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膀胱 腫瘍 の診 断 に おけ る フロ 一サ イ トメ トリーの応用
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APPLICATION OF FLOW CYTOMETRY TO THE 

  DIAGNOSIS OF BLADDER CARCINOMA

Takeshi MATSUURA
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(Director: Prof. T. Kurita)

   DNA histograms obtained by flow cytometry (FCM) in patients with bladder tumor were ana-

lyzed. DNA histogram pattern and calculated proliferation index (PI) can be used to evaluate the 

presence or the absence of tumor cells and this technique can be applied to the automated cytology 
in patients with bladder tumor. Furthermore flow cytometry is considered to provide us with use-

ful information about the malignant potential of the tumor as well as the effect of the treatment. 

In the follow-up examination, our results suggest that flow cytometry may be a valuable addition 

to the routine urological examination in the conservatively treated patients with superficial bladder 

tumors.
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緒 言

癌細胞 は核DNA量 の増加 している ことが知 られ,

一種の腫瘍 マーカーとして利用 され ている.一 方,フ

ローサイ トメ トリー(flowcytometry;FCM)は 個

々の細胞 の核DNA量 を短時間で測定 し,あ る細胞

集団のDNA分 布を ヒス トグラムと して表示で きる.

通常,体 細胞 の染色体は2倍 体でFCMに よ り2C

の位置 に単一 の ピー クを 持つDNAヒ ス トグラムが

得られ るが,腫 瘍細胞 では核DNA量 の増加 に と も

ない,種 々のパ ター ンを 持つDNAヒ ス トグラ ムが

得られ る.こ の点に注 目して,膀 胱腫瘍 の診断へ の

FCMの 応用 につ き検討 した ので報告す る。

対象および方法

1979年2月 か ら1983年4月 までに近畿大学医学部 附

属病院で入院治療 した膀胱腫瘍症例57例 にFCMに

よる検査を行 な った.対 照は泌尿器科的良性疾患11例

とした.内 視鏡施行時 に生理食塩水 でパ ンピングを行

ない,こ の洗 浄液 を検体 とした.検 体処理法,測 定法
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は既 報 の 如 く行 な い1,2',propidium三 〇d量de(PI)染

色 液(50mg/1)でDNA染 色 し,フP一 サ イ トメ ー

タ ー(Cytofluofrograf4800A,‐ 部 はFACSIV)で

DNAヒ ス ト・グ ラ ムを 得 た ∫DNAヒ ス トグ ラ ムの

解 析 は パ タ ー ン分 類(Fl9,1),proliferationindex

(PI;全 細 胞 に 占 め る2倍 体 以 外 の 細 胞 の割 合),幹 細

胞 系 列(stemcellline)の 数,分 布 か ら 行 な い,細

12号1986年

胞診の自動化への応用の可能性 を検討 す るとともに,

腫蕩の組織学的悪性度,浸 潤度 と比較 し,腫 瘍 の生物

学的活性の予測へ の恋用について も検討 した,

さらた,膀 胱腫瘍 の治療効果判定,.経 過観察への応

用,再 発の予測について検討 した.

Table1,Comparisonoftheresultsofflow

cytometrywithcytology.

DiagnosisofBladderCancerby

CytologicalExamination

Table2.ComparisonoftheresultsofFCM

gradewithpathologicaldiagnosis.
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結 果
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1.DNAヒ ス トグラムパ ターンに よる検討

FCMに よ り膀胱腫瘍症例76検 体中71検 体(93,4

0)に 異常が認 められ,同 時に施行 した細胞診では陽

X46検 体(60.5%),疑 陽性12検 体(15.8%),陰 性18

検体(23.7%)で あ った(Tablei).

また,FCMgradeを 腫瘍 の組織学的悪性度,浸 潤

度(UICC分 類)と 比較す る と,組 織学的悪性度が

高いほどFCMgradeも 高 く,浸 潤度 でもpT1以 外

はFCMgradeと 相関す る傾向が認め られた(Table

2).

