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前立腺癌 にお け るFlowcytometricDNA

analysisの 臨 床 的 有 用 性
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石 川 朱 実

THE CLINICAL USEFULNESS OF FLOW CYTOMETRIC DNA 

        ANALYSIS IN PROSTATIC CANCER

Akemi Ishikawa

From the Department of Urology, Osaka Medical School

   Flow cytometry was used to measure the DNA  content in archival paraffin-embedded prostatic 
cancer specimens from 54 patients with known outcomes. The specimens were obtained by tran-
surethral resection of the prostate. DNA ploidy as a predictor of prognosis was compared with 
histological grade and clinical stage. 

   Although no significant correlation between histological grade or clinical stage and ploidy 

pattern was demonstrated, an increased percentage of DNA aneuploid tumors was seen in higher 
histological grade and in advanced clinical stage. The survival rate calculated by Kaplan-Meier 
analysis showed that DNA ploidy pattern was a more reliable indicator to predict survival pro-
bability than histological grade or clinical stage. All patients with a near diploid pattern (11 

patients) survived more than 5 years, whereas all those with an aneuploid pattern (21 patients) 
died within 3.5 years. Of 22 patients with  u tetraploid pattern, 15 died of tumor progression within 
5 years. The remaining 7 patients with favorable outcome had a relatively lower proliferation 
index (<65) in DNA histogram and none of them suffered from stage D disease. 

   In conclusion, the results from this retrospective study suggest that flow cytometric DNA 
analysis in prostatic cancer would be useful as a means of providing prognostic information. 

                                                   (Acta Urol. Jpn. 38: 665-670, 1992) 
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緒 言

前立腺癌の自然経過は多種多様であり,長 期にわた

って潜在したまま表面化しないものもあれば,短 期間

で死に至るものまでさまざまである.そ のため前立腺

癌患者の治療に際しては,癌 の悪性度を正確に 把握

し,的 確な予後を判定することが重要な課題のひとつ

になっている.

現在,前 立腺癌の悪性度の評価および予後推測の指

漂として組織学的分類 と病期分類がおもに用いられて

いる.ル ーチンの病理組織学的診断は良性と悪性の区

別には有用であるが,悪 性度を正確に判定するために

はかなりの時間と労力が必要である.Gleasonscore

も予後推測の指標としてよく用いられているが,客 観

性に乏 しいという欠点がある.ま た,予 後推測の指標

として用いられている病期分類も必ずしも正確なもの

ではない.

近年,短 時間に数多 くの細胞についての分析を可能

とするFlowcytornetry(FCM)が 普及し,DNA,

RNA,蛋 白質,細 胞表面抗原,細 胞内抗原などの測

定に応用されている.

前立腺癌についてもFCMに よる核DNA分 析

(FCM-DNA分 析)に 関する種々の報告 があるが,

ploidy分 類 と組織学的分類および病期分類の関係に

ついては,い まだ一定 した見解はえられていない1-10).

そ こで,今 回著者は前立腺組織のパラフィン包埋切片

を試料としてFCM-DNA分 析をおこない,前 立腺

癌の悪性度評価および予後推測における臨床的有用性

をretrospectiveに 検討 した.

対 象お よび方法

大阪医科 大学泌尿器科 および その関連施設におい
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て,診 断 確 定 後5年 以 上臨 床 経 過 の 明 らか な前 立 腺 癌

患 老54例 を 対 象 と した.年 齢 は53歳 か ら94歳 で平 均

70.9歳 で あ った.54例 中 に は癌 死 した36例 を含 ん で い

る.ま た5年 以 上 生存 した18例 に は 癌 死 した 症 例 は な

か った,初 期 治 療 は,病 期 にか か わ らず,原 則 と して 組

織 学 的 分類 がwelldifferentiatedadenocarcinoma

(weDと 診 断 され た 症 例 は,去 勢 術 と ジエ チ ル スチ ル

ベ ス トロー ル ジ フ ォス フ ェイ トの投 与,moderately

differentiatedadenocarcinoma(mod),poorly

differentiatedadenocarcinoma(por)と 診 断 され

た 症 例 は,去 勢術 と リン酸 エ ス トラ ム スチ ンの投 与 が

行わ れ て い た.

