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Flow cytometry に よる

(BrdU) /DNA

Bromodeoxyuridine

同時解析法の応用

1.そ の基 礎 的 ・技術 的検 討

山口大学医学部泌尿器科学教室(主 任:酒 徳治三郎教授)

島 袋 智 之

APPLICATION OF SIMULTANEOUS FLOW CYTOMETRIC

BROMODEOXYURIDINE (BrdU)/DNA ANALYSIS

1. BASIC AND TECHNICAL STUDIES

             Tomoyuki  SHIMABUKURO 

From the Department of Urology, Yamaguchi University School of Medicine 
(Director: Prof. J. Sakatoku)

   The precise in vitro and in vivo BrdU labeling methods and the optimal combination of HC1 concentra-
tion, treatment time and temperature for DNA denaturation for use in simultaneous flow cytometric BrdU/ 
DNA analysis were investigated. An EPICS C Cell Sorter with computer analyser was used. I) For 

precise labeling of exponentially growing MBT-2 cells the cells should be exposed to 10 pM BrdU for 30 
min. 2) For optimal labeling of mouse subcutaneous MBT-2 tumor cells 40 pg of BrdU perg should be 
injected intraperitoneally for I hour. 3) The procedure yielding the most quantitative results for DNA 
denaturation was treatment of the cells with 4N HCl for 20 min at 20°C. 

   Under these conditions, reliable data were always obtained. In the future, this flow cytometric two-
color analysis will be applied to clinical fields and further development is expected. 

(Acta Urol. Jpn. 34: 1339-1348, 1988)
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緒 言

Flowcytometry(FCM)に よる癌組織の細胞動態

解析は,従 来DNA分 布解析に よって行われて き

た1・2).この手技は比較的簡便かつ迅速に結果が得ら

れ,ま た3H-thymidineな どの放射性同位元素を用

いないで済むなどの利点を有している,し かしなが

ら,臨 床分野へ応用しようとすると次のような克服す

べき問題点や欠点があり,こ れに代わる新しい解析法

の確立が急がれる,(1)細 胞分散の問題 ②結合織や間

質細胞の混在が避けられないため癌細胞のみの細胞動

態解析が困難である.㈲ 得られた結果の解析には繁雑

な数学的解析法を用いなけれぽならない,(4)標 識細胞

を検出できない.(5)細 胞動態の動的局面に関する情報

が得られない.

最近,DNA中 に取 り込まれた5-bromodeoxyuri-

dine(BrdU,Fig.1)に 対す るモノクローナル抗体

が開発され,こ の抗体を用いてBrdUを 蛍光染色す

ることにより,FCMでDNA合 成能の分布を測定

することが可能となった3・4).さ ら}こBrdU染 色 と

DNA染 色を同時に行うことにより,DNA合 成能を

DNA量 との関係において定量的に捉えることが可能

となってきた5).し たがって,こ の手技はDNA分

布解析法に代わり,今 後幅広い臨床応用が期待される

が,そ の条件として定量性と再現性のある測定結果を

得ることが是非とも必要となってくる.こ のような観

点から,BrdU標 識法とDNA変 性法に関する基礎

的 ・技術的検討を行 うこ とは,極 めて意義のあるこ

とと考えられ る,こ こではFCMに よるBrdU/

DNA同 時解析法のための基礎的 ・技術的検討結果を

報告する.

材 料 と 方 法

1)Invitro実 験(培 養 細 胞 と培 養 法)
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5-Bromo-2Ldeoxyuridine(BrdU)

Fig.1.Structureofbromodeoxyuridine
(BrdU).

使用 した培 養 細 胞 はFANFT投 与 に て誘 発 され た

マ ウス膀 胱 移 行上 皮 細胞 由 来 のMBT-2細 胞 であ る ・

通 常 マ ウス背 部皮 下 で継 代 され てい るMBT-2細 胞

を,当 教 室 で単層 培 養 化 し実験 に供 した.

細胞 の継 代に は25cm2tissuecultureflask(Fal-

kon3013)を 用 いた 。通 常,1週 間毎 に0.25%tryp-

sin(Difco,USA)処 理 を 行い,95%airと5%

CO2,100%humidity培 養 器 内で 培養 した.

培 養液 は10%FCS加Dolbecco'sMEM(大 日本

製 薬,大 阪)を 用 いた.

