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Flowcytonptryを用いた腫瘍悪性度の評価
－頭頸部扁平上皮癌における転移傾向予測－

真　里　谷

抄録　頭頸部扁平上皮癌31症例において，生検あるいは外科的切除により得られた検体を用い，Flowcytometry

による核DNA量（PloidylevelとDNAindex）およびS期細胞数の割合（％SF）についての解析を行った．

そして，これらの指標とリンパ節転移との相関について検討を行った．

結果は以下の如くであった．
1）腫瘍細胞の核DNA量とリンパ節転移には明らかな相関は認められなかった．

2）％SFはリンパ節転移と有意の相関（p＜0．01）をもっており，この相関は，臨床経過の長さあるいは塵瘍の

heterogeneityの影響をあまり受けないと考えられるTl，2症例において顕著であった（p＜0．005）．

3）病理組織学的悪性度評価（分化度）とリンパ節転移には統計学的に有意の相関は認められなかった．しかし，

同じ分化度の症例においては％SFが高くなるほどリンパ節転移が多い傾向が認められた．

以上の結果より，FlowcytometricDNAanalysisにより得られる％SFは，リンパ節転移傾向の指標として

有用であり，病理組織学的評価を補う悪性度の指標となり得ると考えられた．
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EVALUATIONOFMALIGNANTPOTENTIALOFTUMORBYFLOWCYTOMETRY
一旗l勃miionqfMhzshl協C誰ndbnの′　SduamousCellαmhonuzsofiheHをadandNbab－

YASUSHIMARIYA

Abstract Specimensoftumorwere obtainedbytissuebiopsyorsurgicalresectionin31patientswith

SquamOuSCellcarcinomaoftheheadandneck．ThosespecimenswereanalyzedforDNAcontent（ploidy

levelandDNAindex）andpercentageofS－phasefraction（％SF）byFlowcytometryandthecoHelation

betweentheseindicesandlymphnodemetastasiswasevaluatdi．

The results are asfollows：

l）Therewasnosigni丘cantcorrelationbetweenDNAcontentandlymphnodemetastasis．

2）％SFcorrelatedsigni丘cantly（p＜0．01）withlymphnodemetastasis，anditscorTelationwaseminent

（p＜0．005）inTland2cases，WhichwereconsiderednotsoinHuencedbythediseasecourseandtumor

heterogeneity．

・3）Therewasnosign誼cantcorrelationbetw等nhistopathologicalgradeofmalignancyandlymph

nodemetastasis．However，inthecasesofthesamegradethere諒asatendencythatthehigherthe％SF

WaSthemorefrequentthelymphnodemetastaseswere．

Theseresultsshowtheusefulnessof％SFcalculatedbyFlowcytometricDNAanalysisastheindex

Oflymphaticmetastatictendency，making．upforthehistopathologicalevaluationofmalignancy．
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478　　真里谷

I：　は　じ　め　に

悪性腫瘍の治療においては，原発巣の治療

と共にリンパ節転移あ‘るいぼ遠隔転移の治

療・予防が重要な意味を持つ．病巣の拡がり

を確実に評価すると同時に，腫瘍の臨床的悪

性度，特に転移傾向をあらかじめ予測し，こ

れを考慮し？つ治療を進めることが，予後の

改善を図る上で重要である．

近年，このような腫瘍悪性度の判定におけ

る，Howcytometry（以下FCMと略す）の

応用が注目されている．FCMの高度の処理

能力は，陸湯細胞の核DNA量測定，細胞動

態解析等を迅速かつ高い定量性，・客観性をも

って可能なeらしめているが，従来の病理組

織学的評価に加え，これらの新たな指標を導

入することによって，腫瘍の悪性度をより詳

細に把握することが期待される．

そこで筆者は，頭頸部扁平上皮癌の悪性度

評価におけるFCMの有用性を知ることを目

的として，FCMにより得られる指標．（DNA

aneuploidyの有無および程度，S期細胞数の

割合）と腫瘍の転移傾向の関連について検討
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を試みた．転移傾向の臨床的目安としては頸

