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口腔粘膜悪性 リンパ腫におけるAgNOR画 像解析

山 辺 滋

Image analysis of AgNOR in malignant lymphoma of the oral mucosa

Shigeru YAMABE

Abstract: Silver-stained nucleolar organizer regions (AgNORs) in malignant lymphoma of

the oral mucosa were studied using a computer-assisted system for image analysis. Sixty-

two cases of oral lymphoma, including 1 follicular mixed type, 3 follicular large cell types,
8 diffuse medium-sized cell types (DMC), 7 diffuse mixed types, 19 diffuse large cell types

(DLC), 16 diffuse pleomorphic types (DPM), and 8 diffuse lymphoblastic & Burkitt types

(DLB-DBK), were investigated. AgNOR dots were counted at the light microscope level and
5 morphometric variables (AgNOR clusters, area, perimeter, round-factor, and uneven-

factor) were assessed on paraffin sections. The results were compared according to
histopathological subtype and immunological phenotype.

The major findings were as follows: 1) Statistically significant differences were found be-

tween DMC and DLC, and between DMC and DPM with respect to AgNOR dots, area, and

perimeter. 2) A significant difference was found between DMC and DLB-DBK with regard to
AgNOR perimeter. 3) A significant difference was found between DLC and DPM with re-

spect to AgNOR uneven-factor. 4) A significant difference was found between B cell lym-

phoma and T cell lymphoma with regard to AgNOR area.

Key words: silver-stained nucleolar organizer regions(AgNORs),malignant lymphoma of

oral mucosa(口 腔 粘 膜 悪性 リ ンパ 腫),imagea nalysis(画 像 解析),histopathological

classification(病 理組 織 学 的 分 類),immunological phenotype(免 疫 組 織 型)

緒 言

口腔粘膜 原発 の節外 性悪性 リ ンパ腫 は きわめて まれ

で あ り1),全 悪性 リ ンパ腫 の0.34%,お よ び節 外 性 悪

性 リンパ腫 の1.4%に す ぎない2).し たが って,口 腔 粘

膜 悪性 リ ンパ 腫 の 病 態 に 関す る報 告 は 少 な く3～5),

腫瘍 の悪性 度や細 胞増 殖能 な ど未 だ不 明な点 が多 い.

腫瘍 の悪 性度 を評価 す るのに,従 来 よ り病 理 組 織 学

的 には,核 分 裂数が,そ の指 標 の1つ と して よ く用 い

られて きたが,核 分 裂数 の算 出に は種 々の 問 題 が あ る

こ と も指 摘 さ れ て い る6).一 方,腫 瘍 の 悪 性 度 を 判 定

す る の に,近 年,細 胞 の 増 殖 能 に 関 連 す る 蛋 白 や,細

胞 周 期 に 関 連 す る抗 原 を組 織 化 学 的 また は 免 疫 組 織 化

学 的 に 証 明 す る 方 法 が 試 み ら れ て い る.細 胞 増 殖 能 に

関 連 す る 蛋 白 と し てnucleolar organizer regions-

associated protein(NOR関 連 蛋 白),細 胞 周 期 に 関

連 す る 抗 原 と してproliferating cell nuclear anti-

gen(PCNA)7)やKi-678)な ど が と く に 注 目 さ れ て

い る.

Nucleolar organizer regions(核 小 体 形 成 領 域

NOR)はacrocentric chromosomes(ヒ ト の 場 合,

13,14,15,21お よ び22番 染 色 体 に 存 在 す る)のri-o-

somalDNAル ー プ に存 在 し,ま た そ の 領 域 は 核 小 体

の 形 成 お よ び 蛋 白合 成 に 深 く関 与 して い る と 考 え ら れ

て い る9).さ ら に1986年,Plotonら10)は こ のribo-

somalgeneの 関 連 蛋 白 を特 異 的 に しか も 簡 便 に 染 色
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表1口 腔粘膜悪性リンパ腫の原発部位

で きるonestep鍍 銀 染 色 法 を開発 し,細 胞 核 内 に褐

色 ない し黒色 の粒子(argyrophilicNOR;AgNOR)

と して,NORの 動態 を間接 的 に観 察 で きる こ と を示

した.1核 内のAgNORの 顆粒 数 はribosomalDNA

の転写 活性,つ ま り,そ の 細胞 が もつ 蛋 白合 成 能 の程.

度 を反 映す る と考 え られ てお り9),AgNORに 関す る

検 討 は良性 お よび悪性 腫瘍 の鑑 別 に,ま た は 各種 腫 瘍

の生物 学 的悪性 度の指 標 と して,そ の有用 性 が示 され

てい る11～19).しか し,口 腔 粘膜 悪1生リ ンパ腫 につ い て

AgNOR染 色 を施 行 し,そ の 増殖 能 につ い て検 討 した

報告 は見 当た らない.さ らにAgNOR染 色標 本 につ い

て の検討 は 目視 に よ るAgNOR顆 粒 数 の算 定 が 主 流

を占め て きたが,本 研 究 では,口 腔 粘 膜 悪性 リンパ 腫

にお け るAgNOR染 色 標 本 につ い て,目 視 に よ る

AgNOR顆 粒数 の ほか に,画 像 解 析 装 置 を用 い て,1

核 内 のAgNORの 集 団数,面 積,周 長 お よび形状 な ど

を求 め,日 本 のLymphoma Study Group(LSG)分

類 に よ る病 理 組織 型,国 際 分 類 に よ る組 織 学 的 悪性

度14)お よび 免 疫 組織 型 との 関連 を検 索 し,AgNOR

画像解 析 の有用 性 につい て検討 した.