皿)Invivo実 験(腫 瘍 細 胞 と継 代法)

使 用 した 腫瘍 細 胞 はMBT-2細 胞 とマ ウ ス 白血 病

L1210細 胞 で あ る.MBT-2細 胞 の動 物 で の継 代 には

雌性C3Hマ ウス(千 代 田開 発K.K.)を 用 い た.

通 常,マ ウ ス 背 部皮 下 腫瘍 を2週 間 ご と に摘 出 し,

0.05%coilagenase(SigmaCo.TypeI)に て細 胞

分 散 を 行 い,単 離細 胞 に した あ と,1xlO6個 の 細胞

を再 び皮 下 に移 植 した.L1210細 胞 の継 代 に は 雌性

CDF、 マ ウス(同 上)を 用 い,通 常1週 間 毎 に マ ウ

ス腹 腔 内 に1×105/0.2ml(PBs)の 腫 瘍 細胞 を 接種

した.

(1)蛍 光抗 体 法 に よる 染色 性 の確 認

蛍光 抗 体法 に よる染 色性 を 蛍光 顕 微 鏡に て観 察 す る

た め に,以 下 の 処理 を 行 った.す なわ ち,60×15mm

tissueculturedish(Falkon3002)に 脱 脂 した カバ

ー グラ スを静 置 し,MBT-2細 胞 を1×104/mlの 単 離

細 胞浮 遊 液 と して 播種 したあ と3日 間培 養 し,そ の表

面 に生 着 さ せ た.培 養 液 を洗 浄 除 去後BrdU(Sig-

maCo.)最 終濃 度 が10μMに な る よ うに 調整 され

た 培養 液 に置 換 し,30分 間標 識 した.カ パ ー グ ラス上

の細 胞 をDolbecco'sPBS(Ca++andMg++frec)

で洗 浄 後,70%冷ethanolで30分 間 固定 した.PBS

で洗 浄後,4N塩 酸 で室 温30分 間 のDNA変 性 処理

を 行 った 塩 酸を 洗 浄除 去 し,0.IMN.a2B407液 を用

い て細 胞 を充 分 に 中和 した.つ いで,0・5%bov三ne

serumalbuminと0.5%Twecn20よ りな る抗体 希

釈液(PBSに て調 製)に てIOO倍 に 希 釈 さ れ た 抗

B「dUモ ノ ク ロー ナ ル抗体(Becton-DickinsonCo.)

を湿 室 内 で1時 間反 応 させ た.引 き続 き,抗 体 希 釈液

で100倍 に希 釈 され たFITC標 識 抗 マ ウ スIgG抗

体(CappelLab.)を 室 温 で30分 間 反 応 させ た.最 後

}こ,0.1μ9/mlのPropidiumIodide(SigmaCo・

PI)で1分 間 のDNA染 色 を 行 い,蛍 光 顕 微 鏡 で染

色性 の 確 認 と 標 識 率(LI)を 算 定 した.標 識 率 は

2000個 の細 胞 を観 察 して算 出 した.対 照 はBrdUを

含 まな い培 養 液 を用 い て培 養 され た 細 胞 を用 い,以 後

全 く同様 の方 法 で処 理 し観 察 した.

(2)BrdU至 適 処理 条 件 の 検 討

接 触 させ るBrdU濃 度 は,細 胞 増 殖能 に 悪 影 響を

及 ぼ さな い濃 度 でか つ 充 分 に細 胞 の 標 識 が可 能 な濃 度

でな けれ ぽ な らない.こ の至 適 処理 条件 を 確 立 す る 目

的 で 以下 の実験 を行 った.

(a)濃 度 の検 討

75cm2tissueculturefiasks(Corning25110)に

1XlO5個 のMBT-2細 胞を 播 種 し,対 数 増 殖期 に あ

る4日 目 に5群(1群3flasks)に 分 け,各 群 の

且askの 培 養 液 を それ ぞれ1.25μM,2.5pM,5μM,

10μM,20μMのBrdUを 含む 培 養液 に置 換 して30

分 間標 識 した.PBSで2回 洗 浄後,0.1%trypsin・

0.02%EDTA液(PBSで 調 整)に て細 胞 分 散 を行

い,70%冷ethanolで 固定 し,FCM測 定 まで4℃

で保 存 した.

