
Proliferative Activity and Malignancy in Human
Gastric Cancers : Clinical Significance of
Proliferation Rate and Its Clinical Application

言語: jpn

出版者: 

公開日: 2017-10-04

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: 

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

http://hdl.handle.net/2297/8211URL



68 0 金沢大 学十全医学会雑誌 第99 巻 第4 号 680 －69 1 く19 901

胃癌の 増殖能 と悪 性度 こ 腫癌増殖率の 意義 と そ の 臨床応用

金沢大学医学 部外科学第 二 講座 く主任 こ 宮崎逸夫教授う

大 山 繁 和

く平成 2 年 7 月11 日受付う

術前 に お ける 腫瘍増殖能の 把握 を目的 に
， 細胞 増殖 動態の 解析よ り 腫瘍増殖能に 対す る最も 良い

指標 を検索 す ると と も に
，

その 臨床的意義 を検討 した ． 対象 は ， 1 9 8 6 年 4 月か ら198 9 年10月 まで に 教室

で切 除され た胃癌172 例 で あ る ． 全例 に b r o m o d e o x y u rid i n e くB rd U r dl が 静脈 内投与 され ， う ち56 例に

は
，
切除 6

，

8 時間前 に B r d U rd を 投与 し
， 移動追跡法 に よ る細胞動態 の解析 を 施行 し た ． 細 胞動 態

は
，

Fl u o r e s c e i ni s o thi o c y a n a t e くFI T C H B r d U rdl － P I くD N A l 二 重 染色後 ，
フ ロ