経 尿 道 的 前立 腺 切 除 術(TUR-P)に よって え られ

た 前 立 腺組 織 を パ ラ フ ィ ン包 埋切 片 と し,病 理 診 断 用

お よびFCM-DNA分 析 用 と した.病 理 診 断用 と

FCM-DNA分 析 用 の試 料 は連 続 切 片 と した.FCM-

DNA分 析 用 のパ ラ フ ィン包 埋 切 片 は,ま ず ミク ロ ト

ー ム を用 い て50μmに ス ラ イ ス し,こ れ に キ シ レソ

3mlを 加 え て撹 拝 した 後,15分 間 静 置 した,こ れ を2

回繰 り返 して脱 パ ラフ ィン した試 料 に,100%エ タ ノ

ー ル を3ml加 え て 掩 拝 後,15分 間 静 置 し,上 清 を 吸

引除 去 し,95%,70%,50%エ タ ノー ルを 順 次3ml

ず つ加 えて 同 様 に処 理 した,そ の 後 蒸留 水3mlを 加

え て撹 拝 し,10分 間 静置 して,上 清 を吸 引 除 去 した.

この操 作 を も う一 度繰 り返 して再 水 和 を 完 了 した 後,

試料 周 囲 のTUR-Pに よ る凝 固 部分 を 勢 刀 を 用 いて

除 去 した.再 水 和 した試 料 に0.5%ペ フ シ ン生理 食塩

水 溶液 を2ml加 え,37℃ に て振 盟 しな が ら60分 間

培 養 して単 細 胞 に 分 離 した.4℃1,800rpmに て 遠沈

後 上 清 を吸 引 除 去 し,phosphatebufferedsolution

に て 単細 胞 を2回 洗 浄 した 後,48μmの ナイ ロ ン メ

ッ シ ュ に て 濾 過 し,Hedleyら の方 法li)に 準 じ て

propidiumiodideに よ り 核DNA染 色 を 行 った.

DNA分 析 に はCS-20型CellSorter(昭 和 電 工)を

用 い,約3万 個 の細 胞 に つい て 測 定 した.diplDid

standardと して は ヒ ト末 梢 血 リンパ球 を 用 い,2C

peakが30channelと な る よ うにCellSorterを

調 節 した.CVl直 は4.0～8.0で あ った.

FCM-DNA分 析 に よる腫 瘍 の 悪 性 度 の指 標 と して

はploidy分 類 とproliferationindex(P.L)を 用

い た,ploidy分 類 は,著 者 ら12)が 以 前 行 った研 究 成

績 を 参 考 に して,4nピ ー クを なす 細 胞 が 全 体 の 董5%

米 満 の ヒス トグ ラムをneardiploidpattern,15%o

以 上 の もの をtetraploiClpatternと し,aneuploid

peakを 呈す る もの をaneuploidpatternと した.

P.1.と は2n以 上 の細 胞(hyperdiploidcell)の 全

体に対する割合であ り,こ のP.Lが 大 ざいヒス トグ

ラムほどその組織の悪性度は高いといわれている13).

組織学的分類 と病期分類は,前 立腺癌取い扱い規約

に従って判定した.ま た,病 期は,前 立腺触診,膀 胱

鏡検査,骨 盤部CT,精 嚢造影,骨 〃 チ,全 身G・

シソチの所見を総合 して決定 した.

FCM-DNA分 析 によるploidy分 類 と組織学的分

類および病 期分類とを比較検討 した.つ ぎに,ploidy

分類,組 織学的分類および病期分類別にみた,そ れぞ

れのKaplan-Meier法 に よる5年 生存曲線を比較 し

た.ま た,癌 死した症例 と5年 以上生存 した症例との

相違をploidy分 類,組 織学的分類,病 期分類および

P.Lに ついて比較検討した.最 後にP・1.と 生存年数

との関係について検討 した.