2・Proliferationindex(PI)に よる検討

PIを 組織学的悪性度,浸 潤度 と比較す る と,膀 胱

腫瘍症例は対照群 よ り明 らか に 高値 を 示 し,grade

1,2と3,stage1と3,4Y`は 有意 差が認 め られ た.ま

た対照群のPIの 平均+2SDの21.7%を 正常上限 と

すると,腫 瘍 の存在診断 は88.0%の 正診率 で あった

(Fig.2).

また,腫 瘍 の生物学的悪性度が高い と考え られ る多

発例,上 皮 内癌お よび進行癌症例で比較 的高 いPI値

を示 した(Fig.3).

3.幹 細胞系列の検討

幹細胞系列 の分布は フ ローサイ トメーターの精度 の

問題 でDNAindexと しては検討 で きなか った が,

悪性度別にはgrade2,3でgrade1よ り異数倍数体

の割合が多 く認め られた.浸 潤度 もhighstageで は

3倍 体領域以上 に幹細胞系列が多 くなる傾 向が認め ら

れた(Fig.4).

幹細胞系列 の数 はhighgradeで2つ 以上存在す る

症例が多 くなる傾向が あ り,浸 潤度では明 らか な傾向

は認めないがstage3,4で 幹細胞系列が3つ 存在す る

症例が認め られた(Fig.5)。

4.治 療効果判定,経 過観察への応用

TUR-Bt前 後に採取 した検体 でPIを 比較す ると,

姑息的TUR-Bt後 には高値 を示す症例 が多いが,根

治的TUR-Bt後 には1例 以外 でPIは 低下 し正常値

になった(Fig.6).

FCMで 経過観察 した3例 をFig.7に 示す.症 例

1はPIで 経 過観 察 し,腫 瘍存在時 にPIは 高 く,

有効な治療に よ り正常値へ低下 した.症 例2は 根治的

TUR-Bt後 もPIが 高値 を示 し,DNAヒ ス トグラ

ムでも異 数倍数体 の ピー クを認めた.細 胞診,内 視鏡

でも異常は 認めな か った が,1年 後 に腫瘍 が再 発 し

た.症 例3のDNAヒ ス トグラムは生検検体 に よる

が,術 前放射線照射に反 応 してFQMgradeは 低下
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した.

5.FCMに よるTUR-Bt後 の再発予測

FCMに よ り腫瘍 の再発を予測でき な い か ど うか

を,初 回治療 前の検体 で検討 した.FCMgradeを 非

再発例,再 発例で比較す ると,明 らかな差異を認めな

いが,再 発例 でFCMgradeII,IIIが やや多か った

(Table3).PIに は有意差を 認め な か った(Fig.

8).幹 細胞系列の分布は非再発例,再 発例 で明らかな

差異は認め られないが,幹 細胞系列が2つ 以上 あった

のは非再 発例中1例 のみ であったのに対 し,再 発例の

半数に複数 の幹細胞系列を認めた(Table4).

考 察

FCMは 細胞浮遊液を層流の原理を応用 した フロー

システム内に流 し,レ ーザー光を照射 して各種 パラメ

ーターを測定する.測 定 の高速性,定 量性,高 精度が

特微 で,あ る集団の特性 を短時間 の うちに定量 的かつ

正確 に把握す ることができる.応 用分野 も腫瘍学,免

疫学な ど多岐にわ た り,当 教室で も核DNA量 をパ

ラメーターとして,膀 胱腫瘍 の剥離細胞診への応用 に

つ いて検討を重ねて きた ト3).今 回は症例 を増や し,

腫瘍 の生物学的活性につ いても検討を加えた.

DNAヒ ス トグラムをgrade分 類,あ るいは定量

化す るためにPIを 算出 して検討 し,同 時に施行 した

細胞診 の成績 と比較 した結 果 を まとめ た のがTable
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5で ある.FCMは 細 胞診 よ り正 診率 が高 く,偽 陽

性,偽 陰性 はむ しろ少なか った.Col】steら4)(1980)

も診断基準 を決 め て膀胱洗浄液 のDNAヒ ス トグラ

ムか ら膀胱腫瘍の87.0%が 診断可能であった と,わ れ

われ のPIに よる診 断率 と同様の成績 を報告 し,本 法

の有用性を強調 している.さ らに本法 は細胞診 と異な

り,結 果判定に習熟 を要 しないため,腫 瘍の存在診断

に関 しては有用な検査法で,現 在 までの諸成績か ら直

ちに細胞診の 自動化へ応用可能であると考え られた.