ー サ イ トメ ト リイ を用い

て行 っ た ， その 結果
， 胃癌 に お け る D N A 合成時 間は

，
1 7 ． 4 士7 ． 2 時間 で

，
正 常粘膜く10 ． 9 士1 ．1 時 間1 に

比 し延長 してい た ． な か で も B r d U r d 標識率が 高値 を示 す 例や D N A 異数倍体で は
，
D N A 合成時間の

延長 が顕著 で
，
D N A 合成時 間は ，

B r d U r d 標識率
，
D N A 指標 の N A i n d e xl と有意 な相関関係 を示 し

た ． 腫瘍増殖率の 指標 を重 回帰分析に て 検索 した と こ ろ ，
B rd U r d 標識率 と D N A 指標の 比が 最 も良い

指標 で あっ た ． ま た ， 腫 瘍 増殖 率 と そ の 推測値 くB rd U r d 標 識 率 D N A 指標 I は
，

r ニ 0 ． 8 3 4
， p く

0 ． 0 00 1 と き わ め て有意 に 相関 した ． こ の腫瘍増殖率推測値 は
， 肝転移 ， リ ン パ 節転移 と密接 に関連 して

お り
，

C o x の比例 ハ ザ モ ー ド モ デ ル を用 い た予後因子 解析 の結果 ， 腫瘍増殖率推測値 は
， 肝転移 ， 腹膜

播種 ，
リ ン パ 節転移 を凌 ぐ

， 最 も優位 な 予後 因子 であ っ た ． こ の因子 の 臨床応 用を目的 に
， 生検材料を

用い て
，
生体外 くin v it r oI B rd U r d 標識 を施行 し

，
生体 内くin v i v ol の成績 と の比較 を行 っ た と こ ろ

， 両

者 は極め て よ く
一 致 した くr こ 0 ．9 6 0

， p く0 ． 0 00 11 ． 以上 よ り
，
腫瘍増殖率が

， 転移 と密接 に 関連 し
， 癌の

悪 性度 を最も良く反映 す る 国子 で ある こ と が推測 さ れ
，
生検材料 か ら の 推測 が 可能 であ る こ と よ り ， 臨

床応用の 可能性 が示 唆 さ れ た ，

K e y w o r d s c ell k i n e ti c s
， P r Olif e r a ti o n r a t e

，
b r o m o d e o x y u ridi n e

， g a St ri c

C a n C e r

腰癌 の増殖活性は ， 種 々 の 悪 性腫 瘍 で その 予 後因子

と して の有用性が 報告さ れ て お り
lト 乃

， そ の 指 標 の
一

つ で あ る腰瘍 マ ー カ ー は
， 有用 な癌の 診断 ． 治療の 指

標 とも な っ て い る
朗l

． し か し
， 腫瘍 の 増殖 活性 を 最も

正 確 に 表現す る腫瘍倍加時間 は
， 測定可能病変 を必要

と し
，

ま た
，
腫瘍 マ

ー

カ
ー

に お い て も そ の 産生 を必 要

とす る ． 胃癌 に お け る腰瘍 マ ーカ
ー

の 陽性率 は
，
2 0

－

3 0 ％ に 過ぎず ， しか も臨床的 に 高度 に 進行 し た症例が

多い
川

． 測定可能病変 に つ い て も ， 肝転移 巣以 外 は
，

計測が 困難な場合 が 多く ， 手術療法 が施行 され る ほ と

ん どの 症例 は ， そ の 腫瘍 の 増 殖能 ． 転 移能が把握され

な い ま ま に 手術が 行わ れ て い る の が 現状で ある ．

そ こ で
． 腫 瘍 の 増殖 を細 胞動 態の 面 よ り 解析 し

，

も っ と も 有用 な腫瘍増殖能の 指標 を検 索す る と共に
，

そ の 予 測の 可能性 に つ い て 検討 した ． さ ら に
，
得られ

た 指標の 臨床的意義 を検討 した ．

対象 お よ び方法

工
． 対 象

198 6 年 4 月 か ら19 8 9 年10 月 ま で に 金沢 大学第二 外科

A b b r e v i a ti o n s ニ B r d U rd
，

b r o m o d e o x y u ridi n e i D I
，

D N A in d e x 三 L I
，

B rd U r d l a b elin g

i n d e x 妄 F I T C ， flu o r e s c ein is o t hi o c y a n a t e ニ p P R
， p r e di ct e d p r olif e r a ti o n r at e 三 P R

，

p r o lif e r a ti o n r a t e ニ T g ， g e n e r a ti o n ti m e i T s
，
D N A s y n t h e sis ti m e



