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微小病変部に お ける細胞核 DNA 量の 定蠶

一
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パ ラ フ ィ ン 切片よ り得た 単離細胞の 核 DNA

量 を顕微蛍光定量 する方法 は ，組織像との対

比が可能 とい う利点が ある が ，
一
方細胞質 に

非特異 蛍光が存在 し ， ま た微小採取部位か ら

得た単離細胞を回 収する の が 困難な こ とがあ

っ た 。 こ の 非特異蛍光の 問題はAzocarmin

G ブ ロ ッ ク法 （高松ら）に より改善 され た。

　今回 ，切除胃パ ラ フ ィ ン ブロ
ッ クか ら20μ

切片を作製し，Azocarmin 　 G 染色の 後，ヘ マ

トキ シ リン 染色を行 な っ た 。 こ の標本の組織

像を顕微鏡
．．
ドで 観察 しな が ら，目的部分を取

り虧 した 。 こ の採取試料を新たに ス ライ ドグ

ラ ス 上に 移 し ， グラス 上 で 0．05°h 　collagenase

で37℃ ， 60分間処理 し顕微鏡下で 細胞を単離

し，再に 2 ％Na − EDTA 溶液 で 37℃ ，120

分間処理 した 後 ， メ タ ノ ール で 再固定 した 。

Acriflavine − Feulgen 染色 （ 5N − HCI ，

25℃ 18分間加 水分解 の 後 7℃で Acrif 且avine

− Schiff 反応10分間 ）を行な っ た 。
　 Blue 励

起 （λ；437nm ）に より細胞核Acriflavine

蛍光 （2max 　＝・　530 　nm ）を定量 した 。そ の 結

果 ，Azocarmin 　 G 一ヘ マ トキ シ リ ン 染色 で

観察 した微小部位 と同一
の 細胞 に おけ る核 D

NA 愚 の 定量性が示さ れ た 。

肝癌発生 との 関連性 で 注 目されて い る L 　iver

Cell　 D 卿 lasia（LCD ）を核 DNA 量変動

の 面か ら把握す る こ とを 目的 と し、フ x イル ゲン

DNA 顕微蛍 光測 光法を用 い て 解析 し た 。 対

象 と して は 肝硬変20例 （うち原発性肝癌を伴

っ た もの 12例 ）の 剖検肝組織を用 い 、 得られ

た ノ NY フ d ン 包埋組織よ り、 非 LCD ・LCD 領域 、

及 び肝癌領域 の 構成細胞 を そ れぞ れ単離 し 、

塗抹 標本を作製 した 。 フ ォイル ゲン 染色後 、 落射

型 顕 微蛍光測光装 置 （NIKON 　SPM − RF6 ）

を用 い 、 肝細胞核 DNA 量を蛍光 測光 した。

なお
、 標本作 製過程 で フォイル デンDNA 定 量 の

精度を高め る処置を 施 し た 。 肝硬変の非LCD

領域 で は 核 DNA 量 が 倍 加 を 重 ね た 大型 肝 細

胞 、 すなわちポ リプ ロ イ ド細胞 の 占 め る比率

が 正 常同年代人 の 肝に 比 べ て 増加 して い た。
一

方 、 LCD 頷域で は ポ リプ ロ イ ド細胞 の 占

め る 比率 が さ らに著 しく増加 して お り 、 高度

に ポ リプ ロ イ ド化 した細胞 集団 で あ る こ とが

判 明 した 。 肝癌部 で の 核 DNA 量 の 頻度 分布

は LCD 領域 とは全 く異 な り 、 1峰性で 幅広

い 分 布を示 し、多数の DNA 合成 期中 の 細胞

の 存在 、 すな わち旺盛 な増殖活性の 亢進が示

唆 さ れ た 。
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