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目 的

フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー(FlowCytome七ry,

FCM)に よ り 、 腫 瘍 細 胞 の 核DNA量 が 簡 便 に

測 定 で き る よ う に な り 、DNAploidyが 腫 瘍 の

悪 性 度 の1つ の 指 標 と し て 、 評 価 さ れ つ つ あ

る 。 本 研 究 で はFCMに よ り 求 め た 膀 胱 腫 瘍 細

胞 のDNAploidYと 症 例 の 予 後 等 と の 関 連 性 を

分 析 し 、 膀 胱 腫 瘍 の 臨 床 に お け る 、 核DNA量

測 定 の 有 用 性 を 検 討 し た 。
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対 象

旭 川 医 大 泌 尿 器 科 に お い て1977年 か ら1988

年 の 問 に 膀 胱 全 摘 を 行 な っ た 、 原 発 性 膀 胱 腫

瘍68例 の 内 、 測 定 に 十 分 な 組 織 が 得 ら れ た 、

移 行 上 皮 癌47例 を 検 討 の 対 象 と し た 。 全 摘 標

本 に お け る 深 達 度 別 症 例 数 は 、Ta1例 、TO

5例 、Tla5例 、Tlb8例 、T28例 、T3a

lO例 、T3b7例 、T43例 で あ っ た 。 な お 、

TOの5例 を 含 む41例 に 術 前 照 射(20～40Gy)

を 行 な っ た 。
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方 法

FCM分 析 は 、 当 院 病 理 部 に 保 存 さ れ て い る

上 記 症 例 の パ ラ フ ィ ン ク プ ロ 』ッ ク を 用 い 、

HedleyetaLの 方 法(J.Histochem.Cyto-

chem.31,1333-1335,1983.〉 に 準 じ て 下 記 の よ

う に 行 な っ た 。

1、 パ ラ フ ィ ン ク ブ ロ ッ ク よ り 、50μmの

切 片 を 切 り 出 す(組 織 の 大 き さ に よ り1～4

枚)。

2、 切 片 を 、xYleneで 脱 パ ラ フ ィ ン(10分

2回)し 、100%、95%、70%、50%(各10分

)のethanol系 列 で 親 水 化 し た 。

3、 蒸 留 水 で2回 洗 浄 後 、0.2%pepsln(半

井 化 学)、0.9%NaCl、pHL5の 溶 液 中 で 、37

℃ 、90分 処 理 し 、 細 胞 単 離 、 裸 核 化 を 行 な っ

た 。

4phosphatebuffersaline(PBS,.001M.

pH7.2)を 加 え 、 反 応 を 停 止 さ せ た 後 、 遠 沈(

1000r.p.m.,10min.)し 、 細 胞 核 よ り な る 沈

殿 物 を 得 た 。
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550ug/mlpropidiumiodine(Hoechst)

1mglmlribonucleaseA(Sigma>(inPBS)に

て 再 浮 遊 し 、 室 温25分 反 応 さ せ た 。

6、nylonmesh(40μmpore>で 濾 過 し 、

当 大 学 機 器 セ ン タ ー 保 有 の 昭 和 電 工 社 製CS

-20に て10000個 の 細 胞 を 測 定 し た 。

7、DNaヒ ス ト グ ラ ム の 解 析 は 、Fossaet

aL(Path.Res.Prac七.181,200-205,1986.〉 の

報 告 に 従 っ て 行 な っ た 。 す な わ ち 、 標 準 サ ン

プ ル は 用 い ず 、 最 も 低 いchannelnumberの

peak(firstpeak)をdiploidpeakと 判 定 す る

こ と と し 、Singlepeakの 場 合 はdiploidと

し た 。 複 数 のpeakが 見 ら れ た 場 合 、firSt

peakのchannelnumberに 対 す る 他 のpeakの

channelnumberの 比 を 計 算 し 、 そ の 値 が1.90

か ら2.10の 範 囲 に あ れ ば 、 そ の サ ン プ ル は

dlploldと し 、 そ の 範 囲 を 逸 脱 す るchannel

にpeakを 有 す る 場 合 に はnon-diploidと 判 定

し た 。
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結 果

1、 細 胞 異 型 度 とDNAploldy

47症 例 の 内 、37症 例 で 照 射 の 影 響 の な い サ

ン プ ル(照 射 例 で は 治 療 前 の 生 検 組 織 、 非 照

射 例 で は 全 摘 組 織)を 解 析 で き た 。 各 々 の 異

型 度 に お け るnon-diploidの 比 率 は 、grade1

(Gl)‐25%(1/4),grade2(G2)‐25%(3/12),

grade3(G3)-48%(10121>で あ っ た 。

照 射 後 の 全 摘 組 織 は35例 で 解 析 で き 、non-

diploidの 比 率 は 、G1-50%(112),G2-60%

(315>,G3-46%(13128>で あ っ た 。 照 射 の 有

無 を 考 慮 せ ず 、 両 者 の 結 果 を 合 算 す る と 、G1

-33%(216)
,G2-35%(6117)G3-47%(23149)

