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第1章　序説

第1節　本研究の背景と目的

1）癌における核DNA量の異常について

　正常細胞の分裂，増殖は，M期（細胞分裂期）→G1期（M期とS期の間のギャッ

プ）→S期（DNA合成期）→G2期（S期とM期の間のギャップ）の順で行なわ．れて

いる工），成人の身体を構成する約80兆個の細胞の大部分は，いつも細胞周期を回って

いるわけではなく，むしろ細胞周期の外にあり，増殖を停止して，それぞれの分化機

能を営んでいる．この状態をGO期という2）（Fig．1－1a）。すなわち核は，G0／G1

期においては46染色体1組に相当する核DNA量（2C）を有しており，これは胚細

胞などを除いて一定（DNAdip1oidy）である．S期では，この倍量に向かってDNA

の合成がすすみ，合成終了後のG2／M期では，Go／G1期のちょうど倍量（4C）

のDNAが核に含まれる．この後，細胞分裂終了と同時に核DNA量は2Cに復する。

したがって，正常細胞の核DNA量は，基本的には細胞周期を通して2Cと4Cの間で

変化する（Fig．1－1b）．ところが，癌化した細胞では，遺伝子の増幅，染色体数の増

減，異常細胞分裂などが起きており，しばしば異常な核DNA量（DNA　aneup1oidy）を

有する細胞が生じる3）．この異常核DNA量を持った癌細胞のうち，致死的でないもの

をあらたな幹細胞Stem　Cel1として，細胞周期が営まれると考えられる3！）。

　ここで用いられるDNA　dip1oidyあるいはDNA　aneup1oidyは，元来，染色体分析で

用いられてきた用語である5）。すなわち，ヒト正常細胞では23本の染色体を単位とし

て，性細胞は半数体（hap1oidy），体細胞は2倍体（dip1oidy）と呼ばれる。このよう

に半数体の整数倍の染色体数を持つものを正数倍数体（e岬1oidy）と呼ぶのに対し，

それ以外の染色体数を持つものを異数倍数体（ane叩1oidy）と呼んでいる。この染色

体分析で用いられるdip1oidyあるいはaneup1oidyに対応して，核DNA量解析では，

量的に正常細胞と同じ核DNA量を持つ状態をDNA　dip1oidyラそれ以外の異常な核

DNA量を持つ状態をDNA　ane叩1oidyと呼んでいる。また，核DNA量解析において，

核DNA量の状態（DNA　p1oidy）を客観的に示す指標としては事一般にDNA　index
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（以下DIと略す）が用いられる。DIは，リンパ球などの正常細胞のG0／G1におけ

る核DNA量（2C）と，癌細胞のGO／G1に於ける核DNA量の比として求められる

ものである5～7）。

　癌細胞の特徴を表現する際には，以前から核の大きさ。核の大小不同・核形の不整。

クロマチンの濃染などの「異型（atypia）」と表現される形の変化でとらえる形態学

的手法が採られてきた8）。しかし，近年になって，遺伝子解析9），染色体分析10），核

DNA量解析11）のような細胞内の質的レベルで，癌細胞が検討されるようになってき

た．このうち，核DNA量解析は1970年代から盛んに行なわれ王2～14），多くの知見が集

積した．その結果，DNA　a・eびp1oidyが，多くの臓器の癌細胞に60～95％と，非常に

高頻度にみられることが明らかとなった3舳5・16）。一方，非癌細胞にはDNA

a・eup1oidyがほとんどみられないことから17），現在ではいわゆる腫瘍マーカーの一

つに数えられている5～7）。

　この核DNA量解析は，遺伝子解析9・18），染色体分析’0）などに比較して，簡便に行う

ことが可能であることが利点である．その測定精度も技術の進歩によって向上してい

る．現在の核DNA量解析では，小さな染色体1本分の増滅は現時点では検出困難であ

るものの5），Bar1ogieら12）は，染色体数44本以下，53本以上の異常，Vinde1¢vら19）

は4～5本以上の異常は検出が可能であると報告している。

　また，核DNA量解析には，DNA　p1oidyの評価だけではなく，細胞周期解析も含ま

れる4）．すなわち，癌細胞などの対象細胞の核DNA量を測定することによって得られ

たヒストグラムから，全体の細胞に占めるS期の細胞の割合（S　phase　fracti㎝，以下

SPFと略す）20・21）やS＋G2／M期の綱胞の割合（S＋G2／M　phase　fracti㎝）22）を計算

して求めることが可能である．これらSPFやS＋G2／Mphasefractionが高ければ，

その腫瘍の増殖能は高いと考えられる20～22）．従来，細胞の増殖能の評価には，細胞

分裂像の計数法やBrdU（bromodeoxyuridin）取り込み法23）などが用いられてきたが，

いずれも手技が繁雑でその応用範囲も限られていた．しかし，核DNA量解析によって

比較的容易に増殖能の評価が可能となった．

　核DNA量解析によって測定されるDNAane叩1oidyやSFPなどを指標として癌の悪

性度を評価し，患者の予後を推測する試みが多くの悪性腫瘍に関して報告されている

20～22・24～26）．また，DNA　aneup1oidyは前癌病変と癌病変，あるいは良性腫瘍と悪性腫

　　　　　　　　　　　　　　　　　　一2一



瘍との鑑別の指標として，実際の臨床で用いられている16・17・20）。さらに，各腫瘍毎

に独自の核DNA量を有しているとの考えから7・27），癌の原発巣と転移巣との鑑別に用

いられたり28），痛のprogressionとともに核DNA量が変化することから化学療法の効

果の評価29・30）にも応用されるようになった。

　これまでの報告をみると，一般にDNA　aneup1oidyを示す癌，あるいはSPFが高い

癌は悪性度が高く予後が不良であるという報告は多いが王4・16・23・24），一方でDNA

p1oidyと癌の悪性度。予後との間に相関はみられないとする報告も少なからずみられ

20・31・32・33），その評価は未だ定まっていない．その原因の！つとして，核DNA量の測

定方法およびDNA　p1oidyの評価法が各施設で異なっている現状が挙げられており旦1・

16・35），癌細胞における核DNA量解析の意義を確立するうえで大きな障壁となってい

る・・）．

　核DNA量は癌細胞を客観的。定量的に評価できる重要な指標の一つと考えられるが，

癌の原因と考えられている様々な遺伝子の異常との関連は明らかではなく，癌診断の．

最終根拠となる病理形態学的特徴である核の異型性との関連に関しても，十分な検討

がなされていない。

2）核DNA量測定法の変遷

　核DNA量の測定原理は，核のDNAの二重鎖に特異的かつ定量的に結合する物質で

核を染色して，この物質の量を測定することによって，間接的に核DNA量をあらわす

ものである．核DNA量の測定法はその染色物質の特性によって，蛍光色素である

propidiumiod1deやethidiumbromide4）と，特異蛍光を発しないフォイルゲン色素36・

37）の2種類に大別される．すなわち，前者は顕微蛍光測光38）やフローサイトメトリー

（f1ow　cytometry，以下FCMと略す）4）で茅後者は顕微分光測光法39）で用いられる。

　歴史的にはラまず，細胞の形態観察に加えて細胞の生理。生化学的特性を定量的に

捉える試みとして，顕微分光測光法が1942年Casperss㎝らによって考案された40）。

さらにそれを発展する形で，DNAに特異的に結合させた蛍光色素の蛍光量を測定する

顕微蛍光測光法が生まれた41）。これは従来の顕微分光測光法に比較して事蛍光量そ．

のものを測定するので定量性では優るものの，細胞形態を詳細に観察することは不可
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能であった。

　1969年にアルゴンイオンレーザーを用いたFCMがVanDi11aらによって開発され

42），さらに1975年にf1uoresce㏄e　activated　ce11sorter43）が実用化されて以来，FCM

は核DNA量測定法の主流となった。

　FCMの特徴44）は，一度に大量の細胞の測定を可能にしたことにある．その測定原

理は，1個1個遊離した細胞を目的に応じた蛍光プローブ（蛍光色素）で標識し事ノ

ズルを通してシース液とともに秒速10mの高速で流す。この細胞を含んだ水流に一定

の波長の光，核DNA量解析の場合488nmアルゴンレーザーを励起光として照射する

と，その標識された蛍光プローブ量に比例して散乱光と蛍光の2種類の光が生じる。

ここで，散乱光は細胞の大きさ・性状を表わし，蛍光は生物学的特性を表わしている。

この蛍光を照射光方向と直角に置いた光電管によって電気的信号に変換し，さらに増

幅してオシロスコープに表示すると同時に，その測定結果をコンピューターで解析す

るのである．FCMの解析能力は高速であり，その速度は毎秒5，000～10，000個に達す

る。FCMは，核DNA量の測定ならびに細胞周期解析のみならず，細胞表面抗原を利

用したリンパ球のサプセットの解析，染色体分析など，きわめて広い分野で利用が可

能である44）。さらにパラフィンブロックなどの保存材料からの測定も可能であるこ

とが確認され45～47），急速に普及した．

　しかし，FCMは高速である反面，個々の細胞を同定しながら測定することができ

ないので，対象となる細胞の占める割合が高い検体にのみ測定結果の評価が可能であ

り，細胞数が少ない検体では目的とする測定が不可能である48）．また，細胞液の調

整，準備および測定操作が複雑なこと，測定機器が高価なことなどもFCMの欠点と

してあげられる48）。また，測定される核DNA量はあくまで相対量であり，癌細胞の

核DNA量の異常を評価するためには，標準となる核DNA量（2C）を持つリンパ球な

どの非癌細胞（intema1standard）が必要である4）。手術検体や生検など臨床材料の

ほとんどの場合，炎症細胞が種々の割合で混入しており，あらためてintema1

standardを加える必要はないが，造血系腫瘍などでは，ヒトリンパ球やニジマス赤血

球などのextema1standardを加えることが時として必要である4・44）。さらにFCMの

最大の欠点として，細胞の形態観・察や形態計測が事実上不可能であることがあげられ

る48・49）。これらの間題点はFCMの測定原理と密接に関連しておりラその克服は困難
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であると考えられる。そこで，これらの問題点を解決すべく，顕微分光測光を用いた

核DNA量の測定，いわゆるイメージサイトメトリー（image　cytometry，以下ICMと

略す）が再び注目され始めた11・20～22・35・48～50）。

3）カラー画像解析装置「NASCA」について

　従来の顕微分光測光法に，エレクトロニクス分野の進歩と画像処理技術の向上を利

用して，カラー画像解析装置を用いた細胞核DNA量測定法「NASCA」　（Nuc1e1c　Acid

Speedy　Co1or　Ana1yzer）が筑波大学病理で考案された51～53）．この方法は，基本的に

は顕微分光測光法と同様に，Lambert－Beerの法則54・55）に基づいている。Lambert－Beer

の法則とは，　「入射光が単一波長で，対象が透明であり，かつ，その中に吸光物質が

均一に分布しているならば，入射光の強さに対する透過光の強さの比（透過率）は一

定であり，その逆数の対数（すなわち吸光度）が，対象の厚さと吸光物質の濃度に比

例する」というものである。すなわち「NASCA」では，塩酸処理によって加水分解

されアルデヒド型デオキシリボースを持つ核DNAに特異的に結合したフォイルゲン

色素の吸光度から核DNA量を測定している．そのシステムの構成をFig．1－2に示す。

　従来の顕微分光測光法の最大の問題点は，その測定精度が低いことと測定時間が長

いことであった．このうち測定精度を低下させる2つの原因として，分布誤差と非特

異的光喪失がある。「NASCA」では，この測定誤差を補正するために次のような方

法を採用した．

　分布誤差とは，測定対象となる試料内の吸光物質の分布が不均一なため，また試料

の厚さが一定でないために生じる誤差である。これを克服するために，従来の顕微分

光測光法では走査法が用いられてきたが，物理的にスポット走査が十分でなく誤差の

原因となっていた。これに対し「NASCA」ではそもそもの測定対象がCCDカメラか

ら入力されたデジタル化された画像であり，すでに画素（ピクセル；Pixe1）と呼ばれ

る区画単位に分割されているので，走査の必要がない。また，このシステムでの1ピ

クセルは，一辺O．33μmであり，これはほぼ「NASCA」での測定倍率（40倍）で

の光学顕微鏡の最大分解能，すなわち白色光の平均波長550nm÷対物レンズの開口

数O．95二〇．29μmに相当するので，分布誤差が測定時の倍率において最小となりうる、
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また，走査に要する時間がなくなり，測定時間を大幅に短縮することが可能となった．

　一方，非特異的光喪失とは，標本中の細胞の諸構造やそれらに含まれる物質などが，

柵互に異なる屈折率を有する結果，標本中で光の屈折，反射，回折，偏光による光散

乱によって生じる誤差をいう．この誤差を除去するために，顕微分光測光法では2枚

の干渉フィルターを用いている、これに対して，本法では測定対象となる画像がカラー

であることに着目した。すなわち，測定対象となるフォイルゲン色素の特異吸光曲線

にほぼ一致するG成分画像と，ほとんど特異吸光のないB成分画像を直接用い，光喪

失を補正する方法である．この方法によって，干渉フィルターを用いることなく，非

特異的光喪失の補正が可能となった。

　以上の如く，「NASCA」では従来の顕微分光測光法での欠点である分布誤差と非

特異的光喪失を，測定対象のデジタル化と，カラー画像のG成分とB成分を用いるこ

とによって克服し，測定精度と速度を改善した．

　また「NASCA」は，細胞のカラー画像をそのまま測定対象にするため，その詳細

な核の形態を画像データとして保存入力が可能である。このデータを利用することに

よって，従来の顕微分光測光法39）やFCM42～44）では不可能であった，核DNA量と形

態的因子の同時解析を行なうという，新しい分野が開けたといえる

　このように，カラー画像を対象とした新しい顕微分光測光法「NASCA」は，形態

観察が可能であるという顕微分光測光法の最大の利点を生かしながら，測定精度ξ速

度の向上を可能にした。「NASCA」は，すでに培養実験系において核DNA量測定に

応用されている56）．しかし，「NASCA」の臨床材料への応用に関しては，まだ十分

な検討はなされていない．また，このシステムは当初，癌細胞白動診断化を目指して

開発されたものであるが，核DNA量解析によるDNAp1oidyおよびSPFだけではその

重責は果たせず，あらたなパラメーターが必要とされている．

4）癌における核形態量およびクロマチンパターンについて

　一般に癌細胞と正常細胞を区別するのに，病理形態学的「異型」という特徴が用い

られる8）。今日の医学では，ほとんどの癌症例は，この「異型」によって病理形態学

的に診断され治療されている．がん細胞では，核内のDNAに高度の異常があり，そ
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の結果，細胞の形態や組織中の細胞の配列に至るまでヨさまざまなレベルで異常な表

現型，「異型」が出現すると考えられる57）。しかし，これらの評価は病理医の経験

によって大きく左右される58～60）。最近のICMの進歩によって，従来から病理学的診

断に用いられている癌細胞の核異型（核面積，大小不同，核形不整など）が定量的な

測定が可能となり61～66），これらと癌の進展度や患者の予後との関連など，臨床的意

義について検討されてきている63～71）。一方，多くの悪性腫瘍に関して行なわれた核

DNA量解析のこれまでの成果によって，癌細胞のDNAp1oidyとSPFが，癌の診断お

よび生物学的悪性度を決定する重要な因子のひとつであることが確認されつつある14・

16，23，24）

　しかし，癌細胞に特徴的にみられる「核異型」あるいは核DNA量の異常が，どのよ

うな原因で生じるのかについては，未だ明らかではない。近年，癌化に関与する遺伝

子，すなわちmyc，ras，srcなどのがん原遺伝子や，Rb，p53などのがん抑制遺伝子

の解析が急速に進み，多くの癌でこれらの遺伝子の増幅，点突然変異，転座などが起

こっている、このような異常によって細胞が本来もっている増殖制御やDNAの修復

機能などが失われることが，癌化に関与していることが明らかになったg）。ヒストン

蛋白などの核内蛋白の遺伝子にも同様の異常が起こっており，それが核の形態異常に

関与している可能性もある72・73）．

　癌以外の分野では，骨髄における赤血球74）や胸腺におけるリンパ球の分化75），あ

るいは細胞周期38・76～82）によって，核形態量および核クロマチンパターンが変化する

ことが知られている。したがって，一般に核の形態は，細胞の分化や核DNA量の変化

など，様々な細胞の状態やその変化を反映していると信じられている74・83）．

5）本研究の目的

　核DNA量解析法の進歩に伴い，DNA　p1oidyとS　phase　fraction（SPF）の評価が可

能となった。多くの癌では，核DNA量の異常がみられることが知られ，現在では核

DNA量解析は癌の補助的診断に用いられている．また，DNA　p1oidyおよびSPFと癌

の進展度や患者の予後との関連性についても多くの研究がある．しかし，核DNA量の

解析方法とDNA　p1oidyおよびSPFの評価基準が施設によって異なるため，核DNA量
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解析の意義に対する評価は必ずしも一定していない。また，従来から癌の病理形態学

的診断の根拠となっている細胞の形態学的異常，即ち「異型」は核DNA量と密接に関

係していると考えられるが，その方面の解析はみられない。さらに，癌細胞ではサ細

胞増殖・細胞周期に関与する遺伝子の異常によって，細胞が本来持っている増殖制御

やDNA修復機能などを失うことが明らかにされつつある。しかし，DNA　p1oidyや

SPFが，これら癌細胞の生物学的意義を反映しているか否かの検討もなされていない。

　本研究では，以上のような問題点を中心として，まずヒト癌細胞を対象とした核

DNA量解析に最も適した方法およびDNAp1oidyとSPFの評価法を確立すること，さ

らに，それによって得られたDNA　p1oidyおよびSPFと，癌細胞の核異型および遺伝

子異常との関連を明らかにすることによって，癌における核DNA量解析の生物学的意

義を追究すると共に，その臨床病理学的価値を確立することを目的とした．

一8一



~f~ 2 ~^~v ;4~~~~/t"~(7)~~;~: 

~M'J*~ft~~l~~,~*"iBi:~ , ~DNA~:~~;-~lf~c ~ . C~i~mHf~~)~:~DNA~:~)~~F~i (DNA 

aneuploidy) ~;~~)t~~~:~~ (SFP f~~~) ~~･~~'~'~"-f~t~ ~ ~~~~T~~~f~~.f*-. DNA 

*"e~ploidy l~SPF ~ ~ ~ c n~:~,7 )~ ~ L~ ;~(7)~}.._^~f~Y*~:~;~*~~q)j~~~f~} ~~< 

JT:lv*~tLCv*~. U~'U, ~~}t~~~~:~~:~DNA~:~)~~U~:~~~~~~ C~DNA ploidy (7)'~'--"~z~..~~~ 

~*=~~f~~.C~3 ~ , ~f,_", DNA ploidy ~ SPF ~~~i~)~~;,i~t~~ ･ Ir=('~~~Elr~] Lf~i~v+~t;~ 

~~~~~~)~ ;~iq)~f4ui}~;~:~ ~~~･Cv+f~~v+. ~ ~cC DNAploidy ~ SPF ~~;~)J~~~I 

~~~ ~ tLCv*~~1~Ar f~~~~:{~~"~"'~f~~)~~-F~ ~ ~)~~l~~I~B~ ~~+~l~t~ < , ~ f._-~!~)~~:~~l~:".t~.~*~ 

e~~･~r~~~~z~) ;~ ~~)~~~~1,f~ ~ (7) r~]1~ ~ ~7~ ~~')~1+ic ~~FA~ ~ ttC v* fJ~ v+. 