対 象 お よび方 法

1.対 象

対象 は長崎 大学 歯学 部 口腔 病 理 学 教 室(1982～1994

年),同 大学 医学 部 附属病 院病 理部(1962～1994年)お

よび東 北大 学医学 部 附属 病 院病 理 部(1961～1979年)

で診 断 された 口腔 原 発 悪 性 リ ンパ腫62例 で あ り,こ

れ らはいず れ も臨床 的所 見 を含 め,口 腔 粘 膜 原 発 で あ

るこ とが 再確認 された もので あ る5).発 生部 位 と して

は,口 蓋お よび歯 肉 に多 く,全 体 の約70%を 占め て い

た(表1).ま た,男 性が71%と 優 勢 で あ っ た.年 齢 分

布 は,13～86歳(平 均54.4歳)で,50歳 台 ～70歳 台 に

ピー クを認 めた(表2).

2-病 理 組 織 学 的 分 類

ホ ル マ リ ン固定 パ ラ フ ィ ン切 片 を用 い て,hema-

toxylineosin(HE),PeriodicacidSchiff(PAS)

表2口 腔粘膜悪性リンパ腫の年齢分布と性別

お よびGiemsa染 色 を施 し,LSG分 類14)に 準 拠 し病

理組織 学的 に再検討 した.

そ の結果 は,濾 胞 性 混 合 型1例,濾 胞 性 大 細 胞 型3

例,び まん性 中細胞 型8例,び まん性 混合型7例,び ま

ん性 大細胞 型19例,多 形細胞 型16例 お よ び リ ンパ芽

球型-バ ーキ ッ ト型8例 であ り,び まん性 悪性 リンパ腫

(58例)が 濾胞性 悪性 リ ンパ 腫(4例)よ り もは るか

に高頻度 であ った(表3)-さ らに,こ れ らを 国際 分 類

に準 じて病理組 織学 的悪性 度分類14)す る と,低 悪性 度

1例,中 悪 性度37例 お よび高 悪性 度24例 で あ った.

3.免 疫 組織 化 学 的 分 類

厚 さ3μmの パ ラ フ ィン包埋 組織切 片 に種 々のマー

カーにつ いて,ABC法 を用 いて免 疫染色 を施 した(表

4).B細 胞性 マ ーカ ー一と して,IgG,IgM,IgA,IgD,

kappa,lam-da,L26,KiB3お よびLN1を,T細 胞

性 マー カー と して,UCHL1,MT1お よびDFT1を,

また組織 球性マ ー カー と して,cathepsinD,KP1を

使用 した.免 疫組 織学 的 に腫瘍 細 胞 が,B細 胞 性 マ ー

カー陽性 でT細 胞 お よび組 織 球 性 マ ー カ ー 陰性 の も

の をB細 胞1生リ ンパ腫 と し,T細 胞 性マ ー カー 陽性 で

B細 胞お よび組 織球 性 マ ー カー 陰性 の もの をT細 胞

性 リ ンパ腫 と した.ま た,組 織 球 性 リ ンパ 腫 と規 定 し

た ものは組織 球性 マ ーカー 陽性 でBお よびT細 胞 性

マ ーカー 陰性 で あ る5).そ の結果,B細 胞 性 リ ンパ腫

46例,T細 胞 性 リ ンパ腫10例 お よび真 の 組 織 球性 リ

ンパ腫6例 で,B細 胞性 リンパ 腫が最 も多 か った.

4-AgNOR染 色

各症例 の切 除標本 を10%ホ ルマ リンで 約24時 間 固

定 後,通 法 に したが ってパ ラ フィ ンブ ロ ック と し,厚

さ3μmの 薄切 片 を作 製 して,AgNOR染 色 を施 した.

AgNOR染 色 につい ては,Plotonら10)のonestep法
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表3口 腔粘膜悪性 リンパ腫 にお ける病理組織型(LSG分 類)と 免疫組織的検討

表4使 用した抗体

の改良法15～18)で行 っ た.す な わ ち,50%硝 酸 銀 溶 液

と,1%蟻 酸 を含 む2%ゼ ラチ ン溶 液 を2:1の 割 合

で混 合 した溶液 を反応 液 として使 用 した.反 応 は遮 光

下,室 温で30分 間行 った.銀 粒 子 を明 瞭 に す る た め,

銀反応 後,0.2%塩 化金 に10分,定 着 液 に5分 浸 漬 し

た.

5.AgNOR計 測

1)目 視 に よるAgNOR計 測

Crockerら19)の 方 法 に用 い て,各 症 例 の 標 本 に つ

い て腫 瘍 部か ら腫 瘍細 胞(核)100個 を無 作 為 に 選択

し,100倍 対 物 レンズ を用 い,油 浸 の もとに観 察 し,目

視 に よ り1核 内のAgNORの 顆粒 数 を求め た.
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2)画 像 解析 装置 に よるAgNOR計 測

AgNOR画 像解析 は,Charpinら20)の 方 法 に準 じ

て行 った.

各腫瘍 部 よ り10視 野 を無作 為 に選択 し,100倍 対物

レ ンズ を用 い,テ レ ビカメ ラを介 して画像 解 析 プ ロセ

サ ー(nexus Qu-e)に 画 像入 力 した.な おモニ ター 画

面 は512×480個 の画 素(pixel)で 構 成 され,1画 素

は0.01040μm2で,最 終倍 率 は4,000倍 で あ っ た.各 症

例 よ り120個 ～520個(平 均274.6個)の 腫瘍 細胞(核)

につ いて計 測 した.コ ンピュー タ画 像入 力 は ラ ンダ ム

ノ イズ を除 去す る た め,同 一 画 面 を5回 入 力 した 後,

平均画 像 をモ ニ ターに残 し画像補 正 を行 い,2値 化 に

よ りAgNOR集 団のみ を取 り出 した …そ の後,直 接 目

視 に よる顕 微 鏡 像 と比 較 し,画 像 修 正 を 行 っ た.各

AgNOR集 団の面積,周 長,最 大 長,幅,丸 さ度{(π

×最 大長2)/(4× 面積)}お よび凹 凸度{周 長2/(4

π×面積)}を 計測 した,ま た,画 像 入力 され た腫 瘍 細

胞(核)数 は,手 掌用 数取 器 で算定 した.

