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Flow Cytometryを 用 い た 精 巣 腫 瘍

パ ラ フ ィ ンブ ロッ クに よるPloidyの 検 討

山口大学医学部泌尿器科学教室(主 任:酒 徳治三郎教授)

吉 弘 悟,山 本 光 孝,島 袋 智之

松 山 豪 泰,山 本 憲男,酒 徳 治三郎

 FLOW CYTOMETRIC ANALYSIS OF DNA PLOIDY 
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   The DNA content of paraffin-embedded materials was determined retrospectively using flow 
cytometry (FCM) in 36 germ cell tumors, and related to histological type, clinical staging and 
tumor marker. These histograms were classified from the basis of mode and variance into a diploid 
and an aneuploid pattern. We could evaluate the DNA histograms in 20 of 36 specimens (56%). 
Aneuploid patterns were found in 11 of 20 evaluated cases, but there was no correlation between 

ploidy patterns and histological types. Aneuploid patterns were demonstrated in 2 of 6 stage I 
cases (33%), and 4 of 5 stage II cases (80%) in seminomas. The difference between stage I and 
II cases was not statistically significant. There was no correlation between clinical staging and 
DNA content in non-seminomas. Of the seminomas with elevated human chorionic gonadotropin 
(HCG) titers, 3 of 4 cases showed aneuploid patterns. These findings indicate that the determina-
tion of DNA ploidy in seminomas may prove to be of prognostic value. 

                                                  (Acta Urol. Jpn. 37: 601-605, 1991)
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緒 言

すでに臨床経過の明らかな患者のパラフィン包埋ブ

ロック内組織の核DNA量 をflowcytometry(以 下

FCM)を 用 いて測定することで,DNAploidyが 予

後推定因子となりうるかどうかを検討できる.

近年,各 種固形腫瘍について核DNA量 の解析が

行われ,悪 性度を表わすマーカーの 豆つとしてDNA

aneuploidyが 一般に用いられるようになってきた.

当科でも,す でに腎癌および膀胱癌のパラフィンブロ

ックを用いて核DNA量 を測定し,DNAploidyと

悪性度お よび予後との関連性について報告をしてき

た1).

今 回,精 巣 腫 瘍 の パ ラ フ ィン ブ ロ ッ ク よ りFCM

を 用 い て 核DNA量 を 測 定 し,ploidyと 予 後 因 子 に

つ い て検 討 した の で 報 告す る.

対 象 と 方 法

1975年1月 か ら1988年8月 まで の14年8ヵ 月 間 に,

山 口大 学 泌 尿 器 科 学 教 室 に て,高 位 除 睾 術 を施 行 した

精 巣腫 瘍36例 の57検 体 を 検討 対 象 と した.年 齢 は,0

歳 か ら52歳 で平 均21.7歳 で あ った.精 巣 腫 瘍取 り扱 い

規 約2)に よる組 織 型 の 内訳 は,seminoma11例,tera-

toma7例,embryonalcarcinoma3例,そ の 他15

例 で あ った(Tablel).ま た,seminomaは 全 例 と

もtypicalseminomaで あ った.

ホ ル マ リ ン固 定 パ ラフ ィン包 埋 ブ ロ ッ クと して 保存

され て いた 精 巣 組 織 をSumお よび40μmに 薄 切 し

た.前 者 は,通 常 のHE染 色 を 行 い,あ ら た め て

組 織 学 的 検 討 を 行 った.CFM用 の 検体 は,Hedley

ら3)の方 法 に準 じて作 成 した.す なわ ち40μmの 薄

切標 本 をHistoclearに て脱 パ ラ フ ィン した 後,100

%,95%,75%,50%エ タ ノール で再 水 和 した.つ ぎ
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に,0.25%,trypsinwithsperminevこ て37℃over

night処 理Dし た 後,VindelOvら4)の 方 法 に 準 じ

RNase処 理 後,PropidiumIodideに て 核 のDNA

染 色 を 行 っ た(Fig.1).

