N A 異数倍体 パ

タ ー

ン を示 す腫瘍の 多く で は ,
D I = 1 . 0 の 細胞 周期 を 示 す細 胞

群を含め て 2 つ 以上 の 異な っ た 細胞周期 を示 す細胞群を認め る

が
,

そ れ ぞれ の 細胞群の 増殖能を 知る こ と に よ り
,

D N A 異 数

倍体パ タ
ー

ン の 示 す様 々 な パ タ
ー

ン の 生物学 的意義を よ り詳細

に 解明 で きる と考 え られ る .

D N A 倍体 パ タ ー

ン に 関す る多く の 報告 で ほ
I
D N A 異数倍体

パ タ ー

ン で DI = 1 . 0 の 細胞周 期を示 す細胞群 は
上 陸瘍 内に 介在

する正 常細胞と して取 り扱われ る場合が 多い が
, 今回 の 検討に

よ り DI = 1 . 0 の 細胞周 期を示 す細胞 群も増殖能が 高い 細胞 で 占

め られ ∴瞳瘍細 胞が多 い こ と が 示唆 され た . 異数倍体細胞群の

DI と P C N A L I に は 相関を認め ず ,
DI > 1 . 0 の 場合 DI の 意義

は増殖能の 面で は 不 明で あ っ た . D I と 臨床病 理 学 的な 関連 を

示唆する報告
37)

もあ り
, 今後核 D N A 量 の 意義 を明 らか に す る

ため に ほ
, 細胞増殖能 以外 の 因子と の 関連も検討する必要が あ

る .

D N A 異数倍 体 パ タ ー

ン の 示 す様 々 な パ タ ー

ン と , 細胞増 殖

能とに 何 らか の 相関が あれ ば
,
D N A ヒ ス ト グ ラ ム だ け で 細胞

増殖能が推定可 能と な る . 今 回 の 検討 で は D N A 異数倍 体 パ

タ ー

ン の 示 す様 々 な パ タ
ー

ン の うち
,

そ れ ぞれ の 細胞群の 細胞

数が全細胞 数 に 占め る 割合 (% di plo id ,
% a n e u pl oid) に 注 目

し
,
P C N A LI と の 相関 に つ い て検討 した . 扁平上 皮痛 で は 有

意な相関を 認め なか っ た もの の
, 腺癌で は D N A ヒ ス ト グ ラ ム

上 で 全細胞数内異数倍体細胞数 占有率 ( % a n e u pl oid) が 高い ほ

どそ の 測定サ ン プ ル 全体の 増殖能が 高くな る傾 向を認め た こ と

か ら, 腺痛で ほ異数倍体細胞群 の 多寡が 腫瘍悪性度を 示す田子

とな り えるもの と考 え られ た .

核 D N A 量の 腫瘍 内多様性が 存 在す る 腫瘍 の D N A 倍体 パ

タ ー

ン を 決定す る 際に は
t
G ｡ G 一期 の 細胞群の 比率を常 に 考慮す

ベ き で ある . すな わ ち同 一 の 腫瘍で も測定部位 に よ り G ｡G l 期

の 細胞群の 占め る割合が 異なり , 結果 的に は 相対的に 多 い 細胞

群が D N A ヒ ス ト グラ ム 上 で G ｡G l 期の ピ ー ク と して 認 識 され

る もの と思われ る .
こ の た め ある適当な

一 部分の 測定に よ り
,

腫瘍全体の 核 D N A 量を評価する の は困難で あり ,
こ れ を解決

する ため に ほ腫瘍全体 を測定対象と する こ とが 理想的と考え ら

れ る が , そ れ ほ不 可能 で ある . 現実的に ほ最大割面に て 腫瘍せ

薄切 しこ れ を
一 括 して 測定するか

,
ある い ほ腫瘍の 異な る部位

か ら複数部位サ ン プル を採取 しこ れ らを均 等に 混合 して測定す

る
38)

こ と で お お よそ 腫瘍全体を反映 した 結果が得られ るも の と

思わ れ る . 林
23)

も腫瘍最大割面を構成す る パ ラ フ
ィ

ン 包填切 片

を 用い て 核 D N A 量を
一

括測定 し
,

そ の サ ン プ リ ン グ法 の 妥当

性に つ い て 報告 して い る .

固形腫瘍を フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー

で 測定 する際に
, 測定試料

中の 正常細 胞 の 混 入 率が 問題 と な る . D N A 倍体 パ タ ー

ン で

D N A 異数倍体パ タ
ー

ン を 示 し
,

か つ そ の D N A 異数倍体 を 示

す細胞群が全体に 占め る割合が圧倒的に 多 い 場合ほ
,

正 常細胞

の 測定値 に 与 える影響は少な い と考え られ る . しか し D N A 倍

体 パ タ ー

ン で D N A ニ 倍 体パ タ ー

ン を 示 す と き , あ る い は

D N A 異数倍体パ タ ー ン を 示 して は い るが
,

そ の D N A 異数倍

体を 示 す細胞群が全体に 占め る割合が 少な い 場合ほ
,

正 常細胞

の 混入 に よ る影響が無視で きな い と考え られ る .