6.比 較 分析 の た め のAgNOR指 標

1)目 視 に よる計測

目視 に よ ってAgNOR顆 粒 数(1核 内 のAgNOR

の顆粒 数:顆 粒数 合計/核 数)を 計測 した.

2)画 像解 析装 置 に よる計測

画像解 析装 置 を用 いて,AgNOR集 団 数(1核 内 の

AgNORの 集 団数:集 団数合 計/核 数),AgNOR面

積(1核 内 のAgNORの 面 積:面 積 合 計/核 数),

AgNOR周 長(1核 内 のAgNORの 周 長:周 長 合 計

/核 数),AgNOR丸 さ度 お よびAgNOR凹 凸 度 に つ

い て,そ れ ぞれ計 測 した.な お,AgNOR丸 さ度(真

円 の とき1,細 長 い形状 の と き高値)お よびAgNOR

凹 凸度(真 円の とき1,凸 凹 な 形状 の と き高 値)に 関

しては,1標 本 の 計測 デ ー タ でAgNOR集 団 の面 積

が大 きい もの よ り,計 測細 胞(核)数 の10%を 取 り出

しその 平均値,つ ま り,腫 瘍 細 胞(核)10個 の 中で 面

積 最大 のAgNOR集 団 を顕微 鏡 で 観 察 す る こ とに よ

り,日 常 の診 断上,応 用 しや す く,し か も再現 性 の高

い方法 を用 い た.

7-検 定

統計 学 的 な有 意差検 定 は,AgNOR解 析 の上 記6指

標 につい て,多 群 間 の 分 散分 析Kruskal-Wallis test

で有 意差が認 め られ た もの に,多 重 比較 検 定Scheffe's

testを 行 っ た.AgNOR解 析 の各2指 標 変 量 間 の 相 関

関係 は,Pearsonの 回帰分析 に よ り解 析 した.す べ て

危 険率5%以 下 をもって有 意差 あ りとみ な した.

結 果

1-AgNOR染 色 態 度 と画 像 解 析 に よ る2値 化 像

に つ い て(写 真1～3)

AgNOR染 色標本 で は,核 内に褐色 ない し黒色 穎 粒

(dot)が み られ,種 々の 大 き さや形状 の集 団(cluster)

を形成 してい るのが観察 され た.こ れ らの 像 を画像 解

析 に取 り入 れた像(写 真1～3のA)と,2値 化 され

た像(写 真1～3のB)を 比 較 す る と,以 下 の よ うに

要約 され る.

1)濾 胞 性混 合型,び まん性 中細 胞 型 お よ びび まん

性混 合型(写 真1)

1核 内 のAgNORの 顆粒 数 は,2～7個 で,AgNOR

集 団 は核 の比較 的 中心性 に位置 し,類 円形 を呈 して い

た.

2)濾 胞性 大細胞 型およびびまん性大 細胞 型(写 真2)

1核 内 のAgNORの 顆粒 数 は,5～15個 で,比 較 的

面積 の広いAgNOR集 団が,核 内 に偏 在 してい た.

3)多 形細 胞型(写 真3)

1核 内のAgNORの 顆粒 数 は,5～20個 で,面 積 が

広 く,形 状 も細 長 く凹凸 度の著 しいAgNOR集 団が観

察 された.

4)リ ンパ芽 球型-バ ー キ ッ ト型

1核 内のAgNORの 顆粒 数は,5～12個 で,比 較 的

面積 が広 く,い びつ な形 状のAgNOR集 団が見 られた.

2-病 理 組 織 型 と各 種 のAgNOR指 標 の 関 連 性

(表5)

1)病 理組織 型 とAgNOR顆 粒数 につ いて

目視 に よるAgNOR顆 粒数 は,多 形 細 胞 型(6.96±

1.70),び まん性 大細胞 型(6.75±1.12),濾 胞性 大 細 胞

型(6.53±0.94),リ ンパ 芽球型 一バ ー キ ッ ト型(6…21±

2.06),び まん性 混合型(4.68±0.47),び まん性 中細 胞

型(4.21±0.88)そ して濾胞性 混合 型(3.66)の 順 に高

値 を示 した.び まん性大細 胞型 お よび多形 細 胞 型 に お

け るAgNOR顆 粒数 は び まん 性 中細 胞 型 よ りも統計

学 的に有意 に大 であ ったが(P<0.01),そ の他 の 各組

織型 の 間に有意 差 は認 め られ なかっ た.ま た,び まん

性 リ ンパ腫(6.13±1.70)は 濾胞 性 リ ンパ 腫(5.81±

1.63)よ りも高値であ ったが有意差は認め られなかった.

2)病 理組織 型 とAgNOR集 団数 につ いて

画像 解 析 に よ るAgNOR集 団 数 は,多 形 細 胞 型

(4.27±2.18),リ ンパ 芽球型-バーキ ッ ト型(3.80±1.69),

び まん性 混合 型(3.06±1.59),濾 胞 性 大 細胞 型(2.71

±1.62),び まん性大細 胞型(2.42±0.92),び まん性 中

細 胞型(2.19±1.04)そ して濾胞性 混 合 型(1.37)の 順

に高値 を示 した.各 組織型 の 間に有意 差 は認 め られ な

か った.ま た,び まん性 リ ンパ腫(3.17±1.73)は 濾胞

性 リンパ腫(2.38±1.48)よ りも高値 で あ った が 有 意

差 は認め られ なか った.