(b)標 識 時 間 の検 討

同様 に4日 培 養 後 のMBT-2細 胞 を5群 に 分 け,

BrdU最 終 濃 度 が10μMに な る よ うに調 整 され た培

養液 で 各 群そ れ ぞれ5分 間,15分 間,30分 間,60分

間,120分 間 の標 識 を行 った.以 後(a)と 同様 に 細 胞

分散 を 行 い 固定 ・保 存 した.

(c)投 与 量 の 検討

5週 齢 の雌 性C3Hマ ウ ス(17～219)の 背部 皮 下

に1×106個 のMBT-2細 胞 を移 植 し,2週 間後 約10

×10mmの 大 き さに 増 殖 した 癌 組 織 を有 す る マ ウス

を5群(1群3匹)に 分 けた.各 群 の腹 腔 内に5μg

/9,10μ9/9,20μ9/9,40μ9/9,60μ9/9体 重 の

BrdUを 投 与 した あ と,1時 間 後 に 屠殺 し癌 組 織 を摘

出 した.直 ち に メスの 刃 を用 いて 細 切 し,0.1%co1-

lagenase(SigmaCo。TypeII)に て37℃,1時 間

の細 胞分 散 処 理 を行 い,invitro実 験 と 同様 に 固 定 し

保 存 した.
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(3)DNA変 性処理に関する検討

塩酸によるDNA変 性処理は,PI蛍 光強度,CV

値,DNA分 布 あるいはBrdu/DNA分 布パターン

に影響を及ぼすため,そ の3つ の条件である(a)処 理

濃度,(b)処 理時間,(c)処 理温度について以下の実

験を行い検討した.

(a)塩 酸処理濃度の検討

5週 齢の雌性CDFIマ ウス(18～229)腹 腔内に

1×106個 のL1210細 胞を接種 し,対 数増殖期にある

72時間目に40μglg体 重のBrdUを 腹腔内に投与,

1時間後に屠殺し腹水細胞を採取した,PBSに て2

回遠沈洗浄後,細 胞塊を取 り除くため48μmpore

sizeのnylonmeshを 通過させ,固 定し保存 した.

同一マウスより得られた1×107個 の細胞を容量10

mlの 遠沈管に分注し,一一一一測定検体として実験に供し

た.

各ペレットにそれぞれON,0.2N,0.5N,1N,

2N,3N,4Nの 塩酸2mlを 加え,室 温(23℃)で

20分間のDNA変 性処理を行った.塩 酸を洗浄除去

後,0.1MNa2B407液10mlで2回,PBSで1回

洗浄し細胞を中和した.つ いで50μg/mlのPIに

て1時 間のDNA染 色を行いFCMに てPIの 蛍

光強度を測定した.さ らに細胞株によるDNA変 性

度合に差異があるか否かの検討を加えるため,MBT-2

皮下腫瘍の単離細胞を用い全く同様に処理を行い比較

した.

(b)塩 酸処理時間の検討

固定細胞を同様に洗 浄し,そ れぞれのペ レットに

4N塩 酸2mlを 加え,温 度条件を23℃ 室温と一

定にして塩酸処理時間をそれぞれ5分 間,10分 間,20

分間,40分 間 とした.以 後(a)と 同様に中和処理 し,

染色を行いPIの 蛍光強度を測定した.

(c)塩 酸処理温度の検討

同様に固定細胞を遠沈洗浄し,そ れぞれのペレット

に4N塩 酸2mlを 加え,処 理時間を20分 間と一定

にして,処 理温度をそれぞれ4℃,23℃(室 温),37DC

とした.以 後(a)と 同様に中和処理し,染 色を行い

PIの 蛍光強度を測定した.

(d)塩 酸処理温度のPI-FITC分 布パターンに及

ぼす影響

上記(c)の 各温度処理群に後述する免疫蛍光二重染

色を行い,FCMに てPI-FITC同 時測定を行った.