なお,統 計学的有意差検定にはCox-Mantel法 を

用いた.

結 果

54例 に つ い て のploidy分 類 と組 織 学 的 分 類 との関

係 をTablelに 示 した.組 織 学 的 分 類 でwelldiffe-

rentiatedadenocarcinoma(wel)と 診 断 され た17例

につ い てploidy分 類 をみ る と,ncardiploidが8

例,tetraploidが7例,aneuploidが2例 で あ った.

modcrately(mod)の18例 で は,neardiploidが2

例,tetraploiClが6例,aneuploidが10例 で あ った.

poorly(por)の19例 で は,neardiploidは1例 のみ

で あ り,tetraploidとaneuploidは と もに9例 ず つ

で あ った.

ploidy分 類 と病 期 分 類 の 関 係 に つ い て はTable2

に 示 した.な お,ploidy別,組 織 型 別 お よび 病期 別

に 分 類 した 各症 例間 の年 齢 には 有 意 差 は な か った.

前 立 腺 癌 と診 断 され た 時 点 か らの生 存 曲線 をKap-

lan-Meier法 を 用 い て 組 織 学 的 分 類,病 期 分 類,ploi-

dy分 類 別 に そ れ ぞれFig.1,Fig.2,Fig.3に 示 し

た.

組 織 学 的 分類 別 に み た 生存 曲線 では,welの 生 存 率

Tablel. Therelationshipbetweenploidypat・

ternandh孟sto正09孟ca正grade
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は1年 目で94%,3年 目で76%,5年 目で71%で あ り

modの1,3,5年 生存 率 は そ れ ぞ れ87%,46%,33

Table2.Therelationshipbetweenploidypat.

ternandclinicalstage
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%で あ った.porの 生 存 曲 線 はmodと ほ ぼ 同様 で あ

った.welの 生存 曲線 とmodお よびporの 生 存 曲

線 の間 に は 有 意 差 が認 め られ た(p<O.03,p<0.006).

Fig.2の 病 期 分 類 別 に 見 た 生存 曲線 で は,stage

A,B,C,Dの5年 生 存 率 は それ ぞれ62%,58%,42

%,10%で あ った.stageAの 生存 率はstageDに

比 して6ヵ 月以 降 で 有 意 に 高 か った(p<O.007)が,

他 の病 期 間に は 有 意 差 は なか った.

Fig.3に はploidy分 類 別 に 見 た 生存 曲線 を 示 し

た が,neardiploidと 判定 され た 症 例 で は5年 以 内

に 死 亡 した もの は なか った.tetraploidと 判定 され

た症 例 の1,3,5年 生存 率 はそ れ ぞれ100%,59%,

36%で あ った.aneuploidと 判定 され た 症 例 は3年6

ヵ月 以 内に 全 例 死亡 してい た.こ の3群 間 に は いず れ

も有意 差は 認 め られ た(P〈0.00054).

Table3で は,54症 例 を まずneardiploid,tetra-

pl・id,・n・upl・ldの3段 陶 こ分類 した 後,そ れ ぞ れ

の段 階 内 に お いてP。Lの 小 さな 順 に 症 例 を並 べ,

FCM-DNA分 析 に よる悪 性 度 評 価 の低 い もの か ら順

に1～54の 症 例番 号 を 付 け た.各 症 例 に つ い て5年 以

上 の生 存 例 は 自丸 で,5年 以 内 に死 亡 した症 例 は 黒 丸

で示 した.neardiploidと 判 定 され たll症 例 は,Fig.

3で も示 した よ うに,組 織 型,病 期 お よびP.Lに か

か わ らず 全例5年 以 上 生存 して い た.ま た,aneu-

ploidと 判 定 され た21例 も組 織 型,病 期,P.L}こ 関 係

な くす べ て3年6ヵ 月 以 内 に 死 亡 し て い た.tetra-

ploidと 判 定 され た22例 の5年 生 存 率 を組 織 型,病 期,

P.1.に つ い てみ る と,組 織 型 に 関 し て はwelで は

42.9%(3/7),modで は33.3%(2/6),porで は22.2

%(2/9)で あ った.病 期 につ いて は,A,B・C,D

そ れ ぞれ50%(2/4),50%(3/6),66.7%o(2/3),o%

(0/9)で あ った.P.1.に つ い て はP.Lが66以 上 であ

った症 例27～33は す べ て死 亡 して いた が,症 例12～26

に つ い ては 一 定 の 傾 向 はみ られ な か った.