;~c~~~~*~~l~, ~~~~mH~, ~~i~~~~5~Ji~~~mH~. ~ft~~~~~~~~ UC, ~T~ rNASCAJ a) 

?~U~~~)4'--.--"'~"--~~i'iik~~~~~i~Wn~*. ~T~'-'-'"-'~':;~* Lt,_･･f='~~+ , ~~;~~~~~~ c z!~~~~jt~V~~~~~4~~fJ~lv>~~DNA 

~~~~f~.*~?v*. FCM ~~~~~4~~~fL~*-. '.~~iC, ~;~~i~~l~)~E~;4~~~ rNASCAJ ~,Jflv>~ 

~?v*, ~~~~~!~ DNA ploldy ~~ C~SPF ~~)r~~~~f~~:~fLf*-. ~ ~~c, ~]tL~ DNA 

ploidy ~5 ~ ~)~ SPF ~~i#~~U~~;{~:'=~~~ a)r~4~~;~~~tLf*-. ~~~*f=';~+ ~ ~~1~ ~5bJ~ DNA 

ploldy ~5 ~ O~ SPF (7)~~;~~~~~~E~~e~~:~;Ic r~l U Ct~~~' L f,_- . 

;~4~~B~~cl~~~2~:~c~5v*C, rNASCAJ ~)4--･--･"'~~~~~:,}~~~~･-"'----･'~'*~(t~f*-~5cc, ~~~~mH~;(7) 

~~DNA~:~~F~fT~~~Tv* ~IU~~f~ ~Tr-~ FCM (7)~~~~~t~~L~ ~f*", ~i~i~~V~~:t~:4~~~ 

~J~~i rNASCAJ ~ FCM (7)~~l~~~DNA~:~~~f~~~fv*, ;~~)~f~:;~~,t~:~L, ~~;~~~t 

~~- ~ ~¥1-~~cc4~DNA_--"~~* ~~i~~fT ~;~f ~ ~~~~) r･~~~:,~:. ~: B~ ~ ~~ ec U 7~ . 

~~3~:~}~. ~~~ rNASCAJ ~~J~lly*~, ~)~f_.-Ic~T177~~/)~~-~(7)~7~~:4~~~ 

~f-t._-. )･)~p~A cc. ~~~~,~+,mH~q)~ ~7~~1/~~ -~~5~ C~~~･'.~~~~:~~~~U7~-U, ~~~mn~;~l~J 

*~1=(7)~~~"4~~H~l~~'cc Uf*-. ~ ~ ~c~~i~~~~~Ltl~~mn~;~n~i~i~~~t~~~ UC, ~/ ~7~c//~ 

~ - ~~ J~ C~~~.･'~*~~~: ~~~~U~~ L, ~~i~mHf~~)~~~~~~!cc~v'~~~t Ut,_-. 

~~4 ~:~e~, ~f~3 ~~~4'~r"^~tLf,_-~~;~Wn~;~)~~~~~l~)~1~~, ttJ~~~)i~~7 ~7~~//~~ -

:/~5 ~ O~~~~."f***~~: ~ , ~:DNA~:~~~f(7)~~~~4'~~ ~ ttf*- DNA ploidy ~5 ~ C~ SPF ~ ~)r~4~~ 

~, t~:~'i- L /_.- . 

~~ 5 ~:~l~, ~;~ < (7)~i~~~~~~;~}c~~)~~F~;~>~#~it~i ~ tL~v' ~ ~i~~~1J~~;f~;~~~~fp53 ~~, 

~9= 



細胞増殖とDNA修復に関与していることに着目し，まずP53の肺癌における発現に

ついて検討し，その結果とDNA　p1oidyおよびSPFとの関係を検討した。

　第6章では，肺癌におけるDNA　p1oidyおよびSPFの臨床病理学的意義を明らかに

するために，まず，これらと肺癌の組織型および進展度との関係を検討した。次に，

Kap1a。一Meier法によって，DNA　p1oidyおよびSPFが患者の生存率に与える影響につ

いて検討した。さらに，Co・比例ハザードモデルを用いて予後因子の重みの検討を行

い，DNA　p1oidyおよびSPFと予後との関連について考察を加えた。
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第2章　核DNA量解析法に関する検討　一FCMとICMの比較一

第1節　序論

　多くのヒト固形悪性腫瘍で核DNA量の異常が高率にみられることから，癌細胞核

DNA量の測定が，新しい細胞診断法の！つとして利用されてきている16・60）．この核

DNA量解析は，細胞周期解析も同時に行うので，腫瘍の増殖能に関する情報も提供す

ることができる20～22）。

　核DNA量測定法には，現在主に2つの方法，すなわちフローサイトメトリー

（FCM）4・42～47）とイメージサイトメトリー（ICM）1王・20～22・35・48～50）が用いられてい

る．FCMは迅速で正確な測定が可能でありラ現在ICMよりも多くの施設で使用され

ている．しかし，コンピューターテクノロジーの進歩と画像処理技術の向上によって

ICMの処理能力は向上してきており11・39・50・64・68・85・86），FCMのICMに対する優位性は

失われつつある48・49）．カラー画像解析装置を用いた核DNA量測定システム

「NASCA」は，フォイルゲン染色された核を，半白動的に癌細胞と非癌細胞とに選

別し，核DNA量を測定することを可能にした5i～53）．

　本章の目的は，このICMシステム「NASCA」の信頼性を確認することであり，ま

た「NASCA」が従来のFCMと比較して，核DNA量解析においてどのような利点があ

るのかを示すことである。まず最初に培養細胞の核DNA量解析を行い，同じ試料につ

いて核DNA量解析を行ったFCMの結果と比較した。また，肺癌切除検体の新鮮捺印

標本とパラフィン包埋標本を対象に「NASCA」とFCMの両者で核DNA量解析を行い，

その結果を比較し，臨床材料を対象に核DNA量解析を行う際の問題点を検討した．
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第2節　FCMとICMによる培養細胞の核DNA量解析結果の比較

！）対象と方法

ICMシステム「NASCA」の核DNA量解析における信頼性を確認するために，従来か

ら一般に用いられているFCMとの比較を行った。この測定比較を行う際，同じ条件

の細胞を得るために，再現性が高く調整が容易な培養細胞を測定対象とした。

塑
　あらたにヒト肺扁平上皮癌から樹立した培養細胞株（TKB・31）の15世代目を使用

した．この細胞は，10％牛胎児血清（FCS）添加Du1becco’s　Modified　Eag1e　Media

（D－MEM）　（Gibco　Lab．，USA）を基礎培地とした培養条件下では，フラスコ底面に

付着して敷石状に増殖する（Fig．2－1）。その染色体数分析（12世代）では，モード

は61～62の高3倍体域に分散し，ピークは認められなかった。免疫細胞化学染色で

ケラチン，ビメンチンは陽性，S－100protein，NSE　（neur㎝一specific　eno1ase）は陰性

であった。前記培養条件下の倍加時間は，倍加時間測定法87）により，約44時間と測

定された．

細胞の調整

　肺癌培養細胞TKB＿31をO．2％EDTA添加O．0！25％トリプシン処理にて継代し，

10cmシャトレ（Beckt㎝Dickins㎝，USA）3個に分注し，10％FCS添加D－MEMで，

37℃，5％C02濃度にて，24時間培養した．3個のうち1個のシャーレにはオート

クレーブしたpo1y－L－1ysineコーテイング済スライドグラス（SUPERFROST，

MATSUNAMI）を培地中に静置しておき，そのスライドグラス上で細胞が増殖できる

ようにした．ICM用には，このスライドグラスを取りだし燐酸緩衝生理食塩水

（Phosphate　B雌ered　Sa1ine，PBS，pH7．4）で3回洗浄した後，速やかに細胞診用固定

液（中性緩衝ホルマリン20％，酢酸5％，95％エチルアルコール75％の混合液）に

入れ，約！時間固定した。その後フォイルゲン染色37・39）を行なった。まず，脱イオ

ン水でスライドグラスを10分問洗浄した後，5N塩酸で，60℃，45分間反応させ，
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核内のDNAを加水分解した向シッフ試薬にて室温，暗所で90分間染色した後，アル

コールにて脱水、キシレンにて透徹した後，カバーグラス（MUTO－pURE

CHEMICALS）にて封入した．FCM用4・88）には，まず2個のシャーレ上の培養細胞を

PBSでD－MEM培地を洗浄したのち事トリプシン処理を行ない，細胞を単離させた．

2回PBSで洗浄。遠心した後，100μg／m1Rib㎝uc1ease（RNase，Sig1皿a　Chemica1Co．，

USA）にて37℃，30分間反応させ細胞内RNAを消化した。核染色は50μg／m1の

propidium　iodide（以下PIと略す）にて氷上遮光下で1時間行ない測定に供した．こ

こで核染色に使用したPIはDNA染色で最も一般的に用いられ，アルゴンイオンレ」

ザーから発振される青色光により励起され，赤色の明かるい蛍光を発する。しかしこ

の色素は，二重鎖DNAの架橋の部位と結合するのみならず，二重鎖のRNAとも結合

するので，あらかじめRNaseによってRNAを分解しておく必要がある88）．

FCMとICMでの測定方法

　FCMでの測定には，PIで核染色された肺癌培養細胞浮遊液を冷PBSで適宜希釈し，

フロ㎞サイトメーター（FACScan，Beckton　Dickinson，USA）を用いた．変動係数

（Coefficie・t　of　Va・iati㎝，以下CV値と略す）と細胞周期解析にはパーソナルコン

ピュ』ター（Hew1ett　Packard，USA）および細胞解析プログラム（Ce11FIT，Beckt㎝

Dickinson）を使用した。細胞流量は毎秒100から200個とし，含計20，000個の核を測

定した．ここで得られたCV値と細胞周期解析結果を，それぞれ核DNA量の測定精度

と細胞の増殖能を評価するのに用いた．ICMでの測定には，フォイルゲン染色された

プレパラート上の肺癌培養細胞核を，カラー画像解析装置「NASCA」を用いて測定

した．使用したシステム構成は，光学顕微鏡（VANOX－T，オリンパス），40倍対物

レンズ（開口数　O．95）　（オリンパス），2．5倍中間レンズ（オリンパス），CCD

カメラ（KY－F30，日本ビクター），白動電圧安定装置（CONSTAC，日本梼線工業株

式会社），カラーイメージアナライザー（SPPICA，日本アビオニクス），マイクロ

コンピュ］タ］（PC－9801DA，日本電気），外部記憶装置（Laser　Memory，パイオ

ニア）であった。約20分間に500個の培養細胞を測定した。細胞周期解析には，

FCM，ICMともに正規分布近似法91）を用いた．

2）結果
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　肺癌培養細胞株TKB＿31の核DNA量を，FCMおよびICMで測定した。得られた核

DNA量ヒストグラムと細胞周期解析結果をFig．2－2およびTab1e2・1に示す。いずれ

も，最初のピークが急峻で，この細胞のG0／G1（2C）を表わすと考えられる．また

これらの最初のピークからそのX軸上で2倍にあたるところに向かってなだらかなカー

ブを描いており，それぞれS期，G2／M期（4C）を示している。FCMおよびICM

にて得られたヒストグラムの形状は酷似しており，細胞周期解析においても，G0／

G1期，S期，G2／M期の細胞の割合は，両者ともほぼ同じ値をとっている．また，

測定の精度を表わすと考えられる，最初のピークにおけるFCMおよびICMのCV値

は，それぞれ7．8％，6．5％であった。

3）FCMとICMによる核DNA量解析に関する考察

　肺癌培養細胞の核DNA量解析を，FCMとICMで行ない比較した結果，核DNA量ヒ

ストグラム，細胞周期解析結果，CV値から，両者の差はほとんどみられなかった．

この比較は，測定対象がまったく同一であり，また細胞周期解析法も同一であること

から，再現性があると考えられる。

　従来から測定精度は，FCMが優れているといわれているが，今回使用したICMシ

ステム「NASCA」は，FCMと比較してほぼ遜色のない測定精度の高さを示した。

FCMおよびICMのCV値は，7．8および6．5％とやや高い値を示したが，これは，今

回用いた培養細胞が，染色体数分析においてモード61～62であるが，ピークは認め

られず，その染色体数の幅が大きいことが影響している可能性がある．

　測定細胞数に関しては，FCMの場合，数万個の細胞を測定することは比較的容易

であるが，逆にその測定前の設定などに比較的多量の検体を要することになり，また

その構造上，一度測定した細胞は基本的には再測定できないなど，不利な要素となり

うる48・49）。これに対して「NASCA」はICMの最大の長所としての形態観察定量が可

能であることに加えて，フォイルゲン染色が容易であり調整が簡便なこと，検体の保

存性に優れ，測定に要する検体量が少なくて済むという長所を持つ。さらに測定速度

に関しても，今回用いた培養細胞のように付着性に増殖する場合，細胞がシート状に
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発育し重ならないため，一画面に約80個以上の核を計測することが可能である。この

ため，「NASCA」が，FCMと同様な精度で核DNA量解析を行なうのに要した時間は，

FCMのそれとほぼ同等であった。この特長を生かして，実際に「NASCA」を用いて

培養細胞の核DNA量解析を行なっており良好な結果を得ている56）。

　以上のように，核DNA量解析において現在，最も広く用いられているFCMと比較

することによって，ICM「NASCA」の信頼性を確認することができた。
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第3節　臨床材料を対象とした核DNA量解析の問題点について

　　　一FCMとICMの比較一

　前節ではFCMとICMの比較を培養細胞を用いて行なったが，本節では臨床材料す

なわち肺癌切除検体を用いて同様の比較を行なうことにより，核DNA量解析の実際上

の問題点について検討した。まず最初に，癌細胞の核DNA量の異常と増殖能の充進の

基準を決定するために，非癌細胞（noma1－ICM，以下n－ICMと略す）と癌細胞の比

較を行なった．次に，肺癌細胞についてFCMとICMの比較検討を加えた。すなわち，

新鮮捺印標本をICMで測定したもの（fresh－ICM，以下f－ICMと略す），パラフィン

包埋標本から得られた細胞をICMで測定したもの（Paraffin－ICM，以下P－ICMと略す）

とFCMで測定したもの（Paraffi・一FCM，以下p－FCMと略す）の3つを比較した．検

体の違いによる比較はf－ICMとp－ICMで，測定方法の違いによる比較はp－FCMとp－

ICMで検討した．

1）対象と方法

塑
　非癌細胞として，気管支鏡下の擦過系㎜包診標本で正常の気管支上皮細胞を含み，か

つ癌細胞などの異型細胞がないと診断された5例の標本を任意に選び，その中の正常

気管支上皮細胞を測定対象とした（n－ICM）。癌細胞として筑波大学附属病院で切除

された46例の肺癌切除検体を用いた。その内訳は，男性34例，女性12例で，年齢は

40～86才で平均64才，組織型別には，腺癌22例，扁平上皮癌17例，大細胞癌4例，

カルチノイド3例であった。ICMの癌細胞標本として，新鮮捺印標本を切除腫瘍の割

面から2枚以上作製した．その1枚をパパニコロー染色して癌細胞の有無を確認した。

また，腫瘍部分のホルマリン固定パラフィン包埋標本を作製しサ通常の病理学的検索

を行い，日本肺癌学会分類89）に準じて組織型を決定した。

試料の調整

　肺癌新鮮捺印標本（f－ICM）は，切除された腫瘍割面から採取しラ前節の方法に準
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じてフォイルゲン染色を行なった。正常気管支上皮細胞（n－ICM）のパパニコロー染

色gO）は，フォイルゲン染色の塩酸処理で十分脱色することが可能なので，染色前の

脱色過程は省略した。パラフィン包埋標木からの細胞調整（p－ICM，p－FCM）に関し

ては，Hed1eyら47）の方法に従って行なった。まず，通常のヘマトキシリン』エオジ

ン染色で，腫瘍細胞が最低20％以上の面積を占めることを確認した後，同部位から2

ないし5枚の，厚さ約50μmの切片を作製した。次に，キシレン，アルコール系列

（キシレン2回，100％エタノール2回，95％エタノづレ2回，90％エタノール2回，

80％エタノール1回，50％エタノール1回，PBS2回）によって，脱パラフイン，

親水処理した．各溶液の交換は遠心分離によって行なった．ピペッテイングおよび金

属メッシュで機械的に分散した後，O．5％ペプシン（SigmaChemica1Co．）でpH＝

1．5，37℃，60分間，細胞質溶解処理を行ない，40μmのナイロンメッシュで濾過し

て，遊離裸核細胞を得た．ここで核が裸核となり，十分に分離していることを顕微鏡

で確認した．この細胞液の一部を希釈し，サイトスピン（Cytospin3，Shand㎝CoI，

UK）を用いてpo1y－L－1ysineコーテイング済スライドグラス上に展開し，前節で用い

た細胞固定液で60分間固定後，同様にフォイルゲン染色し，p－ICM用標本とした。ま

た，この細胞液に前節と同様のRNase処理とPI染色を行い，P－FCM用標本とした。

ICMの測定方法

　・一ICM，f－ICM，P－ICMには，前節と同様「NASCA」を使用した．核の選別はその

吸光度レベル（核の濃さ）と大きさの域値を設定し，白動的に行なった。この設定に

よって，核の重なり，核断片，その他の人工的産物を迅速に除去した．その後，測定

画面上で確認しながら，腫瘍細胞，気管支上皮細胞，リンパ球などを選択した。まず

同一標本内に介在するリンパ球50個の核DNA量を測定し，その平均値を2Cとした。

次に，1検体につき，最低100個以上（平均480個，102～1090個）の腫瘍細胞の核

DNA量を測定した．この腫瘍細胞の核DNA量ヒストグラムからラ最初のピークの核

DNA量を求め事これを，先に求めたリンパ球の平均核DNA量値（2C）で除した値を

その腫瘍のDNA　index（DI）とした。DNA　p1oidyの決定には，まず正常気管支上皮

細胞と癌細胞のDIを求め，境界値を決定した．その境界値よりDIが大きいものを

amep1oidy，小さいものをdip1oidyとした．細胞周期解析は前節に従った。このよう

にして，DNAp1oidyラDI，CV値，SPFを求めた。
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FCMの測定方法

　前節同様FACScanを用いて，1検体につき最低10，OOo個の蛍光染色された核を測

定し、DNA　p1oidy，DI五CV値，SPFを求めた。まずヨ得られたヒストグラムを次の

基準でaneup1oidyとdip1oidyに選別した。すなわち，ヒストグラム上，単一のピー

クのみ認める場合は，これをdip1oidyとみなし，DI＝1．0とした。ピークを複数個認

める場合は，a・eup1oidyとした。この場合のDIは，二番目のピーク（腫瘍細胞）の

チャンネル数を最初のピーク（リンパ球などの介在正常細胞）のチャンネル数で除し

たものとした。

　FCMおよびICMにおいて，DIが2．Oのtetrap1oidyや腫瘍細胞のピークが複数個存