Flowcytometerは,Coulter社 のEPICS-753を

使 用 し,30,000個 の 核DNA量 を 測 定 しDNAヒ ス

ト グ ラ ム を 作 成 した,

DNAploidyの 判 定 は,単 一 のGo/GIpeakを 有

す る も の をdiploidpatternと し,複 数 のG・/Gl

peakを 有 す る も の をaneuploidpatternと し た.

Table1. Pathologicaltypesand%ofevaluated

cases

Pathologicaltype%ofevaluatedcases(caseNo.)

またDNAヒ ス トグ ラ ムの 解 析 に 際 して,ヒ ス ト

グ ラム の変 異 係 数(coefficientofvariation;CV)

が15%以 上 の もの,あ るい は 明 らか なGo/GIpeak

の認 め られ な か った ものは,解 析 不 能 症 例 と して 検 討

対 象 か ら除 外 した.検 定はXZ検 定,Fisher'sexact

probabilitytestを 用 い た.

10(ns(11/11)

36%(9/25)

14X(1/7)

33X(1/3)

57%(4/7)

結 果

Seminoma

Non-Seminoma

teratoma

embryonalca.

teratomaandothers

choriocarcirromaandany

othertypes

othercombinations

66%(2/3)

20%(書/5)

total 56%(20/36)

WecouldevaluatetheDNAhistogramsin200f
36specimens(56%).Inseminomaallcaseswere
evaluated,butonlygof25cases(36%)were
evaluatedinnon-seminoma.

DNAヒ ス トグ ラ ムは,検 討 した36例 中20例(56

%)で 解 析 可 能 で あ り,年 齢は21歳 か ら46歳(平 均

29.7歳),CV値 は2.7%か ら9%で あ った.組 織 型

で はseminomaが100%解 析 で き た の に 対 して,

non-seminomaで は36%と 低 か った.特 にterato-

maで は,他 のelementが 存 在 した場 合 が57%解 析

可能 で あ った の に対 し,pureteratomaで は17%と

な り解 析 可 能 症 例 が少 な くな った(Tablel)・

DNAaneuploidyは,55%(20例 中ll例)で 認 め

られ た.組 織 型 をseminomaとnon-seminomaに

大 別 す る と,scminomaでdiploidpattern(Fig.

2)を 示 した の は45%(ll例 中5例)で あ った の に 対

し,aneuploidpattern(Fig.3)は55%(11例 中6

例)で あ った.一 方,non-seminomaでdiploip

pattern(Fig.4)を 示 した の は45%(9例 中4例)で

あ った の に対 し,ancuploidpattern(Fig.5)は55

a(9例 中5例)で あ っ た.し た が っ て,semino-

maとnon-seminomaの 間 で組 織 型 の違 い に よる

aneuploidyの 出現 頻 度 に 差 は なか った.

Paraffinblocksections(40ｵm)

1

Deparaffinizetwiceinhistoclear.60min.roomtemperature

旦

Rehydratethrough100%(twice),95%,70%and50%ethanol

30min.each.roantemperature

1

0.25%trypsinwithspermine1.8mlovernight.37°C

l

Trypsininhibitor-RNasesolution1.5mltOmin.

roomtemperature

l

IcecoldPI-Sperminesolution1.5ml.protectagainstlight.

1

Filtratethrough380nylonmesh

l

Flowcyt(珊etryEPICS-753(3×10`cells)

Fig.1. Preparationofsinglecellsuspensionsfrom

paraffin-embeddedmaterials.
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Fig.2.Seminoma:diploidpattern(GV=2.72)
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diploid
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(s7%)

aneuploid

2例

(33%)

1例(zo%)

aneuploid

4例

(eox>

一

Big.3.Seminoma:nontetraploidaneuploid

pattern(CV=2.71,DNAIndexof
aneuploidpeakis1.4)

Fig.6.