癌 死 した36例 に つ い て は,tetraploidお よびaneu-

ploidの いず れ に お い て も,P.1.と 生存 年 数 の 間 に

は 一 定 の 関 係は 認 め られ な か った.

考 察

細 胞 内 の核DNAを 分 析 す る こ とに よ り,癌 の診

断,悪 性 度 の判 定 に役 立 て よ うとす る試 み は,1970年

代 の 前半 にFCM-DNA分 析 が 一般}こ利 用 で き る よ う

に な って 以来,臨 床 の 各 分野 で 盛 ん に 行 われ る よ うに

な った,前 立 腺 癌 に お け るFCM-DNA分 析 の応 用

は1970年 代 にSprengerら14)に よ り始 め られ,1983年

にはHedleyら1Dが パ ラフ ィ ン包 埋 標 本 を 使 用 した
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Table3,Therelationshipamounghistologicalgrade,dinicalstage・ploidy
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FCM-DNA分 析 につ いて 報 告 して い る.

前 立 腺 癌 のFCM-DNA分 析 の 際 に,ま ず 問 題 と

な るの は そ の組 織 採 取 方 法 で あ る.臨 床 的 に 比較 的 容

易な 組 織 採取 方 法 と して は,経 直 腸 的fineneedle

aspirationbiopsy,経 会陰 的 針 生 検 お よびTUR-P

が あ る.い ず れ もか な り正 確 なDNAヒ ス トグラ ムが

え られ るが,aspirationbiopsyで はretrospective

studyは 不 可 能 で あ り,ま た 経 会 陰 的 針 生 検 組 織

のパ ラ フ ・ ン包 埋 切 片 で はFCM-DNA分 析 に 必 嬰

な 量 の細 胞 数 が え られ な い こ とが 多 い た め,著 者 は

TUR-Pに よ って え られ た組 織 標 本 を 用 い た.ま た,

ヒス トグ ラム上 の ノイ ズ を減 少 させ るた めに,電 気 凝

固 の 影 響 が あ る と思 わ れ るTUR-P切 片 の周 囲 部分

を 十分 に除 去 し,中 央 部の み を用 い て 測定 した12).

前立 腺 癌 に お け る組 織 学 的 分 類 とploidy分 類 の 関

係 につ いて は,現 在 の と ころ 一・定 した見 解 は え られ て

い な い.Tribukaitら1)は300伊1の 未 治療 前立 腺癌 患 者

を対 象 に,fineneeclteaspirationbiopsyに よ りえ

られ た 試 料 を 用 い てFCM-DNA分 析 を 行 った結

果,aneuploidpatternを 示 す 割 合 はwelldifferen-

tiatedadenocarcinoma(weDで39% ,moderately

(mod)で78%,poorly(por)で97%で あ り,FCM・

DNA分 析 に よるaneuploidの 出 現 率 と組 織 型 との

間 に は 有意 な 相 関関 係 が あ る と報 告 して い る.Neill

ら2),Fordhamら3)もploidypatternと 組 織 型 とは

相 関 して お り,組 織 学 的 分 化 度 の高 い腫 瘍 は 正 常 に近

い ヒ ス トグ ラ ムを示 し,低 い腫 瘍 はaneuploidを 示

す と報 告 して い る.こ れ に 対 して,Lundbergら4)、

Wlllumsenら5)は 両 者 の 間 に は 相 関 関 係 は な い と報

告 して い る.今 回 の著 者 の成 績 で は,組 織 学 的 分 類 と

ploidy分 類 と の間 に は 有 意 な 相関 は み られ な か った

が,組 織 学ll勺分 化度 が 低 くな るほ どaneuploidが 増

え る 傾 向 は認 め られ た.

