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進行 した肝細胞癌 (肝 癌) の 組織学的多様性 (t u m o r h e t e r o g e n eity) に お ける遺伝子 の 変化を明らか に するた め に , 申分

化型肝癌 3 例の 同
一

肝癌内の 結節内結節 とそ の 周 囲の 癌組織 , さ らに 2 例の 均 一 な高分化型肝癌内の 2 部位 よ り 高分子 D N A

を抽出 し, B 型肝炎 ウイ ル ス の 阻み込 みを 検出する サ ザ ン ブ リ ッ ト ハ イ プ リダ イ ゼ
ー シ

ョ
ン と

,
D N A を 2 次元的 に 泳動す る

こ と に よ り ゲ ノ ム構造を 解析す るリ ス トリ ク シ ョ ソ ラ ン ド マ ー ク ゲ ノ ム ス キ ャ ン (r e s tri ctio n l a n d m a r k g e n o m i c s c a n ni n g ,

R L G S ) 法を 用 い て 検討 した . サ ザ ン プ ロ ッ ト
ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ で B 型肝 炎ウイ ル ス D N A の 組 み込み を検討 しえ た1 例

で は結節内結節 とそ の 周 囲の 癌組織の B 型肝炎 ウイ ル ス の 組み 込み パ タ
ー

ソ ほ 同 一

で 両者は単 ク ロ ー

ン 由来で ある事が示 され

た . R L G S パ タ ー ン の 比較 で は , 均
一

な 高分化肝癌内の 場合 , 離れ た 2 部位 の R L G S パ タ ー

ン に 差異ほ認め られず , 肝癌細胞

の 保有す る ゲ ノ ム の 不均
一

性 は証 明され な か っ た .

一 方 , 申分化型肝癌で ほ , 非癌部 との 比較 で ほ 2 箇所 の 癌部に は 明 らか に

共通 した ゲ ノ ム の 変化が認 め られ た こ とに 加え , 結節内結節 と周 囲の 癌阻織 の 間に は 症例に よ り 4 か ら14 個の ス ポ ッ トに 強度

の 差が 検出され, ゲ ノ ム D N A 構造の 相違 が認め られた . したが っ て 結節内結節と そ の 周囲の 癌阻織は単ク ロ
ー

ン 由来で あり

な が ら ,
一 部 の D N A 構造 に 違 い を 持 つ 細胞集団である こ とが 示 され , 肝癌 の 紅織学的多様性ほ遺伝子の 変化に よ る多段階的

な腫瘍進展の 結果 と考え られ た .

K e y w o r d s 肝 細胞癌, 結節内結節, 多段階発癌 ,
R L G S 法

臨床上問題 と な る痛が 形成 され る ま で に ほ イ ニ シ エ
ー

シ ョ

ン
,
プ ロ モ

ー

シ ョ ン
,
プ ロ グ レ ッ シ ョ ソ とい っ た 多数 の 段階を

経 る こ と が 必要 で ある と され て い る
-)2)

. 近年 , 多段階発癌 に お

けるが ん 遺伝子 や が ん抑制遺伝子な どの 役割が 同 定され 分子 生

物学的異常の 蓄積が癌 の 進展, 増 悪に 大きく関与 して い る こ と

が 明らか とな っ て きた
3 卜 ら)

. 肝細胞癌 (肝癌) に お い て も染色体

欠失
6卜 8)

や p 5 3 遺伝子異常
) ～ 12 )
と い っ た 分子 生物学的異常 が指

摘され て い るもの の , 多段階発育の ス テ ッ プ と分子 生物学的異

常の 関連 に つ い て ほ 未だ不 明な 点が 多く残され て い る
13)

.

進行 した肝癌 で ほ 1 つ の が ん 結節の 中に 形態学的に 異な る コ

ン パ
ー ト メ ン ト

, 結節 内結節 ( n o d u l e-i n- n Od ul e) が 認 め ら れ

る
14)1 5 )

.

一

つ の 肝癌内部 で は 結節内結節もそ の 周 囲 の 癌組織も

元来同
一

細胞 の ク ロ
ー

ナ ル な増生 に よ る細胞集団で ある こ と が

立証 され て お り
1G)1 7)

,
こ の 魁織学的多様性 (t u m o r h e t e r o g e n ei-

ty) ほ , 癌結節の 発育に ともな い
一

部の 癌細胞が脱分化 して 新

た な細胞集団 ( 結節内結節) を 形成す ると い っ た 多 段階的 な腫

瘍進展 を示 した 結果と して 理 解 され て い る
16)1 8) 1 g)

. 多段 階進展は

本来同
一

で あ っ た 遺伝子 が段階的 に 変化を蓄積 した 結果で ある

と考え られ て い るた め , 鼠織学的多様性が多段階進展に よるも

平成 5 年1 2月1 6 日受付 ,
平成 6 年2 月 3 日受理

A b b r e via tio n s : [ α-
32

P] d C T P , [
32

P] d e o x y c y tidi n e

の な らば
一

つ の 肝癌内に 存在す る形態学的に 異な っ た 2 部位間

に は 遺伝子構造の 変化が認め られ るは ず である . しか し
,
こ れ

まで に 肝癌同 一 結節内に お ける組織学的多様性と遺伝子構造 の

変化を検討 した 報告は少な い .

近年開発 され た ゲノ ム ス キ ャ ニ ソ グ法で あ る レ ス トリ ク シ ョ

ソ ラ ン ド マ ー ク ゲ ノ ム ス キ ャ ン (r e stri c ti o n l a n d m a r k g e n o m i c

s c a n n in g , R L G S) 法
2n 2 =

は制限酵素で 切断され た ゲ ノ ム D N A を

直接末端標識 し, そ れ を高分解能2 次元 電気泳動法で 分離解析

する と い う方法で ,
一

度に 全 ゲ ノ ム 中の200 0 ～ 3 0 0 0 箇所 (全 ゲ

ノ ム の 数% ) と い う広 い 範囲 に わ た り 極 め て 鋭 敏 に ゲ ノ ム

D N A 構造の 差異 を検出できる こ とが 特徴である . R L G S 法が

ヒ ト 痛の ゲ ノ ム D N A 構造の 解析に 応用 可 能で ある こ と は既 に

立証さ れ て お り
21)

,
N a g ai ら

22)2 3)
に よ る R L G S を 用 い た肝癌 とそ

の 非癌部と を比較 した検討で は両 者に ゲ ノ ム 構造の 差異が認め

られ る こ と が報告され てい る .