今回 の 検討 で は
, 免疫観織化学染色 に よ り評価 した P C N A

LI と
,

フ ロ
ー

サ イ ト メ ー

タ ー で評価 した P C N A L I は強 い 順相

関を 認め た が , 免疫阻織化学染色 で 評価 した P C N A L I の 方が

高い 値を 示 した . こ れ は フ ロ ー サ イ ト メ
ー タ ー の 測定試料 中に

は P C N A L I が 低い 正常細胞が 混入 して い るた め と 考 え られ

る . 現時点で 完全に 正常細胞の 影響の な い 客観 的な P C N A L I

の 評価 をす るた め に ほ
,

イ メ ー

ジサ イ ト メ ト リ
ー

な どを用 い る

方法が あるが , 今後検討 した い
.

増殖能 で の 腫瘍 内多様性に つ い て 検討す るた め
, 本研究 で は

腫瘍内の サ ン プル 採取部位 を 中心 部 と辺 綾部 に 分け ,
P C N A

L I を測定 した . そ の 結果 , 扁 平上 皮癌 で は 辺綾部 で P C N A

LI が 高い と い う結果が得 られた . 腺癌 で ほ 中心 部 と辺 縁部 の

比較で は P C N A L I の 差 こそ 認め なか っ た が
,
P C N A L I は 決

して均 一 で は ない こ とが 判明 した . 腫瘍 の P C N A L I を評価す

る際 に
, 腫瘍全体の 平均の P C N A L I が重要な の か

, ある い は

腫瘍 内で 最も高い P C N A L I を 示す部位が 重要 なの か と い う こ

と が 問題と な る . 腫瘍 の 局所 の 増殖速 度と い う面 で は 平 均 の

P C N A L I が 重要な の で ほ ない か と考え られ るが
, 癌 の 再 発や

転移な どと い う点で 考え ると
,

一

部の P C N A L I が 高い 部位
,

すなわ ち増殖活性の 高い 細胸集団も無視できな い の で ほ な い か

と 思われ る .

以上 の よう に P C N A ほ 同 一 紅織 内で も腫瘍内多様性 が 存在

す るた め
, 今回 の 臨床病理 学的因子 およ び生存率 と P C N A LI

の 検討に は
, 複数部位か ら採取 した 材料の 標識率平均値を 用 い

る こ と に よ り
, 個 々 の 症例 の P C N A L I を評価 した . 非小細胞

肺癌で ほ腫瘍径の 増大に した が っ て リ ン パ 節転移陽性例 の 頻度

が増す傾向があ り, 予後も不 良と な る
39)

. 腫瘍径 の 大き い も の

はそ の 時点 で痛が進行 して い るもの が多い た め
,

リ ン パ 節転移

の 頻度も高くな る考え られ る . 本研究に お い て は P C N A LI と

リ ン パ 節転移 の 頻度に は相 関を 認め ず
,

ま た 腺 病に お い て は

P C N A L I と腫瘍径 との 相関も認めなか っ た . P C N A L I は塵

瘍 の 動的状態を示 す増殖能を表 して お り, 腫瘍径や リ ン パ 節転
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移 の 有無な ど
, 癌 の ある時点 の 進行度と ほ独立 した 因子 で ある

こ とが 示 された .

一 方 , 扁平上 皮癌 でほ 腫瘍径 と P C N A L I と

に 正 の 相関を認 めた が
,

こ れは扁平上皮癌の 生物学的な 特性な

の か
, また ほ症例 の サ ン プリ ン グ法 (た とえ ば末梢型 か 肺 門型

か で癌 の 発癌か ら発見 ま で の 期間が 異な ると 考え られ る) の た

め な の か に つ い て ほ今 回の 検討で は 不 明で あ っ た .

胃癌継 代培養 株
岨

や 白血 病 細胞
瑚

な ど を 用 い た 研 究 で ほ

P C N A L I と , 腫瘍倍加時間(t u m o r d o u bli n g ti m e) と ほ負 の 相

関を示 し
,

こ の こ とか ら P C N A LI と腫瘍径か ら , 発癌か ら診

断ま で の 期間が相対的に 評価可能と 考え られ る . 今 回 の 研究 で

は 腺病で は 腫瘍径が 小 さくか つ P C N A L I が高値の もの
,
すな

わ ち発癌か ら診断 まで の 期間が 短い と考 えられ るも の で は リ ン

パ 節 転移を 認め な か っ た . また 腺癌 l 扁平上 皮痛 と もに 腫瘍径

が 小さ くても
,
P C N A L I が低値 の もの で リ ン パ 節転移 陽性例

を認 めた が ,
こ れ らは 発癌か ら診断ま で の 期間が 長い と考 え ら

れ た . 以上 の 結果は
, 発癌か ら診断ま で の 期間と リ ン パ 節転移

発生 との 関連を 示 唆する もの と して 興味深い
.