Table2.

i n

Stage

DNAploidyandclinicalstage(semi-
noma).Aneuploidpatternsweredem-
onstratedin20f6stageIcases,4
0f5stageIIcases,butstatisticallywas
notsignificant.

PloidyandstageofHCG-Qpositive

seminoma・InHCG一 βpositivesemi-

noma30f4cases(75%)showed

aneuploidpattern.

Stage i n

DNAploidy

Diploid1(25%)

Aneuploid3(75%)

a

1

1

z

i.o

total 4 1 3

Cv:6.32

～

Fig.4.

i.o

Non-seminoma:diploidpattern
(CV=6.32)

1.4

CV=2.65

Fig.5.Non-seminoma:nontetraploidaneuploid

pattern(CV=2.65,DNAIndexofan-
euploidpeakis1.4)

DNAploidyと 精 巣 腫瘍 取 り扱 い 規 約 に よる臨 床

病 期 との 関 係 をFig.6に 示 した,seminomaで は,

stageIで33%(6例 中2例)にaneuploidを 認 め

た の に対 し,stageIIで は80%(5例 中4例)と

aneuploidの 出現 頻 度 がstageIに 比べ 高 か った が,

統 計 学 的 な 有意 差 は 認 め られ なか った.一 方non-sem-

inomaで は,各 病 期 に お け るaneuploidの 出現 頻度

に は 一 定 の傾 向を 認 め な か った.

術 前 に 血 清HCG一 β 値 の 上 昇 を認 め たseminoma

症 例 はll例 中4例 で,う ち3例 がstageIIで あ った.

これ ら4例 に つ い て の 臨 床 病 期 とploidyと の 関 係 を

Table2に 示 した.す なわ ち,HCG一 β 値 が 正 常 で

あ ったseminoma症 例 の43%(7例 中3例)に

aneuploidが 認 め られ た の に 対 して,HCG一 β 上 昇

例 で は75%(4例 中3例)とaneuploidの 出現 頻 度
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が 高 か った.ま た 各 病 期 に おけ るaneuploidの 出現

頻 度 に は有 意 差を 認 め なか った.

考 察

FCMの 出現 に よ り,多 数 の腫 瘍 細 胞 集 団 の細 胞 核

DNA量 を 客 観 的 な らびに ,迅 速 か つ定 量 的 に 測定 で

き る よ うに な って きた.1983年Hedleyら3)が,ヒ ト

固 型 腫瘍 の パ ラ フ ィン包 埋 ブ ロ ッ クか ら核 懸 濁液 を調

整 し,FCMに よ り核DNA量 を測 定 す る 方法 を 報

告 して 以来,多 くの 腫 瘍 で核DNA量 の解 析 がret-

rospectiveな 形 で行 わ れ る よ う に な って きた .こ の

方 法 は,す でに 臨 床経 過 の 明 らか な患 者 を対 象 とす る

こ とが で き るた め,腫 瘍 の 組 織学 的 異 型 度 や 臨床 病 期

は も と よ り,長 期間 に わ た る再 発 お よび 生存 率 の 検 討

とDNAploidyと の 関 係 を比 較 で きる画 期 的 な 方 法

で あ る.泌 尿 器科 領域 に お い て も,す で に腎 癌,膀 胱

癌,前 立 腺 癌 の パ ラ フ ィン包埋 組 織 を 用 い て核DNA

量 の解 析 を 行 った報 告 は 多 数 み られ る よ うに な って き

た1・5).し か しな が ら,精 巣腫 瘍 に つ い て の報 告 は い

まだ 少 な い.さ らに,パ ラ フTン 包 埋組 織 を 用 い て.

retrospectiveにDNAploidyを 解 析 す る 本法 は,

精 巣 腫 瘍 の発 現 率 が 少 ない こ とを考 え あわ せ る と,多

くの 症例 を集 め る こ とが 可 能 とい う点 で も優 れ た 方 法

で あ る と考 え られ る.