部リンパ節転移に着目し，リンパ節転移傾向

予測におけるFCMの有用性について検討し

た．

II．対　　　　象

1986年4月より1987年10月までの間に，弘

前大学医学部附属病院放射線科で放射線治療

あるいは癌化学療法を施行した頭頸部扁平上

皮癌31例（男子23例，．女子8例）を対象とし

た∴年齢は28歳から83歳（平均年齢59．3歳）

で，初回治療例が29例，再発例が2例であっ

た．再発例はいずれも初診時リンパ節転移が

なく，初回治癒でCRの評価を得た後6カ月

以上経過した症例で、検体採取前3カ月間に

放射線治療あるいは抗癌剤投与を受けていな

い．

原発部位別，およびUICC，JJC（上顎癌の

み）のTNM分類に従った病期別の症例構成

をTえblelに示す（再発例はrTNM分類と

して再評価した）．症例は口唇・口腔癌16例，

上咽頭癌3例，中咽頭癌6例，下咽頭癌1例，

上顎癌3例，および喉頭癌2例より成ってい

Tablel・PrimarysitesandTNMclassi丘cationsoftumorsofthehead andneck．

Primarysite T NO NI N2　　　　N3　　　　Total

LipandOralcavity

羅　…：1拒
Epipharynx

1　　　　　　　　　　　　1圭∴＿　昌3

Mesopharynx　　　琵∴㍊　1　　　1　錯）6

Hypopharynx T3　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　1

Maxillarysinus　　　霊　．2　・l n3

La叩Ⅹ　　　　　琵i∴…　　　　　　　　　　‡）2

Total 17 14 31

TNMclassi丘cation・：UICC6）andJJC7）（onlyincarcinomaofmaxillarysinus）．Inparenthesesare

recurrent cases．
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Table2　HistologlCgradesoftumors

Of the head and neck、

HistologicGrade No．ofCase

Poorlydi托erentiatedSCC

Moderatelyd描erentiated、SCC

Welld推erentiatedSCC

Total
●scc：Squamouscellcarcinoma．．

る．リンパ節転移陽性（N＋）群は14例で．こ

らうち10例は周囲に固着している（N3）か，

あるいは組織学的に転移を確認している症例

であるが，4例は臨床的に転移があると判断

したNlあるいはN2症例である．臨床的に

リンパ節転移陰性と診断されたN一語は17

例であり，同群では，その後の観察でもリン

パ節転移の出現をみていない（観察期間2

－20カ月）．治療前に既に遠隔転移を認めてい

たのは下咽頭癌の1例のみであり，同症例に

はリンパ節転移（N3）が同時に認められた．

また，分化度からみた症例構成をTable2

に示す．高分化型扁平上皮癌11例，中分化型

扁平上皮癌11例，低分化型扁平上皮癌9例よ

Flowcytometryを用いた腫瘍悪性度の評価　　479

り成っている．

III．方　　　　法

1．Singlecellsuspensionの作成

Fig．10に試料作成の概要を示す．

材料は治療開始前に腫瘍部から肉眼あるい

はファイバースコピー下で生検鍋子により直

接採取するか，あるいは（術後照射例では）

腫瘍摘出時に切離された新鮮標本から採取す

ることにより得られた．・何れの場合も明らか

に腫瘍であると思われる部位より採取した．

採取された組織片は半切し，一方をFCM、用

材料として使用すると共に，他方を病理組織

標本として用い，腫瘍組織であることを光顕

的に確認した．

FCM用材料は，壊死巣，出血巣を除去して

生理的食塩水で洗浄した後，時計皿に移し，

生理的食塩水を少量加えて眼科屈葬刀と注射

針により，組織片が各々直径0．5mm程度あ

るいはそれ以下となるまで紬片した．次いで

細切片の浮遊液を試験管内に移し，10％fetal

bovineserum（GIBCO）中にdispase（合同

Dispersion

Staining

Analysis

Tumortissueobtainedbyforceps

biopsyorsurgicalresection

Min。ingLT。aSingL HistologlCSlide

J　　　（H－Estainedsection）

Treatmentbyenzymecocktail

（Dispace，COllagenase，FBS）

J

Fixationin70％Ethanol

J

Processingbysuperhighspeedblender

and乱teringthroughnylonmesh

J

Fixationin70％Ethanol

・J

Pepsintreatment

J

RNase treatment

J

Stainingbypropdiumiodide

J

FCManalysis（FACS－440）：DNAhistogram

Fig．l Methodsforpreparingsamples．
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Normal mmucous membrane