3)病 理組織 型 とAgNOR面 積 につい て

画像解析 に よるAgNOR面 積 は,多 形 細 胞 型(3.51

±1.22),び まん性 大細胞 型(3.17±0.80),濾 胞 性 大 細

胞 型(2.83±0.26),リ ンパ 芽球 型-バ ー キ ッ ト型(2.74

±0.63),び まん性 混合 型(2.56±0.26),濾 胞 性 混 合 型

(1.89)そ して び まん性 中細 胞 型(1.40±0.11)の 順 に
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写 真1び まん性中細胞 型(AgNOR染 色,×4000)

A:画 像解析 装置入力像B:2値 化像

写真2び まん性大細胞 型(AgNOR染 色,×4000)

A:画 像解析 装置入力像B:2値 化像

写真3多 形細胞 型(AgNOR染 色,×4000)

A:画 像解析 装置入力像B=2値 化像
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表5口 腔粘膜悪性 リンパ腫 の病理組織型におけるAgNOR解 析

*…P<0.05,**…P<0.01,***…P<0.001

高値 を示 した.び まん性大 細胞 型 はび まん性 中細 胞 型

よ りも有 意 に大で あ り(P<0.05),多 形 細 胞 型 は び ま

ん性 中細 胞型 よ りも有意 に大 で あった(P<0.001).そ

の 他の 各組織 型 の間 に有 意差 は認 め られ なか っ た.ま

た,び まん性 リンパ腫(2.89±1.05)は 濾胞i生リンパ 腫

(2.60±0.52)よ りも高値 であ ったが 有意 差 は認 め られ

なか った.

4)病 理 組織 型 とAgNOR周 長 につ いて

画像 解析 に よるAgNOR周 長 は,多 形細 胞型(10.42

±2.77),び まん性大細 胞型(9.07±2.41),リ ンパ 芽球

型一バ ー キ ッ ト型(9.02±1.91),び まん性 混 合 型(8.33

±1.21),濾 胞 性大 細胞 型(7.88±0.50),濾 胞 性 混 合 型

(5.21),そ して,び まん 性 中細 胞 型(4.96±0.85)の 順

に高 値 を示 した.び まん性 大細胞 型 はび ま ん性 中 細 胞

型 よ りも有 意 に大 で あ り(P<0.01),多 形 細胞 型 は,

び ま ん性 中 細 胞 型 よ り も有 意 に 高 値 を示 し(P<

0…001),さ らに,リ ンパ 芽球型 一バ ー キ ッ ト型 は び まん

性 中細胞 型 よ りも有意 に大 で あ った(P<0.05).そ の

他 の各 組織 型の 間 に有 意差 は認 め られなか った …また,

び ま ん性 リンパ 腫(8.78±2.72)は 濾 胞 性 リ ンパ 腫

(7.21±1.40)よ りも高値 を示 したが有意 差 は認 め られ

なか った.

5)病 理 組織 型 とAgNOR丸 さ度 につい て

画 像 解 析 に よ るAgNOR丸 さ度 は,多 形 細 胞 型

(2.80±0.44),び まん性混合 型(2.43±0.32),び まん性

大細 胞 型(2.35±0.29),リ ンパ 芽 球 型.バ ーキ ッ ト型

(2.33±0.41),濾 胞 性大 細胞 型(2.19±0-19),び まん性

中細 胞型(2.09±0.40)そ して濾胞 性 混 合 型(1.84)の

順 に高値 を示 した.多 形細 胞型 は び まん性 中細 胞 型 よ

りも有 意 に大 で あ ったが(P<0.01),そ の他 の各 組 織

型の 間に有 意差 は認 め られ なか った.ま た,び ま ん性

リンパ腫(2.45±0.43)は 濾胞1生リンパ 腫(2.10±0.24)

よ りも高値 で あったが 有意差 は認 め られなか った.

6)病 理組織 型 とAgNOR凹 凸度 につ いて

画像 解 析 に よ るAgNOR凹 凸 度 は,多 形 細 胞 型

(2.72±0.49),リ ンパ 芽球型-バーキ ッ ト型(2.25±0.42),

び まん性 大細胞 型(2.17±0.39),び まん性 混合型(2.06

±0.32),濾 胞性 大細胞 型(2.02±0.15),び まん性 中細

胞 型(1.88±0.35)そ して濾胞 性混合 型(1.62)の 順 に

高 値 を示 した.多 形細 胞型 は びまん性 中細胞 型 よ り も

有 意 に大で あ り(P<0.01),さ らに,多 形 細胞 型 は び

まん性 大 細 胞 型 よ り も有 意 に高 値 で あ っ た が(P<

0.05),そ の他 の各組織型の間に有 意差 は認め られなかっ

た.ま た,び まん性 リンパ腫(2.28±0.49)は 濾胞 性 リ

ンパ腫(1.92±0.23)よ りも高 値 を示 したが 有 意 差 は

認 め られ なか った.

7)小 括

AgNOR穎 粒 数,AgNOR面 積 お よびAgNOR周

長 を各組 織型 につ いて比較 す る と,多 形細 胞 型 ・び ま

ん性 大細 胞型 ・濾胞性 大細 胞 型>リ ンパ 芽 球 型 一バ ー

キ ッ ト型>び まん性 混合型 ・濾胞 性混 合型 ・び まん性

中細胞 型の傾 向が み られ た.し か しなが ら,AgNOR

集団数 につ いて は この よ うな傾 向 はみ られなか った.

AgNOR丸 さ度お よびAgNOR凹 凸 度 の 計測 値 に

おい ては,多 形 細胞 型>リ ンパ 芽球型一バ ー キ ッ ト型 ・

び まん性大細 胞型>び まん性 混合型>び まん性 中細胞

型>濾 胞性 大細胞 型>濾 胞性 混合型 の傾 向が認 め られ

た.

6指 標 すべ て におい て,び まん性 リ ンパ 腫 は濾 胞性

リ ンパ腫 よ りも高値 であったが有意差は認 められ なかっ

た.
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表6口 腔粘膜悪性 リンパ腫の組織学的悪性度 にお けるAgNOR解 析

*…P<0 …05,**…P<0.01,***…P<0.001

表7口 腔粘膜悪性 リンパ腫の免疫組織 型におけるAgNOR解 析

*…P<0.05

3.病 理 組織 学 的 悪 性 度 と各AgNOR指 標 との

関 連性(表6)

1)組 織学 的悪性 度 とAgNOR穎 粒数 につ いて

目視 に よるAgNOR穎 粒数 は,高 悪 性 度群(6.71±

1.82),中 悪性 度群(5.79±1…48)そ し て低 悪 性 度 群

(3,66)の 順 に高 値 を示 したが 各 悪 性 度群 間 に有 意 差

は認め られ なか った.

