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フローサイトメトリーによるDNA heterogeneity検出のための

新しいヒストグラム分類の試み

伊佐

照屋

はじめに

細胞核 DNA量 定量は,腫 瘍の生物学的悪性度の指

標 としてその有用性が指摘 されている。最近では,

ploidy patternやDNA indexに よる検討だけではな

く,腫瘍内の DNA heterogeneityと生物学的悪性度 と

の関連が注 目され,aow cytometry(FCM)ll~りや顕微

蛍光測光法 (static cytonuorometry,SCM)。を用いて

検討がなされている。

ところで,aneuploid pattemのヒス トグラムを検討

弓十ると, Ilrst peak (diploid peak)に )coencient of

variation(CV)値 と比べて second peak(aneuploid

peak)の それが比較的小さな peakと大きな peakと

がみられる。後者は複数の aneuploid peakが重な り

あって CV値 の大 きな 1つの peakを形成している,

つまり,heterogeneity症711の可能性はないかと考え

ブt.

そこで,筆 者らは FCMに よる 1検体での定量法で

腫瘍内 DNA heterogeneityを簡便に検出する目的で,
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Flow cytometry(FCM)に よるDNAヒ ス トグラムの新しい分類を行い, 1検 体での定量による腫

瘍内 heterogeneityの検出を試みた。そして,顕 微蛍光測光法 (static cytonuor6 metOry,SCM)に

よる成績 と比較してその精度を検討し, さらに臨床病理学的所見や予後 との関連を検討した。大腸癌

30例を対象とした。コンピューターによるDNAヒ ス トグラムのシ ミュレーション結果を参考にして,

aneuploid patternをcoettcient of variation(CV)値を示」用 しAl patternと A2patternに 分類し

た。Diploid pattem 10例中 9例 (90%)が SCMで hOmogeneity,A2pattem 12例中10例 (83.3%)

が SCMで heterogeneityを示し,SCMの 成績 とよく一致した。肝転移,リ ンパ節転移は A2pattem

症例に陽性率が高 く,進 行度は A2 pattem症 例に進行 した症例が多い傾向がみ られた。本分類は

heterogeneityの検出に有用であ り,臨 床病理学的所見 との関連を追及するのに有用な分類法である

と考える。
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FCMに よる新 しい ploidy pattem分類を考案 した。