（Mesopharynx）

DI＝1．0

2C　　　4c　　　6c

October，1988
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2C　・4C　　　6C

Fig．2　DNAhistogramsofnomaltissue（a），diploidtumor（b），andaneuploidtumors（C，d）．

DI　：DNAIndex

IC：Internalcontrol（Humanlymphocyte）

酒精；2，000u／ml）とcollagenase（和光純

薬；0．1％）とを添加した酵素カクテルを10

ml加え，Waterbathにて37oC”で約3時間

incubationした．

酵素処理後，リン酸緩衝液（0．01M，pH

7．2；以下PBSと略す）による洗浄を2度繰

り返した後，70％冷エタノールで固定した．

5oCの低温下に約2時間静置した後，高速ブ

レンダー（Waring社31BL91；・14，700rpm，

5秒間）処理し，さらに70ltナイロン・メッ

シュで濾過した．顕微鏡下に単離化を確認し

た後遠沈し，70％冷ユタノ∴ルで再固定した

上で測定時まで冷所（5oC）保有した．保存期

間は1週間以●内とした．

2．核染色　　　　　　　．

Propidiumiodide（以下PIと略す）によ

る核染色は，毎回測定直前に行った．

固定，保有されていたsinglecellsuspen・

sionをPBSで洗浄後，0．1％pepsin溶液（和

光純薬；0．2％HCl水溶液，対タンパク消化

力1：10，000）を10mlを加え，Water bath

にて37cc，15分間incubationL，裸核処理し

た　さらにribonuclease溶液（SIGMA；1

mg／mldistilledwater）10mlを加え，Water
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PI P2　P3　　　P4　　P5　　　P6

Relative DNA Content

Fig．3　0neexampleofcellcycleanalysisbypracticalgraphicalmethod・

bathにて37cc，15分間incubationL，〟RNA

を除去した．PBSにて洗浄後∴PI溶液（PI

50FLg／mlトリス塩酸緩衝液0．05M，pH7．6）

を加え，30分間室温（暗所）にて蛍光染色し

た．染色後さらに70／lナイロン・メッシュで

濾過した．

3．測　　定

測定装置は，Becton－Dickinson　社製

FACS－440を使用した．アルゴンイオンレー

ザーを488nmに最大強度を持つ単色光に調

整し，これによって細胞核2本鎖DNA　に

intercalateしているPIを励起し，個々の細

胞核より発する蛍光（前方散乱光）の強度を

580longpass乱terを用いて580nm以上（赤

色蛍光）の領域で測定した．そのパんス波高

値をA／D変換し，0－256の各チャンネル毎

にカウント数即ち細胞（核）数として加算し

ていくと，蛍光強度即ち相対的DNA量を横

軸，細胞（核）数を縦軸とするヒストグラム

が得られる．これをNEC社製マイクロコン

ピュータ　PC－980lFを用いてデ「タ処理し，

DNAヒストグラムとして表示した．なお，測

定細胞（核）数は最低でも2万個以上とした．・

4．DNAヒストグラムの解析　－

DNAヒストグラム，の解析は，以下の2点

について行った．

1）DNAanetlploidyの有無の判定，およ

びDNAIndex（以下DIと略す）の算定．

2）全腫瘍細胞中に占めるS期細胞数の

割合（以下％SFと略す）の算定．

DNAaneuploidyの有無については，Soci－

etyforAnalyticalCytologyの試案に従い判
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足した．即ち，正常2倍体細胞（正常ヒトリ