今回 , 肝癌の 組織学的多様性 に 伴 う ゲ ノ ム D N A 構造 の 変化

を 検討す る目 的で , 結節内結節 と そ の 周囲の 癌阻織に お ける ゲ

ノ ム 構造を R L G S 法を用 い て解析 した . また
, 今 ま で 既成の 方

法 で は 遺伝子構造に 差を検出 され て い な い 微小高分化型肝癌 と

5
'

-t rip h o s p h at e ; [ a
-
3 2P] d G T P , [

32
P] d e o c y g u a n o si n e

5
'

- t rip h o s p h a t e ; b p , b a s e p air ; d C T P [ αS] , 2
㌧d e o x y c y tidi n e 5

'

-[ a -t hi o] t rip h o s p h a t e ; d d A T P [ αS] , 2
'

,
3
1

-

did e o x y a d e n o si n e 5
'

-

[ α
- t hio] t rip h o s p h at e ; d d T T P [ αS] , 2

'

,
3
'

→ did e o x y t h y mi din e 5
'

→[ α-t hio] t rip h o s p h at e ;

d G T P [ a S] , 2
,
- d e o x y g u a n o sin e 5

'

-

[α
-t hio] t rip h o s p h a t e ; D T T , dit hi ot h r eit ol ; E D T A , e t h yl e n e dia m in e t e t r a a c e tic



3 7 0

そ の 背景肝に つ い ても R L G S 法を用 い て 解析 した .

対象お よ び方法

Ⅰ . 対 象

対象は 5 例 の 患者 よ り得 られ た , 外科的に 切除され た 末治療

の 肝癌と そ の 背景肝 で ある (表1 ) . 検討材料と して症例 1 か ら

3 に おい て は肝癌 の 結節内結節と そ の 周 囲部分, さ ら に 非癌部

よ り 2 ～ 3 m 皿 四方 の 小切片を速や か に 切 り出 した . こ の う ち

の 一 部を フ ォ ル マ リ ン 固定 し
, 残 りを 凍結保存 した . 症例 4 ,

5 に おい て肝癌 は 均 一 で 結節内結節ほ認め られ なか っ た た め ,

肝癌 の 中で 肉眼的 に 明 らか に 隔た っ た 2 部位と非癌部 よ り組織

を摘出 し症例 1 か ら 3 の 観織と 同様 に 処理 した .

1 . 方 法

1 . 病理 学的検討

フ ォ ル マ リ ン 固定 した サ ン プ ル よ り病理標本を作製 し , 各観

織の 病理像 の 検討を行な っ た .

2 . 高分子 D N A 抽出
24)

各 サ ン プ ル を 凍 結 し た 状態 の ま ま パ ウ ダ
ー

状 に 粉砕 し

1 50 m M エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢酸 ( e th yl e n e di a m i n e t e t r a a c e ti c

a c id
,
E D T A ) , 1 % ラ ウ リ ル 硫酸 ナ ト リ ウ ム ( s o di u m d o d e c yl

S u l王at e , S D S ) , 1 0 m M T ri s
- H C l 溶液 に 懸濁後 1 m g/ m l プ ロ テ ィ

ナ
ー ゼ K ( M e r c k , D a r m s t a d t , G e r m a n y) で5 0 ℃ , 4 時間消化 し

た .
フ ェ ノ ー ル ク ロ■ロ フ ォ ル ム 処理 を 2 ～ 3 回 行 な い ,

エ タ

ノ ー ル 沈 殿 に て D N A を 抽 出 し た . 抽 出 さ れ た D N A ほ

T ris- E D T A ( T E) 緩衝液(10 m M T ri s - H C l, 1 m M E D T A ) に 溶解

し
, 電気泳動に て 数1 0k 塩基 対(b a s e p air , b p) 以上 の 分子 量 で

あ る こ とを 確認後, 4 ℃ に て 保存 した .

3 . サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー

シ ョ ン 法
1 7)2 5)

B 塑肝炎 ウイ ル ス (h e p a titis B vir u s , H B V ) の 組織 D N A へ

の 組み込み を サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ に て検索

T a bl e l . Cli n i c al p a r a m e t e r s of p a ti e n ts

P a r a m e t e r C a s e l C a s e 2 C a s e 3 C a s e 4 C a s e 5

A g e (y e a r)

S e x

H B s - A g

H B s - A b

H B c - A b

H C V - A b

A k o b oI

Bl o o d . T

S i z e (c m )

N o d ul e

5 9

M

=
-

+

+

-

L O

-

6 8

M

■

-

-

+

+

-

0 ･ 7

-

5 7

M

-

-

-

+

=
2 ･ 5

+

7 0

M

-

+

+

+

【

-

4 ･5

+

5 9

M

+

-

+

■

=
4 ･ 5

+

H B s - A g , H B s
- A b

,
H B c - A b a n d H C V - A b w e r e m e a s u r e d

b y e n z y m e i m m u n o
-

a S S a y S .

M
,
m al e ; H B s - A g , h e p a titi s B v ir u s s u rf a c e

-

a n ti g e n ;
H B s - A b

,
h e p a titi s B vi r u s s u rf a c e

-

a n ti b o d y ; H B c
- A b

.

h e p atiti s B vi r u s c o r e
-

a n tib o d y ; H C V- A b , a n ti - h e p a titi s C
vi r u s a n ti b o d y ; A I c o h ol , hi st o r y of h e a v y d ri n ki n g ; Bl o o d

T ･

.
his t o r y of bl o o d tr a n sf u si o n ; Si z e , Si z e of t u m o r ;

N o d ul e
. n o d ul e -i n -

n O d u le l e si o n .