腫瘍増殖率の 臨床的意義

教室で切除さ れ た 胃癌1 7 2 例 を対象 と し た ． 男性1 0 1

例，
女性71 例で

，
早 期 胃痛74 例 ， 進行 胃癌98 例 で あ

る ． 全例 に 拡大 リ ン パ 節郭清 を伴う 胃全 摘術 ある い は

胃亜全癖術が施行 され た ． 胃切除後 ，
1 ヶ月 か ら 4 年

までの間に 死亡 し た症例 は68 例で
， 他病死 は検討 よ り

除外した ■

工王． 方 法

1 ． B r o m o d e o x y u rid i n e くB r d U r dン の 生体 内投与

手術前に B r d U rd R A D I B U D
R

，
T a k e d a C h e mi c al

L td
，
O s a k a

， J a p a n1 2 0 0 －

1 0 0 0 m g を生理 食塩 水10 0

m l に溶解 し ，
3 0 分間で す みや か に 静脈 内投与 した ． 通

常は， 開腹直前 に 投与 し ， 移動追跡法 に よ る細胞動態

解析の場合 は
， 開腹6 － 8 時間前 に 投与 した ．

2 ． B rd U r d の 生体外標識

B rd U r d の 生体外 標識 の 方法 は
，

S a s a k i ら
u ，

に 準

じ
，
術前の 胃内視 鏡検査 の 生検材料 を用 い て 行 っ た ．

チ ミ ジ ン を 含 ま な い 増 発 液 R P M I 1 6 4 0 くGI B C O
，

G r a n d I sl a n d
，
N Y

，
U S A 1 2 m l 中 に 言約1 m m 角の 腫

瘍組織片 く生検材料 5 q l O 個1 を ，
B r d U rd が 最終濃

度400ノ上 M と な るよ う に 添加 し
，
2 0 ％ 胎児 ウ シ ア ル ブ

ミ ン0 ． 5 m l を加 え た後
，

C a rb o g e n く95 ％0 2
，
5 ％C O 21

に て3 気圧 下1 時 間培養 した ． 細胞 の 処理 方法 ， 解析

方法は
， 切 除標本 と 同様 で ある ．

3 ． 細胞処理

切除新鮮標本 よ り
， 約5 m m 角の 痛組織 を 採取 し

，

7 0％ エ タ ノール に て固定 した ． 30 分間以上 国定後 ， 1

－

2 m m 角に 締切 し ， 0 ． 5 ％ペ プ シ ン溶液 くp H l ．別 に

て37
0

C
，

2 時 間酵素処理 し
，
単 離細胞浮遊液 を作成 し

た ．

4 ． 蛍光染色

蛍光染色 は
，
間接免疫染色に て行 っ た ． ま ず ， 単離

細胞浮遊液 を ， 2 規定塩 酸で2 0 分間反 応 さ せ
，

D N A

を変性させ た後 ，
0 ．1 規 定 ホウ酸 ナ ト リ ウ ム で 1 0 分 間

中和 した ． そ の 後 ，

一

次抗体 と し て 抗 B r d U rd 抗 体

くB e c t o n D i c k i n s o n
，
M o u n t a i n V i e w

，
C A

，
U S A l を

，

二 次抗体 と し て Fl u o r e s c ei n i s o th i o c y a n a t e くFI T Cl

標識抗 マ ウ ス ヤ ギ I g G くC a p p el L a b o r a t o ri e s I n c ．
，

C A
， U S A l をお の お の 1 X l O

6

偶の 癌細胞 に 対 し20 JL l

使用 し
，

D N A 染 色 を ， P r O pid i u m i o d id e くPIl

tSi g m a C h e mi c a l C o ．
，
S t ．L o u i s

，
M O

， U S 封 20 JL gl

m l に て行 っ た ．

5 ． 細胞動態解析

1I 正 常粘膜

正常粘膜 の 場合 は
， 癌組織と 異な り

，
塗末標 本か ら

粘膜上 皮の み の B r d U rd 標識率 を 算 出す る こ と が 困

難である こ と か ら
， 免疫組織染色を施 行 し

，
B rd U r

－

6 81

d 標識率 を算出し た ． す なわ ち
，

6 月
m ホ ル マ リ ン 固

定パ ラ フ ィ ン 切 片を脱 パ ラ乳 2 規定塩酸 を20 分間反

応させ た 後
，
0 ■1 規定 ホ ウ酸ナ ト リ ウム に て10 分間 中

和 した t さ ら に
，
0 ． 0 5 ％プ ロ テ アーゼ処理 後 ，

0 ％正 常

ヤ ギ 血 清 で3 0 分 間 反 応 さ せ
，

一 次 抗 体 と し て 抗

B rd U rd 抗体 を ，
二 次抗体と して

，
ビ オ チ ン 化 マ ウ ス

I g G くT A G O
，
B u rli n g a m e

，
C A

，
U S A l をお の お の 1 時

間反 応 さ せ
，

a vi d i n e
－bi o ti n ．

p e r o x i d a s e c o m pl e x

くV e c t o r L a b ．

，
B u rli n g a m e

，
C A

，
U S A J を 1 時間反応

させ た － 3
，
3

，
－ di a m i n o b e n zid i n e 溶液 に て発色後 ，

へ マ

ト キ シ リ ン に て 核染色を 行 っ た ． B rd U r d 標識率 は
，

胃粘膜上皮細胞200 0 個に 占め る
，

B r d U rd 標識細胞 の

比率 く％う よ り 算出した ． D N A 合成時間は
， 移動追

跡法に て求 め ， その 成績 よ り世代時間 を算出し た ．

2う 癌組織

癌組織 に お ける細胞動態の 解析 は
，

フ ロ ー ー サイ ト メ

トリ
ー

E P I C S － C くC o ult e r E l e c t r o ni c s I n c
． H i a l e a th

，

F L
，
U S A l を 用 い て行 っ た ． D N A 倍体 様式 くD N A

pl oid y p a tt e r nl を
，
検体 内に 含まれ る 問質細胞 を内部

標識 こ 2 C と し て
，

そ の 癌細 胞 の G O G l ピ ー ク の

D N A 量 の 比 D N A 指標 のN A i n d e x
，
D Il l ．0 の もの

を D N A 倍 体 m N A d ipl oid yI ， それ 以 外 の も の を

D N A 異 数 倍体 くD N A a n e u pl oi d yI と し た く図 り ．

1 検体 に つ き 約2 万 個の 細胞を測定 した ． B rd U r d 標

識率 は
，

B r d U r d J
，
D N A 散布図よ り

，
G O G l

，
S

，
G 2 M

各期 の 比 率 を E PI C S ． C 内蔵 の プ ロ グ ラ ム S T A T

P A C を用 い て算 出し
， 全細胞 数に 占め る 標識 細胞 の

比 率く％1 と した ． 移動追跡法の 場合は
，

G O G l 期の 標

識細胞の 1 ノ2 と S － G 2 M 期の 棲識細胞 を加 えた も の

を B rd U r d 標識率と し た ． D N A 倍体の 場合 は
， 同 一

検体よ り得 ら れ た塗 末標 本よ り正 常細胞 の 混 入 比 率 を

求 め
，
標識率 の 補正 を行 っ た ． く図2 ト

且
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こ
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一
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2 C
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Fig ． 2 ． C e ll c y cl e a n al y si s b a s e d o n b i v a ri a t e B r d U rdノD N A

d i st rib u ri o n o f D N A di pl o id y くAl a n d D N A an e u pl o id y くBl ．

B rd U r d L I f o r di pl oid y w a s r e c al c u l a te d b a s e d o n th e

p e r c e n t a g e o f n o r m al c ell s i n a t u m o r ti s s u e a s d et e r m i n e d b y

li gh t m i c r o s c o p y o f th e s m e a r ． F o r a n e u pl oi d t u m o r s
，
B rd U r d
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th e m o v e m e n t o f F I T C －1 a b el e d c ell s th r o u gh th e S －

p h a s e i s c o n s t a n t ，

A t th e ti m e o f t u m o r s a m pl in g くtl ，
F I T C －1 a b el e d S －

p h a s e c ell s m o v e

t o w a r d G 2 a n d s o m e o f th e m r e c y cl e t o G O l
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f oll o wi n g o n e m it o ti c

c y cl e ． T h ei r n e w p o siti o n i s d e t e r m i n e d f r o m th e i r m e a n D N A c o n t e n t
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くT sl ，
all F I T C l a b el ed c ell s a r e e x p e c t e d t o h a v e G 2 ． T s i s c al c u l a t e d

b y th e f o r m u l a T s 二 0 ．5 一ナくR M 2 － 0 ．51 x t
，

a n d g e n a r a ti o n ti m e くT gI
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6 ． 移動追跡法