ンパ球＝Internalcontrol）のピークと異なる

ピークを持っ場合のみをDNA aneuploidy

として表現した．DIについては，正常ヒトリ

ンパ球のDNA量に対する試料の最大（GO／

Gl）ピークのDNA量の上巳として求めた．正

常ヒトリンパ球のピークは50チャンネル前後

に設定した．Fig．2にその具体例を示す．

％SFは，RITCHらのpracticalgraphical

methodを用いて求めた．＿Fig．3に同法を用

いて実際に細胞周期を解析した例を示す．％

SFは，ヒストグラム卓に占めるS期の面積の

割合として示される．

5．リンパ節転移との相関についての検討

上述の方法により得られた腫瘍悪性度の指

標と，リンパ節転移との相関について検討を

行った．

統計学的有意差の判定には，Wilcoxon検

定およびX2検定を用いた．

IV．結　　　　果

1．DNAaneuploidyおよびDNAIndex

（DI）

DNAaneuploidyを示した腫瘍は，31例中

25例（81％）であった．DNAaneuploidyの

出現頻度は，N一群では17例中14例（82％），

N＋群では14例中11例（79％）と2群間に差を

認めなかった．

DIの全体での平均は1．28±0．32（mean±

S．D．以下同様），最大値は2．1，最小値は0．8

であった．

リンパ節転移との関連をみると，N＋群で

1．26±0．34，N一群で1．29±0．30と2群問∴

でDIに差を認めなかった（Fig．4）．

GO／Glピークが2つ以上認洩られたのは，

1例のみであり，DNA量からみた多クロー

ン性と転移の関係については，検討できなか

った．

2．S期細胞数の割合（％SF）

％SFの全体での平均は，18．5±7．7％，最

大で35％，最小で8％であった．

n＝17

October，1988
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DI n＝14

N＋

；∴＝∴i mean±SD

Fig．4　Correlation between DNAIndex（DI）

andlymphnodemetastasis．

＊

n＝17　　　　％SF

（％）

十一一十　mean±SD　　＊p＜0．01

Fig．5　Correlation between　％SF and elymph

node metastasis．

N＋群，Nr群に分けて検討してみると，

N＋群では，22．7±7．9％，N一群では15．1±

5．5％　とN＋群で％SFは明らかに高値を示

し，統計学的にも有意であった（Wilcoxon検”

定；p＜0．01，Fig．5）．

ここで，リンパ節転移に於げろ原発巣の局
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％SF

（％）

n＝10　n＝4　　　　％SF

＊

「　「

n＝7　　n＝10

O N－　　　　；∴＝∴；mean±SD

●N＋　　　　　　＊．p＜0・005

Fig．6　Correlation between　％SF andlymph

node metastasis in view of T－

Classi丘cation．

N0．0f Case

Well
Differentiated
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；一言mean±SD　　　　　＊p＜0．05、

Fig．7　Correlation between　％SF andlymph

nodemetastasisincarcinomasoflipand

Oralcavity．

Moderately
Differentiated

P00rly

Differentiated

□N、一　　因N＋

Fig．8　Correlationbetweenhistologicgradeandlymphnodemetastasis．

所進展度の影響を考慮するために，症例を

Tl，T2群と　T3，T4群の2群に分けた上

で，％SFとリンパ節転移の相関を検討した

のが，Fig・6である．Tl，T2群では，14例

中4例のN＋例において％SFが有意に高く

（Wilcoxon検定亘＜0・005），原発巣の局所

進展が進行していない場合でも％SFが高値

を示す症例では，リンパ節転移が多いことを

示す．T3，T4群でも，N＋例において％

SFが高い傾向は，Tl，T2群同様認められた．

しかし，N＋，N一間での％SFの差は減少し

ており，この差は統計学的に有意ではなかっ

た．

さらに，同一部位で症例数の多かった‘（16

例）口唇・口腔癌について同様の検討を試み

た（Fig．7）．N十であった5例は，N一例に

比して％SFが有意に（Wilcoxon検定；p＜

0．05）高く，口唇・口腔という一部位に限局
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Fig．9　Correlationbetween％SFandlymphnodemetastasisinviewofhistologicgrade・
ヽ