2)組 織 学 的悪性 度 とAgNOR集 団数 につい て

画像解析 に よるAgNOR集 団数は,高 悪性度群(4.11

±2.01),中 悪 性 度群(2.52±1.14)そ して低 悪 性 度 群

(1.37)の 順 に高値 を示 した.高 悪性 度群 は 中悪 性 度 群

よ りも統計 学的 に有意 に大 であ った(P<0.001).そ の

他 の各悪性 度群 の間 に有意差 は認 め られなか った.

3)組 織 学的悪 性度 とAgNOR面 積 につ いて

画像 解析 に よるAgNOR面 積 は,高 悪 性 度 群(3.25

±1.11),中 悪性 度 群(2.65±0.91)そ して 低悪 性 度 群

(1-89)の 順 に高 値 を示 したが,各 悪性 度群 の 間 に有 意

差 は認 め られ なか った.

4)組 織学 的悪性 度 とAgNOR周 長 につい て

画像解 析 に よるAgNOR周 長 は,高 悪 性 度 群(9.95

±2.56),中 悪性 度 群(7.94±2.44)そ して低 悪 性 度 群

(5…21)の順 に高値 を示 した.高 悪 性度 群 は中悪 性 度 群

よ りも統 計学 的 に有 意 に大 で あ った が(P<0.05),そ

の他の各 悪性度 群の 間 に有 意差 は認め られ なか った.

5)組 織 学 的悪1生度 とAgNOR丸 さ度 につい て

画像 解 析 に よ るAgNOR丸 さ度 は,高 悪 性 度 群

(2.65±0.48),中 悪1生度群(2.30±0.36)そ して低 悪 性

度 群(1.84)の 順 に高 値 を示 した.高 悪 性 度 群 は 中悪

性 度 群 よ り も統 計 学 的 に 有 意 に 大 で あ っ た(P<

0.01).そ の他の 各悪性 度群 の間 に有意 差 は認め られ な

か った.

6)組 織 学 的悪性 度 とAgNOR凹 凸 度 につい て

画 像 解 析 に よ るAgNOR凹 凸 度 は,高 悪 性 度 群

(2.56±0.51),中 悪i生度群(2…07±0.36)そ して低 悪性

度群(1.62)の 順 に高値 を示 した.高 悪 性 度 群 は 中悪

性 度 群 よ り も統 計 学 的 に有 意 に大 で あ っ た が(P<

0.001),そ の他 の各悪 性度 群の 間 に有 意 差 は 認 め られ

なか った.

7)小 括

目視 お よび画像 解析 に よる計測 値 は6指 標す べ て に

おい て,高 悪性 度群>中 悪 性度 群>低 悪性 度 群 で あ っ

た.AgNOR集 団数,AgNOR周 長,AgNOR丸 さ度

お よびAgNOR凹 凸 度 に お い て は,高 悪 性 度 群 は 中

悪 性 度 群 よ り も統 計 学 的 に 有 意 差 が 認 め ら れ た.

AgNOR穎 粒 数 お よ びAgNOR面 積 にお いて は,各

悪性 度群 の問 に有意 差 は認め られ なか った.

4.免 疫 組 織 型 と各 種AgNOR指 標 との 関 連 性

(表7)

1)免 疫組織 型 とAgNOR穎 粒 数 につい て

目視 に よるAgNOR穎 粒 数 は,T細 胞 性 リ ンパ腫

(6.75±1.52),真 の組織球性 リンパ腫(6.09±1.57)そ し

てB細 胞性 リンパ腫(5.98±1.73)の 順 に高値 を示 した
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表8口 腔粘膜悪性 リンパ腫 にお ける各AgNOR指 標 間の相 関関係(ピ アソンの相関係 数)

*…P<0 .05,**…P<0.001

が,各 免疫組織 型の 間 に有 意差 は認 め られ なかっ た.

2)免 疫組 織 型 とAgNOR集 団数 につい て

画像 解析 に よるAgNOR集 団数 は,真 の組織 球性 リ

ンパ腫(4.26±2.63),T細 胞性 リンパ腫(3.06±1.84)そ

してB細 胞性 リンパ腫(2.98±1.53)の 順 に高値 を示 し

たが,各 免疫組織型の間 に有意差は認め られなかった.

3)免 疫組 織 型 とAgNOR面 積 につ いて

画像 解析 に よるAgNOR面 積 は,T細 胞 性 リ ンパ 腫

(3.68±1.06),真 の組 織球 性 リ ンパ 腫(2.87±1.20)そ

してB細 胞 性 リンパ 腫(2.69±0.93)の 順 に高 値 を示

した.T細 胞 性 リンパ 腫 はB細 胞 性 リンパ腫 よ り も統

計学 的に有 意 に大 で あ ったが(P<0.05),そ の 他 の各

免 疫組織 型 の 間に有意 差 は認 め られなか った.

4)免 疫組 織 型 とAgNOR周 長 につ いて

画像 解析 に よるAgNOR周 長 は,T細 胞性 リ ンパ腫

(10.09±1.94),真 の組 織球 性 リンパ 腫(8.93±3.52)そ

してB細 胞性 リンパ腫(8.34±2.65)の 順 に高値 を示 し

たが,各 免疫組織型の間 に有意差は認め られなかった.

5)免 疫 組織 型 とAgNOR丸 さ度 につい て

画像 解析 に よるAgNOR丸 さ度 は,真 の組織 球性 リ

ンパ 腫(2.61±0.46),T細 胞1生リンパ腫(2.58±0.44),

そ してB細 胞性 リンパ腫(2.37±0.42)の 順 に高 値 を示

したが,各 免疫組織型の間 に有意差は認め られなかった.