移動追跡法は
， 細胞動態解析法の う ちの 瞬間標識法

の
一 つ で あ る

吻
． 移 動追跡法 の 原理 を図 3 に 示 す ． 本

法は， 時間0 に お け る標識細胞の 中点 が G O G l
， G 2 M

期の 中点に あ る と仮定 し
，

S 期の速度 が
一

定 で あ る こ

と を前提と し て い る 一 時間 t に お け る S 期 の標識細胞

の右方 へ の偏 位 く相 対移 動 2
，

r el a ti v e m o v e m e n t 2
，

R M 21 よ り ，
D N A 合成時間 の N A s y n th e si s ti m e

，

T sJ を算出す る ． D N A 合成時間は
，全て の B r d U r d

標識細胞が G 2 期に 移 行す る時間 に 相当す る ．

T s ニ 0 ．5 ．i くR M 2
－

0 ．51 X t

ま た ，
D N A 合成時間と B r d U r d 標識率よ り世代時

間くg e n e r a ti o n ti m e
，
T gJ を算出す る ．

T g 二 T s ル工

増殖率くp r olif e r a ti o n r a t e
，
P Rl は

，
この 世代時間の

逆数であ る ．

7 ． 統計学的検定

得られ た 計算値 は全 て 平均値 士標 準偏 差を 求め
， 各

群の平均値の 差 の検定 に は
，

S t u d e n t
，

s t 検 定 を 用 い

た ． 生存曲線 は
，

一 般 化 W il c o x o n 検 定 を 用 い た ．

B rd U r d 標識率お よ び 腫瘍増殖 率推測値 の カ ッ トーオ

フ値の 決定 は
，
C o x モ デ ル

13，

を用 い て 行 い
，

C o x 比 例

ハ ザ ー

ドモ デ ル に て
瑚

， 予 後因子 の 解析 を行 っ た ． 増

殖率の指標 の 解析 に は
，

重 回 帰分析 を用 い た ．
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8 ． 用 語

用 語は 胃痛取扱規約
14I

に 従 っ た ．

9 ． イ ン フ ォ
ー

ム ド コ ン セ ン ト

B rd U rd の 投与 に 当た っ て は
， 投与 前に 患者も し く

は患者の 家族 に B r d U r d 投与の 目的 お よ び そ の 副作

用 に つ い て 説明 し承諾を得た ．

成 績

工 ． 移 動追跡法 に よ る 正常粘膜お よ び痛組織 の 細胞

動態解析

移動追跡法 に よ る 細胞 動態 の 解析 は ， 正 常粘膜4 2

例， 痛組織56 例 に行 っ た ． 癌組織56 例の う ちわ け は
，

D N A 倍体18 軋 D N A 異数倍体38 例で ある ． 正 常粘膜

の B rd U r d 標識率は
，
6 ． 9 士1 ．8 ％

，
痛組織 で は1 4 ． 5 士

1 1 ． 5 ％と 癌組織 に お も1 て 高値 を示 した ． 図4 に 同 一

症

例 の 正 常粘膜 と癌組織の お の お の の B r d U r dl D N A 散

布図 を示 す ． 癌組織 で は 正常粘膜に 比 し標識細胞 の 右

方 へ の 偏位 が少 なく
， 正 常粘膜 の D N A 合成時 間の 延

長が 認め られ た ． 世代時 間は
， 両者 の比で 算出さ れ る

ため
，

正 常粘膜と痛組織全体 で は
，

ほと ん ど差が 見 ら

れ ず，
7 ． 6

－

7 ． 7 日 で あ っ た ． 正 常 粘膜 の 増 殖 帯 の

B r d U r d 標識率 は
，
4 2 ■ 5 ％で あ り

， 増殖帯の 世代時間

は約 1 日 で あ っ た ． 癌組織の なか で も D N A 異数僧体

腫瘍 は
，
B r d U rd 標識率が21 ．1 士1 2 ． 8 ％と D N A 僧体

腫瘍 く11 ． 5 士9 ． 8 ％H こ比 し高値 を示 した ． 図 5 は
， 多
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発胃痛症例 の D N A 倍体腫瘍と D N A 異数倍体の 腫瘍