免疫蛍光染色.Fig.2にFCM測 定のための免疫

蛍光二重染色法の概要を示 した.一 測定検体当た り約

5×106個 の細胞数になるよ うに調整 したあと,PBS

にて2回 洗浄し4N塩 酸を2mlず つ加え,室 温に

粗
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て20分 間 のDNA変 性 処理 を行 った.塩 酸を 除 去 し

た あ と,0,1MNa2B407液10mlで2回,続 い て

PBSで1回 洗 浄 し細 胞 を 中 和 し た.100倍 希 釈 抗

BrdU抗 体 を 室 温 で1時 間反 応 させ,つ い で100倍 希

釈FITC標 識 二 次 抗体 を 室 温 で30分 間 反応 させ た.

最 後 に20Pt9/m1のPIで1時 間 染色 し,FCMに

て 測定 した.

フ ロー サ イ トメ トリー 測 定 装 置 はEPICSC
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MBT-2

CellSorter(CoulterElectronics,Inc.)を 用 い た.

励起 光 は波 長488nm.200mWの レーザ ー光線 を用

い て行 い,PIよ りの 赤 色蛍 光 は630nm-1・ngwave

passfilterを 通 して測 定 し,FITCよ りの緑 色蛍 光

は560nm-shortwavepassfilterと525nm。band

passfilterを 組 合 せ て 測 定 し た.さ ら にPIと

FITCの 蛍 光 を 同時 に測 定 し,PIの 蛍光 強 度 を横 軸

にFITCの 蛍 光 強度 を 縦軸 に と り,64×64chan-

nclsの 二 次 元座 標 上 にdotplotと して表 示 した。

装 置 をCV値 が2%台 に な る よ うに 調 整 した あ と,

1検 体 当た り2×104個 の細 胞 に つい て 測定 した.

デ ー タ解 析:DNA分 布 解 析 は 田 中 ら の方 法2)を

用 い て行 った.PI-FITC同 時測 定 に よる場 合 はFig.

3に 示 す よ うに,二 次 元 座標 上 で 細胞 周 期 各期 を 矩形

で囲 み,そ の範 囲 内 の細 胞 数を 求 め,全 測 定細 胞 数 に

対 す るそ れ ぞれ の割 合 と して算 出 した.LIは 同様 に

全 測定 細 胞 に対 す る標 識 細 胞 の割 合 と して 算 出 した.

結 果

(1)蛍 光抗体法による染色性の確認(Fig.4)

蛍光顕微鏡での観察では,核 がFITCよ りの黄緑

色蛍光にて明瞭に染色された標識細胞と赤色蛍光のみ

の非標識細胞を認め,両 者は容易に識別できた.蛍 光

顕微鏡下に2,000個 の細胞を数えて算出した標識細胞

の割合(labelingindex;LI)は 約35%で あ り,こ の

値はFCMの 二次元座標上でもとめたLIと よく一

致 していた.対 照群では緑色蛍光標識された細胞は全

く認められなかった.

(2)BrdU至 適処理条伴の検討

(a)至 適処理濃度の検討(Fig.5)

各群における緑色蛍光強度にはBrdU濃 度により

明らかな有意差はなかった.1.25μMと いう極めて

低い濃度で処理された細胞群においても取 り込まれた

BrdUを 充分検出でき,二 次元座標上で解析可能で

あった.各 濃度群で算出したLIに は有意差がなく,

36.0±O.7%(mean±S.E.)で あった.

(b)至 適標識時間の検討(Fig.6)

接触 させるBrdU濃 度を10μMと 一定にした場

合,標 識細胞の緑色蛍光強度は接触時間に比例して増

加した.120分 までの接触時間(T)と 緑 色蛍光 の
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Peakchannelnumber(N)と の関 係 を み てみ る と,

N=515.760+1.017×T(r=0.825)と 密 な相 関 が得 ら

れ た.検 討 した120分 まで は,各 時 間 群 で算 出 したLI

に有意 差 が な く,35.1±1。0%(mean±S.E.)で あ っ

た.

(c)至 適投 与 量 の 検討(Fig。7)

BrdU一 回 腹 腔 内 投 与 の場 合,標 識 細 胞 の緑 色 蛍

光 強度 はBrdUが40μg/g体 重 まで は そ の投 与量 に

比例して増強し,そ れ以上のBrdUを 投与 しても緑

色蛍光強度の増加はわずかであった.各 投与群で算出

したLIの 間には有意差がなく,2L5±2.6%(mean

±S.E.)で あ った.