した . 抽出 した D N A l O FLl を制 限酵素 E c o R I , H i n d Ⅲ また

は P v u Ⅲ( 宝酒造 ,
大阪) に て 完全消化後 ,

ア ガ ロ ー ス 電気泳

動 し, ニ ト ロ セ ル ロ ー

ス メ ソ プ レ ソ に ア ル カ リ ブ ロ ッ テ ィ ン グ

し た . プ ロ ー プ ほ マ ル チ プ ラ イ ム シ ス テ ム ( A m e r s h a m
,

B u c h k in g h a m s hir e , u K .) を 用 い ,
3 .2 k b p H B V ゲ ノ ム

26)
を

【α一
32
p】 デ オ キ シ シ チ ジ ン 三 リ ソ 酸 ([

32
p] d e o x y c y tid in e 5

J

-

tri p h o s p h a t e , 【a-
32

p】d C T P , 3 0 0 0 C i/ m m ol , A m e r sh a m ) で 標識

して作製 した .
ハ イ プ リ ダ イ ゼ

ー

シ ョ ン は 1 M N a C l
,
5 0 m M

T ri s - H C l
.
1 0 m M E D T A

. 1 × デ ソ ハ ル ト 溶液
,
1 0 0 FLg/ m l 変性

サ ケ 精子 D N A を 含む 溶液 で65 ℃ に て行 な っ た .

ハ イ プ リ ダイ

ゼ ー

シ ョ ン 後 ニ ト ロ セ ル ロ ー

ス メ ソ プ レ ソ を ま ず 2 × 標 準食塩

ク エ ン 酸 緩衝液 ( st a n d a r d s a li n e c itr a t e b u ff e r , S S C ) . 0 .1 %

S D S 溶液で 1 回 , そ の 次 に 0 .1 ×S S C , 0 .1 % S D S 溶液 で 2 回 洗

浄後 ,

- 70 ℃ で オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィ を 行な っ た .

4 . R L G S 法
2C)21 )

1 ) ブ ロ ッ キ ン グ反応

D N A l O FLg に 対 し ,-1 0 m M T ri s- H C l , 1 0 0 m M N a C l , 1 0 m M ジ

チ オ ト レ イ ト ー

ル (d ithi o th r eit ol , D T T ), 0 .3 3 FLM α- チ オ デ オ キ

シ シ チ ジ ン 三 リ ソ 酸 (2
'

-d e o x y c ytid i n e 5
'

L[ a- thi o】trip h o s p h a te ,

d C T P [a S]) , 0 ･3 3 JL M a- チ オ デ オ キ シ グ ア ノ シ ソ 三 リ ン 酸

(2
'

- d e o x y g u a n o si n e 5
1

-[ α-th i o】t ri p h o s p h a t e , d G T P [αS] , 3 3FL M

a- チ オ ダイ デ オ キ シ ア デ ノ シ ソ 三 リ ン 酸(2
'

,
3
'

n o d id e o x y a d e n o-

Si n e 5
'

-【α-thi o] t ri p h o s p h a t e , d d A T P [ αS】), 3 3 FLM a- チ オ ダイ デ

オ キ シ チ ミ ジ ン 三 リ ン 酸 (2
'

,
3
'

q did e o x y th y m id in e 5
'

-[ α- thi o】trト

P h o s p h t e , d d T T P【αS] (東洋紡績 , 大 阪) の 存在下 ,
5 0 FLl の 反応

液中で D N A ポ リ メ ラ
ー ゼ Ⅰ( 宝酒造) 10 単位を37 ℃ よ 3 0 分間反

応 させ , D N A 抽 出操作 に 伴う ニ ッ ク や ギ ャ ッ プ を 修復 した .

次い で 酵素を 失活 させ るた め に 65 ℃
,
3 0 分間反応 さ せ た .

2 ) ラ ン ド マ ー ク 切断

上 記処理 した D N A を 1 0 恥1 の 反応液中に て10 0 単位 の 制限

酵素 N ot I (宝酒造) で3 7 ℃ , 1 時間反応 し, 完全 分解 した ,

3 ) ラ ン ド マ ー

ク 標識

次い で D N A 溶液を 33 FL M d d A T P [ αS】, 3 3 FL M d d T T P [ αS】

(東洋紡蹟) , 0 .3 3 FL M [ α-
32
p] d C T P ,

0 .3 3 p M [ α一
32

p】デ オ キ シ グア ノ

シ ソ 三 リ ン 酸 (【
32
p】d e o x y g u a n o si n e 5

'

-tri p h o s p h at e , [ a-
32

p ]

d G T P , 6 0 0 0 C i/ m m ol , N E N ,
B o st o n

,
U .S . A .) 存在下で シ ー ク エ

ナ ー ゼ (S e q u e n a s e) V e r .2 .0 ( U S B , C l e v el a n d
,
U .S . A .) 20 単位 を

37 ℃ , 3 0 分間反応 させ た . そ の 後65 ℃ , 1 時間処 理 して 酵素を

失宿 させ , さ ら に 制限酵素 E c o R V (宝酒造) に て D N A を切断

し平均鎖長を数1 0k b p 以下に 調整 した .
フ ェ ノ

ー ル ク ロ ロ フ ォ

ル ム 処理
,
エ タ ノ ー

ル 沈殿後 一 次元 分画に 用 い た .

･4 ) 一

次元 分国

上 記よ り 1 p g の D N A を と り , 5 0 × 2 0 × 0 .1 c m の 0 . 8 % ア ガ

ロ ー

ス (S e a k e m G T G ア ガ ロ ー

ス : F M C , R o c kl a n d
,
U .S .A .) に

て 1 0 V/ c 町 1 7 時 間電気泳動 を 行 な っ た . 泳 動 緩衝 液 ほ

100 m M T ri s - H C l
,
1 0 0 m M ホ ウ酸溶液を 用 い た .

5 ) ゲ ル 内に お ける D N A 制限酵素消化

ア ガ ロ
ー

ス 電気泳動後 ,
D N A を含 む部分を 8 m m 幅 の 短 冊

状 に 切 り 出 し緩衝液 (50 m M T ri s - H C l, 1 0 0 m M N a C l , 1 0 m M

M g C l2) に2 0 分間浸 し , つ い で1 2 0 0 単位の 制限酵素 Hi n f l (宝酒

a cid ; H B V , h e p atitis B vir u s ; H C C , h e p at o c e 11 u le r c a r c i n o m a ; H & E , h e m a t o x yli n a n d e o sin s t ai n ; R L G S ,

r e st ri ctio n l a n d m a r k g e n o m i c s c a n ni n g ; S D S , S O k di u m d o d e c yl s u if a t e ; S S C , St a n d a r d s alin e cit r at e ; T E ,

t ri s - e t h y le n e di a m in e t e t r a a c e ti c a cid ; T B E , t ri s
- b o r at e- e t h yl e n e di a m i n et e t r a a c etic a c id ; 肝癌, 肝細胞癌
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造) に て37 ℃ ▲ 2 時間消化 した ･

6 ) 二 次元分画

5 ) で 処理 した ゲ ル を 50 ×5 0 × ▲0 1 c m の 5 % ポ リ ア ク リ ル ア

ミ ドゲル ( ア ク リ ル ア ミ ド: ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド , 2 9 : 1 ) の 先

端に 置き , 両者 を ア ガ ロ
ー

ス で 密着 さ せ た 後 ,
8 V/ c m ･

7 時

軌 二 次元目 の 電気泳動を行な っ た ･ 泳動 ほ 50 m M T ri s- H C l ,

5 0 m M ホ ウ 軌 1 m M E D T A ( T ri s- b o r at e- E D T A , T B E) 緩衝液

を用 い た .