B r d U r dJ D N A 散布 図であ る ． D N A 異数倍 体腫瘍 で

は
，

D N A 僧体腫瘍 に比 し D N A 合成時 間の 延長が認

め られ る ． 世代時 間は
，

D N A 倍体腫癌が8 ． 7 士5 ． 7 で

あ っ た の に 対 し ，
D N A 異数倍体腫瘍 で は5 ■ 2 士5 ■ 7 日

と有意 に 短か っ た く表 い ，

工工
．

D N A 合成時間

1 ． D N A 合成時間と B rd U r d 標識率

D N A 合成時間と B r d U r d 標 識 率 は ，
r ニ 0 ． 4 5 3

，

p く0 ． 0 0 0 5 と 相関 した く図 6 ト

2 ． D N A 合成時 間と D N A 指標 は
，

r
ニ 0 ． 5 3 4

．

p く0 ．0 00 5 と相関 した く図 り ． す なわ ち
，

S 期 細胞 の

多い 腫瘍や D N A 異数倍体腫瘍 で は
，
D N A 合成時間
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が延長 して い る こ と を示 す成績 で あ っ た 一

m ． 腫癌増殖率の 推測

腰 瘍 の 増 殖 率 は
， 世 代 時 間 の 逆 数 ，

つ ま り
，

B rd U rd 標識率I D N A 合成時間で 求 め られ る － D N A

合 成 時 間 は 個 々 の 症 例 に よ り 異 な り
，

生 体 内 くin

v i v ol で しか 求め ら れ な い ． そ こ で
， 増殖率 が 生体外

くin v i tr ol で 得ら れ る他 の 因子 の う ち何 に 最 も 良く相

関す る か
，

重 回帰分析を 用 い て解析 した く表 2 1 ． その

結 果
，
増 殖 率 の 最 も 良 い 指 標 は ，

B r d U r d 標 識率ノ

D N A 指 標 で
，

D N A 合 成 時 間 を 除 け ば
， 次 い で

B rd U r d 標識率 で あ っ た ． また ， 増殖 率 は
，

B r d U r d

標識 率ノD N A 指標 と r ニ 0 ． 86 3
， p く0 ． 0 0 0 1 で き わ めて

有意 に 相 関 した く図8 1 ．
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腫瘍増殖 率の臨床的意義

N ． 腫瘍増殖率推測 値 と臨床病理 学的所見

胃癌172 例 を対象に
，

B r d U r d 標識率 と D N A 指標

より求めら れ た腫瘍増殖率推測値 くp r e d i c t e d p r olif e －

r ati o n r a te
， p P RI の 臨床的意義 を検討 し た ． 腫瘍増殖

率推測値は
，
肝 転移例

，
リ ン パ 節転移 例 で 高値 を示

し ，
栄膜露出例 ， リ ン パ 管 ． 静脈侵襲 陽性例 で 高値 を

示した ． しか し ， 組織型 ． 浸潤様式な どで は
，
差が見

ら れ なか っ た ． ま た
，

D N A 異 数倍 体 腫 瘍 で は
，

D N A 倍体腫瘍 に 比 し高値 を示 した ． こ の よ う に
，
臨

床病理組織学所見 と の 関連 で は
， 腫瘍 増殖 率推 測値

は，
B r d U r d 標識率と 同様の 成績 を示 した く表 3 1 ．

V ． 腫瘍増殖率推測 値と 予後

腫瘍増殖率推測値の 予 後因子 と し て の 評価 を
，

一 般

化 W il c o x o n 検定 お よ び C o x 比例 ハ ザード モ デ ル を

用い て解析 した く表4 1 ． 単因子 解析 で は ， 肝 転移
，
腹

膜播種 ，
寮膜露出 ，

リ ン パ 節 転移 ， 組 織型 ， 壁深 達

度，
D N A 倍体様式

，
B r d U r d 標識率 ， 腰癌増殖率推

測値が有意な 予後 因子 で あ っ た ． しか し
， 多変量解析

の結果で は
ト 腫瘍増殖率推測値が 予 後因子 と して 最も

重要であ り ， 肝転移 ， 襲膜露出
， 組 織塾 が そ れ に 次 ぐ

国子で あ っ た ． 腰 瘍増 殖率推 測値 が1 0 ％未満 の 症例

h o u r

0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 く引

B rd U rd la b elin g i n di c e s

F ig ． 6 － C o r r el a ti o n b e t w e e n D N A s y n th e si s

ti m e a n d B rd U r d l a b eli n g i n d i c e s ． D N A

S y n th e si s ti m e c o r r el a te d w ith B r d U rd L I

Si g nifi c a n tl y くr
二 0 ．4 5 3

， p く0 ．0 0 0 5J ．

68 5

と
，
1 0 ％以 上 の 症例 に つ い て その 予後を検討 した と こ

ろ
， 前者の 4 年生存率が82 ． 3 ％で あ っ た の に 対 し ， 後

者は16 ． 2 ％と き わ め て 予 後不 良で あ っ たくp く0 ． 0 0 0 1
，

図9 1 ．
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Fi g ． 8 ． C o r r el a ti o n b e t w e e n p r olif e r a ti o n r a t e
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くr ニ 0 ．8 6 3
， p く0
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0 0 0 り． T h i s fi g u r e sh o w s t h a t

B r d U r d l a b eli n g in di c e sI D N A i n d i c e s c a n b e

th e m o s t si g n ifi c a n t i n d i c a t o r f o r p r olif e r a ti o n

r a t e ．

T a bl e 2 ． M ul ti pl e r e g r e s s i o n a n al y si s ニ P r e d i c ti v e v al u e f o r p r olif e r a ti o n
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V a ri a bl e 慧喜慧
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－
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－
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胃癌30 例 に つ い て
，
生体 外 B r d U r d 標識 を施行 し