(3)DNA変 性処理に関する検討

(a)塩 酸処理濃度の検討(Fig.8)

塩酸濃度0.2Nま ではPI蛍 光強度は濃度と共に

増強し,以 後濃度が増すにつれ減弱した.し か しCV
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● 一 ●:L1210cell,○ 一 〇:MBT-2cell.

値は各濃度間で大きな違 いはなかった.ま たDNA

分布 自体にも各濃度間で大きな変化がなく,常 に良好

に保たれていた.L1210細 胞MBT・2細 胞と細胞の

種類は異なっていても,DNA変 性度合にはほとんど

差異がなかった.

(b)塩 酸処理時間の検討(Fig.9)

塩酸処理時間が長 くなるにつれ,PI蛍 光強度は減

弱した.処 理時間40分 ではCV値 が他群に比べ大き

くなったが,DNA分 布自体には著明な変化がなかっ

た.

(c)塩 酸処理温度の検討(Fig.10)

処理温度が上昇するにつれPI蛍 光強度は減弱し,

逆にFITC蛍 光強度は増強した・ それゆえ同一画面

上に表示するには,4℃ 処理群においてはphotQ一
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multiplierのvoltagcを 約5%増 強 させ な けれ ば な

らなか った.温 度 が 上 昇す るに つれCV値 は大 き く

なる傾向にあ り,特 に37℃ 処理群において明らかで

あった.し かし各群ともDNA分 布は比較的良好に
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保 た れ て いた.

(d)処 理 温度 のBrdU/DNA分 布 に及 ぼ す影 響

(F三9.11)

各処 理 温 度群 と もBrdU/DNA分 布 ・・タ ー ンは 良

好 に 保 たれ,二 次 元座 標 上 での 解 析は 容 易 であ った.

こ の三 群に おけ る細 胞 動態 解 析結 果 は ほ ぼ 等 し く,

Go/G1=36.9±2.7%(mean±S.E.,以 下 同様),s=

58.3±2.6%,G2M=4.9±0.1%そ してLI=55.9±2.5

%で あ った.

考 察

5-bromodeoxyuridinc(BrdU)はhaloganatcd

pyrimidineanalogucで,そ のpyrimidine環 の5

の 位置 のCH3基 が 臭素 原 子に 置 き変 わ った構 造 を有

して いる(Fig.1).BrdU存 在 下 で はDNA合 成 中

の細 胞 はthymidineとBrdUと を 区 別す る こ とが

で きず,核 酸 を構 成 す る一要 素 と してBrdUも 新 生

DNA中 へ取 り込 ん で しま う.BrdUを 取 り込 んだ

細 胞 のDNAを 部 分的 に 変 性 さ せ,取 り込 まれ た

BrdUを 露 出 して抗BrdUモ ノク ロー ナル抗 体 を作

用 させ る と,抗 体 は 特異 的 にBrdUと 結 合 す る.

DNA変 性 処理 が必要 な理 由 は,二 重 鎖DNA内 の

BrdUに は この抗 体 は反 応 しな い か らで あ る.こ の

時 さらにFITCを 標 識 した 二 次抗 体 を作 用 させ る と,

DNA内 にBrdUを 取 り込 んだ細 胞 核 は緑 色 蛍光 を

発 す る よ うにな る.こ れ に 二重 鎖DNAに の み結 合

す るPIに てDNA染 色 を行 い,蛍 光 顕微 鏡 で観 察

す る とFig.4の よ うに な る.こ の時BrdU処 理 を

受 け なか った対 照 群 で,緑 色蛍 光標 識 され た 細 胞が 全

く認 め られ なか った こ とは,こ の 抗体 がBrdUに 対

して 高 いspecificityを 有 して い る こ とを証 明 してい

る.し た が って 逆 に,こ の抗 体 にて 検 出 さ れ た 細 胞

は,確 実 にBrdUを 取 り込 んだDNA合 成期 細 胞

と考 え る こ とが で きる.