そ して,SCMに よるheterogeneityの有無 とを比較

し,さらに臨床病理学的所見や予後 との関連を追求し,

大腸癌におけるその臨床的意義を検討した。

対象 と方法

1. マイクロヨンピュータを用 ヽヽた DNA ploidy

patternのシ ミュレーション

Cell cycleのシミュレーションは,小 杉らの解析

法ゆ0を用いて,GO/Gl期 およびG2/M期 はガウス分

布,S期 は台形の分布をとるものとしてプログラムを

作成した。そして,複 数のcell Cycleを1つのヒスト

グラムに合成し,CV値 の大きさやDI値 の差によっ

て,ploidy pattemがどのように変化するかを検討し

ブt,

2.FCMに よる新 しいDNAヒ ス トグラム分類の

作成および SCMに よるheterogeneity半」定の成績 と

の比較検討

1)対 象

当教室で経験 した大腸癌症例の うち,以 下に示すよ

うな組織採取法を適切に行いえた30症例 (1988～1990

年)を 対象とした。
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2)方 法

① 組織採取

標本は摘出後10%中性ホルマリン液に24～48時間固

定後,腫場の中心部を通 り腸管の長軸に沿って5mm幅

の切片を作成した。つぎに,その切片の断面を観察し,

腫瘍口側先進部,中 央表層部,最 深達部,肛 門側先進

部の4部位から適切な量の組織を採取し,パ ラフィン

包埋プロックを作成した。おのおののプロックから4

μmの 薄切切片とそれに連続する100″mの 厚切切片

を作成した。薄切切片はHematoxylin‐Eosin染色を行

い,そ れを参考にして実体顕微鏡下に,Hematoxylin

染色を行った厚切切片から腫瘍組織を採取した。

② FCMに よるDNA定 量と新しいとス トグラム

分類の作成

各症例とも4部 位の組織片を混合して 1検体 とし

た。その後は,Hedleyらの方法りに準じて細胞単離し,

Vindelφvらの方法ゆに準じて核DNA染色を行った。

そして, オー トサイ トロン⑤(オルソ社)にて10,000個

以上の細胞を測定し,DNAヒ ス トグラムを作成した。

それぞれのヒス トグラムは,マ イクロコンピューター

によるシミュレーションの結果を参考にして,新 しい

分類を行った。

③ SCMに よる腫瘍内DNA hcterogeneityの判定

FCMに よる1検体での定量法でheterogeneityの

検出が可能かを検討するために,SCMで は4部 位の

組織片をそれぞれ 1検体として細胞単離を行い,DNA

ヒス トグラムを作成した。そのヒス トグラムから,

DNA ploidy pattern,DIを求めた。Heterogeneityの

判定は,DIが 10%以上異なる2種類以上のaneuploid

peakを有する症例またはmosaic pattemを呈する部

位が 1部位以上ある症例を,heterogeneity症例と定

義した。そして, 4部 位のDIの差が10%未満の症例

を,hemogeneity症例とした。

④ FCMに よる新しいヒストグラム分類による結

果とSCMに よるheterogeneityの判定成績とを比較

検討した。

3.FCMに よるDNAヒ ス トグラム分類 と臨床病

理学的所見,予 後との比較検討

臨床病理学的所見は大腸痛取扱い規約りに従い,癌

の壁深達度,腹 膜播種, リンパ管侵襲,静 脈侵襲,肝

転移, リンパ節転移,組 織型,組 織学的進行度につい

て検討した。予後はKaplan―Meier法による累積生存

率で検討した。

統計学的処理は,臨 床病理学的所見についてはカイ
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2乗 検定を用い,生 存率については一般化 Wilcoxon

検定および Z検 定を用いた。

成  績

1.マ イクロコンピューターを用いた DNAヒ ス ト

グラムのシミュレーション

2種 類の aneuploid peakを1つ の ヒス トグラムに

合成すると,CV値 が大きくDI値 の差が小さいほど,

互いの aneuploid peakが重な りあって 1つ の peak

としてしか同定できなかった.今 回の FCMに おける

CV値 は6.4%で あったので,こ こではその場合の DI

値の差によるヒス トグラムの変化を検討した.20%の

正常細胞が混入し, 2種 類の aneuploid cell cycleが

それぞれ40%ず つ含まれているとしてシ ミュレーショ

ン した。D I 値を1 . 4 と1 . 5 にす る とC V 値 が7 . 1 3 %

(diploid peakの CV布 宣の1.11倍)の aneuploid peak

にしか半J断できなかった ( F i g . l a ) . D I 値を1 . 4 と1 . 6

にすると単一の a n e u p l o i d  p e a k にしかみえないが

C V値 は9 . 0 8 % ( d i p l o l d  p e a k のC V 値 の1 . 4 2 倍)と大

きくなった ( F i g . I b ) . D I 値を1 . 4 と1 . 7 にすると明ら

かな 2峰 性の p e a k を確認す ることがで きた (地 .

l c ) .