在するpo1yp1oidyはa・eup1oidyに含めた。ヒストグラム上，明らかなピークがなく

解析不能の場合を「impossib1e」とした。f・ICM，P－ICM，P－FCMでの代表的な核

DNA量ヒストグラムを示す（Fig．2－3）．

統計学的処理方法

　本研究における，測定値は原則として平均±標準偏差で表わし，必要に応じて範囲

を併記した．また，臨床材料を用いた2群間の比較には，母集団の分布型に基かない

統計処理方法であるノンパラメトリックテストのMa㎜一Whitney　U　testあるいは

Wi1cox㎝signed－ranks　testを用いた．また相関については，Spearmanの順1位相関係

数を使用したg2）．P＜O．05をもって有意差ありとした．

2）結果

ICMにおける正常気管支上皮細胞と肺癌細胞の比較

肺癌細胞のDNA　p1oidyと増殖能の評価を行なうため，まず，非癌症例として5例の

正常気管支上皮細胞と癌症例として25例の肺癌症例について，核DNA量の測定とそ

の細胞周期解析を行なった（Fig．2－4）。非癌例は，DIはすべて1．3未満であり，ま

たSPFも20％未満であった。一方癌症例ではDIは0．9から4．0でサSPFは2．0から82

％であった。このことから，本研究におけるDNAp1oidyの定義は，dip1oidy＜D1＝

1．3，aneup1oidy≧DI＝1．3とした。また，増殖能の評価の基準については，SPF＜

20％を増殖能の尤進なし，SPF≧20％を充進ありとした。
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核DNA量解析の精度の評価

　検体と測定法の違いによる測定精度の比較を行なうために，f－ICM事P－ICM，P・FCM

のCV値を算出したところ，それぞれ4．09±1．75（1．02～6．84），5．31±1．86（2．24

～10．5），5．06±2．66（1．41～！2．O）であった。これら3群間に有意差は認められ

なかったが，パラフィン包埋標本からの測定であるp・ICMとp・FCMにはCV値が10

％を越えるものが少数みられた。これに対して，新鮮標本をICMで測定したf－ICM

のCv値は，最も小さく高精度の測定が可能であった．

A．eひp1oidyの検出率

　f－ICM，p－ICM，p－FCMでの核DNA量解析の結果をTab1e2－2に示す。測定対象と

なる検体が同一の腫瘍から採取されたのにもかかわらず，ane叩1oidyの検出率は，測

定方法によって，60．9から76．1％とばらつきがみられたが，有意差は認められなかっ

た．新鮮捺印標本を用いたf－ICMでは，最も検出率が高率であり，解析不能の症例は

なかった。これに対して，P－FCMやp－ICMなどのパラフイン包埋標本を測定した場

合，いくつかの検体で解析不能例がみられた．また，aneup1oidyの検出率もf－ICMに

比較してp－FCM，P－ICMともに低率であった。P・FCMでの解析不能例は3例であ

り，これらの標本内には標本調整段階で生じた核の断片が，種々の程度に含まれてい

た．p－ICMでの解析不能例は！例で，これは細胞調整中に細胞標本が希釈され，スメ

アされたスライドグラス上に核がほとんどなかったためであった。

f－ICM，p－ICM，p－FCMでのDIの相関について

　腫瘍のDNA　p1oidyは，DIによって規定される。核DNA量解析における検体による

違いと測定方法による違いをみるために，HCMとp－ICM，P－ICMとp・FCMでの，DI

の相関関係を検討した（Fig．2－5）。これらの間の相関係数は，それぞれ0．65，0．80

であり，よい相関関係がみられた．しかし材料による違いをみたf－ICMとp－ICMの間

の相関は，測定方法の違いをみたp－ICMとp－FCMの相関より，弱い傾向がみられた。

さらに，いくつかの症例において，DIが大きく異なっており，その結果として，次

に述べるようにDNA　p1oidyの評価に違いがみられた。

検体の違いによる不一致例の検討

　f－ICMとp－ICMでの測定によるDNA　p1oidyの違いはラその測定された検体の違い

に起因すると考えられる。測定方法はまったく同一であるが，一方は新鮮捺印標本で
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あり，他方はパラフィン包埋標本から得られた細胞浮遊液のスメア標本である．検体

内容は，細胞調整段階での人工的修飾，すなわち断片化，希釈，濃縮，喪失などの影

響を受けるだけでなく，それらが得られた腫瘍の場所もまた，完全に同一ではない。

6例のf－ICMとp－ICMの不一致例の背景をTab1e2－3にまとめた。6例中3例が事f－

ICMでdip1oidy，P－ICMでaneup1oidyであり，残りの3例は逆にf－ICMで

a．eup1oidy，p－ICMでdip1oidyであった。これら6例の不一致例は，組織学的には様々

であり，組織型に明らかな傾向はみられなかった。

測定方法の違いによる不一致例の検討

　測定方法の違い，すなわちp－ICMとp－FCMでの核DNA量解析不一致例も同様に

Tab1e2－3にまとめた。この2つの測定方法の測定対象はまったく同一の細胞液であ

り，その違いは測定方法だけである．P－1CMで細胞喪失のため解析不能となった1例

を除く6例の不一致例はp－ICMでane岬1oidyであった．この6例中3例は，P－FCM

でdip1oidyであり，残る3例はヒストグラム上明らかなピークを認めず，解析不能で

あった．この解析不能の3例の細胞液中には，ヒストグラムを暖味にしていると考え

られるかなりの量の核断片を含んでいた．今回測定したうち，全ての測定不能症例は，

組織学的に扁平上皮癌であり，その中に多量の壊死巣が存在していた（Fig2・6）．

ICMの場合は，腫瘍細胞のみを視覚的選別することによって，これらの影響を除去す

ることが可能であった．その結果として，明瞭なヒストグラム上のピークを描くこと

ができ，DNA　p1oidyの決定が可能であった．

細胞周期解析結果の比較

　SPFとS＋G2／M　phase　fracti㎝は腫瘍の増殖能を表わすと考えられる。ここでは，

dip1oidy症例のSPFとS＋G2／M　phase　fractionをp－ICMとp－FCMで測定した（Fig2・

7）。2つの値はいずれも，P－ICMの方が有意に大きい傾向がみられた。

3）臨床材料の核DNA量解析における問題点に関する考察

　この比較で用いたICM「NASCA」の精度は，そのCV値が示すように，従来の

FCMとほぼ同様に，高いことが示された。特にf・ICMでの結果から事新鮮捺印標本

では測定不能例がなく，CV値も良好であった。またf－ICM，P・ICM，P－FCMのDI
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が高い相関を示したことラおよびCV値がほぼ同様に低いことから，FCM45～47）と

同様にICMもretrospective　studyが可能であることも示された。

　核DNA量解析におけるaneup1oidyの検出率は，FCMの場合パラフィンブロックよ

り新鮮標本のほうが高いとの報告45）があるが，ICMでも同様の傾向がみられること

が今回の検討で明らかとなった。また，f－ICMとp－ICMとの比較で6例の不一致例が

みられた．両者の測定方法は同じではあるが，測定対象となった腫瘍において，捺印

標本を作製した割面とパラフィン包埋標本を作製した部分とは，厳密には同一でなく，

このことが不一致の原因となった可能性がある．最近の研究では，同一腫瘍の中にも

DNA　p1oidyに違いがあることが示されており93），肺癌においても高率に

i・t・atumo・a1hete・oge・eityがあると報告されているg4）。このように腫瘍の部位によ

りdip1oidyやaneup1oidyを示すこともあり，正確なDNA　p1oidyの判断には，同一の

腫瘍から多数の部位を採取し検索する必要があると考えられる．

　本節でのp－ICMとp－FCMの比較によって，ICMではその計測操作中に視覚的選

択操作を行なうために，次の2点に関してICMがFCMより優れていることが判明し

た．一つは，ICMでは核断片や壊死物などの混入による影響の除去が可能であり，他

の一つは，ICMでは目的とする細胞を選択的に測定可能であることである。

　一般に固形癌組織は壊死巣を含むことが多く，また，細胞処理中に核の崩壊が起こ

りやすい．従って，固形癌組織を材料に用いた場合は，FCMではこれら壊死物や核

崩壊物の混入を避けることは実際上極めて困難である．このことは，FCMのCV値が

ICMのそれよりも大きかった一つの要因と考えられる。今回FCMにおいて測定不可

能な症例が，壊死を伴った角化型扁平上皮癌に多くみられたことも，上記のことを裏

付けている、この点については常識的に考えられることであるが，今までFCMの欠

点として具体的には示されていなかった21・48・49）．ICMでは，視覚的に測定対象を選

択することが可能であり，また，一度条件を設定すれば，ほぼ白動的に対象とする核

のみの測定が可能である。

　固形癌組織のように多くの種類の細胞が試料の中に含まれている場合，FCMで測

定すると，これらすべての細胞の総合したものが結果として示される．特に，

dip1oidyの癌症例の際には，GO／G1ピークの中には，通常，癌細胞以外に非癌細胞

であるリンパ球等の湊出細胞や正常の上皮。非上皮細胞の測定値も含まれる（Fig．2一
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8）。したがって，このような材料を対象とした測定では，FCMの場合，腫瘍の増殖

能の指標となるSPFあるいはS＋G2／M　phase　fracti㎝が実際の値より小さくなり，正

確にその増殖能を評価することができない。また事癌細胞が非癌細胞に比して細胞数

が極端に少ない試料を測定する場合においても，もしa．eup1oidyの癌細胞が含まれ

ていても，DNA　p1oidyの判定が不可能となる。E1sheikhらg5）も，FCMで測定した

結果が，正常のdip1o1dyの細胞による影響をうけることを指摘している。また，同様

の理由で，F・ie・o・らg6）は，核DNA量のヒストグラムにて3個以上のピークが存在

するmu1tip1oidyの場合，SPFは評価の対象とならないと強調した。その点，

「NASCA」によるICMでは，画面上で測定する細胞の種類を限定できるので，本研

究のように，癌症例毎に正確なDNA　p1oidyとSPFあるいはS＋G2／M　phae　fraction

の値を求めることが可能となった．

　核DNA量解析でさらに重要な問題は，ヒストグラムの解釈方法に混乱がみられるこ

とエ5・34）であり，特に盲目的測定を行なうFCMでこの傾向が強い。たとえば，ヒス

トグラム上，単一のピークが見られる際，FCMでは少なくとも次の3つの解釈が成

り立つ。

（！）腫瘍細胞を含まない正常dip1oidy細胞。

（2）dip1oidyの腫瘍細胞と正常dip1oidy細胞．

（3）dip1oidyあるいはaneup1oidyの腫瘍細胞のみ．

さらに，一部の癌細胞以外の細胞にもaneup1oidyがみられるとの報告17）もあり，非

癌aneup1oidy細胞とaneup1oidyの癌細胞の混在の可能性もある。ICMの場合ラ細胞

を見ながら選択的に測定するため，このような混乱は避けることができる。

　「NASCA」を用いた1CMは，核DNA量解析において十分な精度と信頼性をもち，

特に扁平上皮癌などの壊死細胞が多く相対的に腫瘍細胞が少ない症例や，dip1oidy症

例の細胞周期解析において，FCMより優れていることが示された。
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第4節　小括

　ICMシステム「NASCA」の信頼性と利点を明らかにするために，肺癌培養細胞，

正常気管支上皮細胞および肺癌切除検体を対象に核DNA量解析を行ない，従来から用

いられているFCMと比較した。

！．肺癌培養細胞の核DNA量解析を，FCMとICMで比較した結果，ヒストグラム，

細胞周期解析結果，CV値において，両者の差はほとんどみられなかった。またICM

の測定速度も，FCMで同様な精度で核DNA量解析を行なうのに要した時間とほぼ同

等であった．

2。正常気管支上皮細胞の5例についてICMで核DNA量解析を行なった結果，DIお

よびSPFはすべて1．3未満，20％未満であった．本研究におけるDNA　p1oidyの定義

は，dip1oidy＜DI＝1．3，aneup1oidy≧DI＝1．3とした。また，増殖能の評価の基準

もSPFで20％をその境界値とした。

3．「NASCA」を用いたICMは，FCMと同様に，新鮮標本のみならずパラフィンブ

ロックからの核DNA量解析が可能であった．

4．ICMはFCMに比較して，壊死傾向の強い扁平上皮癌で高頻度みられる核断片な

どを視覚的に除去し，測定に適した核のみを選択的に測定することが可能であった．

5．ICMは癌細胞と正常細胞を選択的に測定することが可能であり，その結果，

FCMよりもヒストグラムの解釈を正確に行なうことが可能である．特にdip1oidy症

例の細胞周期解析に優れていることが示された．
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Table 2-1. Comparison of CV values and cell cycle distribution in TKB-31 cells 

measured by flow cytometry (FCM) and Image cytometry (ICM) 

No. of 

measured cells 

Cell cycle (O/o) 

CV values (o/o) GO/G1 s
 G21M 

FCM 
ICM 

20,000 

500 

7.8 

6.5 

64.0 

64.3 

18.2 

19.9 

17.8 

15.8 
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Table 2-2. A comparative DNA analysis by f-ICM, p-ICM, and p-FCM 

in 46 non-small cell lung cancers 

No of cases (o/o) 

f -ICM p-ICM p-FCM 
Diploidy 

Aneuploidy 

Im possible 

Discordant 

l 1(2 3.90/0) 1 1(2 3.90/0) 

35(76.10/0) 33(71,70/0) 

O 2(4.40/0) 
6(13,00/0) 

l 4(30.40/0) 

28(60.90/0) 

4(8.70/0) 

7(15.20/0) 

f-ICM, image cytometry of fresh cells 

p-ICM, image cytometry of cells from paraffln embedded tissue 

p-FCM, flow cytometry of cells from paraffin embedded tlssue 
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Tab－e2－3． Background　of　p1oidy　discordant　cases　among　f－ICM，p－ICM　and　p－FCM

CaSe　nO．

！（SQ）

2（SQ）

3（AD）

4（LCC）

5（LCC）

6（AD）

f－ICM　　p－ICM

D
D
D
A
A
A

A
A
A
D
D
D

P－FCM

A
A

A
D
D
D

CaSe　nO．

7（SQ）

8（SQ）

9（AD）

10（SQ）

11（SQ）

12（SQ）

13（SQ）

f－ICM　　p－ICM　p－FCM

A
A
A
A
A

A
D

A
A
A
A
A

A
I　b）

D
D
D
I・）

1・）

1・）

D
case　no．1・6；discordant　cases　between　f－ICM　and　Pp－ICM，

　　　　7－13；discordant　cases　between　p・ICM　and　p－FCM．

AD，adenocarcinoma；SQ，squamous　ceH　carcinoma；

LCC，1arge　ce11carcinoma；

A，aneup1oidy；D，dip1oidy；I，impossib1e．

a）Undetectab1e　peak．

b）Loss　of　ce11s．
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第3章　肺癌におけるDNA　p1oidyおよびSPFと核異型の関連について

第1節　序論

　細胞の構造や形態は，その細胞の機能や状態を反映していると考えられている。正

常細胞では，骨髄における赤血球74）や胸腺におけるリンパ球75）の分化に伴なう核ク

ロマチンパターンの変化などが検討されている．また，細胞周期によって核形態およ

び核クロマチンパタ」ンが変化することが，これまでの研究によって明らかにされて

いる38・76～81）．O’Keefeらg8）は，培養細胞においてS期でのDNA合成部位の変化を共

焦点顕微鏡で観察し，G1期からG2期にいたる間に，合成部位が経時的に変化するこ

とを三次元的に示した．筆者もこの追試を行ない同様の結果を得ている（Fig．3－

1）．

　正常細胞では，各分化段階での機能と形態は恒常的に維持されるが，癌細胞ではそ

の恒常性が失われ，形態的には「異型」と呼ばれる状態が出現する．この癌の病理学

的診断において重要な指標である異型の中で，最も重視されるのは核異型であり，多

くの癌で悪性度の指標とされている8・99）。核異型は，核の大きさおよびその大小不同，

核形不整，クロマチンパターン，核小体数などによって表現される。しかし，これら

の評価は病理医の検鏡経験によって大きく左右される58～60）。

　核異型の定量化の意義は，従来までの病理医の経験にたよる癌診断をより客観化す

ることにある．すでに1952年にMe11orsらが顕微蛍光測光法を用いて試みているが，

当時は画像処理技術が未熟であり，失敗に終わった41）．近年の画像処理技術の進歩

によって，デジタル化した画像から自動的に形態計測ができるようになり，さまざま

なアルゴリズムを用いて核異型の定量化が行なわれるようになった11・64・67・71・84・100・

10ヱ）。核異型のうち，核面積，核周長ラ楕円率，核の短径，長径などの形態量は，計

測が容易であるため，比較的多くの施設で施行されており66・67・69～71・84・101・102），癌と非

癌細胞との鑑別診断66・101・102）に用いられたり，腫瘍の進展度。患者の予後69・70），治療

効果の評価71）などの悪性度との相関が示されている。一方，核クロマチンパターン

の定量化はまだ試験的段階にある。Pressmanが提唱した「Markovian解析」は，22
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の数式によるクロマチンパターンの評価法であり61），いくつかの施設で実際に核異

型の定量化に用いられている62・68）。しかしその数式は複雑多岐にわたり，実際の病