7 ) オ
ー ト ラ ジオ グ ラ ム

泳動後 ゲ ル を 35 × 4 3 c m の 大き さ に 切 り揃え , 乾燥 させ た ･

次い で X A R 5 フ ィ ル ム ( K o d ak , N ･ Y ･
,
U ･S ･ A ･) に 増 感 紙

(Q u a n t a Ⅲ‥D u P o n t , B o s t o n , U ･S ･ A ･) を用 い て
一

7 0 ℃ で 約 7 日

間オ
ー ト ラ ジ オ グ ラ ム を 行な っ た ･

8 ) パ タ
ー

ン の 比較

各症例に お い て R L G S パ タ
ー

ン に お ける ス ポ ッ ト の 強度 の

比較を行な っ た .
ス ポ ッ ト の 放射活性ほ バ イ オ イ メ ー ジ ン グア

ナ ラ イ ザ
ー B A S 2 0 0 0 (富士 写真 フ イ ル ム , 神奈川) に よ り測定

した . 肉眼的に 最も多く見られ る強度の ス ポ ッ ト20 個 の 平均活

性値を 2 と し ,
こ れ に 対する活性比 で 各 ス ポ ッ ト の カ ウ ン トを

計算 した . 各 ス ポ ッ ト の 強度 は D N A の コ ピ
ー 数に 比例するた
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め
,
二 つ の ア リ ル と も N o t I に 感 受性 の 場合 に 得 ら れ る ス

ポ ッ トの 強度ほ最も多く見 られ る 2 ,

一

つ の ア リ ル の み 感受性

の 場合 ほ1 ,
ス ポ ッ トの 見 られ な い 場合は 0 と な る ( 図1 ) ･ 実

験は 2 回以 上 反復 し, 同時に 複数人の 研究者に よ っ て パ タ
ー

ン

の 解析を行 な っ た .

成 績

Ⅰ . 病 理 像
2T)

症例 1 は 乙型肝硬変を背景と した 4 .5 c m 径 の 肝細胞癌 で被

膜 を有 し内部に 2 .5 c r 口 径の 明瞭 な結節内結節 を認め た . 結節内

結節よ り摘出 した 部分を 1 A , 結節 内結節 の 周囲の 癌組織 を

1 B
, 癌結節か ら 明瞭に 区別 され た非癌部を 1C と した . 1 A は

明調細胞型 の 申分化塑肝細胞癌で ,
1 B ほ

一

部 に 偽腺管構造が

認め られ る 明調細胞塑 の 申分化型肝細胞癌 で あ っ た (図2 ) ･

症例 2 は甲
'

型肝硬変 を背景 と した 4 .5 c m 径 の 肝細胞痛 で

あ っ た .

一

つ の 結節内結節よ り摘出 した 部分を 2 A , そ の 周 圃

の 癌組織を 2 B , 非癌部を 2C と した . 2 A は 大型偽腺管形成を

特徴 とす る申分化型肝細胞癌 で ,
2 B は中型偽腺管 を形成す る

申分化型肝細胞癌 であ っ た (図 3) .

症例 3 ほ 甲
'

型肝硬変を背景 と した 2 .5 c m 径の 肝細胞癌で ,

F ig . 1 ･ R a ti o of s p o t i n t e n siti e s i n a r e
s tric ti o n l a n d m a r k g e n o m i c s c a n n i n g p r ofil e ･ 2 i n d ic a t e s th e a v a r a g e i n t e n

sity ( a s p o t

o ri gi n a t e d f r o r n d ipl oid g e n o m e) ･ 1 i n di c a t e s a s p o t o ri gi n a t e d f r o m h
a pl oid g e n o m e ･ O i n d ic at e s n o s p o

t ･

Fi g . 2 . G r o s s vi e w ( u p p e r l ef t) a n d m i c r o s c o pi c fi n di n g s ( A , B a n d C ) of h e p a t o c ell u l a r c a r ci n o m a of c a s e l . G r o s s v i e w s h o w s

a 4 0 ×4 5 - m m H C C w ith 2 5 × 3 0 - m m n O d u l e-i n -

n O d ul e l e si o n ( a r r o w h e a d s) . O p e n s q u a r e s ( A , B a n d C ) i n di c at e th e e x a m i n e d

r e gi o n s . R e gi o n s A a n d B sh o w m o d e r a t ely- d iff e r e n tia t e d H C C wi th cl e a r c ells , a n d▲r e gio n C sh o w s m a c r o
-

n O d u la r cir rh o si s ･

(h e m a t o xlili n e a n d e o si n e s t ai n , A & B , ×1 0 0 ; C , × 50)
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肉眼的に 大きく 3 つ の 結節内結節 に 分か れ て い た . 2 つ の 結節 ( 図 4 ) .