，

生体 内の 成績 と の比 較 を行 っ た ． そ の 結果
，
生体外 で

得 られ た腫瘍増殖率推測値 は
，
生体 内の 腫瘍増殖率推

測値と Y ニ 1 ． 0 3 X 十0 ．0 3 2 ，
r ニ 0 ． 9 6 0

， p く0 ． 0 0 0 1 と い

う 値 を示 し
，

き わ め て良く
一 致 し た く図101 ．

考 察

腫瘍の 悪性度 を規定 す る因子 に は
，

そ の 局所 で の 増

殖能 ， 浸潤能 ， 他臓器 へ の 転移能 な どが挙 げ ら れ る ．

その う ち転移 は
， 予後 を規定 す る最 も重 要な 国子 で あ

るが
， 転移巣 の 形成 に は

， 標 的臓器 内で の 増殖 が 必須

で あ り ， そ の 意味で も
，
癌細 胞の 増殖 動態の 解明は

，

重 要 な問題 で ある ． S t e el
1 5，

に よ れ ば
，

ヒ ト腫瘍に おけ

る細 胞喪失は
， 約90 ％ に も の ぼ り ， 腫 瘍の 生長 と増殖

は必ず しも
一

致 し な い ． 腫 瘍の 増殖は
， よ り本質的な

癌細胞の 増殖能 を反映す るも の と考 え られ
， 重要な意

義 を有す る － 従来
，
増殖活性の 指標 と して

，
S 期細胞

比 率が 最 も良 く用 い られ てき た
l 郎 7I

． しか し
， 癌細胞で

は
，

D N A 合成時間が 長 い こ とが 報告 され てお り
， S

期細胞比率が そ の ま ま細胞の 増殖活性 を正 確 に 表現し

て い る か は未 だ明 ら か で は な い ． また
， 癌細胞に おけ

る D N A 合成 時間に 関 し て多数症例 を用 い た詳細な研

究 は見 ら れ な い
． そ こ で

， 本研究 で は
，

ま ず
， 痛にお
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ける D N A 合成時間の 延長 が
， 他の どの 様な 因子 と 相