しか しな が ら,BrdUはthymidineと は異 な り,

DNAへ 取 り込 まれ る途 中,ま た は次 の複製 で塩 基対

変化 を お こす 結果,高 率 に 変 異を 招 く.こ の こ とか ら

生 化 学や 分 子 生物 学 の領 域 で変 異 誘発 剤 と して研究 さ

れ て い た.ま たBrdUを 充 分量 細 胞 に作 用 させ る と

変 異 誘発 や 細 胞分 化抑 制 以 外に も,細 胞 毒 と して 働 く

との 報告6)も あ る.し た が って 細 胞増 殖能 へ の悪 影 響

を 少 しで も避 け るため に は,そ の使 用 量 お よび接 触 時

間 は必 要最 小限 に しな け れ ば な ら な い.わ れ わ れ が

colonyassayを 用 い て検 討 した 結 果 で は,20μMの

BrdU濃 度 下 で2時 間培 養 した あ とで も,MBT-2細

胞 の コ ロニ ー形成 能 は コ ン トロー ル と同程 度 に保 た れ

て い た7),こ の 実験 結 果 はBrdU濃 度を20μM以

下,接 触 時間 を2時 間 以 内 にす れ ば,細 胞 増 殖 能 に 悪

影 響 をお よぼす こ との ないBrdU量 で細 胞 の 標 識 が

可能 であ り,細 胞増 殖 態 や 抗癌 剤 投 与 後 の細 胞 動 態 の

変 化 を 観 る際 に も,BrdU自 体 に よ る影 響 を 短 期的

に は 無 視 で き る こ とを 意 味 してい る と考 え られ る.ま

たBrdU処 理 濃 度 の検 討 結 果 よ り,10μM前 後 の

BrdU濃 度 で30分 間 標 識す れ ば,充 分 にFCMを 用

い て標 識 細 胞 の検 出や 二次 元 座 標 上 で の細 胞 動態 解 析

が 可能 であ る ことか ら,わ れ わ れ はinvitroの 実 験

の 際 にはBrdU濃 度 を10μMと し,30分 間 の標 識

を 行 って い る.注 目すぺ きは1,25μMと い う極 め て

低 い濃 度 のBrdUと の接 触 で も,FCMを 用 い て標

識 細 胞 の検 出 や 解析 が 可 能 で あ っ た と い う こ と で あ

る。 この こ とは,こ の抗BrdU抗 体 を用 い る方 法が

高 いsensitivityを 有 して い る こ と を 証 明 して い る.

BrdUの 漂識 時 間 に 関 す る検 討結 果 で は,BrdU

との接 触 時 間 が よ り長 い細 胞 群,す なわ ち よ り多 くの

量 のBrdUを 取 り込 んだ 群 ほ ど よ り強 い緑 色 蛍 光 強

度 を呈 して お り,こ の両 因 子 に は 明 らか に 正 の相 関 が

得 ら れ た.GratznerやDolbeareら は,抗BrdU

モ ノ クロー ナ ル抗体 はBrdUとstoichiometricに

結 合 す る結 果,FITCよ りの 緑 色 蛍 光強 度 は 取 り込

まれ たBrdU量 に 比例 す る と報 告4・5・8)して お り,今

回の 実験 結 果 も この こ とを裏 付 け る もの で あ った.ま

た,Dolbeareら は 僅 か3分 間 の標 識 時間 に 取 り込 ま

れ たBrdUで も検 出 で きた と報 告5)し て い る.今 回

の実験 では 標 識時 間 は5分 間 まで で あ るが,prelimi-

naryな 実験 で は2.5分 間 の パ ルス時 間 内 に 取 り込 ま

れ たBrdUで も検 出可 能 で あ る こ とを 確 認 して い る.

この こと も,こ の抗体 法 が極 め て鋭 敏 で感 度 の高 い方

法 で あ る こ とを物 語 って い る,

Invif.roに お け るBrdU至 適投 与 量 の 検 討 を行 っ

た実 験 結 果か ら,マ ウ ス に お け る至 適 投 与 量 は,40

μg/g体 重 で あ る と 考 え られ た.Nagashimaら は ラ

ノ ト脳 腫 瘍 モ デ ルを用 い て検 討 を 行 い,lmg/kg(7

mg/m2)のBrdU腹 腔 内1回 投 与 で も標 識細 胞 の 検

出 が可能 で あ った と報 告9)し て い る.