よ りそ れ ぞれ 摘出 した 部分を 3 A と 3 臥 非癌部よ り摘出 し た 症例 4 ほ脂肪化の 著明 な前肝硬変を背景 と した 0 .7 c m 径の

部分3 C と した ･ 3 A
,
3 B 共に 中東状型配列を呈 す る 申分化型肝 高分化型肝細胞癌 で ある . 明 らか な 被膜形成ほ 無 く

, 内部 ほ 均

細胞癌 で , 両 者に ほ 明 らか な組織学的差異は 認め られ なか っ た -

で 肉眼的に 結節内結節 を認め な か っ た . 肝癌の 中で 肉眼的に

F ig ･ 3 ･ G r o s s v i e w ( u p p e r l ef t) a n d m i c r o s c o pi c fi n d i n g s ( A , B a n d C ) of h e p a t o c ell ul a r c a r ci n o m a of c a s e 2 . G r o s s vi e w s h o w s

a 4 5 × 4 0- m m H C C ･ O p e n s q u a r e s ( A , B a n d C ) i n di c a t e th e e x a m i n e d r e gi o n s , R e gi o n s A a n d B s h o w m o d e r a t ely,d iff e r e n ti¶
a t e d H C C w ith p s e u d o- gl a n d ul a r p a tt e r n , a n d r e gi o n C s h o w s m i x e d ty p e cir r h o si s . ( h e m a t o x ili n e a n d e o si n e s t ai n , A & B ,

× 1 0 0 ; C ,

× 5 0)

F ig ･ 4 ･ G r o s s vi e w ( u p p e r l eft) a n d mi c r o s c o pi c fin d i n g s ( A , B a n d C) of h e p a t o c e ll ul a r c a r c i n o m a of c a s e 3 . G r o s s vi e w sh o w s

a 2 5 × 2 5- m m H C C w i th th r e e l o b u l a r r e gio n s ･ O p e n s q u a r e s ( A , B a n d C ) i n d i c a t e th e e x a m i n e d
●

r e gi o n s . r e gi o n s A a n d B

S h o w m o d e r a t ely- d iff e r e n ti at e d H C C wi th m o d e r a t e t r a b e c ul a r p att e r n ,
W h ic h h a v e n o sig n ifi c a n t diff e r e n c e i n hi s t ol o gic al

fi n di n g s ･ R e gi o n C s h o w s mi x e d ty p e cir r h o si s . ( h e m a t o xili n e a n d e o si n e s t ai n , A & B ,
× 1 0 0 ; C . × 50)
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隔た っ た 2 部位を摘 出 し 4 A ･ 4 B と した ･
4 ん 4 B とも脂肪化の

著明な高分化型肝細胞癌 で ,
両 者に は 明 らか な艇織学的差異は

認め られ な か っ た ( 図 5) t

症例5 は甲
'

型肝硬変を背景 と した 1 ･O c m 径の 高 分化型肝細

37 3

胸痛で あ っ た . 被膜 形成 上 結節内結節ほ 認 めな か っ た . 癌結節

の 中で 肉眼的に 隔た っ た 2 部位を 摘出 し 5 A ,
5 B と した . 5 A ,

5 B とも脂 肪化 の 著明 な高分化型肝細胞癌 で , 両者 に ほ 明 ら か

な組織学的差異 ほ 認め られ な か っ た ( 囲6) .

Fi g . 5 . G r o s s vi e w ( u p p e r l ef t) a n d m i c r o s c o pi c fi n d i n g s ( A ･
B a n d C ) of h e p a t o c ell u la r c a r ci n o m a of c a s e 4 ･ G r o s s vi e w s h o w s

a 7 × 7- m m H C C w ith a h o m o g e n e o u s s u rf a c e ･ O p e n s q u ar e s i n di c a t e t h e e x a m i n e d r e gi o n s ･ R e gio n s A a n d B s h o w v e r y

w e u- diff e r e n ti a t e d H C C w ith s e v e r e f a tty c h a n g e of t u m o r c ell s , W hic h h
a v e n o si g nific a n t diff e r e n c e i n h is t ol o gic al fi n di n g s

･

R e gi o n C s h o w s p r e- Ci rr h o si s . ( h e m a t o x ili n e a n d e o si n e s t ai n , A & B , × 1 0 0 ; C , × 5 0)

F i g . 6 . G r o s s vi e w ( u p p e r l ef t) a n d m i c r o s c o pi c fi n di n g s ( A , B a n d C) 0王h e p a t o c ell u l a r c a r ci n o m a of c a s e 5 ･ G r o s s v i e w s h o w s

a l O x l O - m m H C C w ith a h o m o g e n e o u s s u rf a,
C e . O p e n s q u a r e s ( A , B a n d C ) i n di c a t e th e e x a m i n e d r e gi o n s ･ R e gi o n s A a n d B

s h o w v e r y w ell- d iff e r e n ti a t e d H C C wi th s e v e r e f a tty c h a n g e of t u m o r c eII s , W h ic h h a v e n o si g nifi c a n t diff e r e n c e i n h is t ol o gi c al

fi n d i n g s . R e gi o n C s h o w s m ix e d ty p e cir r h o sis . (h e m a t o x ili n e a n d e o si n e st ai n , A & B , × 1 0 0 ;r
C
,
× 5 0)
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な お ,
い ず れ の 組織 に お い て も全有核細胞中 , 肝 細胞も しく ほ

肝癌細胞が80 % 以 上 を占め て い た .

Ⅲ . サ ザン ブ ロ l

ソ トハ イプ リダ イ ゼ ー

シ ョ ン に よ る H B V 組

み込 み 様式の検討

症例1 で ほ 癌部 1 A ,
1 B 共に 各制限酵素消化に よ っ て 同 数の

バ ン ドを認め た . ･ ま たそ れ ぞれ の
バ ン ドの 鎖長は 1 A と I B で

同様で あ っ た . 非癌部 I C に お い て は 明 らか な バ ン ドほ 見 られ

輔 蘭 瀾 ∵ ∴ 牒 甑 繭ト ＼防闊 鳳

凰 B C 免 田 ㌫ 風 防 監

ー 1 2 k

- 1 . 6

野垂

F ig . 7 . I n t e g r a t e d p a tt e r n of H B V D N A i n th e g e n o m i c

D N A s o b t ai n e d f r o m th e n o d ul e-i n- n Od ul e l e si o n ( A ) , t h e
S u r r O u n di n g l e si o n (B ) of H C C , a n d th e cir r h o tic ti s s u e ( C)
in c a s e l . D N A w e r e d ig e st e d wi th o n e of th r e e r e s tri cti-
O n e n Z y m e S ( H i n d Ⅲ , P v u Ⅱ, a n d E c o R I ) . T h e b a n d s

O b t ai n e d i n l a n e s A a n d B w e r e id e n ti c al
,
W h e r e a s n o

d efi nit e h y b rid iz e d b a n d i n l a n e C .