理細胞診学で用いられるクロマチンパターンの表現，すなわち，微細あるいは粗穎粒

状，核縁の肥厚。不整，一クロマチン分布の不規則性などとの隔たりは大きい。また，

Markovian解析法以外にも，gradient65），エントロピー34・61・64）などの概念が，クロマ

チンパターンの定量化に導入されているが，それぞれ一長一短があり，その評価は確

立されていない。

　本研究を通して使用している1CMシステム「NASCA」は，フォイルゲン染色され

た核のデジタル化カラー画像を一度コンピューターに記憶させることによって，核

DNA量の解析だけでなく核面積とその標準偏差，核周長，およびこれらから算出され

る真円度の他，核の短径，長径，楕円率など，容易に核形態の計測を行うことが可能

である51～53）。しかし，これらの形態量だけでは核異型を的確に捕らえることは不十

分である．

　今回，従来から「NASCA」に備わっている核DNA量解析機能と核形態量計測機能

に加えて，より統合された細胞核の解析を実現するために，同一の画像を使用して，

あらたにクロマチンパターンの定量化を試みた。この際，従来の数式からの応用では

なく，実際のクロマチンパターンの表現を生かすことを原則とした。さらに，これら

の核形態量計測とクロマチンパターンの定量化の手法を用いて，肺癌細胞の核異型を

評価し，DNAp1oidyとSPFとの関連について検討した。
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第2節　核形態量およびクロマチンパターンの定量化

　　「NASCA」では，フォイルゲン染色された核のカラー画像を一度コンピューター

に記憶させ，一画面あたり512×480個のピクセルのうち，測定対象となる核領域の

ピクセルのみを抽出し，核DNA量の測定を行っている。このデジタル化された核の画

像情報から，核異型の定量化を行うことが本節の目的である。

1）核形態量の計測

　核異型の定量化において最も広く行われているものが，核面積，核周長，楕円率，

核の短径，長径などの核形態量の計測である66・67・69～71・84・101・王02）．核形態量としては，

現在多くのパラメータ」が用いられており，それぞれの臨床病理学的意義が検討され

てきている66・69～71・101・102）．「NASCA」でも，核DNA量解析の際，コンピューターに

取り込まれた核のカラー画像から，これらの多くを白動的に算出することが可能であ

る．今回，「NASCA」を使用して核異型を定量化するにあたり，算出可能な多くの

パラメーターのうち，癌細胞の核異型の中で最も重要な次の3つを核形態量として選

択した。

　　　核の大きさ：核面積の平均値

　　　核の大小不同：核面積のばらつき（標準偏差）

　　　核形の不整：form　factor＝4π×核面積／（核周長）2

ここで，form　factorとは，その値が1より小さいほどラその核が正確な円形から逸脱

することを意味する69・70）．

2）クロマチンパターンの定量化

　DNAとヒストン蛋白などからなるクロマチンは，古くから細胞分裂間期に核内に

見られる塩基性色素に特異的に染色される穎粒状物質として知られていたが，1963

年，Papanico1aouがこれまでの知見を集大成し，癌細胞診断におけるクロマチンの形

　　　　　　　　　　　　　　　　　　一39一



態の重要性を明らかにした103）。本邦でこのクロマチン形態を定義したものとしては，

昭和44年度，厚生省がん研究助成金による「がん細胞の形態学的診断とその開発に関

する研究」で公示されたものが知られている103）。これによると，クロマチン形態は

「構造」　「サイズ」　「密度」　「分布」　「核縁」の5つの要素に分類され，それぞれ

「網状。穎粒状。無構造」「細網状・粗網状・細穎粒状」「密。疎」「均等。不均等」

「薄い・均等。不均等」と定義される．本研究では，従来の数式からの応用ではなく，

実際に用いられている上記の如く定義されるクロマチン形態を忠実に表現することを

前提にクロマチンパターンを定量化することに努めた。

　クロマチンパターンは，濃淡に染色されるクロマチンの織り成すテキスチュアーと

考えられる63）。そこで，本研究では，まずクロマチンの凝集度を検索するために，

フォイルゲン反応によって染色される濃度によって，核を濃染領域（dark　area），中

間領域（intermediate　area），淡染領域（1ight　area）の3つの領域に分割した．分割

する濃度域値を決定するために，フォイルゲン染色され「NASCA」に取り込まれた

核の画像をピクセルの集合体とみなし，1ピクセル毎にその吸光度を求め，その分布

をヒストグラム上に展開した（Fig．3－2）．このうち，吸光度が最も大きい，すなわ

ち濃度が最も高いピクセルの濃度をO，核全体の平均濃度を50と定義した。3つの領

域の抽出域値を可変として実際の核の拙出を繰り返し，最も視覚的に忠実に分割でき

る域値を次のごとく決定した。

　　　濃染点（dark　pixe1）：濃度O～40

　　　中間点（intermediate　pixe1）：濃度40～50

　　　淡染点（1ight　pixe1）：濃度50～100

　核内の濃染領域，中間領域，淡染領域は，それぞれ濃染点，中間点，淡染点の合計

総数とした．また，核辺緑部（nuC1ear　margin）は，核面積に相当する円の半径を算

出し，その1／4に相当するピクセル数をとり，核の外周からそのピクセル数の範囲に

存在するピクセルの合計総数とした。また，少数のピクセルからなる非常に小さい粒

子を除去し，パターンを強調するために，濃染領域，淡染領域それぞれに，次のアル

ゴリズムを用いて，「収縮」，「膨張」の画像処理を汎用画像解析装置SPICCAを用

いて行なった。

　　　「収縮」：格子状に並ぶ各ピクセルに注目し，その縦横4方向の隣接するピク
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　　　セルのうち，一つでも中央のピクセルと濃度定義が異なる場合は，その中央の

　　　ピクセルを除去する。

　　　　「膨張」；収縮後に残されたピクセルに対して，縦横4方向の粒子を再生し，

　　　再構成する。

この「収縮」・「膨張」の画像処理をした後の，濃染領域，淡染領域をそれぞれ，超

濃染領域（u1tra－dark　area），超淡染領域（u1tra－1ight　area）とした。ここまでのフロー

チャートをFig．3－3に示す．このようにして得られた「核面積」，「核辺縁部の而

積」，　「平均濃度」，「濃染領域」，「淡染領域」，「超濃染領域」，「超淡染領域」

を用いてクロマチンパターンの定量化を次の如く，8項目にわたって行った。

　　　核縁の肥厚（thickeni㎎rate　in㎜c1ear　margin：TNM）：核辺縁部の平均濃度

　　　　　　＝を核面積の平均濃度で除したもの．

　　　核縁の凝集度（c㎝densed　area　rate　in㎜c1ear　margin：CANM）：核辺縁部の

　　　　　　濃染領域を核面積の濃染領域で除したもの．

　　　核縁の不均一性（variat1㎝ofc㎝㏄ntrati㎝in㎜c1ear　margin：VCNM）：核辺

　　　　　　縁部の濃度分布の分散．

　　　不均等分布（㎜e．e．ess　of　distributi㎝）：濃染領域と淡染領域の面積の和を，

　　　　　　核面積で除したもの．

　　　凝集度（condensation）：超濃染領域と超淡染領域の面積の和をラ核面積で除

　　　　　　したもの。

　　　穎粒度（granu1arity）：超濃染領域と超淡染領域の面積の和を，濃染領域と淡

　　　　　　染領域の面積の和で除したもの．

　　　淡明度（C1eari㎎）：超淡染領域の面積を，核面積で除したもの。

　　　集塊度（c1umpi㎎）：超濃染領域の面積を，核面積で除したもの。

　これら8項目のうち，「核縁の肥厚」　「核縁の凝集度」　「核縁の不均一性」の3項

目は，核辺縁部に高濃度のクロマチンが不均一に集まるクロマチンの状態を表わして

いると考えられる。また，「不均等分布」は核全体のクロマチンの状態を表わしてい

る。たとえば，ピクセルの濃度分布が均等であれば事中間領域にピクセルが集中し，

濃染領域と淡染領域の面積が小さくなり，その結果「不均等分布」の値も小さくなる．

「凝集度」　「穎粒度」　「淡明度」　「集塊度」の4項目も，「不均等分布」と同様に，
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核全体のクロマチンの状態を表わしている。しかし，その算出の際，いずれも「収縮」

「膨張」の画像処理を行うことによって非常に小さい粒子を除去するという操作を含

んでおり，「不均等分布」よりもパターンを強調して捉えることが可能である。

　ICMシステム「NASCA」を用いて，核DNA量測定の際使用しているフォイルゲン

染色された核のデジタル化カラー画像から，核異型の定量化を試みた。核形態量とし

て，「核面積の平均値」，「核而積の標準偏差」，「form　factor」の3項目を，クロ

マチンパターンとして，「核縁の肥厚」「核縁の凝集度」「核縁の不均一性」「不均

等分布」　「凝集度」　「穎粒度」　「淡明度」　「集塊度」の8項目を設定した．
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第3節　細胞周期の違いによる核形態の変化

　一般に核の形態は，細胞周期に伴う核DNA量の変化や細胞の増殖，分化，あるいは

癌化など様々な細胞の状態や変化を反映していると考えられている75）。細胞周期が

進むにしたがって，核面積が増加することは1974年Sawickiら76）のマウス線維芽細

胞での測定以来，いくつかの報告がある38・76～81）。しかし，クロマチンパターンの変

化についての検討は，細胞の増殖や分化74・75），あるいは薬剤の影響104）などとの関連

で行なわれているが，細胞周期に着目した検討は少ない．

　今回，前節であらたに作製した核形態の定量化法を用いて，固定および染色状態が

よく，測定が容易な培養細胞を対象として，細胞周期の違いによる核形態の変化につ

いての解析を行なった．

1）対象と方法

　培養細胞にはマウス線維芽細胞株NIH3T3細胞を用いた。細胞の調整およびフォ

イルゲン染色は，前章の方法に準じて行なった．計測には「NASCA」を用い，512個

の培養細胞について，核DNA量，核形態量（核面積，核面積の標準偏差，form

faCtOr），およびクロマチンパターン（核縁の肥厚，核縁の凝集度，核縁の不均一性，

不均等分布，凝集度，穎粒度，淡明度，集塊度）を測定した．

　測定値は平均±標準偏差で表わし，統計学的処理は，3群の平均値の差の検定とし

て，K・uska1－Wa11is　testを用いた。P＜O．05をもって有意差ありとした．

2）結果

核DNA量を測定して得られたDNAヒストグラム牟ら細胞周期解析を行ない，512個

のNIH3T3細胞をそれぞれの周期によって分類した。その結果，GO／G1期377個，

S期85個，G2／V期50個となった．この3群について，核形態量，クロマチンパター

ンのそれぞれの測定値を比較した．
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核形態量と細胞周期との関係

細胞周期別に核形態量の測定結果を比較した（Fig．3－4）．核DNA量の合成が行なわ

れ、細胞周期が進むにしたがって核面積は増加する傾向が認められた（p＜o．01）．

一方，核の大小不同を示すと考えられる核面積の標準偏差および核形不整を示す

fOm　faCtOrと細胞周期との間には，相関関係はみられなかった．

核クロマチンパターンと細胞周期の関係

　同様に，細胞周期別のクロマチンパターンの測定結果をTab1e3・1に示した。いず

れの測定項目においても，各細胞周期内でのクロマチンパターンを示す測定値の偏差

が大きく有意差はみられなかった．

3）細胞周期と核形態との関連に関する考察

　NIH3T3細胞核の核DNA量，核形態量，クロマチンパターンを，　「NASCA」を用

い同時に1則定した。今までの報告例では，細胞周期による細胞形態の変化は，同調培

養やフローサイトメーターのセルソーターを用いて解析されてきたg8）．しかし同調

培養の場合，個々の細胞周期の細胞のみを選別するのは困難である。またフローサイ

トメーターでの細胞選別は，試料の調整などを考えると，その応用範囲は限られてい

る．これに対して，今回使用したシステムでは，個々の細胞の核DNA量を測定するこ

とによって，個々の細胞の細胞周期を特定できるのと同時に，核形態量とクロマチン

パターンをも同時に測定することが可能であった、

　今回の測定結果では，細胞周期を進むにしたがって核面積が増加していた。これは，

Sawickiら76）の測定緒果と一致している。今回の検討では，細胞周期が核DNA量によっ

て定義されており，細胞周期が進むことは，すなわち核DNA量が増加していることと

同義である．従って，細胞周期が進むにしたがって核面積が増加したという結果は，

以前から指摘されている，核DNA量と核面積に相関関係があるという事実79・84・’02）に

矛盾しない．一方，今回の計測では，核面積の標準偏差すなわち核の大小不同は，細

胞周期によって変化しなかった．もし，核面積と核DNA量に比例関係があるとすれば，

核DNA量が徐々に増加するS期では核面積もそれに応じて増加するため，大小不同が

著しくなるはずである．この矛盾は，以下のように解釈できる。理論的にはG0／G！

　　　　　　　　　　　　　　　　　　－44一



期とG2／M期は，それぞれ2Cあるいは4Cにあるべきである。しかし，核DNA量

ヒストグラム上での細胞周期解析では，核DNA量の測定時の誤差を考慮に入れて，

G0／G1期とG2／M期にある程度の幅をもたせているため，GO／G1期あるいは

G2／M期の細胞の核DNA量にも違いがでてくる。従って，GO／G1期あるいはG2

／M期の細胞でもS期と同様に核面積も変化し，大小不同がみられると考えられる。

　一方，核クロマチンパターンの細胞周期に伴う変化についての検討結果では，各細

胞周期内でのクロマチンパターンの測定値のばらつきが大きく，今回用いたパラメー

ターでは有意な違いはみられなかった．フォイルゲン染色された核を実際に観察する

と，分裂期，あるいは分裂前期のクロマチンはラ染色体形成あるいは著明なクロマチ

ンの凝集が認められる。しかし，それ以外の分裂間期の細胞のクロマチンパターンは，

非常に多様性に富んでいるため，ある一定の表現すらできない。

　O’keefeらg8）は，DNA合成部位は細胞周期によって一定のパターンがあることを示

したが，DNA複製白体と可視のクロマチンの状態との関係は今だ明らかにされてい

ない．一般に，クロマチンパターンは，活動性クロマチン（ユークロマチン）と非活

動性クロマチン（ヘテロクロマチン）の分布の違いからくるとされている’05）。また，

T・aganosとNewma㎜らは核構築を決定する因子として，あらたに合成されるヒスト

ン蛋白やその他の核内蛋白の合成の関与を示唆している72・73）．細胞周期上のクロマチ

ンの変化を定量的に捉えるには，細胞周期に関連したfos，myc，jmなどの遺伝子や

106），ヒストンなどの核内蛋白の変化83）の解明を含めた詳細な検討が必要と考えられ

る。
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第4節　気管支上皮および肺癌細胞における核異型の定量化

　核異型の定量化による客観化に関しては、画像解析を応用して現在様々な方法が試

みられている66・67・69～7’・84・101・102）。しかし，このうちクロマチンパターンの定量化に関

しての報告は著しく少ない。現在わが国ではクロマチンパ多一ンの定量的解析はほと

んど行われていない。また，いままでの報告は，数学的なクロマチンテキスチュア」

の表現に留まり，その意味するところが，実際の光学顕微鏡で見られるクロマチンパ

ターンと比較対照できないものが多い舳）。今回考案した定量化の方法は，従来の数

式からの応用ではなく，実際のクロマチンパターンの表現を生かしたものである。

　前節で培養細胞について試みた，核形態量の計測とクロマチンパターンによる核異

型の定量化を，臨床材料である気管支上皮細胞と肺癌細胞に対して行い，癌。非癌の

鑑別に関する有用性を検討することを本節の目的とした。

1）対象と方法

　対象としては，非癌細胞として気管支上皮細胞を含む擦過細胞診標本5例を，癌細

胞として切除肺癌ρ新鮮捺印標本36例を用いた．切除肺癌の内訳は，腺癌18例，扁

平上皮癌14例，大細胞癌2例，カルチノイド2例であった。これらの，フォイルゲン

染色および「NASCA」を用いた核形態量（平均核面積，核面積の標準偏差，fo㎜

faCtOr），およびクロマチンパターン（核縁の肥厚，核縁の凝集度，核縁の不均」性，

不均等分布，凝集度，穎粒度，淡明度，集塊度）の測定は，第2章および前節に準じ

て行った．

　測定値は平均±標準偏差で表わし，統計処理には，ノンパラメトリックテストの

Ma㎜一Whitney　U　testを用いた。P＜O．05をもって有意差ありとした。

2）結果

気管支上皮細胞および肺癌細胞の核形態量の測定結果
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　気管支上皮細胞からなる非癌症例5例と肺癌症例36例の核形態量の測定結果をFig．

3－5に示す。非癌症例の平均核面積，核面積の標準偏差値，およびfo㎜factorは，そ

れぞれ55．4±6．20，11．0±1．35，O．886±O．017であり，一方癌細胞はそれぞれ，

80．5±5．12，30．5±3．05，O．835±o．04であった。これらはすべて有意差があり事癌

細胞は正常細胞より，核は大きく，大小不同がみられ，核形不整があるという，一般

の細胞診所見と一致する結果が得られた。

気管支上皮細胞および肺癌細胞のクロマチンパターンの測定結果

　同様に，非癌症例5例と肺癌症例36例のクロマチンパターンの測定結果をTab1e3－

2に示す。測定したクロマチンパターンの8個のパラメーターのうち，核縁の肥厚，

核縁の凝集度，凝集度，穎粒度，淡明度の5個において，非癌症例と肺癌症例の間に

有意差が認められた．

　また，比較的症例数が多い扁平上皮癌と腺癌において，核形態量とクロマチンパター

ンの比較を行ったが，有意差は認められなかった．

3）非癌細胞と癌細胞の核異型の定量解析に関する考察

　今回，核異型の定量化に用いたパラメーターは，いずれも実際の核異型に対応した

ものであるが，このうち，核形態量では，平均核面積，核面積の標準偏差値，および

form　factorで，クロマチンパターンでは，測定した8個のパラメーターのうち，核縁

の肥厚，核縁の凝集度，凝集度，穎粒度，淡明度の5個において，非癌症例と肺癌症

例の間に有意差が認められた．この結果，今回考案した核異型の客観化の方法は妥当

であると考えられた。

　クロマチンパターンで非癌と肺癌の間に有意差が認められなかった3つのパラメー

ターのうち，核縁の不均一性，不均等分布の2つは，「収縮」「膨張」の画像処理を

行っていない1晴報から算出されたものである。また，不均等分布と凝集度の違いは，

「収縮」　「膨張」の画像処理の有無だけであるにもかかわらず，そのp　va1ueは，そ

れぞれp＝O．057，P＝O．005と，癌。非癌の鑑別の有用性に違いがみられた。このこ

とは，クロマチンパターンの定量化を行う上で，「収縮」「膨張」の画像処理を行う