BrdU/DNA二 重 染 色 のた め に はBrdU染 色 の た

め の単鎖DNAとPI染 色 の ため の二 重鎖DNA

が 必 要 で あ る.し たが って,再 現 性 と定 量性 の あ る測

定 結果 を得 るた め に は適 正 なDNA変 性 処 理 法 が必

要 であ る・DNA変 性処 理 法 と して は,1)塩 酸,2)

fbrmamide,3)熱,4)そ れ らの併 用 に よる方 法 が 報告

され てい る5・9・10・11)一そ の 中 で・ 塩 酸 を用 い る方 法 は 熱

変性 法 な どに比 べ 細 胞 に マ イ ル ドに作 用 し,細 胞 数 の
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損失も少なく,簡 便でより多くの種類の細胞に適用で

きる特徴を有している.し かしながら,塩 酸処理の至

適条件が確立されたとは言い難い.そ こで塩酸処理の

至適条件をもとめて,塩 酸濃度,処 理時間そして処理

温度のPI蛍 光強度,CV値,DNA分 布あるい

はBrdUIDNA分 布 パターンに及ぼす影響を比較検

討した。

処理温度および時間条件を室温(23℃)・20分 間 と

一定にし,濃 度条件を変えて検討した実験結果(Fig.

8)・は,低 濃度塩酸処理ではPIの 蛍光強度は対照よ

りむしろ増強し,高 濃度塩酸処理では減少することを

示している.こ のPI蛍 光強度の変動は,低 濃度塩

酸処理ではhistoneが 溶出し,PIのDNA二 重鎖

部へのintercaiationが 増え,高 濃度処理では二重鎖

部がより多く失われる結果PIのintercalationが

減るためと考えられている.こ の際緑色蛍光強度のパ

ラツキを小さくし,解 析結果を再現性のあるものにす

るためには,CV値 が大きくならない限 りにおいて,

なるべく高濃度の塩酸処理を行った方が有利である,

しかし,あ まり高濃度の塩酸処理では細胞に対するダ

メージが大きく,ま たCV値 も大きくなり,DNA

分布解析も不正確になる.し たがって4N濃 度の塩

酸使用が適当だと考 えられた.な おL12io細 胞,

MBT・2細 胞ともほぼ同様のカーブを描いていること

より,対 象とする細胞の違いによる変性度合の差はあ

まり大きくないことが示唆された.

処理濃度および温度条件を4N,室 温 と一定にし,

処理時間を変えて検討した結果(Fig.9)で は,処 理

時間20分 まではCV値 およびDNA分 布バターン

は良く保たれてお り,そ れ 以上の処理時間ではCV

値が大ぎくなっていた.す なわち,こ の条件下で40分

以上塩酸処理することはDNA分 布解析結果を不正

確にする可能性のあることを示 している.し たがって

20分から30分間 の塩酸処理が適切だと考えられた.

処理濃度および時間条件を4N・20分 間 と一定に

し,処 理温度を変えて検討した結果(Flg.10,11)よ

り,37℃ 処理においてはDNA分 布,BrdUIDNA

分布パターンとも比較的良く保たれていたが,明 らか

にCV値 は大きくなっていた.ま た,4℃ 処理にお

いては緑色蛍光強度が低 く,不 安定な状態であった.

これらのことから,20℃ 前後が至適処理温度と考え

られた.以 上の実験結果より,至 適塩酸処理条件は塩

酸4N,処 理時間20分 間,処 理温度20℃ であると考

えられた.こ の塩酸処理法を用いて二重染色を行う際

に重要なことは,塩 酸処理のあと酸を充分に中和し,

適当なpHを 確保することである.こ のことについ

13仰

ては高橋らの論文に詳 しい12).

このようにDNA変 性過程は塩酸濃度,処 理時間,

処理温度の各条件によって微妙に影響されていたが,

上記条件下で変性処理を行うことにより,ほ ぼ満足の

いく測定結果が得られた,し かしながら,塩 酸処理法

が全ての細胞に適切なDNA変 性法として適用でき

るとは限らない.し たがって定量性 ・再現性のある解

析結果を得るためには,対 象とする細胞によっては他

の変性法も試みる必要があると思われた.

結 語

1)Flowcytometry(FcM)に よるBrdu1DNA

同時 解 析 法 の臨 床応 用 を 目的 と して,そ の基 礎 的 ・技

術 的 検 討 を行 った.

2)Invitreに おけ るBrdU標 識 のた め の至 適 条件

は,最 終 濃度10μMのBrdU含 有 培 養 液 中 で30分

間培 養 標 識す る こ とで あ った.