で あ っ た 。 解 析 し た す べ て の サ ン プ ル に お け

るnon-diploidの 比 率 は 、43%(31172>で あ っ

た 。

2、 治 療 前(臨 床 的)深 達 度 とDNAploidy

上 記 の 、 照 射 の 影 響 の な い サ ン プ ル で 測 定

可 能 で あ っ た37例 に つ い て 検 討 し た 。

各 々 の 臨 床 的 深 達 度 に お け るnon-diploid
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の 比 率 は 、Tl-33%(216>,T2-50%(6112),T3

-29%(5117) ,T4-50%〈112)で あ っ た 。

3、 病 理 学 的 深 達 度 とDNAploidy

術 前 照 射 施 行 後 に 膀 胱 全 摘 を 施 行 し た 症 例

中 、 解 析 可 能 で あ っ た35例 に お け るnon-dip-

loidの 比 率 は 、Ta-100%(111>,Tla-75%

(314)Tlb‐29%(217),T2‐57%(4/7)T3a‐

33%(319>,T3b-50%(316>,T4-100%(111>で

あ っ た 。 照 射 非 施 行 例 で は 、Tla-0%(011>,

Tlb‐100%(1/1)T2‐100%(111}T3a‐100%

(111>,T3b-0%(011>,T4-0%(011>で あ っ た

4、 照 射 前 のploidyとdownstagingと の 関

連 性

照 射 前 のploidyと 照 射 後 のdownstagingの

有 無 が 、 共 に 判 明 し た 症 例 は31例 で あ っ た 。

照 射 前diploidの 症 例20例 の 内 、7例(35%)

にdownstaglngを 認 め た 。 照 射 前 にnon-

diploidで あ っ た11例 で は 、4例(36%〉 に

doWnstagingを 認 め た 。
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5、 照 射 前 後 に お け るploidyの 変 化

照 射 前 後 に お け るploidyの 比 較 は 、25例 で

可 能 で あ っ た 。 照 射 前diploidで あ っ た 症 例

は17例 で 、 内10例(59%)が 照 射 後 も 、 変 化 な

く 、7例(41%)が 照 射 後 、non-diploidに 変

化 し て い た 。 照 射 前non-diploidで あ っ た8

例 で は 、 照 射 後 に も 変 化 な か っ た も の と 、 照

射 後 にdiploldに 変 化 し て い た も の と が 、4

例 ず つ で あ っ た 。

downstagingと の 関 連 で 見 る と 、diploid

→diploidで は10%(1110)に 、diploid→

non-diploidで は57%(417)に 、non-diploid

→non-diploidで は0%(014)に 、non-dip-

lold→diploldで は25%(114>に 、 そ れ ぞ れ

downstagingが 見 ら れ た 。

6、 リ ン パ 節 転 移 所 見 とDNAploldy

膀 胱 全 摘 時 の リ ン パ 節 転 移 の 状 態 と 、 膀 胱

組 織 のploldyの 、 両 者 が 明 ら か と な っ た 症 例

は 、40例 で あ っ た 。pNO30例 で は 、14例(47%

〉 がnon-diploidで あ っ た 。pN1で は100%(2
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12>、pN≧2で は50%(418>、pN(+)全 体 で は

60%(6110)がnon-diploldで あ っ た 。

7、 予 後 とDNAploidy

全 摘 標 本 に お け るDNAploidyを 解 析 で き た

症 例 の 中 で 、3年 以 上 の 癌 な し 生 存 を12例 で

(38～115か 月 、 平 均69か 月)、 ま た 癌 死 を

11例 で(3～51か 月 、 平 均6か 月)確 認 で き

た 。 そ の 結 果 、3年 以 上 生 存 症 例 で のnon-

diploidの 比 率 は67%(8112>、 癌 死11例 で の

non-dlploidの 比 率 は64%(7111>で あ っ た 。
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考 案