なか っ た が 薄い ス メ ア を 認め た ( 図7 )

症例 2 ～ 5 で ほ 癌 臥 非癌部共に H B V の 組 み 込み ほ 認め ら

れ なか っ た .

m . R L G S に よ る ゲ ノ ム D N A 構造の 検討

1 . 癌部 A ,
B と非癌部 C の R L G S パ タ ー

ン の 比較

症例1 ( 図8 ) : 画 面上 で 比較可能 な約200 0 個 の ス ポ ッ ト に お

い て
, 癌部 A , B を非癌部 C と比較す ると , A で55 個 ,

B で5 7

個 の 強度の 異な っ た ス ポ ッ ト が 認め られ た . こ の う ち A , B 共

通 して い た の は54 個 で , 非癌部に 対 し癌部 で 強度 の 増強 して い

た ス ポ ッ ト ほ35 個 , 減少 して い た ス ポ ッ ト ほ19 個 で あ っ た .

症例 2 個 9 ) : 癌部 A , B を 非癌部 C と 比較する と ,
A で6 8

個 ,
B で6 2 個の 強度の 異な っ た ス ポ ッ ト が認め られ た . こ の う

ち A , B 共通 して い た の ほ56 個 で , 非癌部 に 対 し癌部 で 強度の

増強を して い た ス ポ ッ ト は36個 , 減 少 して い た ス ポ ッ トほ 20 個

で あ っ た .

症例 3 ( 図1 0) : 癌部 A , B を非癌部 C と 比較する と ,
A で5 7

個 ,
B で59 個の 強度の 異な っ た ス ポ ッ ト が認 め られ た . こ の う

ち A , B 共通 して い た の ほ52 個 で , 非癌部 に 対 し癌部 で強度の

増強 して い た ス ポ ッ トほ41 個 , 減少 して い た ス ポ ッ ト ほ11 個で

あ っ た .

症例 4 (国11 ) : 癌 部 A , B を 非癌部C と比較す る と A , B 共

に 強度 に 差の 認め られ た ス ポ ッ トが 6 個認 め ら れ ,
こ れ ら ほ

九 B で 同 一 で あ っ た . 非 癌部 に 対 し癌部 で増強 して い た ス

ポ ッ トほ 5 個 ( a , b , C , e , f) , 減少 して い た ス ポ ッ ト は 1 個 ( d)

で あ っ た ( 表 2 ) .

症例 5 (図1 2) : 癌 部 A , B を 非癌部C と比較す る と A , B 共

に 強度 に 差 の 認め られ た ス ポ ッ トが 3 個認 め ら れ ,
A
,
B で 同

一

で あ っ た .
こ れ らほ 全て 非癌部に 対 し非癌部 で 増強 して い た

( 表 2 ) .

症例 f か ら 5 で 総合す ると 強度の 増強 して い た ス ポ ッ トほ 計

72 個 J 減少 して い た ス ポ ッ ト ほ 計35 個検出され た .

2 . 癌部 A と B の R L G S パ タ ー

ン の 比較

症例 1 ( 図 8) : 癌 部1 A と 1 B の R L G S パ タ ー

ン を比 較す る

と 計4 個の ス ポ ッ ト に 強 度の 違 い が 認 め られ た . こ れ ら の ス

Fi g ･ 8 ･ R L G S p r ofil e s of r e gi o n s A (1 A ) , B (1 B ) a n d C (1 C ) i n c a s e l . A r r o w h e a d s i n di c a t e s p o t s a - d , W hi c h a r e diff e r e n t i n

in t e n sit y b e t w e e n th e r e gi o n s A a n d B .
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F ig . 9 . R L G S p r ofil e s of r e gio n s A (2 A ) , B (2 B ) a n d C (2 C ) i n c a s e 2 ･ A r r o w h e a d s i n d ic a t e s p o t s a- n ･ W h
i c h a r e d iff e r e n t i n

i n t e n sity b e t w e e n th e r e g l O n S A a n d B ･

F i g . 1 0 . R L G S p r ofil e s o王 r e gi o n s A (3 A ) , B ( 3 B ) a n d C (3 C) i n c a s e 3 ･ A r r o w h e a d
s i n di c at e s p o t s a-j , W hi c h a r e d iff e r e n t i n

i n t e n sity b et w e e n th e r e g 1 0 n S A a n d B
･

F ig . 1 1 . R L G S p r ofil e s of r e gi o n s A (4 A ) , B (4 B) a n d C (4 C) i n c a s e 4 ･ T h e r e is n o diff e r e n t s p ot i n i n t e n sit y b
e t w e e n･ t h e

r e gi o n s A a n d B . A r r o w h e a d s i n d i c a t e s p o t s a-f , W hi c h a r e dif f e r e n t i n i n t e n sity b e t w e e n c a n c e r o u s ( A , B)
a n d n o n - C a n C e r O u S

r e gi o n s (C ) .
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ポ ッ ト a ～ d の う ち非癌部 1 C に お け る強度 と比較 して 2 か ら

1 に 減少 して い るもの が 1 A で 1 個 ( a), 1 B で 1 個 ( c) で あ っ

た . 1 か ら 0 に 減少 して い る の ほ 1 B で 1 個 (d) で あ っ た . ま

た 1 か ら2 に 増 強 して い る の は 1 B の 1 個 (b) で あ っ た (表

3) .

症例2 (図 9) : 癌部 2 A と 2 B の R L G S パ タ ー ン の 比較 を行

な っ た と こ ろ
, 計14 個 の ス ポ ッ ト で強度 の 違い が認 め られ た .

こ の ス ポ ッ ト a ～ n の うち非癌部 2 C に お ける 強度 と比較 して

2 か ら 1 に 減少 して い るの は 2 A の 2 個(f , n) で , 2 か ら 0 に

減少 して い る の は 2B の 1 個(り で あ っ た . 1 か ら 2 に 増強 して

い る ス ポ ッ ト は 2 A の 3 個( a , b , k) で ,
0 か ら1 に 増強 して い

る ス ポ ッ ト ほ 2 A の 4 個 ( e , i, j , l) , 2 B の 3 個(d , g , h) で あ っ

た ･ 0 か ら 2 に 増強 して い るス ポ ッ ト は 2 A の 2 個 ( c , d) , 2 f～

T a bl e 2 . R a .ti o n s of s p ot i n te n sit y d iff e r e n t b e t w e e n

C a n C e r O u S r e gi o n s A a n d B , a n d n o n
-

C a n C e r O u S r e gi o n

C i n c a s e s 4 a n d 5

C a s e S p o t R a ti o of s p o t i n t e n sity
▲)
i n r e gi o n s
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a ) R a ti o of s p o t i n t e n sit y : 2 i n d ic at e s th e a v e r a g e

i n t e n sity (di pl o id g n o m e), O th e r r a ti o s w e r e o b t ai n e d

a s f old e n b a II C e 皿 e n t .

b ) I n s p o t s p r e s e n t e d , th e r a ti o of s p o t i n t e n sity w e r e
n o t d iff e r e n t b e t w e e n r e gi o n s A a n d B .