6)免 疫組織型 とAgNOR凹 凸度 につ いて

画像解析 によるAgNOR凹 凸度 は,T細 胞性 リンパ腫

(2.43±0.45),真 の組織球性 リンパ腫(2.39±0.70)そ し

てB細 胞性 リンパ腫(2.20±0.47)の 順 に高値 を示 した

が,各 免疫組織 型の間 に有意差 は認め られなかった.

7)小 括

すべ て のAgNOR6指 標 におい て,T細 胞 性 リ ンパ

腫>B細 胞 性 リ ンパ 腫 の 関 係 が 成 立 し,と く に

AgNOR面 積 に 関 して のみ,T細 胞性 リ ンパ 腫(3…68

±0.34)がB細 胞性 リ ンパ腫(2.69±0.14)よ り も統 計

学的 に有意 に大 であ った(P<0.05).さ らに,AgNOR

穎 粒 数,AgNOR面 積,AgNOR周 長,お よ び

AgNOR凹 凸度 につい ては,T細 胞 性 リ ンパ 腫 〉真 の

組織球 性 リンパ腫>B細 胞性 リンパ腫 の関係 もみ られ

た.

5-各AgNOR指 標 間 の 相 関 関係(表8)

AgNOR面 積 とAgNOR周 長 の 間 には,相 関係 数

r=0.91と きわめ て強い相 関関係 が,ま た,AgNOR丸

さ度 とAgNOR凹 凸度 の 間に も,r=0.83と 強 い相 関

関係が 認め られ た(P<0.001).

さ らに,AgNOR穎 粒 数 とAgNOR面 積(r=0.67),

AgNOR穎 粒 数 とAgNOR周 長(r=0.62),AgNOR

集 団数 とAgNOR周 長(r=0.56),AgNOR周 長 と

AgNOR凹 凸度(r=0.55),AgNOR周 長 とAgNOR

丸 さ度(r=0.53),AgNOR穎 粒 数 とAgNOR凹 凸度

(r=0.44),お よ びAgNOR面 積 とAgNOR凹 凸 度

(r=0-43)の そ れぞ れ の 間 に相 関が 認 め られ た(P<

0.001).

一 方
,AgNOR集 団 数 とAgNOR面 積(r=0.35),

AgNOR集 団数 とAgNOR丸 さ度(r=0.34)お よ び

AgNOR面 積 とAgNOR丸 さ度(r=0.32)の 相 関関

係 は 弱 く(P<0.001),ま た,AgNOR穎 粒 数 と

AgNOR丸 さ度(r=0.26)に つ いて も同様 の傾 向が う

かが われた(P<0.05).

考 察

AgNORの 腫 瘍病理 学へ の応用 の 目的 は,AgNOR

染 色標 本で1核 内のAgNORの 穎 粒 数 を 目視 で算 定

す るこ とに よ り,過 形 成 と腫 瘍,ま た,良 性腫 瘍 と悪

性 腫瘍 とを鑑 別す る点 にあ った.従 来 の悪 性 リ ンパ 腫

に関す るAgNORの 報 告 は この手 技 ・側 面 か らの も

のが主 流 を占め ていた11,17,18,22).

そ こ で,本 研 究 で は,口 腔 粘 膜 悪 性 リ ン パ 腫 の

AgNOR染 色標 本像 を画像解 析装 置 に取 り入 れ,目 視

で は計 測 され なかった各種AgNOR指 標(集 団 数,面

積,周 長,丸 さ度 お よび凹 凸 度)の 詳 細 な検 討 を行 っ

た.

1― 病 理 組 織 型,病 理 組 織 学 的 悪 性 度 と 各 種

AgNOR指 標 との関 連 性 に つ い て

Crockerら の算 定 方 法 を用 い た著 者 のAgNOR穎

粒 数 の計測 結果 では,各 組織 型 間で値 の相違 がみ られ,

び まん性大細 胞型 お よび多形細 胞型 は,び まん性 中細
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胞 型 よ りも統 計学 的にAgNOR顆 粒 数 が有 意 に高 値

を示 した.

さらに,大 型 の腫瘍細 胞(核)か らなる3組 織 型,す

なわ ち,び まん性 大細胞 型,多 形 細 胞 型 お よび濾 胞 性

大細 胞型 は,他 の組織 型 に比 べて,AgNOR顆 粒 数 は

高値 を示 した.し か も,こ れ ら3組 織 型 に比 べ 悪 性 度

が 高いが 比較 的小型 の腫瘍 細胞(核)で 構 成 され る リ

ンパ芽球 型一バ ーキ ッ ト型 よ りも,AgNOR顆 粒 数 は,

さ らに高 値で あ った.こ の こ とか ら,AgNOR顆 粒 数

は腫 瘍細 胞(核)の 大 き さと関 連す る もの とみ な され

た.リ ンパ 芽球型-バ ーキ ッ ト型 は,濾 胞 性 中細 胞 型 や

び まん性 中細 胞 型 よ りも高値,ま た,多 形 細胞 型 は,

濾胞 性大 細胞型 や び まん性 大細胞 型 よ りも高 値で あ っ

た.す なわち,腫 瘍細胞(核)の 大 きさがほ ぼ同程度 の

場合,各 病理組織型の悪性度 とAgNOR顆 粒数 との 関連

性が想定 された.し か し,AgNOR顆 粒 数 は,濾 胞 性混

合型 とび まん性混合型,ま た,濾 胞 性大細 胞型 とびまん

性大細 胞型では,そ れぞ れ近似 してお り,腫 瘍細 胞 の増

殖様式 を反映す る ものではなかった.

AgNOR面 積 お よ びAgNOR周 長 に お い て も,

AgNOR顆 粒 数 と同様 に,び まん性大細 胞型 と多 形 細

胞型 は,び まん性 中細胞 型 よ りも有 意 に高 値で あ った-

さ ら に,各 組 織 型 に お け る こ れ ら の 測 定 値 も,

AgNOR顆 粒 数 とほぼ 同様,腫 瘍 の悪1生度 との 関 連 性

が うか が わ れ た.す な わ ち,AgNOR面 積 お よ び

AgNOR周 長 も,各 組 織型 の悪性 度 の み で な く,腫 瘍

細胞(核)の 大 き さ と も関連 す る もの と考 え られ た.