しても，％SFとリンパ節転移の相関が認めら

れた．その他の部位では，各々の症例数が少

ないため検討はできなかった．

3．瞳瘍の分化度

腫瘍の分化度とリンパ節転移の関連を検討

した結果をFig．●8に示す．分化度の高い症例

で転移が少ない傾向はみられるものの統計学

的に有意ではなく，分化度とリンパ節転移に

は明らかな相関はないという結果であった．

次いで　各分化度ごとに％SFとリンパ節

転移の関係を検討した結果をFig．9に示す．

各々の分化度において，N一例に比べてN＋

例の％SFが高い傾向が認められ，特に中分

化型では統計学的に有意であった．即ち”分

化度とリンパ節転移には有意の関連はない

が，同程度の分化度の症例では％SFが高い

ものにリンパ節転移が多心という傾向が得ら

れた．この様な観点からみた代表的な例を

Fig．1（＝こ示す．

なお，腫瘍の分化度と％SFの間には，あ

る程度の相関があり，高分化型と低分化型

の％SF甲は統計学的有意差を認めた（Wil－

coxon検定；p＜0．05）．・分化度とDIの間に

は一定の傾向を認めなかった．

V．考　　　　案

1．DNAaneuploidyおよびDI

・癌細胞にみられる特徴の一つとして・染色

体に異常が存在することはよく知られた事実

であ岩このうち，染色体の量的異常は

DNAaneuploidyとして把握することが可能

であ，り，その程度はDIとして示される．

DNAaneuploidyあるいはDIとリンパ節

転移の関連については，既に阿部らが乳癌に

っいて報告しており，aneuploidyの出現頻度

は病期が進むほど高い傾向にあるとしてい

る．また，吉川は，贋胱癌における　DI　と

Grade，Stageとの関連について述べている・

このほかにも，DNAaneuploidyあるいはDI

と予後の関連などについて述べている報告も

多く，これらの報告では，DIの悪性度の指標

としての有用性を認めている．

しかし，筆者の検討では，頭頸部扁平上皮

癌において，DNAaneuploidyの有無あるい

は程度とリンパ節転移に明らかな相関は存在

せずまた，N＋群とN一群の2語間にお

いてDIに有意の差は認められなかった．即

ちDNAaneubloidyの有無あるいはDIは，

リンパ節転移からみた腫瘍の転移傾向予測の
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C．Casel：CarcinomaofLip．
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Flowcytometryを用いた腫瘍悪性度の評価

÷ヽ 、．il織＼ 　　／◆、 

Frequency

DI　＝2．1

％SF＝24％

2C　　　4C　　　6C　　　8c

Relative DNA Content

d．Case2：CarcinomaofLip．

T2N2MO

Fig・10　Comparisonbetween‘2casesofcarcinomaoflip．Bothcasesareclassi丘cedasT2，and

gradedasmoderatelyd誰erentiatedsquamouscellcarcinomaaccordingtohistologic

丘ndings（a：Casel，b：Case2）．However，DNA histogramsshowthesigni五cant

d描erenceof％SFbetweennegativelymphnodecase（C：Casel）andpositivelymph

node case（d：Case2）．

指標としての意義は少ないものと考えられた

が，症例数がさらに増えた時点で　再度検討

の余地があるものと思われた．

2．S期細胞数の割合（％SF）

腫瘍組織の増殖能を推定する手段として従

来用いられてきたのは，腫瘍細胞中のM期

細胞の割合を光顕的に算出する　mitotic

index　および　autoradiography　を用いた

Iabelingindexであった．．しかし，これらは

算出に長時間を要すること，あるいは人体被

曝のあること等から臨床応用には向いていな
ヽ）　●

かった．

485

これに替わるものが∴FCMを用いた細胞

周期解析である．この解析によって得られ

る％SFは，labelingindex，と同様の意味を

持ち，腫瘍組織の増殖柏や細胞世代時間を反

映する生物学的悪性度ゐ指標とされる．

％SFとリンパ節転移ゐ関連については，

乳癌，甲状腺癌などの腫瘍で既に検討されて

いる．阿部らは，乳癌においてリンパ節転移
’“陽性群の％SFが高いことを示し，％SFは

リンパ節転移からみた乳癌の悪性度を示す良

い指標であるとしてい、る．しかし高見らの甲

状腺癌における検討では，PrOliferative
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index（S期＋G2／M期細胞数の割合）とリン