関す るか
， 痛の 増殖活性 を 最も 良く 表現す る 因子 は何

か を解析 す る こ とと した ．

癌の増殖動態の 解析に は
，

サ イ ト フ ル オ ロ メ ト リー

や フ ロ ーサイ トメ トリ
ー

な ど に よ る細胞周期解析や ，

ま

H － チ ミ ジ ン オ
ー

トラ ジ オ グ ラ フ イ
一 に よ る S 期細

胞比 率の解析 な どが 用t l られ て きた
121

． ヒ ト癌 細胞 に

は種々 の程度 で 休止 期の 細 胞 が 存 在 し
， 最 近 で は

，

G l 斯くGO 矧 掛 の み な ら ず
， 細胞周期各期 に 休止 期の

細胞 が 存在 す る こ と が 明 ら か と な っ て き て い る
瑚

．

従 っ て
，

D N A ヒ ス トグ ラ ム か ら の 細胞 周期解析 よ り

求 めた S 期細 胞比率 は
，
必 ず しも 実際の S 期細 胞比率

と は
一 致 しな い 可能性が高 い ． また

，

3
H － チ ミ ジ ン は

，

半減期 のき わ めて 長い ラ ジ オ ア イ ソ ト
ー プで あ り ，

ヒ

トに 用 い る こ と に は問題が ある ． そ こ で
，

チ ミ ジ ン の

誘導体 で ， 選択的 に S 期細 胞 に 取 り込 ま れ る B r d U r
－

d を用 い て細胞動態の 解析 を行 っ た
19l

． ま た ， 出来 る

だ け客観的に 評価す る た め
，

フ ロ
ー

サ イ ト メ ト リーを

用 い て 解析 した
抑

．

フ ロ
ー

サ イ トメ トリ
ー に よ る細胞周期解析 は

， 培養

細胞や ， 白血病な どで行わ れ て き た が
， 胃癌 な どの 固

型癌で は殆 ど行わ れ て い な か っ た ． そ の 理 由は
， 細胞

単離の 困難 さ に あ っ た ．
コ ラ ゲ ナ

ー

ゼ や トリ プ シ ン に

よ る 細 胞 単 離 法 も 報 告 さ れ て い る が
，

変 動 係 数

くC o effi ci e n t o f v a ri a ti o n ， C V l が 大き く ， 精度の 高い

解析 は 困難 で あ っ た ． そ こ で
，

著者 は ， アル コ ール 固

定後 の 標本 を
，
3 7

0

C ， 2 時間 ペ プ シ ン 処 理 す る 方 法 を

開発 し た ． こ の処理 法で は
， 癌細胞 は細胞質が ほ とん

ど無く ，
ほ ぼ完全 な裸核 とす る こ とが 出来 る ． 本法で

の 平均変動係数 は
，
4 ． 2 ％ で あ り

， 培養 細胞 な ど で の

解析精度 な どと比 べ て も十分 に満足 しう る も の であ っ

た ．

細胞動態解析 法に は
， 連続標識法 ，

二 重 標識法
， 瞬

間標識法 な どが ある
12I

． 移動追跡法は
，

こ の う ち の瞬

間標識 法の
一 つ で あ る ． サ イ トフ ル オ ロ メ トリ

ー

を用

い て 解 析 した の は
，

F uji t a
211
が最初 で あ る が

，
サ イ ト

フ ル オ ロ メ トリ
ー

で は ， 解析 が煩 雑で あり ， 正確さ に

欠 けて い る 欠点が あ っ た ． しか し
，

フ ロ ーサ イ トメト

リ ー

を用 い る こ と に より 精度の 高い 解析結果 をうる こ

と が で き
，
現在

，
も っ も簡便 な方法で あ る

詔1
． 本法で

求 め られ た 正 常粘膜 の 細胞動態 は
，
諸家の 報告

1 恥 咽
と

一 致 し てお り ， 本法 の 成績 は信頼 に 足 る もの と 考えら

れ る ．

解析 の結果 ， 胃正 常粘膜で は
，

D N A 合成速度が ほ

ぼ 一 定 で あ っ た ． しか し
， 癌 組織 で は 種 々 の 程度で

D N A 合成 時間が延長 して い た ． し か も
，

そ の D N A

合成 時間の延 長は
，

S 期細胞の 多い 腫瘍や D N A 異数

倍体 腫瘍で よ り顕著で あ っ た ． 癌組織 に お ける D N A

合成 時間の 延長の 原因は 明 らか で は な い が
， 癌細胞に

は D N A 量 の 増大 に 加 え ， 染色体の 転座 ， 欠失 ， 点突

然変異な ど種々 の 変異
25
が 認 め られ る こ と よ り

， 癌細

胞 に お け る D N A 複製が よ り複雑で あ る こ とが推察さ

れ る ．

一

般 に
，

D N A 異数倍体腫瘍 は
，

S 期細胞比率

も多 い
おI

． 従 っ て
，
D N A 合成速度が さ ら に 延長 して い

る も の と考 え ら れ ， そ の増殖活性 を か な り補正 する必

要が ある ． こ の よ う に
， 少な く と も ヒ ト胃癌で は

， 必

ず しも S 期細胞 比率 は
， 増殖活性 を正 確 に は表現しな

い と 考え ら れ る ． 細 胞の 増 殖 動態 を 最も 正 確 に 表現

す る 指標 は
，

腫 瘍増 殖率で あ る ． こ の 腰瘍 増殖率は ，

S 期細胞 比 率と D N A 合成時間の 比 で 算出さ れる ． し

か し
，

D N A 合成時間の 解析は ， 生体 内 で しか 求 めら

れ ず
，

B rd U r d の 副作用 な ど を考慮す る と
2n 広く 臨床

的 に 行う こ と に は問題が ある ． そ こ で
，

その ほ か の生

体外で 得 られ る成績 よ り
， 増殖率の も っ も良い 指標と

な る もの を ，
重 回 帰 分析 を用 い て検 索 し た ． そ の結

果 ，
S 期細胞 比 率と D N A 指標 の 比 が ， 最 もよ い 指標

で あ る と い う 成績 が得 ら れ た ． こ れ は
ト 腫瘍増殖率が

S 期細 胞比 率 と D N A 合成 時間 の 比 で 求 め ら れ ，

D N A 合成時間が D N A 指標 に 比較的 良く相関するた

め と 考え ら れ た ． 実際に 腫瘍増殖 率と こ れ ら の 比 の間

に は
， 極め て 有意な 相関関係 が得 ら れ た ． 大腸癌に お

い て も 同様な 成績が 得 られ て お り
28，

，
こ の 腫 瘍増殖率

の 予 測は 種々 の 腫瘍 に 応用 可能で ある こ と が 示唆され

た ． こ の 結果 は ， あ ら か じめ S 期細胞 比 率と D N A 指

標が 検索可能 で あれ ば
， 術前 に 腫瘍増殖能の 把握が可

能 で あ る こ と を 意 味 し て い る ． S a s a k i ら
11，

は
，

B rd U r d 標識率 に つ い て
，

生 体内 と同様の 成績が
，
生

体外 で 得 られ る こ と を報告 し てい る ． ま た ， 石川ら
カ，
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は，
大腸内視鏡生検材料 と切除標本に お ける 核 D N A