1、 異 型 度 とDNAploidy(結 果 の1)

膀 胱 全 摘 術 を 施 行 し た 症 例 の み の 分 析 で あ

る た め 、G1症 例 の 数 が 少 な く 、 各 異 型 度 問 で

の 正 確 な 比 較 は 困 難 で あ る が 、 異 型 度 の 上 昇

に つ れ てnon-diploidの 比 率 が 増 加 す る 傾 向

は 認 め ら れ た 。 但 し 、 そ れ ほ ど 大 き な 差 で は

な く 、 同 じ α1で も 膀 胱 全 摘 に 至 る よ う な 多 発

性 あ る い は 再 発 性 の 症 例 で は 、 異 型 度 の 高 い

症 例 に 匹 敵 す る よ う なDNAploidy上 の 異 常 が

現 れ て い る と も 考 え ら れ る 。

2、 深 達 度 とDNAploidy(結 果 の2、3)

DNAploidyと 臨 床 的 深 達 度(照 射 の 影 響 の

な い サ ン プ ル で の 検 討)、 及 び 病 理 学 的 深 達

度 の い ず れ の 比 較 に お い て も 、 一 定 の 関 連 は

見 ら れ な か っ た 。 こ の こ と か ら 、 深 達 度 と

DNAploidyと は 独 立 し た 因 子 で あ る と 考 え ら

れ た 。 す な わ ち 、DNAploidyの 異 常 は 、 癌 の

浸 潤 を 促 進 す る 因 子 で は な い と 思 わ れ る 。
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3、 リ ン パ 転 移 とDNAploidy(結 果 の6)

pNの 上 昇 に 比 例 し た 、 明 ら か なDNAploidy

の 異 常 の 増 加 は 見 ら れ ず 、DNAploidYは リ ン

パ 節 転 移 の 程 度 を 示 す 因 子 と は な り 得 な い と

考 え ら れ た 。

4、 照 射 とDNAploidy(結 果 の4、5)

DNAploidyと 放 射 線 照 射 へ の 反 応 の 有 無(

downstagingの 有 無)に は 明 ら か な 関 連 は 見

ら れ な か っ た 。 ま た 、 照 射 に よ るploidyの 変

化 の 仕 方 に も 、 一一 定 の 傾 向 は 認 め ら れ な か っ

た 。 た だ 、 照 射 前 にdiploidで 、 照 射 後non-

diploidに 変 化 し て い た 症 例 で は 、 他 の 症 例

に 比 し 、downstagingの 率 が 高 か っ た 。 こ の

こ と は 、 照 射 に よ る 異 常 な 核DNAを 持 っ た 細

胞 の 出 現 が 、 腫 瘍 の 退 縮 と 関 連 し て い る こ と

を 示 唆 す る も の か も 知 れ な い 。

5、 予 後 とDNAploidy(結 果 の7)

長 期 生 存 例 と 癌 死 例 と の 比 較 検 討 で は 、

DNAploidyと 予 後 と の 間 に は 関 連 性 は 見 ら れ

な か っ た 。 す な わ ちDNAploidyは 、 予 後 を 規
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定 す る 因 子 と は な っ て い な い と 考 え ら れ た 。

当 科 に お け る 膀 胱 全 摘 症 例68例 の 検 討 で は

深 達 度 と リ ン パ 節 転 移 所 見 が 最 も 密 接 に 予 後

と 関 連 し て お り(pT≧3b,pN≧2の 症 例 の 予

後 が 、 他 の 群 に 比 し 有 意 に 悪 い)、 こ れ ら2

'
因 子 と の 相 関 が 見 い 出 さ れ な か っ たDNA

ploidyは 、 や は り 予 後 と の 関 連 は 希 薄 で あ っ

た 。 こ の こ と よ り 、non-diploidで あ る こ と
、

は 、 浸 潤 、 転 移 と い う 癌 の 悪 性 度 と は 直 接 関

連 す る も の で は な い と 言 う こ と が 出 来 る と 思

わ れ る 。non。diploidで あ る こ と の 一 部 が 、

あ る い は 、FcMで は 見 い 出 さ れ な い よ う な 、

よ り 微 小 なDNAの 変 異 が 、 真 の 意 味 の 悪 性 度

を 規 定 し て い る の で は な い か と 思 わ れ る 。
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