Fig. l Silnulations of DNA histogram by com‐

puter
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2.FCMに よる新 しいDNAヒ ス トグラム分類の

作成およびSCMに よるheterOgeneity判定成績 との

比較検討

① FCMに よる新しいDNAヒ ス トグラム分類の

作成

前述のシミュレーション結果を参考にして,DNA
ヒストグラムを3種類に分類した。まず,従 来の分類

同様,明 らかなnOn_diploid peakがないものをdi‐

ploid pattern(以下,D pattem)とした.そ して,明

フローサイトメトリーによるDNA heterogeneity検 出   日 消外会誌 26巻  9号

らかなnOn‐diploid peakを認めるものを aneuploid

patternとした。ただし,4C周 辺の peak(tetraploid)

の判断は,判 定者による主観が入る可能性があ り, よ

り客観的な分類にするために,そ の細胞数に制限を加

えた。ここでは,一 見 nOn_diploid peakにみえても,

その細胞数が dip10id peakの細胞数に占める割合 (以

下,Ratio%)が 20%以 下のものは D pattemと定義し

た。そして,Ratio%が20%以 上の non,diploid peakを

認めるものを aneuploid pattemとした。さらに,シ

Fig. 2 A1 pattern by FCM (bottom histogram) was consistent with homogeneity
by SCM (top four histograms)
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ミュレーション結果を参考にして,aneuploid pattem

のうち non‐diploid peakの CV値 が dip101d peakの

CV値 の1.15倍末満を Al pattem,1.15倍 以上を A2

pattemと 定義 した。また,明 らかに 2種 類以上の

non‐diploid peakが認められるものは,heterogeneity

症例 とい う考え方からA2pattemに 含めて分類した。

その結果,D pattem 10例 (33.3%),Al pattem 8

例 (26.7%),A2pattem 12例 (40%)で あった。

従来の分類では aneuploidとされていた症例の中に

も,1種 類の aneuploidから構成された homOgeneity

600

300
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症例 (Fを.2)と ,複 数の aneuploidから構成され CV

値の大 きな 1つ の aneuploid peakを形成 している

heterogeneity症例 (Fig。3)力` あったが,本 分類を用

いることによって前者を Al pattem,後 者を A2pat‐

temと して区別することが可能であった。

② SCMに よるheterogeneity判定成績 との比較検

討

この新 しい分 類 法 に よ る結 果 とSCMに よ る

heterogeneity判定結果 との比較では,D,pattem症 例

は10例中 9例 (90%)が SCMで homogeneity症 例で

Fig. 3 A2 pattern by FCM (bottom histogram) was consistent with heter'

ogeneity by SCM (top four histograms)
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Fig. 4 Results of comparative study of FCM Fig. 6 Survival corves according to DNA ploidy
with SCM pattern

SCM
FCM Heterogeneity Homogeneity total

D pattern 1(10%) 9(90°/6)

Al pattern 5(625%) 3(375%) 8

A2 pattern 10(833%) 2(167%)

total

酎む.5 Relationship between

clinicopathological indings

l  Depth of lnvasion              5

D

Al

A 2 「3 市

2  Peritoneal disseBi■ ation

D 1  8 ( 8 0 1 )  1 2 J

合; | = キ業鵠下生斜
3. LyBphatic vessel invasion

l,(一)      ly(■ )

ploidy pattem and

Liver ttetastasis

H ( )    H ( 十 )

あった。Al patternは, 5例 (62.5%)が heterOgenity

で, 3 frl(37.5%)がhomogeneity症例であった.A2

patternは12例中10例 (83.3%)が heterOgenetty症例

であった(Fig,4).ま た,従 来の分類法を用いると,

明 らかに複数 の non‐diploid peakを 認め るmulti‐

ploid症例は 6例 しかなかった。

3.FCMに よるDNA ploidy pattem分 類 と臨床病

理学的所見,予 後 との比較検討

いずれの臨床病理学的所見 とも,FCMに よる本分

類 との間に有意な関連は認めなかった。しかし,肝 転

移, リンパ節転移は A2pattem症 例に陽性率が高 く,

進行程度は A2pattem症 例に進行 した症例が多い傾

(days)

向がみられた (Fig.5)。

予後 との関連は有意な差は認めなかったが,D pat,

temで は Alお よびA2pattemに 比較 して予後良好

である傾向があった (Fig.6).