なお,AgNOR周 長 は,び まん性 大細 胞 型 お よび 多 形

細胞 型が,び まん性 中細胞 型 よ り有 意 に高 値 で あ っ た

だけで な く,リ ンパ 芽 球 型-バ ー キ ッ ト型 が び まん性

中細胞 型 よ り有 意に大であ ることが特筆すべ き点であっ

た …リンパ芽 球型-バ ー キ ッ ト型 は,腫 瘍 細 胞(核)の

大 きさが び まん性 中細胞 型 とほ ぼ等 大 であるこ とか ら,

しば しば,び まん性 中細胞 型 との組織 学的 鑑 別 が 困 難

な症例 に遭 遇す る.し たが って,AgNOR周 長 は,こ

れ らの鑑別 にきわめ て有 力 な指標 とみ な され た…
一 方

,形 状係 数(AgNOR丸 さ度,AgNOR凹 凸 度)

にお いて は,び まん性混合 型が 濾胞性 混合 型 よ りも高

値,ま た,び まん性大細 胞型 が 濾胞 性 大 細 胞 型 よ り も

高値 を示 し,腫 瘍細胞 の増 殖様 式 による悪 性 度 を反 映

してい る可 能性が 示唆 され た.ま た,リ ンパ芽球型一バ ー

キ ッ ト型 は,そ れ よ りも明 らか に腫 瘍 細 胞(核)が 大

きい濾胞性 大細胞 型や び まん性 大細胞 型 よ りも高値 で

あ るか,近 似 した値 を示 し,形 状 係 数(AgNOR丸 さ

度,AgNOR凹 凸度)は,腫 瘍 細 胞 の大 小 にか か わ ら

ず,腫 瘍 細胞 の悪1生度 を示 す指標 とみ な され た.濾 胞

性混合 型か らリ ンパ芽球 型-バ ー キ ッ ト型 に向 か っ て

順 に悪1生度 が増す と考 え られ るが(表5),AgNOR丸

さ度 お よびAgNOR凹 凸 度 は ほ ぼ これ を裏付 け る値

を示 した とい える.な お,多 形 細 胞 型 は び まん性 大 細

胞 型 よ りも,AgNOR凹 凸度が 統計 学的 に有 意 に大 で

あ った こ とは,鑑 別が しば しば 困難 な両組 織 型 の 診 断

基準 の1つ と して,き わめて有 用 とみ な され た.

今 回,計 測 したAgNOR指 標 の 中で,AgNOR集 団

数 は各組織 型 間で有 意差 を認 めず,口 腔粘 膜 悪 性 リ ン

パ腫 の病 理組織 学 的 な鑑 別の 指標 として適切 とはい え

なか った.

す べ てのAgNOR指 標 の 計測値 にお い て,高 悪性 度

群>中 悪性 度群>低 悪性 度群 であ り,AgNOR集 団数,

AgNOR周 長,AgNOR丸 さ度 お よびAgNOR凹 凸

度 にお い て は有 意 差 が 認 め られ た.す な わ ち,各 種

AgNOR指 標 と病 理 組織 学 的悪 性 度 との 関 連 が 強 く

示唆 された.

2.免 疫 組 織 型 とAgNOR指 標 との 関 連 性 に つ

い て

AgNORの すべ て の指 標 にお い てT細 胞 性 リ ンパ

腫>B細 胞性 リ ンパ腫 であ ったが,と くにAgNOR面

積 にて統 計学 的有意 差 を認 め た.下 山 ら23)は,本 邦 の

リ ンパ節 原発悪 性 リンパ腫 にお い て,B細 胞 性 リ ンパ

腫 よ りもT細 胞性 リ ンパ 腫 が 予 後 が 不 良 と報 告 して

い るが,自 験 のAgNOR各 指標 の測 定結 果 も,こ れ を

支持 す る もの であ った.

3.各AgNOR指 標 間 の 相 関 関係 に つ い て

本研 究 では,AgNOR染 色標 本 を用 い て,目 視 に よ

るAgNOR穎 粒 数 の 他 に,画 像 解 析 装 置 に よ る

AgNOR穎 粒 数,AgNOR面 積,AgNOR周 長,

AgNOR丸 さ度お よびAgNOR凹 凸度 を指 標 と した.

その 結果,AgNOR面 積 とAgNOR周 長(r=0.91)ま

た,AgNOR丸 さ度 とAgNOR凹 凸 度(r=0…83)の

それ ぞれ の間 に,強 い相 関が 認め られ た.

AgNOR穎 粒 数 とAgNOR面 積 との 関 係 に つ い て

は,AgNOR穎 粒 数 が 大 き く な る に し た が っ て

AgNOR面 積 は 小 さ く な る と い う 報 告24,25)と,

AgNOR穎 粒 数 が大 き くな る に した が っ てAgNOR

面積 も大 き くな る とい う相 反 す る報 告26,27)が あ る.

本研 究 にお い て は,口 腔 粘 膜 悪 性 リ ン パ 腫 の 場 合,

AgNOR穎 粒 数 とAgNOR面 積(r=0.67,P<0.001)

は正 の相関 を認 め,後 者 の説 を支持 す る もの であ った.

そ の他のAgNOR指 標 間 には,少 な くと も強 い相 関

関係 を認 め えな か っ た.と くに,AgNOR穎 粒 数 と

AgNOR集 団数 にお い て 相 関 が 認 め え な か っ た こ と

は,目 視 に よるAgNOR穎 粒 数 の計測 と,画 像 解 析 装

置 を用 いて のAgNOR集 団数 の計測 とは,細 胞生 物学

的 にみ て別 の意義 を もつ もの と考 え られた.