以上の結論に加え,FCMgrade,PIを 腫瘍の組織

学的悪性度,漫 潤度 と比較する と,highgrade,high

stageほ どFCMgrade,PIも 高 くなる傾 向を示 し,

細胞診以上の情報が得 られる もの と考え られt,:.さ ら

にDNAヒ ス トグラムを 解析す ると,幹 細胞系 列の

数や分 布 も腫瘍 の悪性度,浸 潤度 と相関傾向を示 し,

再 発例の半数 に複数の幹細胞系列 を認めた ことか ら,

予後推 測も含めた腫瘍の生物学的活性 もFCMで 予測

可能 と思われた.こ れはFCMに 最 も期待 され て い

る点で,膀 胱腫瘍 の治療方針を決定す るに際 し有用な

情報を提供 し得る もの と思わ れ る.Gustafsonら5)

(isso)も20例 の膀胱 腫瘍 をFCMで 検討 し,2つ 以

上 の異数倍数性細 胞系列 をもつ7.例 は全例2年 以内に

再発 し,進 行例ではFCMよ り算 出 した増殖率(S期

細胞 の割合)は 高 く,異 数倍数性細胞の占める割合 も

多 くな ると報告 している.Farsundら6》(1983)も 腫

瘍 と周辺部粘膜の 生検検体か ら得 たDNAヒ ス トグ

ラムを検討 し,異 数倍数性細胞 を持ち,S,G2期 細胞

の多い腫瘍が高率に周辺部位へ浸潤す る と述 べ て い

る.S期 細 胞の割合 も,生 物学 的活性 を示す良い指標

にな り得 ると思われ るが,通 常 のDNAヒ ス トグラ

ムか らのS期 細胞数測定は 異数倍数性細胞が 存在す

る場 合は コンピュータ解析が困難 になる ことが多い.

しか し,最 近 では放射線増 感剤 として臨床使用 されて

い るbromodeoxyuridine(BrdU)と これに対す る
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に検討を要するが,BrdUを 用いた生長解析法は大い

に期待 されている.
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Table4.Stemcelllineandtumorrecurrence.
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Table5,Diagnos*.icvalueofflow

cytometryandcytology.

FCM

Grade PI

Cytology

Accurate
diagnosis

False
negative

False

positive

93.4%88.0%60.5%

6.6

0

12.023.7

0 15.8

と考え られ た.ま た,膀 胱腫瘍の治療後,定 期的に

FCMで 観察す るこ とによ り,腫 瘍再発 の確定診断の

補助,さ らに再 発の早期発見 に も応用可能 と考え られ

た.

FCMは 現時点 で も膀胱 腫瘍 の細 胞診へ の応用のみ

でな く,予 後 推測 も含め た腫瘍 の 生物 学的 活性の判

定,治 療効果 の判定,経 過観察へ の 応用が 可能で あ

ると考えられ る.さ ら に,FCMに よ り腫瘍細胞の

RNA測 定10)や染色体分析IDを 行な う試 み もなされ,

FCMを 用いた種々の検査法 は今後 ます ます発展す る

ことが予想 され,膀 胱腫瘍 の診断や生物学 的活性 の判

定もよ り正確に行なえ るもの と思われる.

結 語

1'CMの 膀胱腫瘍の診断への応用について検討 し,

剥離細胞診へ の応用 は十分可能 であると考え られた.

さらに,腫 瘍 の生物学的活性 もある程度推測可能で,

臨床的な有用性 は高 い もの と思われ た・ また・膀胱腫

瘍の治療効果判定,膀 胱保 存的治療 後の経過観察 にも

利用可能 と考え られ る結果を得た.
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新しいタイプの抗悪性腫瘍剤

L
⑪

〔効能 又 は効 果〕

下記疾 恵の自覚的ならびに他覚的症状のD

峯丸腫瘍 、脇胱癌、腎孟 ・尿管■瘍、前立腺癌、卵巣癌.

抗悪性腫瘍剤
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