FCM。DNA分 析 と病 期 との 関 係 に つ い て は,Dej-

terら6)は69例 の 未 治療 前立 腺 癌 患 者 に つ い てretro.

spectivestudyを 行 い,stageB(51例)の97 .3%
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はdiploidpatternを,stageD(18例)の72.2%

はaneup且oidpatternで あ った と 報 告 し て い る・

Fordhamら3),Frankfurtら7)も 病 期 が 進 行す る

ほ どaneuploidの 出現 率 が 高 くな り,両 者 の 間 に

は有 意 な相 関 関係 が あ る と報告 し て い る.し か し,

Wiilumsenら5),Ne川 ら2)は,両 老 の間 に は相 関 関

係 は なか った と 報告 し て い る.著 者 の結 果 で は,組

織 学的 分 類 の場 合 と同様 に,病 期 が進 行 す るに 従 って

ploidypatternも 悪 くな る傾 向 が あ った が,有 意 な

相関 は認 め られ な か った.

Fordhamら3)のprostatectomyを 受 け た前 立 腺 癌

患 者72例 の パ ラ フ ィン包埋 切 片 を 用 い た組 織 学 的 分 類

お よびploidy分 類 別 にみ た 生存 曲 線 に つ い て の報 告

では,welとporの 生存 曲線 には 有 意 差 が あ り,5

年 生存 率は そ れ ぞれ80%,20%で あ った.ま た、dip-

loidpattern,aneuploidpatternの 生 存 曲 線 の間

に も有 意差 が あ り,5年 生 存 率 は そ れ ぞれ70%,20%

で あ った と述 べ て い る.著 老 の結 果 で は,組 織 学 的 分

類 別 に み た生 存 曲 線 ではmodとporの 生存 曲線 は

5年 間 を通 して ほ ぼ 同様 で あ り,welの 生存 曲線 は

modお よびporに 比 して有 意 に 良 好 で あ った.病 期

分類 別 にみ た 生存 曲線 では,stageAはstageDに

比 して 有意 に 良好 で あ った が,他 の病 期 間 に は 有 意 差

は認 め られ な か った.一 方,ploldy分 類 別 に み た 生

存 曲線 で は,neardiploid,tetraploidお よびaneu-

ploidの3者 間 に は 明 らか な 有 意 差 が認 め られ た.

MayoClinic8-10)の 調 査 で も,stageB,C,Dlの 前

立腺 癌 患者 ではploidy分 類 は予 後 推 測 の よい 指 標 で

あ る と報告 され て い る.

以 上 の結 果 か ら,生 命 予 後 推 測 の 手段 と して 、ploi-

dy分 類 は,組 織 学 的 分 類,病 期 分 類 よ りも,よ り信

頼性 が 高 い と考 え られ た.

組 織 学 的分 類,病 期 分 類,ploidy分 類 お よびP・1・

の4老 の関 係 をみ る と,neardiploidと 判 定 され た

ものは,組 織 型,病 期 お よびP.1.に か かわ らず5年

以上 生 存 して お り,aneuploidと 判定 された 症 例 は,

組織 型,病 期 お よびP.Lに か か わ らず 全例3年6カ

月以 内 に死 亡 して い た.tetraploidと 判 定 され た 症

例で は22例 中15例 が 死 亡 して い た が,そ の 内訳 を み る

と,stageDの9例 は 組 織 型 に か か わ らず す べ て 死

亡 して い た.ま た,P.1.が66以 上 の症 例27～33も 全

例 死 亡 して い た.残 りのP.Lが65以 下 で,病 期がA

～Cで あ る10例 中 死 亡 した 症 例18,20,22に つ い てみ

る と,症 例18,20は 積 極 的 な治 療 が 行 わ れ て い なか っ

た。 従 って,症 例22を 除 け ば,tetraploidpattern

を 呈 しP.1.が65以 下 の 症 例 は,病 期 がC以 下 で あれ
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ばか な り良 好 な 生 命予 後 が 期 待 で き,tetraploidpat・