精 巣 腫 瘍 のDNAploidyの 検 討 で は,今 だ に

aneuploidの 出現 頻 度 に確 定 的 な 報 告 は な く,90%以

上 に認 め られ た とい うものか ら60%前 後 とい うもの ま

で 様 々 で ある6-10).Zimmerman6)は,18例 の精 巣腫

瘍 新 鮮 検 体 を用 いてDNAploidyを 解 析 した結 果94

%(17例)にaneuploidを 認 め た と して い る.ま た

Quirkeら7)は,63例 の精 巣 腫 瘍(パ ラフrン 包埋 組

織34例,新 鮮 検 体29例)を 用 いてDNAploidyの 解

析 を 行 った結 果,seminomaで は新 鮮 検 体 で50%(14

例 中7例),パ ラ フ 、ン包 埋 組織 で78%(14例 中11例)

にaneup正oidを 認 め た と報 告 して い る.今 回 のわ れ

われ の パ ラ フ ィン包 埋 標 本 を 用 い た 検 討 で は,55%

(36例 中20例)でDNAヒ ス トグ ラ ムが解 析 可 能 で あ

り,さ ら に そ の 中 の55%(20例 中11例)にaneu-

ploidを 認 め た.組 織 型 別 のaneuploidの 出 現 頻度 を

比 較 検 討 す る と,seminomaとnon-seminomaで

は そ の 出現 頻 度 は と もに55%と な り組 織 型 に よる差 は

な か った。

っ ぎに,臨 床病 期 とDNAploidyと の関 係 を 検 討

した結 果,seminomaに お いて はstagelでaneu-

Ploidの 出頻 度 が33%で あ るの に 対 して,stageII

では80%とaneuploidの 出 現頻 度 が 高 くな っ てい た,

わ れ わ れ の 他 の 尿路 腫瘍 で の 病 期 とaneuploidの 出

現 頻度 の検 討 結 果Dで は,腎 癌 のstageIII以 下18

%,stageIV33%,膀 胱 癌 のlowstage(Tl以 下)

10%,highstage(T2以 上)47%で,病 期 との関 連

性 が 認 め られ た.ま たnon-seminomaで は,各 病 期

にお け るaneuploidの 出 現 頻度 には 一 定 の 傾 向は 認

め られ なか った.こ れ はDNAヒ ス トグ ラ ムの 解析

可 能 症 例 が,non-seminomaに 関 して は 少 な く,特

にteratomaで17%と 低 か った た め で は な い か と考 え

られ た が,原 因 に つ い て は 不 明 で あ る.