考  察

腫瘍の生物学的悪性度や予後推定の指標 として細胞

核 DNA量 定量の有用性が指摘されている1の
.最 近で

は,そ の解析の際に腫瘍内の多様性 (heterogeneity)

を考慮 し,複 数の部位から標本を採取する必要がある

とされ,腫瘍内 DNA heterOgeneityが注目されるよう

になってきた11)。また,腫瘍内 DNA heterogeneityは

aneuploidの検出率を高める意味での重要性だけでな

く,臨 床病理学的所見や予後 との関連が報告されるよ

うになり,生 物学的悪性度の観点から注 目されるよう

になってきたい。.

DNA heterOgeneityの有無は,同 一腫瘍内の複数の

部位から標本を採取 して,そ れぞれ FCMや SCMで

測定 し,ploidy patternやDI値 の違いによって判断さ

れているが,その定義は報告者によって異なるの.同一

腫瘍内で部位によって diploidとaneuploidが混在す

る場 合 を DNA heterogeneityと 定義 して ヽヽ る報

告り1りと,DI値 が異なるaneuploidが存在する場合 も

DNA heterogeneityに合めた報告め。とがある。いいか

えると,前 者は同一腫瘍内で部位によって ploidy pat,

temが 異なるとい う部位丹」DNA heterogeneityの概

念であ り,後 者は同一腫瘍内に GO/Gl期 の核 DNA量

(つまりDI値 )が 異なる複数の細胞集団が存在すると

ヽヽ うDNA steinline heterogeneity(または DI hetero‐

geneity)の概念である.し たがって,後 者では, 1検

体による定量でも複数の aneuploid peakを検出でき

た場合は DNA heterogeneity症71jと半J断することが

できる。Aneuploidの検出率を検討する目的では部位

2 (
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別 heterogenettyが重要であるが,肝 転移などの臨床

病理学的所見や予後 との関連を検討する場合は,複 数

の細胞集団が存在することを意味するDNA stemline

heterogeneityが適切ではないかと考え,筆 者 らはそ

れを用いている.

ところで,前 述 した よ うにCV値 の大 きな aneu‐

ploid peakは,stemline heterogeneity症例ではない

かと考えた。佐々木 ら1。は,aneuploid(near diploid)

の検出限界をマイクロヨンピューターで分析している

が,同 じよ うな考 え方で,ま ず 2種 類 の aneuploid

peakの 検出限界を前述のように検討 してみた。1検体

内に正常細胞 と2種 類の aneuploidが存在するとき,

aneuploid peakの DI値 の差が大きければ,そ れぞれ

の peakを 確認することが可能であ り,heterogeneity

と半J断することができる。しかし,DI値 の差が小さく

なると互いに重な りあって 1つ の peakに みえるよう

になる。このような症例の場合,部位別 heterogeneity

があればそれぞれのサンプルでの DI値 を測定 し,そ

の違いで stemline heterogeneityを検出することがで

きる。しかし,部位別 heterOgeneityがなければ,ヒ ス

トグラム上では互いに重 な りあって, 1つ の aneu―

ploid peakしか検出できず,stemline heterogeneity

の存在を見逃 してしまうことになる。しかし,そ の 1

つにみえるpeakの CV値 は,正 常細胞の peakの CV

値 と比較 してより大きくなっていた。 し たがって,そ

れを考慮 して ヒス トグラムを分類す る とstemline

heterogeneityの検出率を高めることができると考え

た。また,複 数の部位からのサンプルを 1検体 として

測定 し,stemline heterogeneityを検出する方法 も可

能ではないかと考え前述のような検討を行った。

ところで,腫瘍内 DNA heterogeneityの 検出法とし

ては FCMや SCMが 用いられているが,そ れぞれ一

長一短がある1命。今回の検討では,ヒス トグラムの新し

い分類法が有用であるかを検討するために,癌 細胞を

選択的に測光できるSCMを 用いて,そ れぞれの部位

の検体を測光 しその成績 と比較した.ま た,今 回の検

討はパラフィンプロックを用いて行ったが,パ ラフィ

ンブロックは癌細胞を正確に採取できることや retro‐

spectiveな検討が可能であることから,臨 床的な検討

には非常に有用である。多少 CV値 が大きくとも,そ

れを考慮 した新 しい分類法を用いることによって,

heterogeneityの検出率を高めることができると考え

このような検討を行った。また, この分類は新鮮標本

でも同様に用いることができ, さらに検出率を高める

71(2331)

ことが可能ではないかと期待される.