ことが重要であること，すなわち，クロマチンの凝集の大きさが重要であることを示
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唆している。

　一方，従来のパパニコロー染色での細胞診では，癌。非癌を鑑別するのみならず，

癌の組織型，すなわち肺癌では扁平上皮癌，腺癌などの鑑別が多くの場合可能である

8）．しかし，今回の核異型測定では，従来の細胞診では可能であった組織型の鑑別は

できなかった．その原因として，測定時に特に扁平上皮癌の角化細胞などの核濃縮が

著しいものはサ核の厚みがあり，焦点深度が深いため，測定誤差が大きく，対象外と

したことが上げられる。細胞診では，扁平上皮癌を診断する際事重要な所見として細

胞の角化，変性壊死に伴なう核の濃縮，断片化などがある．また，細胞診の所見で重

要な，細胞質の所見，細胞の配列などが，この測定では評価できないことも，組織型

鑑別ができなかった原因の一つと考えられる．

　今回の測定対象は，アルコール固定された塗沫細胞診検体である。一方，組織標本

はホルマリンで固定されることが一般的である．両者は，蛋白質に対する凝固作用が

異なり，その結果，同じヘマトキシリンで核染色をしても，その核所見は異なること

が知られている1・・）．さらに今回使用した標本はすべてフォイルゲン染色であり，そ

の染色性は病理細胞診断で一般に用いられるヘマトキシリンとは全く異なる．したがっ

て，フォイルゲン染色された核では，そのクロマチンの分布，パターン，さらには従

来の細胞診で用いられる用語についても，そのままフォイルゲン染色された核に応用

することはできないと考えられる．Christenらのグループ107）は，カラー画像の

R　G　B3成分のうち，R成分を取りだし，通常のHE染色された組織標本を対象にク

ロマチンパターンの定量化を試み，前立腺病変の鑑別に有用であったと報告している．

フォイルゲン染色は核DNA量の測定が可能であり，その有用性は大きいが，汎用性を

考慮すると，ヘマトキシリン染色での定量化も十分将来性があると考えられる．

　以上，核形態量の計測とクロマチンパターンによる核異型の定量化を，臨床材料で

ある気管支上皮細胞と肺癌細胞に対して行い，癌・非癌の鑑別に関する有用性を検討

した結果，核形態量では，平均核面積，核面積の標準偏差値，fom　factor，クロマチ

ンパターンではヨ核縁の肥厚，核縁の凝集度，凝集度，穎粒度，淡明度において，非

癌症例と肺癌症例の間に有意差が認められた．この結果，今回考案した核異型の客観

化の方法は妥当であると考えられた．
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第5節　肺癌におけるDNA　p1oidyおよびSPFと核異型の関連について

　DNAサイトメトリ』の研究によって，癌細胞の核DNA量の異常（aneup1oidy）と

細胞増殖能（S　phase　fractio。）の充進が，癌の診断および生物学的悪性度を決定する

重要な因子であることが明らかになった20・24～26）何また，最近のイメージサイトメト

リーの進歩によって、従来からの病理診断に用いられている核異型が定量的に測定可

能となり，これらの臨床病理学的意義も，肺癌6759），乳癌60），肝癌102），皮膚腫瘍

’0’），小児腫瘍71）など多くの悪性腫瘍で検討されている．しかし，癌細胞における

DNA　p1oidyおよび細胞増殖能SPFと，クロマチンパターンを含めた核異型との関係

はいまだ明らかではない．

　前節では，「NASCA」をもちいて核形態量とクロマチンパターンの定量化を試み，

肺癌細胞と気管支上皮細胞の違いを定量的に評価しえた。ここでは，肺癌において癌

の予後因子として重要とされるDNA　p1oidyおよびSPFと，経験的に病理学の分野で悪

性度の指標とされている核形態量およびクロマチンパターンとの関連を明らかにする

ことを目的とした。

1）対象と方法

　対象は，前節で核異型を測定した切除肺癌症例36例であり，核形態量（平均核面積，

核面積の標準偏差，fom　factor），クロマチンパターン（核緑の肥厚、核縁の凝集度，

核縁の不均一性，不均等分布，凝集度，穎粒度，淡明度，集塊度）に関しては前節の

値をそのまま用い，DNA　p1oidyおよびSPFに関しては，　「NASCA」を用いてあらたに

核DNA量解析を行った。その方法および評価は第2章に準じて行なった芭すなわち

DNAp1oidyの定義は，dip1oidy＜DI：1．3，aneup1oidy≧DI＝1．3とした。増殖能の評

価の基準については，SPF＜20％を増殖能の尤進なし，SPF≧20％を尤進ありとした．

また，対照として非癌症例5例の測定結果も検討対象に加えた。

　測定値は平均±標準偏差で表わし，統計処理には，ノンパラメトリックテストの

Ma㎜・Whitney　U　testを用いた屯p＜0．05をもって有意差ありとした。
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2）結果

　非癌症例5例と，肺癌症例36例のDNA　p1oidyおよびSPFと，核形態量（平均核面積，

核面積の標準偏差，fOrm　faCtOr）およびクロマチンパターン（核縁の肥厚，核縁の凝

集度，核縁の不均」性，不均等分布，凝集度，穎粒度，淡明度，集塊度）の関連につ

いて検討した。まず，核DNA量解析の結果から，肺癌症例36例は，DNA　p1oidyの違

いによって，dip1oidy群11例，aneup1oidy群25例に分類され，また，増殖能の違いに

よって，SPF＜20％群が16例，SPF≧20％群が20例と分類された。

DNA　p1oidyおよびSPFと核形態量の関連について

　DNA　p1oidyと増殖能の違いによって，分類された2群に関して，それぞれの核形態

量（平均核面積，核面積の標準偏差，form　factor）の値を比較した（Fig．3－6）．その

結果，a・eup1oidy群はdip1oidy群に比較して，3つの核形態量すべてにおいて，有意

に異型度が高い傾向がみられた。すなわち，aneup1oidy群の肺癌細胞は，dip1oidy群

の癌細胞に比較して，核が大きく，大小不同がみられ，核形が不整であった。これに

対して，SPF＜20％群とSPF≧20％群との間には，核形態量に有意な差を認めなかっ

た．

　非癌症例との比較では，dip1oidy群でform　factor以外の形態量は，非癌症例との間

に有意差を認めなかった．しかしその他の群ではいずれも，非癌症例との間に有意差

を認めた。

DNAp1oidyおよびSPFとクロマチンパターンの関連について

　同様に，クロマチンパターン（核縁の肥厚，核縁の凝集度，核縁の不均」性，不均

等分布，凝集度，穎粒度，淡明度，集塊度）の値を，dip1oidy群とa．e岬1oidy群，お

よびSPF＜20％群とSPF≧20％群に関して，比較した（Tab1e3－3）。また，それぞ

れの群間の検定を行い，そのp値をTab1e3・4にまとめた。その結果，aneup1oidy群

とdip1oidy群の間では，凝集度，穎粒度，淡明度の3つのクロマチンパターンにおい

て，有意差が認められた。これに対して，SPF＜20％群とSPF≧20％群との間には，

すべてのクロマチンパターンに，有意な差を認めなかった．

　非癌症例との比較では，dip1oidy群は，すべてのクロマチンパターンにおいて，非
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癌症例との間に有意差を認めなかった．その他の3群と非癌症例との間には，5個か

ら6個のクロマチンパターンに有意差を認めた。

3）DNA　p1oidyおよびSPFと核異型との関連に関する考察

　非癌症例と，肺癌症例のDNA　p1oidyおよびSPFと，核形態量およびクロマチンパター

ンとの関連について検討した。DNA　p1oidyと核形態量との関連について，すでに

Wa㎎ら108）は，aneup1oid　tumorは，核面積とその偏差，およびform　factorがdip1o1d

tumOrに比較して大きいと報告している．しかし，クロマチンパターンを含めた検討

や，核異型と増殖能との関連を検討した報告はない．

　今回の測定結果では，形態量とクロマチンパターンともに，DNAp1oidyの違いが

影響しており，SPFの増減は関係していなかった。すなわち，核DNA量の異常を示す

ane叩1oidyの癌細胞は，dip1oidyの癌細胞と比較して，より高度の核の形態異常を伴

なうが，増殖が盛んな癌細胞とそうでない癌細胞との間には，核異型に違いがみらパ

なかった．この結果は次の問題点を提起している。すなわち，増殖能が高い癌では，

核DNA量が2Cより大きいS期あるいはS＋G2／M期の細胞が多いにもかかわらず，

増殖能の低い癌の細胞の核異型との間に差がないという矛盾が生じた。一般に，細胞

周期によって核の形態量が変化することは，すでにいくつかの報告がある38・76～81）．

しかし，既に第3節で培養細胞における結果を示したとおり，細胞周期の違いに基づ

く核異型の評価では，核形態量やクロマチンパターンの違いは明らかとはならず，や

はり核DNA量の違いがその核形態に大きく影響を与えることを示すと考えられる。

　今回定量化した核異型の指標は，前節で示した如く，その多くが非癌細胞と癌細胞

とで違いがみられ，優れた指標であると考えられる．しかし，明らかに細胞診学的に

癌細胞と診断できるのにもかかわらず，dip1oidyの癌細胞の核異型と，非癌細胞の気

管支上皮細胞との違いを，明らかにすることができなかった。サイトメトリーの最終

ゴールは，癌細胞の白動診断にある63・68）。しかし，これらの核DNA量の異常を伴な

わず核異型の軽度な癌細胞の診断は，この目標を達成するうえで，大きな課題である。

　いくつかの施設で，前癌病変のクロマチンパターンの検討を行ない，非癌病変との

鑑別が可能であったとしている60・62・63・65）。しかし，これらの報告では，核DNA量の
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測定を行なっておらず，その前癌病変の評価は形態的なものにとどまっている。これ

ら前癌病変の細胞で，すでに認識可能な核異型をもたらす遺伝子異常を含めた核DNA

量の変化があった可能性がある。

　いくつかのグループは，個々のパラメーターは有意差のないものを対象に，多変量

解析を用いて個々に重み付けを行ない，診断率の向上を試みている22・60・109）。Dawson

ら21）は，乳癌を対象に，7つの核異型のパラメーターを計測し，新しいコンピュ』

ターテクノロジー「Neura1Network」を用いた診断システムによって，70％の正診率

を低悪性度病変で得ている．この「Neu・a1Netwo・k」は，従来の多変量解析などと比

較して，直観的思考や経験的思考といった，より人間に近い判断が可能であり，癌細

胞と非癌細胞の違いは大きくない個々の因子を，総含的に出力できる可能性を秘めて

おり11），注目される。しかし現時点では，その個々の測定方法および入力項目は様々

であり35），白動診断の正診率の向上を図るためには，それらの入力項目の選択吟味

をさらに検討する必要があると考えられる。
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第6節　小括

　肺癌における，DNA　p1oidyおよびSPFと癌細胞の核異型との関連を検討した。ま

ず，培養細胞を対象に，あらたにクロマチンパターンの定量化の方法を考案し，細胞

周期との関係を検討した。さらに，臨床材料から得た気管支上皮細胞と肺癌細胞の核

形態量およびクロマチンパターンの定量化を行い，その結果と核DNA量解析結果から，

DNA　p1oidyおよびSPFと癌細胞の核異型との関連を検討した。その結論は以下の通

りである．

1．実際の核異型と対応したクロマチンパターンの定量化法をあらたに考案し得た．

2．マウス線維芽細胞の核面積は細胞周期の進行に従って増加したが，核の大小不同

性，核形の不整，およびクロマチンパターンに細胞周期毎の変化はみられなかった。

3．．気管支上皮細胞と肺癌細胞との間においては，測定したすべての核形態量，すな

わち核面積，大小不同性，核形不整に有意な差がみられた．また，クロマチンパター

ンに関しても，検討した8個のパラメーターのうち，核縁の肥厚，核縁の凝集度，凝

集度，穎粒度，淡明度において有意差が認められた。

4．非癌症例と，肺癌症例のDNA　p1oidyおよびSPFと，核形態量およびクロマチンパ

ターンの関連について検討した結果，形態量とクロマチンパターンともに，DNA

p1oidyの違いが影響しており，SPFの増減は関係していなかった．すなわち，核DNA

量の異常を示すaneup1oidyの癌細胞は，dip1oidyの癌細胞と比較して，より高度の核

の形態異常を伴なうが，増殖が盛んな癌細胞とそうでない癌細胞との間には，核異型

に違いがみられなかった．
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Tab1e3－1．Chromatin　pattems　during　ceH　cyc1e　in　NIH3T3ce11s

Phase　ofce11cyc1e

G0／G1
（n＝377）

　S

（n＝85）
G2／M
（n竈50）

TNM
CANM
VCNM
UneVeneSS

Condensation

Granu1arity

C1earing

C1umping

1，0！6±O．009

0，106±O．088

0，059±O．011

0，986±O．013

0，445±O．124

0，510±O．294

0，885±O．106

0，101±O．093

1，019±0．013

0，148±0．128

0，060±0．0！4

0，986±O．013

0，462±O．201

0，504±0．］一96

0，828±0．209

0，158±0．197

1，024±O．012

0，110±O．070

0，058±O．O〕一］一

〇．982±O．011

0，464±0．159

0，518±O．227

0，809±0．167

0，173±O．157

Not　significant：Kruska1－Wa11is　test

TNM：thickening　rate　of　mc1ear　margin

CANM：condensed　area　rate　in　nuc1ear　margin

VCNM：variation　of　condensation　in　nuc1ear　margin
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Table 3-2. Mean~SD of chronratin patterns In normal bl onchlal eplthellal cells 

and lung cancer cells 

Normal 

(n=5) 

Lung cancer 

(n=36) 

p value * 

TNM 
CANM 
VCNM 
Uneveness 

Condensation 

Granulal~ity 

Clearing 

Clumplng 

0.982 ~ 0.0 1 l 

0.581~0.lOO 

0.127~0.003 

0.794 ~ 0.009 

0.5 1 3 ~ 0.0 1 7 

0.642 ~ 0.02 5 

0.386~0.036 

0.127~0.021 

l.014~0.015 

0.293~0.120 

0.119~0.020 

0.784 ~ 0.009 

0.607~0.062 

0.768 ~ 0.07 5 

0.445 ~ 0.05 5 

0.16 1 ~ 0.036 

0.0017 

0.003 

0.1372 

0.0575 

0.005 

0.0039 

0.0105 

0.0575 

'; Mann-Whitney test 

TNM: thickening rate of nuclear margin 

CANM: condensed area rate in nuclear margln 

VCNM: variation of condensation in nuclear margln 
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Tab1e3－3．Corre1ation　of　chromatin　pattems　to　DNA　p1oidy　and　SPF

　　　　　in　norma1bronchia1epitheIia1ce11s　and1ung　cancer　ce11s

Lung　Cancer

Nor皿a1

（n＝5）

Dip1oidy　　　Aneし1pIoidy SPF＜2096　　　SPF≧；20％

（n竃11）　　　（n＝25） （n＝16）　　　　　　（n＝20）

　　TNM　　　O．982±O．011

　CANM　　O．581土0，100

　VCNM　　O．！27±O．003

Uneveness　O．794±O．O09

Condensation　O．513±0，0！7

Granu1arity　O．642±O．025

　C1earing　　O．386±O．036

　C1umping　O．127士O．021

1，023±O．007

0，257±O．065

0，152±O．041

0，787±O．O09

0，506±0．062

0，637±O．025

0，332±O．071

0，173±O．O09

1，014±O，017

0，300±O．137

0，113±0．013

0，784±0．O］一1

0，624±0．053

0，790±O．060

0，461±0．033

0，163±O．043

1，014±O．015　1，015土0．015

0，257±0．135　0，304±O．118

0，117±0．009　0，120±0．023

0，779±O．O03　0．7853±O．010

0，597±O．039　0，610±O．069

0，759±O．051　0，771±O．084

0，445±O．049　0，445±0．059

0，152±0．0420，165土0．036

TNM：thickening　rate　of　nuc1ear　margin

CANM：condensed　area　rate　in　nuc1ear　margin

VCNM：variation　of　condensation　in　mc1ear　margin
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Table 3-4. p values by Mann-Whltney test on bronchial epithellal cells and lung cancer cells 

in quantit[ve cytology 

N vs D N vs A N vs SPFl N vs SPF2 D vs A SPFI vs SPF2 

TNM 
CANM 
VCNM 
Uneveness 

Condensation 

Granularity 

Clearlng 

Clumping 

0.0528 

0.0528 

1.0000 

0.4386 

1.0000 

l.OOOO 

0.4386 

0.0528 

0.0022 

0.0041 

0.0956 

0.0519 

0.0016 