T a bi e 3 . R a ti o n s of s p o t i n t e n sit y diff e r e n t b e t w e e n
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a ) R a ti o of s p o t i n t e n sity : 2 i n d i c a t e s th e a v e r a g e

i n t e n sity ( dipl oid g e n o m e) , O th e r r a ti o s w e r e o b t ai n e d
a s f old e n h a n c e m e n t .

F i g ･ 1 2 ･ R L G S p r ofil e s of r e gi o n s A (5 A) , B (5 B) a n d C (5 C) i n c a s e 5 . T h e r e is n o d iff e r e n t s p o t i n i n t e n sity b e t w e e n th e

r e gi o n s A a n d B ･ A r r o w h e ad s i n di c a t e s p o t s a
-

C , W hi c h a r e d iff e r e n t i n i n t e n sity b e t w e e n c a n c e r o u s ( A , B) a n d n o n- C a n C e r O u S
r e gi o n s (C ) .



肝細胞癌 ゲ ノ ム D N A の 多様性

の 2 個 (i , m ) で あ っ た (表 3) .

症例3 (図10) : 同様 に 癌部 3 A と 3B の 間 で ほ 計1 0 個の ス

ポ ッ ト で 強度 の 違 い が 認 め られ た .
こ の a ～ j の う ち 非癌部

3 C に お け る強度 と比較 して 2 か ら 1 に 減少 し て い る の ほ 3 A

の 2 個(b , C) で あ り , 1 か ら 0 に 減少 して い るの ほ 3 A の 1 個

(i) で あ っ た . 0 か ら1 に 増強 して い るの ほ 3 A の 2 個 (d , e) ･

3 B の 2 個( a , g) で あ っ た . 0 か ら 2 に 増 強 して い るの は 3B の

3 個 (d ,
e
,
h) で ,

1 か ら2 に 増強 して い る の ほ 3 B の 2 個 (f ･

j) で あ っ た ( 表3 )

症例 4 , 5 ( 図11 , 1 2) : 癌部A と B の R L G S パ タ
ー

ン を 比較 し

て 強度の 異な る ス ポ ッ トは 認め られ なか っ た ･

考 察

肝 癌 は
一

つ の 癌結節内に おい て 分化度の 異な る複数の 癌組織

が混在す る こ と が 知 られ て い るが , 通常 ,
よ り低分化な癌組織

が結節の 内側 に , 高 別 ヒな癌組織が外側に 位置 して お り ,
腫瘍

径 の 増大と共に 分化度の 低い 癌組織 がそ の 面積を 増 して 高分化

組織を置換 して い く現象が認め られ る
1 鋸19) 2 8) 2 9 )

.
こ の よ う な病 理

学的所見よ り肝癌の 結節内結節 つ ま り組織学的多様性 (t u m o r

h e t e r o g e n eity) は , 多段 階的な腫瘍進展 の 結果で ある と 理 解 さ

れ て い る .

覿織学的多様性 の 存在に もか か わ らず ,

一

つ の 癌結節は 一 個

の 癌細胞の ク ロ ー ナ ル な 発育に よ り形成 され て お り , 異 な る結

節内結節に お い て も保有する ゲ ノ ム は 同
一 癌紅織 ゲノ ム か ら由

来 して い る
16)

. H B V ほ感染 に 伴い 宿主肝細胞 D N A に ラ ン ダ ム

に 阻み 込 ま れ る
30)3 t )

が , 症例1 の サ ザ ン ブ ロ ッ い ､ イ ブ リ ダイ

ゼ ー シ ョ ソ ( 囲7 ) の 結果で ほ癌部 1 A , 1 B に 同様 の
バ ン ドを認

軋 H B V が 両者 の ゲ ノ ム の 同 じ部位 に 組み 込ま れ て い る こ と

が 示 さ れ た . ま た , 癌部 A , B と非癌部C の R L G S パ ター ン を

比較 した 検討 で は非癌部に 比べ 癌部 A と B で 共通 して 変化 して

い る ス ポ ッ ト が多数認め られ た . これ ら の 結果よ り, 癌部A と

B は組織学的に 異な っ て い て も元 来は 同
一

の ゲ ノ ム か ら由来す

る ク ロ
ー

ナ ル な 細胞集団で あ る こ と が 示 され た .

遺伝 子 の 変化に 基づく多段階発育に よ っ て ,
ク ロ ー ナ ル な細

胞集団に 形態学的な多様性 が形成 され た の で あれ ば , 元 来同
一

で あ る ほず の ゲ ノ ム 構造に 変化をきた して い る こ と が推測され

る . p 5 3 が ん抑制遺伝子は肝 癌 に お い て 高頻度に 点突然変異 を

起 こ して い る が , 高 分化肝癌で は こ の 変異 は 低頻度 で あ る
'2'

･

高分 化肝癌中に 組織学的に 悪性度の 高 い 結節内結節を含んだ 症

例で は結節内結節に の み p 5 3 変異 が認 め られ た
32､

. こ れ は 何ら

か の 原 因よ り ,
よ り脱分イヒし た 細胞集団が結節内結節 を形成

し
, P 5 3 変異 が 検出 され た も の と考 え られ る . こ の 検討は

一

つ

の 肝癌結節内部の ゲ ノ ム 構造の 変化 の 可 能性を 立 証 して い る と

思わ れ るが , こ の は か に 同 様の 検討 は発表 され て お らず , 肝癌

の 組織学的多様性 に 関す る分子生物学的検討は 不 十分 で ある ･

D N A 変化 の 検出に は ,

一

般 に 既知の D N A プ ロ
ー プ を 用 い

て 行わ れ るが ,
こ れ は未知の D N A 変化を検出す る こ と は で き

ず, -
-

ブ ロ ー プで ゲ ノ ム 上 の
一 座位 しか 検出する こ とが で き な

い . こ れ に 対 し
,
R L G S 法は 制限酵素切断末端を標識 し, 二 次

元 に 展 開す る こ と に よ りゲ ノ ム の20 0 0 ～ 3 0 0 0 座位 を ス ポ ッ ト と

して ス キ ャ ニ ソ グす る方法で ある .
これ に よ り ゲノ ム 構造の 変

化を全 ゲ ノ ム の 数 % と い う広井範囲に わた っ て 鋭敏に 検出可能

で ある
20)2 1 )

. R L G S 法 は微細な ゲ ノ ム構 造の 差異を検出可能 で ,

肝癌 の 鮭織学的多様性に 関す る分子生物学的検討に は 有用 で あ

377

る と思わ れ た た め t 今回の 検討 に 用 い た .