マイクロコンピューターによるシミュレーションの

結果を参考にして前述のように分類すると,D pattem

症例 の90%は SCMで homogeneity症例 で あった。

Al pattemは,1種 類の aneuploidからなるhomoge‐

neity症例や,diploidと1種類の aneuploldからなる

heterogeneity症例が含まれていたが,FCMで の識別

は不可能であった。A2patternは 83.8%は SCMで

heterogeneity症例であった。要約すると,本分類によ

るD patternは homogeneity,Al patternは 1種 類の

a n e u p l o i d からなるh o m o g e n e i t y , または 1 種類 の

aneuploldと diploldからなるheterogeneity,A2pat‐

ternは 2種 類 以 上 の aneuploidか ら な るhetero‐

geneityと して,SCMの 成績 とよく一致した.ま た,

本分類では A2pattemは 12例であ り,その うち10例が

SCMで heterOgeneityで あることが証明 されたのに

対し,従 来の分類法を用いると,明 らかに複数の non‐

diploid peakを 認めるmultiploid症 例は 6例 しかな

く,本 分類はheterogeneity検 出に有用であった。

今回の検討では,4c周 辺の aneuploid(tetraplold)

の条件をその細胞数が2c領 域の細胞数の20%以 上 と

し,Al pattemと A2pattemの 境界を1.15倍 として

良好な結果をえたが,そ の数値に関しては今後症例を

増やして検討する必要があると思われる。

臨床病理学的所見や予後 と本分類 との間に有意に関

連は認めなかった。しかし,肝 転移, リ ンパ節転移は

A2pattem症 例に陽性率が高 く,進行度は A2pattem

症例に進行した症例が多い傾向がみられ,症 例を増や

しさらに検討をすすめる必要があると思われる。

したがって,FCMに よるaneuploid peakの CV値

を利用 した本分類は,heterogeneityの 検出に有用で

あ り,臨 床病理学的所見 との関連を追求するのに有用

な分類法であると考える。

稿を終えるにあたり,シ ミユレーションプログラム作成

についてご指導いただきましたもとぶ野毛病院上田裕一博

士に深く感謝いたします.
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A Novel Ploidy Typing of Flow Cytometric DNA Histogrnm for the Detection of DNA Heterogeneity

Tsutomu Isa, Ken Nomura, Syuji Tomita, Osamu Tamai, Tsuyoshi Teruya, Shigeru Deguchi,
Toshiomi Kusano and Yoshihiro Muto

First Department of Surgery, Ryukyu University School of Medicine

A novel ploidy typing of flow cytometric DNA histograms by measurement of single mixed specimens was
devised for accurate detection of intratumoral DNA heterogeneity. The results were compared with those obtained
by static cytofluorometry (SCM) to investigate the accuracy of this method, and its relationship to clinicopatho
logical findings and prognosis in 30 cases of colon cancer was investigated. To simulate the DNA histogram by
computer, the aneuploid pattern was divided into A1 and 42 patterns by the coefficient of variation of the aneuploid
peak. Nine of ten diploid pattern cases (90%) showed homogeneity by SCM, and ten of 12 lt2 pattern cases (83.3%)
showed heterogeneity by SCM. The results with this method were consistent with the results obtained by SCM.
Tumors with the A2 pattern showed a tendency toward higher frequency of liver metastasis, lymph node
metastasis and a more advanced stage. This ploidy typing might be useful for detection of heterqgeneity and
investigation of the relationship to clinicopathological findings and prognosis.
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