3)∬nvivoで のBrdU標 識 の ため の 至適 条 件 は,

40μg/gマ ウス体 重 のBrdUを 腹 腔 内1回 投 与 し,

1時 間 標 識す る こ とで あ った.

4)DNA変 性 のた め の 至適 条 件 は,4N塩 酸 を用

い,20℃ で20分 間 の変 性 処理 を行 う こ とで あ った.

5)こ れ らの条 件下 で は,ほ ぼ満 足 の い くBrdU/

DNA同 時 解 析 結果 が 得 られ た.

6)FCMに よるBrdUIDNA同 時 解 析 法 は細 胞 動

態 解析 法 と しての み な らず,広 く臨床 応 用 も可能 で あ

り,今 後 の発 展 が 期待 され る,

本論文 の要旨は第24回 日本癌治療学会総会(1986)に て発

表 した.稿 を終え るにあた り,木 論文の御指導,御 校閲を賜

りま した山口大学泌尿器科学教室酒徳治三郎教授 に感謝の意

を表 します.ま た,BrdU/DNA同 時 染色法およびFlow

cytometry測 定法に関 して,終 始適切な助言と御指遵を頂

いた,本 学病理学教室高橋 学教授に深謝いた します.さ ら

に,培 養細胞 を用いた感 受性試験 や,実 験計画に際 し,直 接

的な御指導を頂 いた,本 学泌尿器科学教室山本憲男助教授 に

深 く感謝 いた します.

文 献

1)高 橋 学lDNA分 布 の 解 析.フ ロ ー サ イ ト メ ト

リー 一 手 技 と 実 際 一,太 田 和 夫 ・野 村 和 弘 編,

初 版,529-542,蟹 書 房,東 京,1984

2)田 中 一 成,高 橋 学:マ イ ク ロ コ ン ピ ュ ー タ ー に

よ るDNAヒ ス ト グ ラ ム の 解 析.関 西 フ ロ ー サ

イ トXFリ ー研 究 会 機 関 誌3182-84,1985

3)GratznerHG=Monoclonalantibodyto5・

bromo-and5-iododeoxyuridine;anewre.

agentfordetectionofDNAreplication.Sci.

ence218:474-475,1982



1348 泌尿紀要 糾巻

4)GratznerHGandLe量fRC;Animmuno・

fiuorescencemethodf〈)rmonitoringDNA

synthesisbyflowcytometry.Cytometry1:

385-389,1981

5)DolbeareF,GratznerH,Pa量lavicin三MGand

GrayJw:Flowcytometricmeasurementof

totalDNAcontentandincorporatedbromo・

deoxyuridine.ProcNatlAcadSciUSA80:

5573-5577,1983

6)GozB=Theeffectofincorporationof5p

halogenateddcoxyur量dine呈ntotheDNAof

cukaryoticcclls.Phar皿acolRev29=249-

272,1978

7)ShimabukuroT=Preliminarystudyofflow

cytometricDNA/BrdUanalysiswiththeaim

ofapPlicationtodrug・sensitiv量tytest.JJPn

SocCancerTher22:433.1987

8)DolbeareF,BeiskerW,Pallavicin三MG,

vanderlaanMandGrayJw:cytochemistry

f()rbromodeoxyuridine1DNAanalysis;Stoi・

chiometryandsensitivity。Cytometry6:521。

8号1988年

530,1985

9)NagashimaTandHoshinoT:Rapidde。

tectionofS-phasecellsbyanti。bromodc。

oxyuridinemonoclonalantibodyingLbra三n

tumorcellsinvitroandinsitu.ActaNeu・

ropathol(Berl)66;12-17,1985

10)MoranR,DarzynkiewiczZ,StaianocoicoL

andMelamedMR:Detectionof5-bromo.

deoxyuridineincorporationbymonoclonal

antibodies.IHistochemCytochem33:821-

827,1985

11)Beiskerw,DolbearcFandGrayJw;An

improvedimmunocytochemicalprocedure

fbrh三gh-sensitivitydetectionofincorporated

bromodeoxyuridine.Cytometry8:235-239.

1987

12)高 橋 学,佐 々 木 功 典,村 上 知 之:Bromode・

oxyuridine標 識 に よ る 細 胞 動 態 の 解 析.最 新 医 学

40:80-84,1985

(1988年5月6日 迅 速 掲 載 受 付)