O.OO 1 2 

0.0022 

0.0956 

0.0275 

O.0275 

O.0864 

0.01 43 

0.0143 

0.0143 

0.0500 

0.2207 

0.0022 

0.0044 

0.2463 

0.1706 

0.0114 

0.0084 

0.0153 

0.0578 

0.2664 

0.8738 

0.1123 

O.6338 

0.0390 

0.0390 

0.0262 

0.7508 

0.9035 

0.3960 

0.8084 

0.3930 

0.6276 

0.8084 

l.OOOO 

0.7160 

N: Nornral, M: Mallgnant, D: Dlploldy, A: Aneuploidy, 

SPFl: SPF< 200/0, SPF2: SPF~200/0 

TNM: thickening 1~ate of nuclear margin 

CANM: condensed area rate in nuclear margin 

VCNM: variation of condensation In nuclear margin 
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Flgure 3- I . A confocal laser scannlng mlcroscopic photograph 

of NIH 3T3 cells immunostalned wlth antl-BrdU antibody. 

Various patterns of DNA duplicatlon ar~e noted. 
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第4章肺癌におけるDNAp1oidyおよびSPFとがん抑制遺で云子P53との関連

第1節　序論

　これまで，癌細胞にムられるDNA　p1oidyの異常と癌腫そのものの坤殖能SPFの細

胞生物学的意義を明らかにするために，これらと核の形態異常との関連に関して検討

を行ってきた．その結果，DNA　p1oidyの異常は核異型と関連しているが，SPFと核

異型とは関連しないことが明らかとなった．しかし，癌細胞のDNA　p1oidyの異常や

増殖能が，どのような遺伝子レベルでの異常と関連しているのかは，いまだ明らかに

されていない．

　近年．癌に対する分子生物学的アプローチが精力的に行われてきており，癌細胞に

は様々な遺伝子レベルの異常が見られることが明らかとなってきたg）。また，癌化に

は，多くの場合，いくつかの癌あるいはがん抑制遺伝子の異常が段階的におこること

が知られている18・11o）．本研究では，癌細胞のDNA　p1oidyの異常や増殖能の生物学

的意義を明らかにするために，数ある癌に関連した遺伝子の中で，がん抑制遺伝子

p53n2～115）に注目した．なぜなら，p53は，細胞増殖のみならず，遺伝子および染色

体の異常の蓄積に関与していると考えられているからであるu2・114）。

　p53遺伝子は第17染色体短腕上に存在するがん抑制遺伝子である．その遺伝子産物

で，核内に存在する分子量約53kDaのp53リン酸化非ヒストン蛋白（野生型p53蛋

白と呼ばれる）は，細胞増殖を制御する機能を持っているが，p53遺伝子に欠失や点

突然変異などがおこると，その本来の機能を失い（変異型p53蛋白），細胞は癌化

に向かうとされている112～116）．野生型p53蛋白が細胞増殖に対していわばブレーキ

の役目を果たしているとすれば，変異型p53蛋白は細胞増殖に有利に働くとも考え

られる．この変異型p53蛋白を免疫組織化学的に検出することによって，p53遺伝

子の機能を推定することが可能となった。現在，ほとんどすべてのヒトの癌で，高頻

度にp53遺伝子の異常が見出されており，肺癌でもp53蛋白のアミノ酸変化を伴な

う点突然変異が高率で見られる1’9・120）。

　最近，この野生型p53蛋白が，G1期からS期へ入る点でサイクリン／CDK複合体
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のインヒビターの発現を誘導することによって細胞周期を止めていることが明らかと

なった’20）。このインヒビターは老化した細胞や接触阻害のかかった細胞で多量に発

現しており，強力に増殖を阻害することがすでにわかっている．このp53蛋白によ

る細胞周期の停止は，なんらかのダメージを受けた細胞の修復のために行なわれると

考えられる。したがって，p53遺伝子に異常のある細胞では，修復を待たず細胞周期

をまわることになるので，遺伝子の増幅が高率に起こり，染色体の異常が蓄積してい

くと考えられている’20～’22）。このように，P53遺伝子は，癌化の初期段階において

重要な役割を担っていると考えられる120～122）．

　Sozziら123）は，気管支上皮における高度異形成上皮に，上皮内癌と同様に，第17

染色体短腕の欠失とp53遺伝子の点突然変異がみられ，肺における発癌の初期段階に

おいてp53遺伝子の異常が関連していることを示した．Nuovaら124）は，気管支上皮

において軽度あるいは中等度異形成上皮に比較して，高度異形成上皮に高頻度に変異

型p53蛋白の発現がみられること，また，肺扁平上皮癌とその周囲の高度異形成上

皮には同様の変異型p53蛋白の発現がみられることから，肺扁平上皮癌の初期段階

に変異型p53蛋白が発現する可能性を示唆した．

　一方，肺癌118・119・123・124）以外の乳癌124），食道癌豆26），大腸癌127・128），胃癌129）など，

他の臓器においても同様の報告がみられ，p53遺伝子が多くの組織における発癌に関

与していることが示されてきている。また，P53と臨床病理学的因子との関連につい

ては，癌の組織学的分化度127・129）や進行度王25），喫煙王28），患者の予後130）などに関し

て，いくつかの報告がみられるが，一定の見解は得られていない．

　以上のように，がん抑制遺伝子p53の異常が，ヒトの多くの癌で認められ，特に

その初期段階に関連していることが明らかになってきている120～王23・125・126）。しかし，

p53と癌腫の増殖能との関連についての報告は少なく130），癌における核DNA量の異

常との関係に関する検討は未だ行われていない。

　本章では，このがん抑制遺伝子p53の持つ細胞増殖制御機能とそれによる遺伝子

修復機能に着目し，まず，肺癌における変異型p53蛋白の発現を免疫組織化学的に

検討した．さらに，この変異型p53蛋白の発現と，癌細胞の核DNA量異常をあらわ

すDNA　p1oidyおよび癌腫の増殖能を表わすSPFとの関連について検討した個
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第2節　肺癌におけるDNA　p1oidyおよびSPFとがん抑制遺伝子p53との関連

　肺癌におけるDNA　p1oidyおよびSPFとがん抑制遺伝子P53との関連を明らかに

するために，まず，肺癌各組織型におけるp53蛋白の発現を免疫組織化学的に検討

した．さらに，この結果と核DNA量解析で得られたDNA　p1oidyおよびSPFとの比較

検討を行った。

1）対象と方法

p53蛋白の発現について

　筑波大学附属病院で切除された肺癌58例の手術標本癌病巣部を検索した．肺癌の組

織型は日本肺癌学会分類92）にしたがって診断した。その内訳は，腺癌27例，扁平上

皮癌23例，大細胞癌4例，カルチノイド2例，腺様嚢胞癌2例である．

　使用した抗体は，抗P53蛋白モノクローナル抗体CM－1（CM・1ウサギポリクロー

ナル，NOVOCASTRA）132）である。切除標本はホルマリン固定パラフィン包埋切片

を用い，免疫染色はABC法（avidi・一bioti・一pe・oxidase　comp1ex　method）13王）で行なっ

た．まず，パラフィン切片を内因性ペルオキシダーゼ阻止のため0．6％過酸化水素加

メタノールに30分浸した一〇〇倍希釈したCM－1を200μ1滴下して2時間おき，ビ

オチン化抗ウサギIgG抗体（ヒストファイン，ニチレイ）を15分間反応させた後，

a．idi。一bioti．y1pero．idase　comp1e。希釈液を3分間反応させた．発色には，3，3’一ジア

ミノベンチジン4塩酸溶液（和光純薬）で行なった。核染色は，5％メチルグリーン

溶液にてラ30秒間行なった。CM－1に対する染色性の評価は，全視野を通し，一部で

も明らかな腫瘍細胞の陽性像を認めた症例をp53陽性とし，また，井上ら130）の方法

を参考にし，500個の癌細胞を観察し，核染色陽性細胞数の割合が20％以上のものを

強陽性，20％未満を陽性，無染色を陰性として発現の状態を検討した。

DNAp1oidyおよびSPFについて

　DNA　p1oidyおよびSPFに関しては，今回p53蛋白の発現を検討した肺癌58例のう

ち，核DNA量解析が可能であった46症例を対象として，核DNA量解析を行って求め
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た．その方法および評価は，第2章の結果に従って行なった。すなわちDNAp1oidy

の定義は，dip1oidy＜DI＝1．3，aneup1oidy≧DI＝1．3とした。また，増殖能の評価の基

準も事SPFの値で，20％をその境界値とした。

　測定値は平均±標準偏差で表わし，統計処理にはヨカイニ乗検定を用いた。p＜

O．05をもって有意差ありとした。

2）結果

　肺癌におけるDNAp1oidyおよびSPFとがん抑制遺伝子p53の関連を明らかにす

るために，まず，肺痛各組織型におけるp53蛋白の発現を免疫組織化学的に検討し

た．さらに，この結果と核DNA量解析で得られたDNA　p1oidyおよびSPFとの比較検

討を行った．

肺癌におけるp53蛋白の発現頻度と発現様式

　抗P53ポリクローナル抗体CM－1によって検索した肺癌組織のp53蛋白の免疫染

色陽性率を組織型別にTab1e4－1に示した．肺癌組織のp53蛋白の免疫染色陽性率は，

全症例58例中，強陽性11例19．O％，陽性16例27．6％の計27例46．6％であった．組織

型別の陽性率においては，扁平上皮癌が56．6％と最も高く，ついで腺癌40．2％，大細

胞癌25．O％の順であった。これらの組織型別のp53蛋白の発現頻度には，有意差は

認められなかった。

　次に肺癌組織におけるp53蛋白の発現様式をみると，一般にp53蛋白は陽性癌細

胞の核に限局して，ほぼ均一に染色され，細胞質には染色されなかった。また，陽性

細胞の多くは，多少の濃淡はあるものの集団として染色される傾向にあり，特に扁平

上皮癌では，ほとんどすべての癌細胞の核に染色される例が多くみられた（Fig．4・

！）。腺癌では，P53蛋白の発現は，扁平上皮癌のように集団としては染色されず，

陽性細胞は陰性細胞の間に散在してみられることが多かった（Fig．4－2）．

　一方，非癌部の肺胞上皮，気管支上皮などの細胞核にはp53蛋白の発現はみられ

なかった（Fig．4・1）。

肺癌におけるDNA　p1oidyおよびSPFとp53蛋白の発現との関連

今回p53蛋白の発現を検討した肺癌58例のうち，核DNA量解析が可能であった46
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症例の結果から，肺癌におけるDNA　p1oidyおよびSPFとp53蛋白の発現との関係を

検討した。まず，核DNA量解析の結果から，肺癌症例46例は，DNA　p1oidyの違いに

よって，dip1oidy群10例，aneup1oidy群36例に分類され，また，増殖能の違いによっ

て，SPF＜20％群が19例，SPF≧20％群が27例と分類された。

　肺癌症例におけるp53蛋白の発現頻度を，dip1oidy群とa．eup1oidy群，および

SPF＜20％群とSPF≧20％群に関して，比較した（Tab1e4－2）。その結果，dip1oidy

群のp53陽性率は，10例中9例90．o％であり，aneup1oidy群の36例中15例41．7％に

比較して，高い傾向が認められた（P＜O．05）．一方，増殖能を表わすSFPによって

症例を2群に分類して，両者のp53の発現頻度を比較した結果，SPF≧20％群での

p53陽性率は，27例中16例59．2％でありラSPF＜20％群の19例中5例26．3％に比較し

て，高頻度にp53の発現がみられた（p＜O．05）。

3）DNA　p1oidyおよびSPFとp53蛋白発現との関連に関する考察

　肺癌において，がん抑制遺伝子p53の異常と，核DNA量および癌腫の増殖能との

関連を明らかにするために，まず，肺癌各組織型におけるp53蛋白の発現を抗P53

ポリクローナル抗体CM・1を用いて免疫組織化学的に検討した．免疫組織化学的に

p53蛋白を検出することは，ホルマリン固定標本でも染色可能なためretrospecti・e

studyを含めた広い範囲に応用できる利点がある。今回使用した抗p53ポリクローナ

ル抗体CMユは，変異型p53蛋白を認識する他のp53モノクローナル抗体と比べて

も，過剰に発現する変異型p53蛋白の検出に十分有用であることが確認されている

131）．CM－1は変異型p53蛋白とともに野生型p53蛋白にも反応するが，野生型の半

減期は極めて短いのに対して，変異型は半減期が延長しており，免疫組織化学で検出

しているものは変異型と考えられている133）。今回の免疫組織化学的検索でも，p53

蛋白は正常細胞にはまったくみられず，癌細胞にのみ発現していた。

　変異型p53蛋白は野生型p53蛋白に対してdo皿i・狐t　negativeであり，一本の抑制

遺伝子内に突然変異が生じて変異型p53蛋白が産生されると，もう一方の遺伝子が

野生型p53蛋白を産生していてもこれに結合し，その活性を抑制する116）。野生型

p53蛋白は細胞増殖を抑制する働きを持つため，変異型p53蛋白の出現は細胞増殖
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に促進的に働く可能性がある．Mercerら134）は，p53による細胞増殖制御機構に関し

て，正常p53遺伝子の誘導によりDNA　po1yme．ase　de1taの補助因子であるPCNAの

mRNAが特異的に抑制され，その結果として細胞周期がG1期からS期へ入る点で阻

害されるためとした。今回の検討で，増殖能が尤進している肺癌症例に変異型p53

蛋白の発現率が有意に高かったのは，この変異型p53蛋白の持つ増殖促進作用が影

響している可能性がある．また，肺癌の場合，腺癌における変異型p53蛋白の発現

が扁平上皮癌より低いことが知られている13δ・136）。今回の検討結果でも同様に，腺癌

の変異型p53蛋白の発現率は40．8％と比較的低かった．またその発現様式に関して

も，腺癌は，扁平上皮癌のようにほとんどの癌細胞に発現するような強陽性症例は少

なく，陽性細胞は陰性細胞の間に散在してみられた．一般に腺癌は他の組織型よりも

doub1i㎎timeが長く増殖が遅いものが多いと考えられており137），p53の影響を指摘

する報告130）もあるが，今回の検討では，対象症例は少ないものの有意差はなく，ま

た，腺癌と扁平上皮癌の発育様式が異なることも考えると，一元的には判断できない。

　一方，P53とDNA　p1oidyとの関連に関しては，予想を覆す結果が得られた．一般

にDNA　aneup1oidyを示す癌細胞では，核DNA量の異常をきたしており，遺伝子の増

幅，染色体数の増減などが生じていると考えられている。しかし，本研究の結果は，

p53の発現率は，a・eup1oidy群に比較して，dip1oidy群のほうが高いというものであっ

た．生体内では，p53は，DNAに障害が加わった時，細胞周期をS期の直前で停止さ

せ，その修復を待つという働きがあるがu6），P53に異常のある細胞では修復を待た

ず細胞周期をまわるので，遺伝子増幅が高率に起こり，染色体の異常が蓄積していく

と考えられる120）。この結果，核DNA量の異常をきたすことは十分に考えられる．こ

の一見不可解な結果を説明するものとして，いくつかの可能性が考えられる。まず，

がん抑制遺伝子p53の異常は必ずしも蛋白レベルの異常事すなわち変異型p53蛋白

の蓄積をおこさないと考えられており138～140），aneup1oidy群で変異型p53蛋白の発

現がみられなかった症例の中にも事p53の遺伝子レベルでの異常がおこっている可能

性がある．また，dip1oidy群の中にはラ核DNA量解析ではとらえることのできない，

遺伝子レベルの異常がおこっていることも考えられる。さらに，免疫組織化学的な

p53蛋白の検出ではp53遺伝子内のエクソン5から8までの範囲に突然変異が起こっ

た場合，P53蛋白は高発現となるが，それ以外の範囲で起こった場合は低発現にな
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ることも注意を要する141）。DNA　p1oidyとがん抑制遺伝子p53とのより詳細な関係

を明らかにするためには，さらに，遺伝子レベルでの検討が必要であると考えられる。

　以上，がん抑制遺伝子p53の持つ細胞増殖制御機能とそれによる遺伝子修復機能

に着目し，肺癌におけるp53蛋白の発現とDNA　p1oidyおよびSPFとの関連を検討し

た．その結果，癌腫の増殖能が高いものは変異型p53蛋白の発現率が高いことが明

らかとなった。
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第4節　小括

　肺癌におけるDNA　p1oidyおよびSPFとがん抑制遺伝子p53との関連を明らかにす

るために，58例の肺癌を対象として，抗P53蛋白ポリクローナル抗体CM・1を用いて，

肺癌細胞におけるp53蛋白の発現頻度と発現様式を免疫組織化学的に検討し，この

結果と，核DNA量解析で得られたDNA　p1oidyおよびSPFとの関係について検討を加

え，次の結論を得た．

！。肺癌における変異型p53蛋白の発現頻度は，58例中27例46．6％であり，扁平上

皮癌が最も高率であった。

2．変異型p53蛋白の発現様式は，陽性細胞の多くは，多少の濃淡はあるものの集

団として出現し，特に扁平上皮癌では，ほとんどの癌細胞に発現する例が多くみられ

た．一方，腺癌では陽性細胞は陰性細胞の間に，散在してみられた。

3．変異型p53蛋白の発現率は，dip1oidy群のほうがaneup1oidy群より高い傾向に

あった。DNA　p1oidyとp53との関連をみるためには，遺伝子レベルでの解析が重要

と考えられる．

4．変異型p53蛋白の発現率は，増殖能の尤進している症例に高く，p53の細胞増

殖促進作用と矛層しなかった。
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Table 4-1. Expression grades of p5 3 

of lung cancer 

proteln in various histologlc types 

No. of patients (o/o) 

p53 protein 

ex pression 

Total 

(n=58) 

AD 
(n=27) 

SQ 
(n=23) 

LA 
(n=4) 

Others 

(n=4) 

+
 

++ 

31(53.4) 

l 6(27.6) 

l I (1 9.0) 

l 6(59.2) 