P C N A L I お よ び核 D N A 量と生存率と の 検討 に 際 し てほ
, 比

較 の 背景因子を 揃え るた め Ⅰ ,
Ⅱ

,
Ⅲ期 の 治癒切除例の み に つ

い て 生存率を 算 出 した . 最長2 9 ヵ 月 の 追跡 調査 が 行 わ れ
,

P C N A LI が低く ,
か つ D N A 二 倍体 パ タ

ー

ン を 示 した もの は
,

P C N A L I が 高く
,
か つ D N A 異数倍体 パ タ

ー

ン を 示 した もの に

此 し有意に 予後良好で あ っ た . また D N A 異数倍体 パ タ ー

ン を

示 した 症例 の なか で も , P C N A L I が高値の もの ほ低値 の も の

に比 し有意 に 予後不 良で あ っ た . こ の こ と か ら D N A 倍体 パ

タ ー

ン と P C N A L I を 同時に 測定 し
, 特 に D N A 異数 倍体 パ

タ ー ン を示 した もの を P C N A L I の 高低 で 分け 評価す る こ と は

予後を 予測す るうえ で 極め て有用で あ ると考 え られ た . さ らに

本研究 で は予後が まだ 明 らか で な い 手術時の 新鮮標本を 用 い て

P C N A L I と 核 D N A 量を測定 し
, 予後因子 と して の 有用 性が

確認 できた点も特記す べ き で ある .

T N M 分類
4)
上 岡 -

の 場合で も, P C N A L I が高値 の もの は潜

在的な浸潤能
,
転移億 は高(

42 卜 44) 予後不 良と考え られ ,
P C N A

LI と核 D N A を 同時測定は ▲ 肺癌 の 予後推定や 適切 な術後併用

療法の 決定な ど肺癌診療 に 大い に貢献す るもの と期待 され る .

結 論

原発性肺癌症 例96 例 を対象に
,
肺癌腫瘍の 腫瘍 内多様性を 検

索 す る目 的 で フ ロ
ー サ イ ト メ ト リ ー 法 を 用 い て 腫 瘍 細 胞 の

P C N A LI お よ び核 D N A 量を 同時定量的に 測定 し
, 以下 の 結論

を得た .

1 . 9 6 症例 に対
･

し1 症例むこ つ き平均3 . 4 個の サ ン プ ル が採取
,

測定可 能で あ っ た .

2 . P C N A L I ほ免疫巌織化学染色か ら算出 した もの と ,
フ

ロ ー サ イ ト メ ｣ タ ー か ら算 出 した も の もの と は よく 相関 した

が
,

フ ロ
ー

サ イ ト メ ー タ ー か ら算出 したもの が よ り正確 で あ っ

た .

3 . 異数倍体細胞群 の P C N A LI (4 0 .4 土2 2 .7 % ) は 二倍体細胞

群の P C N A L I (1 5 .9 士1 1 .2 % ) に比 べ 有意に高か っ た .

4 . 異数倍体細胞群 に お い て DI と P C N A L I と に ほ相 関を

認め ず,
DI の 意義 ほ増殖魔 の 点で は不 明 で あ っ た .

5 . 腺癌で ほ 全細胞数内奥数倍体細胞数占有率 ( % a n e u pl o
-

id) が高くなる に つ れ て , 測定サ ン プ ル の P C N A L I が 高く な る

傾向を認 めた .

6 .
P C N A LI

,
核 D N A 量共 に 腫瘍内多様性を 認め

, 腫瘍の

最大割面か ら検俸 を採取す る こ とが 妥当と思わ れた .

7 . 性別 , 年齢 , 術後病期 , 組織型, 分化度 ,
リ ン パ 節転移

の 有無と P C N A L I に は い ずれ も有意差 を認め な か っ た
. 扁平

上 皮癌 で ほ腫瘍径 と P C N A L I とは 正 の 相関を認め た .

8 . 生存率 の 検討 で は
,

P C N A L I 高値の もの で 予後不 良で

あり ,
D N A 倍体 パ タ ー

ン 別に 検討 した 場合 に お い て も
,

D N A

異数倍体 パ タ ー

ン で P C N A L I 高値の もの は低値 の もの に 比し

有意 に 予後 不 良で あ っ た .
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