4.目 視 お よ び 画 像 解 析 に よ るAgNOR計 測 の

意 義

各種AgNOR指 標 を計 測 した が,目 視 に よ る顕 微

鏡 の焦 点 深 度 を変 え な が らのAgNOR穎 粒 数 の 計

測 方 法 は,AgNOR穎 粒 の大 き さ は ほぼ 一 定 して い

るの で28),AgNORの 量 を計 測 す るの に適 して い る.
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AgNOR顆 粒 数 と組織 学 的悪 性 度 の 関 連 性 につ い て

の報 告11～13,15～22)は少 な くないが,当 初 の報 告 とは異

なって,AgNOR顆 粒 数 と組織 学的 悪性 度 とは 比較 的

関連性 が 薄い とす る報告 がみ られ る29,30).し か しな が

ら,口 腔 粘膜 悪性 リ ンパ 腫 に関 す る 本研 究 にお い て,

従 来か ら行 われて い る 目視 に よるAgNOR顆 粒 数 で

は,び まん性中細胞型はび まん性大細胞 型 や多形 細胞型

との間に有 意差 を認 め(表5),腫 瘍 細胞 のAgNOR顆

粒数 と組織学 的悪 性度の関連性 を裏付 ける ものであった.

これ まで,各 種 腫瘍 に対 す るAgNORを 応用 した病

理 学 的 研 究 に お い て は,AgNORの 形 状 係 数

(AgNOR丸 さ度,AgNOR凹 凸度)の 有 用 性 につ い

て検 討 され た報 告 は見 当た らない.こ の た びの 口 腔粘

膜悪性 リ ンパ腫 につ い ての 自験 の結 果で,こ れ らが有

効 な指標 と して認 め られた こ とは,き わめ て 意 義 あ る

知見 とい え る.今 回,日 常診 断 に実 用可 能 とす る ため,

AgNOR丸 さ度 とAgNOR凹 凸度 はAgNOR集 団 の

面積 が大 きな もの か ら10%の 腫瘍 細胞(核)数 を選択

した.つ ま り,実 際 に顕微 鏡 で 目視 す る際,任 意 の腫

瘍細 胞(核)10個 の うちで,最 大 のAgNOR集 団 に 注

目す れ ば よい ことにな る.さ らに顕微 鏡の 高 倍 率 化 お

よび画像 解析装 置 の精度 向上 を図 る こ とで,形 状 係 数

の有 用性 が さ らに発 揮 され る と思 われ る.

本 研 究 で の 特 筆 す べ き点 は,画 像 解 析 装 置 に よる

AgNOR周 長で は,び まん性 中細胞 型 とリンパ芽球型一

バ ーキ ッ ト型 の間 に有意 差 を認め,AgNOR凹 凸 度 で

は,多 形細胞 型 と リ ンパ 芽 球 型-バ ー キ ッ ト型 の 間 に

有意 差 を確 認、した ことであ る.

以上 の ことか ら,腫 瘍 細 胞 増 殖 性 の 評価 と して,1

核 内のAgNORの 量(AgNOR顆 粒数,AgNOR面 積)

お よびAgNORの 形状(AgNOR丸 さ度,AgNOR凹

凸 度)が 重 要で あ り,こ れ らのAgNOR指 標 は と くに

口腔 粘膜 悪性 リンパ 腫 の細胞 増殖 能お よび生 物学 的特

徴 を評価 す る上で,き わ めて有 用で あ るこ とが 示 唆 さ

れた.

結 語

AgNOR染 色 を施 した口腔粘 膜 悪 性 リ ンパ腫62例

につ い て,目 視 お よ び 画 像 解 析 装 置 を用 い て 各 種

AgNOR指 標 を計測 し,病 理 組織 型お よび免 疫 組 織 型

と各種AgNOR指 標 の関 連性 につ いて比較 検討 した.

1.AgNOR顆 粒 数,AgNOR面 積,お よ び

AgNOR周 長 の値 は,び まん性大 細胞 型お よび多 形 細

胞 型で は,び まん性 中細胞 型 よ り統 計学 的 に有 意 に大

であ った.

2.AgNOR周 長 は,リ ンパ芽 球型-バ ーキ ッ ト型 で

は,び まん性 中細胞 型 よ り有 意 に大 で あ り,AgNOR

凹凸度 は,多 形細胞 型で は,び まん 性 大細 胞 型 よ り有

意 に大 であ った.そ れぞ れ組織 学 的鑑別 が 問題 とな る

両者 に,診 断 の一助 と して有用 とみ な され た.

3.す べ てのAgNOR指 標 の計 測値 には,高 悪 性 度

>中 悪 性度>低 悪性 度 の傾向 がみ られ,AgNOR集 団

数,AgNOR周 長,AgNOR丸 さ度 お よ びAgNOR凹

凸度 にお いて は有 意差 が認め られ た.各 種AgNOR指

標 と病 理組織 学 的悪性度 との 関連が 強 く示 唆 された.

4.す べ てのAgNOR指 標 の値 は,T細 胞 性 リ ンパ

腫 で はB細 胞性 リ ンパ腫 よ り大 であ り,AgNOR面 積

には有 意差 を認 めた.こ の ことか ら,T細 胞 性 リ ンパ

腫の細 胞増 殖性 の高 い ことを裏付 けた.

稿 を終 えるに当た り,御 懇 篤 な御 指導 と御校 閲 を賜 っ

た長崎大学歯学部第一口腔外 科学教 室水 野明夫教 授,な

らびに同口腔病理学教 室岡邊治男教授 に深甚 の感謝 を捧

げ ます.ま た,終 始御懇切な御教示 を賜った同口腔病理 学

教室高橋 弘助教 授 に衷心 よ り感謝 を捧 げ る とともに,

口腔病理学教室お よび当教室員各位の御 理解 と御協力 に

謝意を表 します.な お,研 究遂行 に際 し,画 像解析,そ の

他について御指導 を賜った本学医学部 附属原爆 被災学 術

資料セ ンター病理部岸川正大助教授 に深謝致 します.

本論文の要 旨は,1995年10月19日 第40回 日本口腔 外

科学会総会(東 京)に おいて発表 した.
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