7(26.0) 

4(14.8) 

10(43.4) 

6(26.2) 

7(30.4) 

3(75.0) 

1(25.0) 

O
 

2(50.0) 

2(50.0) 

o
 

+: 
++ : 

negatlve 

positive in less than 200/0 of cancer cells 

positive in more than 200/0 of cancer cells 

AD: adenocal~clnoma, SQ: squamous cell carclnoma, LA: Ial~ge cell carcloma. 

Othel~s consist of 2 carcinoids and 2 adenoid cystic carcinomas. 
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Table 4-2. Relationship between p53 protein expression and 

DNA ploidy, prollferation actlvity in lung cancer 

No, of patients (o/o) 

DNA ploidy Proliferation activlty 

p53 protein 

ex presslon 

TOtal 

(n=46) 

Diploldy 

(~=10) 

Aneuploidy 

(~=36) 

SPF< 200/0 

(~=19) 

SPF~ 2 OOlo 

(~=27) 

+
 

++ 

22(47.8) 

12(26.1) 

l 2(26.1) 

1(l0.0) 21(58.3) 

3(30.0) 9(25.0) 

6(60.0) 6(16.7) 
*p<0.05 

14(73.7) 11(40.8) 

4(21.1) 9(33.3) 

1 (5.2) 7(25.9) 
*p<0.05 

+
 

++ 
*
 

negatlve 

positive in less than 200/0 of cancer cells 

positive In more than 200/0 of cancer cells 

the chi-square test with Yates' contlnuity correction 
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L~i ~~ 

tr: i.-

Figure 4-1. Immunohistochemical staining for p53 protein of a squamous 

cell carcinoma of the lung. Cancer cells show Intense and diffuse nuclear 

stalning for p53 protein (top). Staining in the cancer cells contrasts sharply 

with the absence of stalning in the adjacent non-neoplastic lung parenchyma 

(bottom). (top: X 200, bottom: X 100) 
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Figure4－2．工mmunohistochemical　staining　of　p53in　adenocarcinoma．

Most　nuc1ei　of　cancer　ce11s1ining　on　the　a1veo1ar　surface　are　positive　for

p53protein（brown）、　（x200）
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第5章　非小細胞肺癌におけるDNA　p1oidyおよびSPFの臨床病理学的意義

第1節　序論

　これまでに，核DNA量解析によって得られるDNA　p1oidyとSPFの病理学的および

細胞生物学的意義について，第3章と第4章で検討した．その結果，肺癌において，

DNA　p1oidyの異常が，核異型と関連すること，またSPFは癌細胞のp53蛋白の発現

と関連することが明らかとなった。では，このように癌細胞のもつ様々な特性と関連

すると考えられるDNAp1oidyとSPFが，実際の癌の診断，治療といった臨床では，

どのように位置付けされるのであろうか．

　現時点では，様々な悪性腫瘍に設定されているTNM病期分類142）は，治療指針決

定の基礎となると同時に，病期によってかなり正確に予後を予測しうることが知られ

ている．しかし，実際にはTNM病期だけでは説明できない症例も少なくない。例え

ば，TNM病期I期，すなわち腫瘍が小さく限局しリンパ節転移がないと診断された

肺腺癌症例が術後数ヵ月を経ずして遠隔転移で死亡する一方で，診断時IV期と診断さ

れた症例が5年生存するというようなことを，実際の日常臨床で遭遇する。

　Takiseら143）は，末梢発生の径2cm以下の肺腺癌75例について，様々な病理学的

予後因子を多変量解析を用いて検討した。その結果，有意に重要な予後因子は，リン

パ節転移，胸膜浸潤，核面積の標準偏差，核分裂指数であり，血管侵襲や中心線維化

などは単一で有意差がでるに留まった．重要な予後因子とされた病理学的因子のうち，

TNM病期分類に含まれる前2者を除くと，後2者がいずれも細胞核に表現される異

型度と増殖能であることが注目される．より正確な悪性腫瘍の病態の把握には，TNM

病期分類による評価だけでなく，核DNA量解析によって癌細胞の核を詳細にあるいは

定量的に観察することが重要であると考えられる。

　このように，核DNA量解析の臨床的意義としては，癌の悪性度の指標あるいは予後

因子としての重要性があげられる．現在ラ核DNA量に関する研究は，その測定機器の

進歩と普及とともに，とくに臨床医らによって積極的に展開されている亘1～14・20～22）。

その目的は，核DNA量異常が予後因子としてどの程度有用であるかを明らかにするこ
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とであり，その背景には，患者の予後をより正確に予測することによって，最良の治

療法を選択したい，患者にとって無駄となる治療を回避したいという臨床医の希求が

ある．従来用いられてきた病期分類以外のより信頼し得るなんらかの方法で，予後不

良群を規定できれば，これに対してより強力な治療法を行なうことが可能である。

　本章では，肺癌における核DNA量解析の臨床学的意義を明らかにするために，DNA

p1oidyおよびSPFと，癌の組織型，進展度，患者の生存率，予後などとの関連につ

いて検討を行った。
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第2節　非小細胞肺癌におけるDNA　p1oidyおよびSPFと臨床病理学的因子

　　　との関連

　肺癌における核DNA量異常と増殖能尤進の有無，すなわち，DNA　p1oidyとSPFが，

肺癌の予後因子としてどの程度有用であるかを明らかにすることを目的に，肺癌の核

DNA量解析を，これまでと同様に「NASCA」を用いて測定し，第2章で定義した基

準に従って評価した後，従来の臨床病理学的因子との関連を検討した．

！）対象と方法

　対象は，筑波大学付属病院呼吸器外科で，1986年から1992年の間に切除された，

非小細胞肺癌92例である．その内訳をTab1e5－1に示した．小細胞癌は，肺癌の中で

も最も予後が悪く，その他の非小細胞肺癌（n㎝一sma11ce111u㎎cancer，NSCLC）とは

異なる発育増殖を示し，また化学療法の与える影響が非常に大きいため今回の検討か

らは除外した。

　核DNA量解析は，今まで述べてきた方法に従って行い，症例毎にDNAindex（DI）

とSphasefracti㎝（SPF）を求めた．その評価は，第2章の基準に従って行なった。

すなわちDNA　p1oidyの定義は，dip1oidy＜DI＝1．3，aneup1oidy≧DI＝1．3とした。ま

た，増殖能の評価の基準も，SPFの値で，20％をその境界値とした．また肺癌の組

織および病期分類は，日本肺癌学会の分類に従った．

　測定値は平均±標準偏差で表わし，統計処理には，カイニ乗検定，Ma㎜一Whit．ey

U　testおよびSpeaman　Rank　coeffici㎝t　testを用いた。また，生存期間は手術日から

死亡までの期間とし，在院死および術死も死亡例に含めた。生存率は他病死をその時

点での打ち切り例とし，生存曲線の解析はKap1an・Meier法144）で算出し，各群間の

有意差検定はge．e．a1i．ed　Wi1co。㎝test145）を用いた．予後因子の多変量解析には，

Cox比例ハザー一ドモデル146）を用いた．いずれの検定も，危険率p＜O．05をもって統

計学的に有意とした．
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2）結果

非小細胞肺癌におけるDNA　p1oidyおよびsPFについて

　「NASCA」を用いて核DNA量解析を非小細胞肺癌92例について行った．その結果，

全症例のDI値は，1．81±O．61（O．90～3．97）であり，SPFは，30．2土19．1（1，O～

82．1）であった。これらを，第2章での定義に基づいて分類すると，DNA　p1oidyの

違いによって，dip1oidy群18例19．6％，aneup1oidy群74例79．4％に分類され，増殖能

の違いによって，SPF＜20％群37例40．2％，SPF≧20％群55例59．8％に分類された。

DNA　p1oidyとSPFとの関係では，この両者の間には相関関係はまったくみられず

（Fig．5－1），また，dip1oidy群とaneup1oidy群との間で，増殖能の違いはみられな

かった（Fig．5－2）．

非小細胞肺癌におけるDNA　p1oidyおよびSPFと病理学的因子との関係

　今回，核DNA量解析の対象となった非小細胞肺癌92例について，腫瘍の発育進展

度を表わすと考えられる，病期分類，腫瘍径，リンパ節転移，胸膜浸潤，転移の各因

子について，病理学的に評価した．これらの因子とDNA　p1oidyおよびSPFとの関連

を検討した（Tab1e5－2）．その結果，DNA　p1oidyとこれら病理学的因子との関連は一

みられなかった。一方，SPFと，腫瘍の進展度を表わす腫瘍径，TNM因子である丁

囚子，リンパ節転移の有無，および胸膜浸潤の有無との間に，有意な相関がみられた．

　次に，DNA　p1oidyおよびSPFと非小細胞肺癌の組織型および分化度との関係につ

いて検討した（Tab1e5－3）。DNA　p1oidyに関しては，大細胞癌，腺癌，扁平上皮癌

の順でDNA　aneup1oidyが認められた。一方，SPFは，大細胞癌，扁平上皮癌，腺癌

の順であった．さらに腺癌，および扁平上皮癌において組織分化度別の検討を行なっ

た結果，DNA　p1oidyと分化度の有意な相関はみられなかったが，SPFは，腺癌，扁

平上皮癌ともに，高分化度は中および低分化度に比較してSPFが低い傾向にあった

（p＜O．05）。カルチノイドは，肺癌の中では悪性度が低いとされており，今回行っ

た核DNA量解析においても，4例すべてが，dip1oidyで，かつ増殖能の充進はみられ

なかった。

非小細胞肺癌におけるDNA　p1oidyおよびSPFと予後との関係

非小細胞肺癌92例の予後について，dip1oidy群とaneup1oidy群との比較，および
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SPF＜20％群とSPF≧20％群との比較を行なった（Fig．5－3）。まず，DNA　p1oidy

の違いによる検討では，a・eup1oidy群はdip1oidy群に比較して予後は不良であった。

一方，増殖能の違いによる検討では，SPF≧20％群はSPF＜20％群に比較して予後

は不良であった。

　次に，DNA　p1oidyとSPFの2つの因子から，対象症例を4グループに分類して予

後の検討を行なった（Fig．5－4）．すなわち，　（a）dip1oidyでかつSPF＜20％である

群10例，　（b）dip1oidyでかつSPF≧20％である群8例，　（c）aneup1oidyでかつSPF

＜20％である群27例，　（d）aneup1oidyでかつSPF≧20％である群47例の4群である。

その結果，同じDNA　p1oidy群の中でも増殖能尤進の有無によって，予後に違いがみ

られた．すなわち，　（a）群は（b）群に比較して，また（c）群は（d）群に比較して

予後が良好であった．しかし，増殖能充進群とそうでない群のなかでは，DNA　p1oidy

の違いによる生存率には有意差はみられなかった．このことから，DNA　p1oidyの違

いよりも，増殖能充進の有無の方が，より強く生物学的悪性度を反映していることが

示唆される．

　さらに，病期別，組織型別毎の生存率に関して同様の検討を行った。病期がI期の

31例において，SPF≧20％群11例はSPF＜20％群20例に比較して予後は不良であっ

たが，a・eup1oidy群21例とdip1oidy群10例との生存率には有意差はみられなかった

（Fig5－5）．n期，皿期，W期に関しては，DNA　p1oidyの違いや増殖能尤進の有無

による生存率の違いはみられなかった．組織型別では，腺癌において，SPF≧20％群

20例はSPF＜20％群19例に比較して，また，aneup1oidy群33例はdip1oidy群6例に

比較して予後は不良であった（Fig．5－6）．しかし，扁平上皮癌では，いずれも有意

差はみられなかった．

非小細胞肺癌における予後因子の検討r　Cox比例ハザードモデルを用いて

　非小細胞肺癌92例の予後因子を明らかにするために，年齢，性，病期，TNM因子，

腫瘍径，DNA　p1oidy，SPFに関しての多変量解析を，Cox比例ハザードモデルを用い

て行なった（Tab1e5－4）。その結果，最も予後に関係しているのは，SPFおよびリ

ンパ節転移の広がりであり，ついでDNA　p1oidy，腫瘍径，胸膜浸潤の有無，病期，

年齢，転移の有無であった。
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p1o1dyよりも重要な予後因子であることが示された。予後因子を多変量解析する場合ヨ

その中の2要囚に強い相関があるとヨその評価が数例の生存状況によって決定され，

本来のその要因の寄与の大きさを表さないことが起こりうるので153），今回の検討で

は，SPFとDNAp1oidyとの相関がないことをあらかじめ確認した．

　今回の検討では，術後の化学療法や放射線療法の施行の有無およびその効果に関し

ては検討していない。なぜなら，予後因子とは一般に治療前の因子を指し，これらと

一緒に加療効果を多変量解析にかけることに問題があるからである。しかしながら，

術後化学療法や放射線療法の効果の程度が予後に影響を与えるのはすでに明白である．

今回有意であった因子が良好であった症例に関しては，たとえ他の因子にかかわらず

長期生存が得られる可能性が高いので，積極的な治療が必要であると考えられる．

　しかし，従来行なわれてきた限られた対象に対する。et．ospecti．e　studyでは，得ら

れた結論の一般性は限られている．癌における核DNA量解析の意義をより一層高める

ためには，まず，核DNA量解析におけるDNA　p1oidyおよびSPFの評価法を統一し15・

35），さらに，充分な数の症例をprospectiveに検討する必要があると考えられる。
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第3節　小括

　核DNA量解析の臨床学的意義を明らかにするために，非小細胞肺癌を対象として核

DNA量解析を行い，DNA　p1oidyおよびSPFと癌の組織型，進展度など臨床病理学的

因子との関連，さらに，これらの予後因子としての重要性を検討し，次の結論を得た。

1．非小細胞肺癌におけるaneup1oidyの頻度は，79．4％であった。

2．DNAp1oidyとSPFとの問には相関関係はなく，また，dip1oidy群とane叩1oidy

群との間で，増殖能の違いはみられなかった．

3．SPFと，腫瘍径，丁因子，リンパ節転移の有無，および胸膜浸潤の有無との間に

有意な相関がみられたが，DNAp1oidyと臨床病理学的因子との関連はみられなかっ．

た。

4．DNA　p1oidyと分化度の有意な相関はみられなかったが，SPFは，腺癌，扁平上

皮癌ともに，高分化度は中および低分化度に比較してSPFが低い傾向にあった．

5．予後因子としては，DNA　p1oidyよりもSPFが，より重要であった．
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Table. 5-1 Characteristics of the patients wlth non-small cell 

lung cancer 

Age mean ~ SD 64.0 ~~ 1 1 .O 

range 2 2 - 8 6 
Histologic type 

adenocarcinoma 39 
squamous cell carcinoma 35 

large cell carcinoma 1 3 

Pathologlc stage 

Total 92 

~84-



Table 5-2. DNA ploldy and pl~ollfel~ative activlty in various clinlcopathologlcal factol~s 

of 92 non-small cell lung cancers 

Total 

Stage 

l
 
2
 

3A 
3B 
4
 

Total cases 

92 

31 

12 

23 
7
 
19 

Size of Tumor 

(3.0cm 23 

>3.1cm 69 

Tumor status 

T1 19 
T2 44 
T3 17 
T4 1 2 

18 

lO 

4
 
O
 
3
 

7
 
ll 

6
 
7
 
5
 
O
 

Lymph Node Metastasis 

NO 47 12 
Nl 2 1 3

 

N2 20 3
 

N3 3
 

O
 

Pleul~al Invaslon 

PO 40 
P1 18 
P2 12 
P3 22 

12 

1
 
4
 

DNA ploidy 

Diploidy 

Intrapulmonary Metastasls 

PMO 73 15 
PMI 18 2

 

PM2 l
 

1
 

(55.6) 

(5.6) 

(22.2) 

(O) 

(16.6) 

N. S. 

(38.9) 

(61.1) 

N. S. 

(33.3) 

(38.9) 

(27.8) 

(O) 

N. S. 

(66.6) 

(16.7) 

(1 6.7) 

(O) 

N. S. 

(66.6) 

(5.6) 

(5.6) 

(22.2) 

N. S. 

(83.3) 

(11.1) 

(5.6) 

N. S. 

74 

21 

ll 

19 
7
 
16 

16 

58 

13 

37 