パ節転移には関連がなかったとしており，必

ずしも一定の傾向が認められたわけではな・

い．

筆者の検討では，頭頸部扁平上皮癌におい

て，％SFはリンパ節転移●と有意の相関を持

っており，％SFの高い例にリンパ節転移が

多いという結果が得られた．原発巣の進展度

を考慮してもこの傾向は保たれており，特に，

Tl，T2症例において，顕著であった．T3，

T4症例でも同様の傾向が認められたが，N＋

例で％SFが必ずしも高くない場合もあり，

％SFとリンパ節転移の相関はTl，T2例ほ

ど明瞭ではなかった．この場合，臨床経過の

長短が少なからず影響していると考えられる

が，同時に，腫瘍組織のheterogeneityの影

響も考慮すべきであると考えられた．即ち，

大きな腫瘍では採取部位が偶然増殖細胞の割

合の低い部分であったということも起こり得

るので　データの解釈には少々幅を持たせる

必要があると思われた．

また，リンパ節転移では，解剖学的な条件

がその発生に大きな影響を持つと考えられる

ため，16例と同一部位で比較的症例の多から

た口唇・口腔領域に限って検討をおこなって

みたが，やはり％SF”がN＋群で有意に高く，

解剖学的条件を考慮しても，％SF　とリンパ

節転移の関連は保たれていた．

以上の結果より，％SFは頭頸部扁平上皮

癌における転移傾向の指標と‾して有用であ

り，原発巣の％SFからリンパ節転移の起こ

・り。やすさをある程度予測できるものと思われ

た．

原発巣での増殖能と転移の関係については

以前より指摘されているが，”これについて

は，次のような解釈が可能である．

転移の発生にとっては，腫瘍細胞の自律

性・浸潤性増殖が必要条件であり，その他の

条件が同様であれば　増殖のさかんなものほ

ど転移発生の機会に富むと考えられる．また，

増殖・成長に速いものは，腫瘍組織内圧の上

October，1988

Hirosaki”Med．J．、40（3）

昇によって抵抗の弱い周囲の組織間隙に腫瘍

細胞が受動的に侵入する機会を与え，転移を

促進するものと考えられる．さらに，増殖相

の割合が高く細胞分裂のさかんなものは突然

変異の可能性が高く，好転移性クロー．ンの発

生に関連するものと考えられる．

現在，リンパ璽馨の成立機転は，徐々に

解明されつつあり，細胞形態，細胞動態，細

胞表面の性状，酵素学的特徴，細胞の遊離性．・

運動性，・宿主の免疫反応，凝固・線溶系，解

剖学的条件など多方面からの検討がなされつ

つある．％SFは，当然ながらこのうちのごく

一部しか表わしていないことは確かである

が，今回の結果より，％SFによって表現され

る腫瘍細胞の堵殖能とリンパ節転移という現

象の間につながりの存在することが臨床的に

確認されたと考える．

3．転移傾向の評価，およびその意義

舌癌では初診時NOと診断された症例の20
－40〇％程度に潜在性のリンパ節転移が認めら

れるとされているが，他部位でも潜在性転移

は決して稀でないことから，転移傾向を治療

開始前に予め把握できればその臨床的意義は

大きい．

頭頸部腫瘍に限らず　各領域に於いて集学

的治癒が確立されつつある現在，転移のコン

トロールは，患者の予後改善にとってますま

す大きな意味を持つようになっている．こと

に原発巣の制御が可能なNO症例に於いて，

subclinicalな時期に微小転移巣の存在が強

く疑われる症例を選択することが可能なら

ば　adjuvantchemotherapy，予防的照射あ

るいはneck dissection等を適切に用いるこ

とによって，より一層の予後改善を望むこと
・27．28）

も可能である．

この意味で　今回の結果は興味深いものと

思われた．％SFがリンパ節転移傾向予測の

良い指標となり得ると考えられ　従来用いら

れている病理組織学的評価と共に，腫瘍悪性

度の目安として治療方針決定の指針となり得

ると考えられた．
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．VI．　ま　　と　　め

1．S期細胞数の割合（％SF）が頸部リン

パ節転移と有意の相関（p＜0．01）を持ってい

た．この相関は，局所進展度の低い例（Tl，

T2）で明らかに認められた（p＜0．005）．

2。DIと頸部リンパ節転移には関連は認

められなかった．

3．分化度と頸部リンパ節転移には有意の

関連を認めず　同程度の分化度の腫瘍では，

％SFの高も、ものにリンパ節転移が多い傾向

を認めた．

4・以上より，転移傾向予測の指標として

％SFが有用であると考えられた．

5．分化度を中心とした従来の組織学的評

価に加え，FCMを用いることで，腫瘍の悪性

度をより詳細に把握し，治療成績の向上に結

び付けることが可能であると考えられた．
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