一般 に悪 性 腫 瘍 のDNAヒ ス トグ ラ ムを 解 析 す る

場 合,ploidyの 他 にDNAindex(DI),prolifera-

tiveindex(PI)な どの 各 種 パ ラ メ ー タ ーを 用 いて,

組織 学 的 悪 性 度 や 予 後 と の比 較 検 討 が 行 わ れ る こ とが

多 い.精 巣 腫 瘍 の場 合 は,他 の 悪 性 腫 瘍 に 比 べ て症 例

数 が 少 ない うえGam,比 較 的 早 期 に 発 見 され る こ とが 多

い.さ らに 化学 療 法 に よ る治 癒 率 が 高 い こ とな ど のた

めに,ploidyと 予 後 との 比 較 を 行 う うえ で症 例 が か

た よ り解 析 が 難 し くな る.Zimmerman6)は,ほ とん

どが 早 期 癌 症 例 で あ った た め,ま たQuirkeら?)は,

化 学療 法 の有 効 率 が 高 い こ とを理 由に 生 存 率 との 比 較

は 行 っ て いな い.一 方,Slidgeら11・12)は,50例 の精

巣 腫瘍(stageIIB以 上)の パ ラ フ ィンブ ロ ッ クを 用

い てDNAヒ ス トグ ラ ムを 解 析 し,各 種 パ ラ メー タ

ー と予 後 と の比 較 を 行 な って い る.彼 ら の報 告 に よ

る とdiploidで あ った7例 中6例(86%)が2年 以 上 生

存 して い た の に対 し,aneuploidを 示 した 症 例 で は

38例 中21例(55%)と 生存 率 が低 くな って い た が ,統

計 学 的 に 有意 差 は な く,DIと 予 後 との 間 に も一 定 の

傾 向 を認 め なか った と報 告 して い る.し か しな が ら,

PIと 予 後 を 比 較 した と ころ ,PIが 低 か った 症 例 の

平 均 生存 期 間 が85.6±7.6ヵ 月 で あ った の に 対 し,PI

が 高 か った症 例 のそ れ は37 .7±ll.0ヵ 月 で あ り,PI

の 高 い症 例 の 予 後 が有 意 に 悪 か った と報告 して い る.

今 回の わ れ わ れ の 検討 では,全 例 と も生存 中 であ った

た めploidyと 生 存 率 を 比 較 す る に は 至 ら なか った .

精 巣 腫 瘍 に お け る 血清HCG陽 性例 と陰 性 例 の 予 後

に 関 してWilsonら13)は,seminoma50例 中HCG

陰 性44例 に は死 亡 例 を 認 め な か ったが,陽 性6例 中2

例 の 死 亡 を 認め た と して い る.ま たMorganら14)も

∬血清HCGの 陽 性 のseminoma14例 を 検 討 した結 果 ,

5例 の死 亡 を 認 め 予 後不 良 で あ った と して い る .し か

しな が ら,最 近 の 報告16,16)に よる と血 清HCG一 β の

上 昇は 予 後 不 良 因子 では ない とす る もの も多 く,桜 本

ら17)も 血 清HCG陽 性 例 の 予 後 はstageに 関 係 して

お り進 行例 が多 い た め に 予 後 が悪 い とい うべ きで あ る
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と して い る.わ れ わ れ も 血清HCG一 β 陽 性 のsemi-

noma例 のDNAploidyを 検 討 した結 果,4例 中3

例(75%)にaneuploidを 認 め,seminoma全 体 の

ll例 中6例(55%)に 比 べ る と,aneuploidの 出 現頻

度 が高 か った.し か しな が ら,HCG陽 性 例 はsemi-

noma全 体 と比 べ る とstageII症 例 の割 合 が 高 く,

このた め にaneuploidの 出 現頻 度 が 高 くな った と も

考 え られ た,最 後 に 今 回DNAhistogramが 解 析 可

能 であ った精 巣腫 瘍 に 死亡 例 が なか ったた め,予 後 と

の 比較 は で きか った が,今 後 さ らに症 例 を 重 ね る こ と

でseminomaで のDNAploidy測 定 が 予 後 推定 因

子 とな り うる 可能 性 が 示 され た.

結 語

精 巣腫 瘍36例 の パ ラ フ ィ ン プ ロ ノクを用 い て,

FCMに よる核DNA量 解析 を 行 い,以 下 の結 果 と

展 望 を得 た.

1)DNAヒ ス トグ ラ ムは全 体 で36例 中20例(56%)

で解析 可 能 で あ った が,teratOmaで は 他 の 組織 型 に

比 べ て解 析 不 能症 例 が 多 か った.

2)DNAaneuploidyの 出現 は20例 中11例(55%)

に 認 め られ た が,seminomaとnon-seminomaで

組 織型 の違 い に よる差 は な か った.

3)seminomaは,stageの 進 行 に伴 いaneuploid

の出 現頻 度 が 高 くな る傾 向 が 認 め られ た.

4)HCG一 β 値 の上 昇 を 認 め たseminomaで は,4

例 中3例(75%)にaneuploidが 認 め られmalig-

Wantpotentialが 高 い の では ない か と推 定 され た.

5)今 後 さ らに症 例 を か さね,精 巣 腫 瘍 の 予 後 お よ

び 腫瘍 マ ー カ ー との関 連 性 に お い てDNAploidyを

検 討 した い.

本論文 の要旨は,第77回 日本泌尿器科学会総会(大 阪)に

おいて発 表 した.
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