12 

12 

35 

18 

17 
3
 

28 

17 

11 

18 

58 
16 
O
 

No. of cases (O/o) 

Aneuploidy 

(28.4) 

(14.9) 

(25.6) 

(9.5) 

(21.6) 

(21.6) 

(78.4) 

(1 7.6) 

(50.0) 

(16.2) 

(16.2) 

(47.9) 

(24.7) 

(23.3) 

(4.1) 

(37.8) 

(23.0) 

(14.9) 

(24.3) 

(78.4) 

(21.6) 

(O) 

37 

22 

7
 
1
 
5
 

14 

23 

12 

19 
3
 
3
 

25 
3
 
8
 
o
 

22 

10 

4
 

32 
5
 
o
 

Proliferatlon activity 

SPF< 200/0 

N.S. : 

(59.5) 

(5.4) 

(18.9) 

(2.7) 

(13.5) 

N. S. 

(37.8) 

(62.2) 

p(0.05 

(32.4) 

(51.4) 

(8.1 ) 

(8.1) 

p(0.05 

(69.5) 

(8.3) 

(22.2) 

(O) 

p<0.05 

(59.5) 

(27.0) 

(2.7) 

(1 0.8) 

p(0.05 

(86.5) 

(13.5) 

(O) 

N. S. 

SPF~; 2 Ool* 

55 

9
 
10 

16 
6
 
14 

9
 
46 

7
 
25 

14 
9
 

22 

18 

12 
3
 

18 
8
 
11 

18 

41 
13 
1
 

not significant 

(1 6.4) 

(18.2) 

(29.1) 

(10.9) 

(25.4) 

(16.4) 

(83.6) 

(12.7) 

(45.5) 

(25.4) 

(1 6.4) 

(40.0) 

(32.7) 

(21.8) 

(5.5) 

(32.7) 

(14.6) 

(20.0) 

(32.7) 

(74.6) 

(23.6) 

(1.8) 
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Table 5-3. DNA ploidy and proliferation in histological differentiation 

of 92 non-small cell lung cancers 

No of patlents (o/o) 

Adenocarcinoma 

Total 

well 

moderate 

poor 

39(42.4) 

25 
7
 
7
 

DNA ploidy 

Diploidy 

6(15.4) 

5
 
O
 

N. S. 

Aneuploldy 

33(84.6) 

20 
7
 
6
 

Prollferation 

SPF< 2 Oolo SPF~~200/* 

19(48.8) 

16 
1
 

p < O. 05 

20(51.2) 

9
 
6
 
5
 

Squamous cell cal~clnoma 

Total 

well 

moderate 

poor 

35(38.0) 

12 

21 
2
 

Large cell carcinoma 

13(14.1) 

Carcinoid 4(4.3) 

7(20) 

l (7.7) 

4(100) 

5
 

N. S. 

28(80) 

ll 

16 

12(92.3) 

O
 

l 1(3 1.4) 

7
 
3
 

p<'0.05 

3(23.1) 

4(100) 

24(68.6) 

5
 

18 

l O(76.9) 

O
 

N.S.: not slgnificant 

- 86 -



Table 5-4. Multivariate survlval analysis with Cox's proportional 

hazard model in 92 non-small cell lung cancers 

Coefficient t value p value 

Variable beta S.E. 

A ge 

Sex 

Stage 

T factor 

N factor 

P factor 

M factor 

Tumor size 

DNA ploidy 

SPF 

0.041390 

-1.026520 

0.158910 

-0.130720 

0.825830 
O. 1 75 1 50 

0.046880 

0.010090 

0.87014-6 

l .887688 

0.1 67445 

0.523243 

0.302344 

0.288361 

0.250318 

0.184903 

0.418460 

0.010378 

0.535764 

0.488973 

0.247212 

-1.961850 

0.525590 

-0.453320 

3.299140 

0.948250 

0.112020 

0.972470 

1.624112 

3.860517 

N.S. 

N.S. 

N.S. 

N.S. 

p<0.05 
N.S. 

N.S. 

N.S. 

N.S. 

p < 0.05 

S.E.; standard error, N.S.; not significant 
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Figure 5-1. Correlation between DNA index (DI) and S phase fraction 

(SPF) in 92 non-small cell lung cancers. 
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Figure 5-2. S phase fraction (SPF) in diploidy group and aneuploidy group 

of 92 non-small cell lung cancers. 

diploidy group: n=18, aneuploidy group: n=74. 

N.S. : not significant, + : Mann-Whitney test. 
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Figure 5-4. Kaplan-Meier curves of patlents with NSCLC, who were divided 

into four groups based on the combination of DNA ploidy status and SPF* 

(a) diploidy with decreased SPF< 200/0, (b) diploidy with increased SPF~~ 20010, 
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(a) vs (c) and (b) vs (d); not significant, (a) vs (b); p <0.05, (c) vs (d); p<0.01. 
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第6章　総括

　核DNA量解析は，Casperss㎝ら40）の顕微分光測光法によって始められ，その後

FCMの普及とともに一般化して，様々な臨床的意義について検討されてきた方法で

ある。核DNA量解析によって，癌細胞のDNA　p1oidyとSPFを評価することが可能と

なった結果，多くの癌でDNA　a・eup1oidyやSPFの尤進がみられることが明らかとなっ

てきた．また，これらのDNA　aneup1oidyとSPFが，癌の診断および悪性度の指標と

して臨床に応用されてきている。

　一方，癌の特徴には，核DNA量の異常以外に，従来から癌診断の根拠となっている

組織および細胞の形態学的「異型」や，最近明らかにされつつある遺伝子および染色

体レベルの異常などがある。しかし，これらの癌細胞の生物学的特徴である「異

型」，「遺伝子異常」などと，核DNA量解析によって評価可能なDNA　p1oidyとSPF

との関係は明らかではない．

　著者は1993年に，核DNA量解析システム「NASCA」を用いて，肺癌におけるDNA

p1oidyおよびSPFと核の異型および患者の予後との関係について報告した53）．しか

し，この時点では対象症例が少なく，また核異型の評価も十分ではなかった．ここで

の課題，すなわちクロマチンパターンなどの核異型をより詳細に評価し，核DNA量解

析の意義を究明したいという考えが，本研究の出発点であった。本研究は，肺癌にお

けるDNA　p1oidyとSPFの生物学的および臨床病理学的意義を明らかにすることを目

的とした研究である．

　本研究では，まず，培養細胞を対象として核DNA量解析を行ない，「NASCA」の

核DNA量測定の信頼性を確認した．また，肺癌切除検体を対象として，FCMとの比

較を行ない，臨床材料における核DNA量解析の問題点を明らかにした。次に肺癌にお

ける核異型の定量化を行い，DNA　p1oidyおよびSPFが核異型に対して及ぼす影響を

明らかにした。さらに，これらDNA　p1oidyおよびSPFと肺癌細胞における癌抑制遺

伝子p53の異常との関係を検討した。最後に，肺癌において，DNA　p1oidyおよび

SPFの持つ臨床病理学的意義を明らかにした。
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「NASCA」とFCMによる肺癌培養細胞と肺癌切除例の核DNA量解析結果の比較

　まず，ヒト肺癌由来の培養細胞株（TKB－31）を対象として，本研究を通して核

DNA量解析に用いられる「NASCA」と，従来から測定精度が優れているとされてい

るFCMの両者で，核DNA量解析を行ない比較した．その結果ヨ核DNA量ヒストグラ

ム，細胞周期解析結果，CV値において，両者の差はほとんどなく，解析に要した時

間もほぼ同等であった．核DNA量解析において「NASCA」は，FCMと遜色のない信

頼性を持っていることが確認された。

　次に，肺癌切除例の新鮮捺印標本を「NASCA」で測定したもの，同一症例のパラ

フィンブロックから得られた細胞を「NASCA」で測定したもの，およびそれをFCM

で測定したもの，以上3者牟比較した。その結果，「NASCA」で測定した新鮮捺印

標本とパラフインブロックとの核DNA量は極めて良好な正の相関を示し，

「NASCA」でもretrospective　studyが可能であることが証明された。また，

「NASCA」では扁平上皮癌などで高頻度に見られる核破砕物などを視覚的に除去し，

また癌細胞とその他の細胞を別々に測定することによって，FCMより正確に目的と

する細胞のみの核DNA量解析を行なえることが明らかとなった。従来から指摘されて

いた核DNA量解析におけるヒストグラムの解釈の混乱を解決する手段として，

「NASCA」が有用であることを示した。　（第2章）

核形態量およびクロマチンパターンの定量化

　核DNA量解析と同時に，核異型の解析が可能なシステムを考案した．これは，核

DNA量解析に加えて，核異型の定量化を行なうことによって，より統合された核の解

析を可能にした。核形態量として，「核面積の平均値」，「核面積の標準偏差」，

「form　factor」の3項目を，クロマチンパターンとして，「核縁の肥厚」「核縁の凝

集度」「核縁の不均」性」「不均等分布」「凝集度」「穎粒度」「淡明度」「集塊度」

の8項目，合計11項目を核異型の指標として選択した。　（第3章）

細胞周期の違いによる核形態の変化

　一般に，核の形態は細胞周期に伴う核DNA量の変化や細胞の増殖，分化，あるいは

癌化など様々な細胞の状態や変化を反映していると考えられているが，クロマチンパ
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ターンを含めた細胞周期各段階の核形態をみた報告は少ない。そこで本節では，マウ

ス線維芽細胞（N1H3T3）において，核DNA量解析と同時に，今回あらたに考案した

核形態量，およびクロマチンパターンを測定，解析した。その結果，細胞周期の進行

に伴うクロマチンパターンの変化はみられなかったが，核形態量は変化することが明

らかとなった。　（第3章）

肺癌におけるDNAp1oidyおよびSPFと核異型の関連

　まず，正常気管支上皮細胞と肺癌細胞の核異型の定量化を行ない，両者を比較した

結果，測定したすべての核形態量，すなわち核面積，大小不同性，核形不整に有意な

差がみられた．また，クロマチンパターンに関しても，算出した8個のパラメーター

のうち，核縁の肥厚，核縁の凝集度，凝集度，穎粒度，淡明度において有意差が認め

られた。今回，核異型の指標として選択した項目は，癌の特徴である核異型を的確に

捉えており，癌と非癌の鑑別に有用であることが明らかになった。

　さらに，肺癌におけるDNA　p1oidyおよびSPFと核異型の関連を検討した結果，形

態量とクロマチンパターンともに，DNA　p1oidyの違いが影響しており，癌の増殖能

を表わすSPFの増減は関係していなかった。すなわち，核DNA量の異常を示す

aΩeup1oidyの癌細胞は，dip1oidyの癌細胞と比較して，より高度の核異型を伴なうが，

増殖が盛んな癌細胞とそうでない癌細胞との間には，核異型に違いがみられないこと

が明らかとなった．また，dip1oidyを示す癌細胞と正常細胞との間にも，核異型に違

いがみられなかった．癌細胞の白動診断化において，このような核DNA量の異常がな

く，核異型での鑑別も不可能な細胞が存在することから起こる問題点を，どのように

して克服して行くかが今後の課題として残されている．このように，クロマチンパタ』

ンの定量化を含めた癌細胞の核異型とDNA　p1oidyとの関連を明らかにした報告はな

く，本研究は，癌細胞の白動診断化の流れ21）に一石を投じたと考えられる。（第3

章）

肺癌におけるDNA　p1oidyおよびSPFとがん抑制遺伝子p53との関連

　がん抑制遺伝子p53は，正常では細胞増殖を制御することによって，障害を受け

た遺伝子の修復を行なうとされている。このp53遺伝子の異常が，ヒトの多くの癌
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で認められ，特に癌化の初期段階に関連していることが明らかになってきている。し

かし，p53遺伝子の異常，あるいはその遺伝子産物である異常なp53蛋白（変異型

p53蛋白）の発現と癌腫の増殖能との関連や，核DNA量の異常との関係に関して検討

した報告はほとんどない。肺癌におけるDNA　p1oidyおよびSPFと変異型p53蛋白

の発現との関連を明らかにするために，肺癌における変異型p53蛋白の発現を免疫

組織化学的に検討し，さらに核DNA量解析で得られたDNAp1oidyおよびSPFとの比

較検討を行った。その結果，変異型p53蛋白の発現率は，増殖能の尤進している肺

癌症例では高く，変異型p53蛋白の細胞増殖促進作用と矛盾しないことが明らかと

なった。しかし，変異型p53蛋白の発現率は，dip1oidy群のほうがaneup1oidy群よ

り高い傾向にあり事変異型p53蛋白の発現が必ずしも，核DNA量の異常と関係しな

いことが示唆された．DNAp1oidyとがん抑制遺伝子P53との関連をみるためには，

遺伝子レベルでの解析が必要と考えられる．　（第4章）

非小細胞肺癌におけるDNA　p1oidyおよびSPFと臨床病理学的意義

　従来から，様々な癌においてDNA　aneup1oidyやSPFが病期や予後と相関があると

する報告が多いが，これらが必ずしも癌の悪性度を反映しないとの報告も少なからず

みられる．このように，DNA　p1oidyやSPFの評価は未だ定まっていない。その原因

として，各施設で核DNA量の測定方法や評価方法が異なっていることが指摘されてお

り，癌臨床における核DNA量解析の意義を確立するうえで大きな障壁となっている。

本研究では，正常細胞の測定結果から，DNA　p1oidyおよびSPFの評価基準を設定し，

その評価の陵味さを排除した．これを踏まえ，非小細胞肺癌を対象として核DNA量解

析を行い，DNA　p1oidyおよびSPFと癌の組織型，進展度などの臨床病理学的因子と

の関連，さらに，これらの予後因子としての重要性を検討した。その結果，SPFと，

腫瘍径，丁囚子，リンパ節転移の有無，および胸膜浸潤の有無との間に有意な相関が

みられたが，DNA　p1oidyと臨床病理学的因子との関連はみられないことが明らかと

なった。また，DNA　p1oidyと組織学的分化度との間に有意な相関はみられなかった

が，SPFは，腺癌，扁平上皮癌ともに，高分化度肺癌は中および低分化度の肺癌に比

較してSPFが低い傾向にあった。さらに予後因子としては，DNA　p1oidyよりもSPF

が，より重要であった。　（第5章）
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　本研究では，DNA　p1oidyおよびSPFと，癌の生物学的特徴あるいは臨床病理学的

因子との関連を検討し，肺癌における核DNA量解析の持つ意義を明らかにした。しか

し，癌における核DNA量解析の意義をより詳細に検討するためには，遺伝子レベルで

の解析が必須であり，また，臨床的検討を行なう場合は，評価方法を標準化して，

prospectiveに研究を進める必要があると考えられる．

　わが国における肺癌の死亡率は年々急激に増加し，平成3年以来我が国における男

性の癌死の第1位を占めており，肺癌の治療成績の向上は重要性を増している．今日，

診断法の進歩と検診活動の普及によって，早期診断や早期治療症例が増加し亡いると

はいえ，我が国での肺癌切除例の病期I期症例の5年生存率は60～70％と決して満

足できるものではない158）．このように肺癌は，最も予後の悪い癌の一つであり，早

期発見，早期治療を目指した検診の努力も，他の子宮頚癌や胃癌などに比較してその

効果は上がっていないのが現状である．肺癌の多くは発見時にはすでに進行例であり，

その多くが手術不能例である。喀淡検診などの普及などによって，より早期の肺癌診

断が望まれる由縁である．

　DNA　aneup1oidyが癌に高率にみられることから，核DNA量解析を癌細胞診の診断

に応用することが以前から試験的に行われている8・35・62）。もし，これが実用化すれば，

喀疾検診の充実が図れることになる．しかし，核DNA量解析単独で癌の診断を行うこ

とは，第3章第5節で述べたように，dip1oidyの癌が存在することから困難である。

本研究では，核DNA量解析に核異型の定量化を加えることによって癌の白動診断化を

目指しているが実用化には至っていない．今後の課題として，これまでのシステムで

得ることの可能な癌細胞の特徴量である，核DNA量，核異型などを入力因子として，

より統合的に癌・非癌の鑑別が行なえるシステムを考案する必要があると考えている．
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