今回 の R L G S の 結果 で ほ , 組織学的多様性の み られ た 症例

1 か ら 3 の 結節内結節と そ の 周 囲 の 癌組織 の 間に R L G S パ

タ
ー

ン の 違 い . 即 ち ゲノ ム 構造の 違い が 認め られ , 両 者の ゲノ

ム に 変化をき た して い る こ とが 示 された (図 8 ～ 1 0) . こ れ に 対

し症例 4 , 5 は 紅織学的に も均
一

な小肝癌で ,
こ の 中の 2 部位 の

比較 で は症例1 か ら 3 の よ う な R L G S パ タ
ー

ン の 違 い は 認め

られ なか っ た ( 図 11 , 1 2) . した が っ て こ の 変化は 発癌初期の 段

階で は比較的 ク ロ
ー ナ ル な細胞集団で あ っ た肝癌に , 発育に と

もな い 一 部の ゲノ ム D N A に 変化をきた した サ ブ ク ロ
ー

ナ ル な

集団が 出現 した 結果と考え られ た .
こ の よ う な サ ブ ク ロ

ー

ン ノ

中で よ り悪性 の 形失を有 した もの が 出現すれば増殖 し , 新 たな

結節内結節を形成 し本来の 癌結節を置換 して い くもの と 思わ れ

る . 今回 の 検 討に よ り肝癌の 阻織学的多様性ほ多段階的な腫瘍

進展の 結果 で ある こ と が分子 生物学的見地か らも強く示 唆され

た .

さ らに
, 症例 3 で ほ

一

つ の 肝癌内の 組織学上 は 差異 の 見 られ

な い 2 部位 の R L G S パ タ
ー

ン に も違 い が認め られ た( 図10) . こ

れ に よ り形態学上 で は差 の な い 組織間で も D N A レ ベ ル で は サ

ブ ク ロ ー ナ ル な分化が起 こ っ て い る 場合が あ る こ と が示 さ れ

た .

N a g ai らに よ る R L G S 法を 用 い た肝癌とそ の 背景肝 の ゲ ノ

ム 構 造を 比較 した検討
22)2 3)
で ほ

, 複数の 症例で 非癌部 に 比 し肝

癌で 共通 して 強度の 増強 して い た ス ポ ッ ト が 5 個以上 , 減少 し

て い た ス ポ ッ ト が60 個検出され て い る . 今 臥 癌部と 非癌部 で

強度の 異な っ た ス ポ ッ トほ 増強が計72 個 , 減少が計35 個検出 さ

れ た . こ の う ちの 大半が各症例で 単独に 変化 して い た が , 減少

13 個 , 増強 5 個 の ス ポ ッ トが ,
N a g ai らの65 個の う ちの ス ポ ッ

ト
22)2 3 )
に あて はま っ た .

一 方 , 癌部A と B で 強度 の 異 な っ た ス

ポ ッ ト ( 図 8
～ 1 0) に ほ , N a g ai ら の ス ポ ッ ト

2Z 23 }
に あて は ま る

もの ほ 認め られ な か っ た . 肝癌を 形成する上 で 重要と 思わ れ る

遺伝子が こ の65 個の 共通 した ス ポ ッ ト の なか に 存在す る とすれ

ば
, 癌部A と B で 異 な っ た ス ポ ッ トほ それ ぞれ の 部位の 独自の

性質 を形成する もの , ある い ほ 適応 の 結果で ある と思わ れ る ･

R L G S 法の ス ポ ッ ト の 強度ほ D N A の コ ピ
ー 数に 比例す るた

め
,
二 つ の ア リ ル と も N o t l に 感受性 の 場合 に 得 られ る ス

ポ ッ ト の 強度ほ 最も多く 見られ る2 と な り,
一

つ の ア リ ル の み

感受性の 場合ほ 1 ,
ス ポ ッ ト の 見 られ な い 場合 ほ 0 と な る ( 図

1 ) . つ ま り非 癌部で 2 で あ っ た ス ポ ッ ト が 癌部で 1 や 0 に

な っ た 場合. こ れ ほ こ の ゲノ ム 領域に お い て , 癌化 に 伴し い
血

つ

の ア リ ル も しく は両方と もに 欠失や 挿入 な どの 構造変化を起 こ

した か
,
メ チ ル 化な どに よ り N o t l 切断部分が N o t l に 非感

受性に な っ た こ と を表す. 同様に 非癌部で 0 で あ っ た ス ポ ッ ト

が 癌部で 1 や 2 に な っ た 場合 ,
こ れ は 非癌部 で は 非感受性 で

あ っ た N ot i 音l粉 が癌化に と もな い
一

つ の ア リル も しく は 両

方 とも N ot l に 感受性に な っ た こ と を表す . 結節内結節A が ,

馴 こさ らに 遺伝子異常 が加わ っ た よ り低分化で進行 した癌細胞

集団な らば ,
R L G S パ タ

ー

ン で 肝 発癌に 伴 い 変化する ス ポ ッ ト

ほ 非癌部 C よ り C → B → A と 変化 し , 例 え ば (C , B , A
= 2

,
l
･

0) や (C , B ,
A = 0 几2) とな る と予想 され る . しか し今回 検出し

た A と B で強度 の 異な っ た ス ポ ッ ト ほ C と比較 して その 変化 の

順序は ラ ン ダ ム で (表 3) , A と B の 内 どち らが より 進行 した癌

細胞集団か を同定する こ と ほ 困難 であ っ た .
こ れ ほ 今回用い た

症例 は全て腫瘍径が大きく進行 した肝癌 で , 結節 内結節とそ の








