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  XVe developed a new method to analyze simultaneously cellular prostate－specific antigen

．（PA） content and deoxyribonucleic acid （DNA） content of each prostatic epithelial cell by

using fiow cytometry （FCM）． 1’Ve report the possibilities of this method and we analyzed firstly

8 sampls from 6 patients with benign prostatic hypertrophy （BPH）． The content of cellular PA

and DNA of prostatic epith’ ?撃奄≠?cells can be analyzed simultaneously． The PA is synthesized

only in the ceils with a 2C DNA content （Geii cells） and not in the S一 or G2M－phase cells． In

the near future， by apply， ing this analytical method to prostatic cancer samples we could obtain

more interesting knowledge of the behavior of prostatic cancer．

                             （Acta Urol． Jpn． 35； 1335－1337， 1989）
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緒 言

 Wangら1）によって報告された前立腺特異抗原

（prostate．specific antigen：PA）は，前立腺癌の

腫瘍マーカーのひとつとして注目を浴びてきた．とく

に血清PA値を測定することにより，診断や臨床経

過判定に役立てようとする試みが多数報告されてい

る2・3）．しかしながら前立腺上皮細胞におけるPAの

産生6分泌に関する問題や，進行前立腺癌組織におい

てはPAの陽性率が低下傾向にある4）反面，何故血清

PA値が高値をとるのかという問題も興味深いテーマ

である．これらの問題を解決することは，PAの腫蕩

マーカーとしての可能性と限界について知るために，

きわめて重要であると思われる，

 この論文では，flow cytometry（FCM）を用いて

前立腺上皮細胞内PA量とDNA量を同時に測定す

る方法を開発したので報告する．併せてPAの産生

に関して若干の知見を得たので報告する．

対象と方法
 対象は経尿道的に切除された前立腺肥大症6例（8

検体）である．年齢分布は53－77歳で，平均年齢は69

歳であった、切除された数片の前立腺組織を軽くPBS

にて洗浄したあと，間質組織や焼灼部を除去しながら

メスの刃を用いて細切した．ついで，0。1％collagen－

ase（Sigma社， type I）液を用いて37℃・60分

閻の細胞分散処理を行った，再度PBSにて洗浄し，

ナイロン・メッシュを通して細胞塊を除去したあと，

70％冷エタノールにて固定し4℃にて保存した．

 免疫蛍光二重染色法の既略をFig 1に示した．す

なわち，固定細胞をPBSにて2回洗浄し，エタノー

ルを除去したあと，0．5％BSAと0．5％tween 20含

有PBSで100倍に希釈した抗PAモノクロナール抗

体（和光純薬工業）を，室温で1時間反応させた．再

度PBSにて洗浄したあと，同様に50倍に希釈した

FITC標識二次抗体（DAKO社）を室温で30分間

反応させ，最後に20μ9／mlのPropidium Iodide
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Fig． 1． lmmunofluorescent staining method of
    cellular prostate－specific antigen （PA）

    and deoxyribonucleic acid （DNA）．

（Sigma社， PI）液で室温・1時間のDNA染色を

行った．

 フローサイトメトリー：測定装置はEPICS 753

（Coulter Electronics Inc．）を用いた．励起光は

488・nm，300 mWのLASER光線を用いて行い， PI

よりの赤色蛍光強度は630 nm long－wave pass filter

を通し，FITCよりの緑色蛍光強度は560 nm short－

wave pass filterと525 nm band pass filterを組

み合せて測定した．また，PIとFITCの蛍光強度

を同時に測定し，PIの蛍光強度は横軸（linea表示）

に，FITCの蛍光強度は縦軸（log表示）にとり，

M×64チャンネルの二次元座標上にdot plotとし

て表示した．さらにX軸にDNA量， Y軸にPA量，

Z軸に細胞数をとった三次元座標上に表示し，理解し

易くした．装置はCV値が2％になるように調整し

たあと，

行った。

1検体につき2xIO4個の細胞について測定を

だ

e
8Ao
り9
く．⊆

av
2C 4C

         DNA Content

Fig． 2． Dot plots of bivariant PAIDNA distri－
    butions measured for prostatic epithelial

    cells obtained from BPH tissue． The
    y－axis is logio green fluorescence of
    fluorescein （PA content） and the x－axis
    is linear intensity of red fluorescence of

    PI （DNA content）． Note that the PA

    is synthesized only in the Gi－phase
    cells．

結 果

 前立腺肥大症6例全例ともPA陽性であり， PA／

DNA同時解析が可能であった． Fig．2とFig・3

に代表的な二次元像と三次元像を示したが，全例とも

ほぼ同様のパターンを呈していた．DNA分布は全例

diploidパターンを呈しており， DNA aneuploidy

やhetcrogeneityは認めなかった．また全例ともPA

分布はG・／1期（2C）にある細胞にのみ認め， S期

やG2M期（4軒置にある細胞では認めなかった（Fig．

2，3）．それぞれの症例において，緑色蛍光強度（PA

量に比例）に明らかな差はなかった．

Fig． 3．
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Three－dimentional cytogram of Fig．2．
The z－axis is frequency of cell number．

考 察

 前立腺特異抗原（PA）は前立腺組織・精漿より精

製された，分子量約35KDの糖蛋白であり，前立腺

癌の新しいマーカーとしてγ一seminoprotein（γ・Sm）

とともに現在盛んに研究されている．最近，PAの完

全なアミノ酸組成とcDNAシークエンスが決定され

た5・6）．その構造はkallikrein様蛋白，とくにhuman

kallikrein hGK－1とhuman pancreatic kallikrein

との類似性が指摘されている．したがってPAも蛋

白分解酵素であり，その生体内での役割のひとつは

seminal coagulumを消化し，種々の分解物にする

ことだと思われる．しかしながら，前立腺上皮細胞に

おけるPAの産生や分泌機構に関してはいまだ明確

な報告は見られない．日常の臨床現場において，血清

PA値を測定することの真の意味を知るためにも，是

非とも解決しなければならない問題である．

 今回の検討結：果から注目されるのは．PAは2Cの

DNA量を有する細胞（G・ノ1’期細胞）においてのみ産
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生され，S期やG2M期にある細胞では産生されてい

ないことが確認されたことである，分化した前立腺上

皮細胞の正常の機能としての，蛋白分解酵素である

PA産生ということを考えれば，この結果は想像され

える結果であった．しかしながら，前述したごとく前

立腺上皮細胞におけるPAの産生，分泌機構に関し．

て不明確な部分が多く，今後この方面の研究の発展が

望まれるところである．

 今回の症例は全例前立腺肥大症であ．つたため，．

DNA aneuploidyを呈する症例は見られず，また緑

色蛍光強度（PA量に比例）にも明らかな差は認めら

れなかったが，今後種々の分化度の癌症例を用いてこ

の同時測定法を行うことにより，PA／DNA分布に関

してさらに興味深い知見が得られると思われる．この

意味からも期待の持てる方法と考えられた．

結 語

 前立腺上皮細胞内PA量とDNA量を同時に測定

可能なFCM法を開発した．その可能性を探るため，

前立腺肥大症の組織検体を用いて基礎的検討を行い，

以下の結果を得た，

 1．FCM法により，前立腺上皮細胞内PA量と

DNA量を同時に測定できた．

 2．前立腺肥大症の全例ともDNA分布はdiploid

pat［ernを呈していたt

 3，PAは2CのDNA量を有する細胞（G。，1期
細胞）でのみ産生され，S期やG2M期にある細胞で

は産生されていなかった．

 今後前立腺癌症例にも本法を適用する．ことにより，

さらに興味深い知見が得られると思われた，
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