畳を 測定 し ， 生 検材 料 の 個 数 が 3 個 あ れ ば 適正 な

D N A 倍体様式が 評価可能 で ある と述 べ て い る ． そ こ

で
，
著者は

， 生検材料5－10 個 を用 い て 生体 外 B r d U r d

標識 を行 い
，

B rd U r d 標 識率 ， D N A 倍体様式 の両

者を評価 した ■ そ の 結果 ， 生体外 B r d U rd 標識法 の 成

掛ま
，
生体 内の 成績と き わ め て良 く

一 致 した ． こ れ ら

の こと よ り ， 生検材料 を用 い て腫瘍 の増殖率が 予 測 し

うるも の と考 え られ た ．

次に
，

こ の 腫瘍増殖 率が 臨床上 どの よう な 意味 を持

つ のか
，
臨床病 理学的所見 と の 関連 を検索 した ． そ の

結果
，
肝転移

，
リ ン パ 節転移 ，

リ ン パ 管侵襲
，
静脈侵

襲な ど転移と 関連 を有 す る因子 と の 密接な 相関が 認め

られ た ． 転移 の確立 に は
，
癌細胞の 脈 管 へ の 浸潤， 遊

離 ， 標的臓器 へ の着床 ， 増殖な ど種 々 の 過程 を必 要と

する
鋤

． 細胞の 増殖能 と転移能 との 関連 に つ い て
， 増

殖と転移と は必ず し も相関 しな い と の 報 告
31 － 3胡

が あ る

一 方， S 期細胞が よ り転移 し易く
， 高 い コ ロ ニ

ー 形成

能を有 して い る と い う 報告 瑚
や

， 増殖 関連 癌遺 伝子 で

ある H a ィ a s の 組み 込 み に よ り転移能が 克進 し た と言

う報告
36I
も見 られ

，

一 致 した 成績 は得 ら れ て い な い ．

今回の 腫瘍増殖率と 臨床所 見と の 関連 は
，

ヒ ト腫瘍で

の細胞増殖と 転移 と の 密接 な関連 を示 唆す る もの と 考

えられ る ． そ の 意 味で
，

腫瘍増 殖率 を 把 握 す る こ と

は
，

その 腫瘍の 転移能 を把握す る こ と に も つ な が り ，

術後経過観察の モ ニ ターに も な る と 考 え られ る ．

D N A 倍 体様 式 が予 後 因子 と し て有 用 で あ る こ と

は
， 種々 の 腫瘍 に お い て ほ ぼ認め ら れ て い る

5 ト 7 靭
． し

か し
， 予後 国子 と して は

， 臨床的な病期 分類 の 因子 で

ある肝転移 ， 腹膜播種
，

リ ン パ 節転移 な どに 比 べ 劣 っ

て お り
， 未 だ臨床応用 さ れ る に 至 っ て い な い の が現状

で ある ． 本研究 で も 単因子解析 で は
，

D N A 倍体様 式

やS 期細胞比 率 は
， 有 意 な 予 後因 子 で あ っ た ． し か

し
， 多変量解析の 結果で は それ らの 因子 は有意 で はな

く， 腫瘍増殖率推 測値 が
， 最 も有意 で あ り ， 肝転移な

どより も予 後因子 と し て重 要 で あ っ た ． こ の 解析結果

は
， 腫瘍の 増殖と転移 と の 密接 な関連 を予 後の 面か ら

裏ずけ ると 同時に
， 腫瘍増殖率が 癌の 悪 性度 を最も 反

映する因子 で あ る こ と を示 す も の と 考え ら れ た ． 腫瘍

増殖率は
， 生検材料 か ら推測が 可能で あ り

，
胃癌 の 悪

性度を最も良 く表現す る 指標と して
， 臨床応 周 し う る

可能性が 示唆 され た ．

結 論

胃癌の 細胞動態解析 を詳細 に 検討す る こ と に よ り
，

腫瘍増殖 の 最も優 れ た 指標 を求 め
， その 臨床的意義 を

689

検討 した ． ま た
，

そ の 臨床応用 の 可能性を検討 した ．

1 一 胃癌組織 の世代時間は
，
7 ． 6 士5 ． 2 日 で あ っ た ．

腫瘍増殖率は
， 世代 時間の 逆 数で 求 め ら れ ，

B r d U r d

標識率と D N A 指標 の 比が そ の 最 も良い 指標 で あ っ た

くp く0 ． 00 0 1I ．

2 ． B rd U rd 標識 率と D N A 指標 よ り求 め られ た腫

瘍増殖率推測値 は
， 肝転移 ■ リ ン パ 節転移な ど転 移と

密接に 関連 し
， 肝転移を凌 ぐも っ と も重 要な 予後 因子

で あ っ た くp く 0 ．0 0 0 1I ．

3 ． 生検材料よ り求め られ た腫 瘍増殖率推 測値 は
，

生体 内での 成績 と き わ め て良く
一

致 し たくp く0 ． 0 0 01 ト

以上 よ り ， 腫瘍増殖率 は胃癌の悪性度 を最 も良 く表

現す ると 考 え られ ， その 術前 に お ける 予測が可 能 で あ

る と考 え られ た ．
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