ternでP.1.が66以 上 で あれ ば 病 期 に か か わ らず 生 命

予 後 は悪 い と 判定 で きる と考 え られ た 、

今 回 著者 は,TUR-Pに よ り採 取 され す で に保 存 さ

れ て い るパ ラ フ ィ ン包 埋 標 本 を 用 い てFCM-DNA

分 析 を 行 った が,パ ラ フ ィン包埋 され て い る前立 腺 組

織 は,癌 細 胞 の存 在 す る組 織 をす べ て採 取 して い る と

は い い が た く,腫 瘍 の一 部 の み しか観 察 して い な い可

能 性 が 高 い,今 後,広 範 囲 に 採取 した癌 組 織 を用 い て

組 織 学 的 診 断 を 行 い,FCM-DNA分 析 との 比 較 を行

えば,さ らに 正 確 な結 果 が え られ る と思 わ れ る.

P.1.に つ い て は,Schultzら13)の 報 告 に もあ る よ

うに,そ の 値 が 大 きいほ ど腫 瘍 の 悪性 度 は 高い とい わ

れ て い る.そ こで 著 者 は,P.1.と 生存 期 間 との 関 係

に つ い て も検 討 した が,今 回の 成 績 で は両 者 の 間 に 一

定 の傾 向は み られ な か っ た.そ の 原 因 と しては,パ ラ

フ ィン包埋 標 本 を 用 い た場 合 は ミ クロ トー ムで 薄 切 す

る 際 に 核 が 切 断 さ れ て ヒス トグ ラ ム上 ノイ ズが 増 加

し,ま た,ホ ルマ リン固定 の影 響 に よ り核 の染 色 性 に

む らが で きや す くな り,P.Lに 関 して は分 析 結 果 が か

な り不 正確 に な るた め で は ない か と考 え られ た.従 っ

て,新 鮮 標 本 を 用 い たFCM-DNA分 析 を 行 え ば,

PJ.と 生存 期 間 との 問 に も有 意 な 関 連 性 が 見 出 され

る可 能 性 が あ る と思 わ れ る.

結 語

予 後 の 明 らか な前 立 腺 癌患 者54例 を 対 象 と して,経

尿 道 的 前立 腺 切除 術 に よ って え られ た 組 織 の パ ラフ ィ

ン包 埋 切 片 を 用 い てFCM-DNA分 析 を行 い,組 織

型,病 期 と比 較 しな が ら,FCM-DNA分 析 の臨 床 的

有 用 性 に つ い て検 討 した.そ の結 果,

1)ploidy分 類 と組 織 学 的 分類 の間 に は 有 意 な 関 連性

はみ られ な か った が,組 織 学 的 分 化 度が 低 い 程aneu-

ploidが 増 え る傾 向が あ った.

2)ploidy分 類 と病 期 分 類 の 間 に も有 意 な 関 連性 はみ

られ なか った が,病 期 が 進 行 す る程aneuploidが 増

え る傾 向 が あ った,

3)生 存 曲 線 に つ い てみ る と,組 織 学的 分 類,病 期分

類 よ りも,ploidy分 類 の方 が 生 命予 後 とよ く相 関 し

て い る傾 向 が あ った.

4)neardiploidpatternと 判 定 され た症 例 は 全 例5

年 以 上生 存 して お り,aneuploidと 判定 され た 症 例

は 全 例3年6ヵ 月以 内 に死 亡 して い た.tetraploid

と判定 され た 症 例 はproliferationindex(P.1.)が

65以 下 で 病 期 がC以 下 で あれ ば 生 命 予 後 は 良好 であ っ

た.
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以上 より,FCM-DNA分 析 は前立腺癌の悪性度評

価,予 後推測における指標として有用であると考えら

れた.

稿を終 えるにあた り,御 指導を賜 りま した宮崎 重 名誉教

授 に厚 く感謝 の意を表 します.ま た,研 究にあた り直接御指

導をいただ きま した岡田茂樹講師に深謝 いた します.

なお本論文 の要 旨は第77回 日本泌尿器科学会総会 にて発表

した.
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