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蛍光標識法による乳癌細胞のエストロゲン受容体測定

第II編　フローサイトメトリーを用いたエストロゲン
受容体測定に関する研究

.j　　　　　　上

広島大学医学部外科学第二講座(指導:土肥雪彦教授)

受付　昭和62年11月10　日

乳癌組織および穿刺吸引材料より作製した単離細胞浮遊液を用いて,フローサイトメトリー

(flow cytometry)によるエストロゲン受容体(estrogen receptor;ER)の測定(以下FCM法と略

す)が可能かどうか検討したO蛍光標識エストラジオールには, 17β-estradiol-6carboxymethylox-

1me-bovme serum albumin-fluorescein isothiocyanate (以下E2-BSA-FITC)を使用し, (1)ヒト

細胞株による基礎的実験と, (2)乳癌組織および穿刺吸引材料から作製した単離細胞浮遊液を用いて

のデキストラン・チャコール吸着法(dextran-coated charcoal method;DCC法)との比較を中心

とした臨床的検討により,以下の結果を得た。

1) ER陽性のヒト乳癌細胞株ZR75-1と, ER陰性のヒト肺癌細胞株LK-2を用いた実験に

おいて, ER陽性細胞株ZR75-1ではE2-BSA-FITCの濃度が1×10-9Mから1×10-8Mの範

囲内で,特異的結合を示す蛍光強度の濃度依存性上昇を示したが, ER陰性細胞株LK-2　では濃

度依存性を認めず低値のままであった。従って本試験におけるE,-BSA-FITCの最小濃度は1×

10-8Mが適当と思われた。

2)ER陽性のヒト乳癌細胞株ZR75-1およびYMB-1を用いた競合的結合阻害試験において,

E,-BSA-FITCのERに対する結合が抗エストロゲン剤および合成エストロゲン剤により80-90

%阻害されたが,他のホルモン剤では阻害の程度が弱かった。このことから　E,-BSA-FITCの

ERに対する特異性は高いものと考えられた。

3)乳癌組織材料において　ER陽性乳癌と　ER陰性乳癌では, FCM法による平均蛍光強度

(mean fluorescent intensity;MFI)のうち　E,-BSA-FITCのERに対する真の全結合を示す平

均蛍光強度(MFIT)は, ER陽性群で有意に高値であった(pく0.05)。またER陰性群のMFITの

mean+2SDを基準値とすると, DCC法のER判定結果との一致率は80% (20/25)であった。

4)競合的阻害剤を加えた時の平均蛍光強度(MFIC)のヒストグラムから基準値(97.5%点)を

測定し,それから求めたFCM法による染色陽性細胞率(%gated)は, ER陽性群で有意に高かっ

た(p<0.01)が, DCC法によるER値との問には相関がなかった0

5)E2-BSA-FITCを単独に反応させた時の平均蛍光強度(MFIF)と,ジエチルスチルベストロー

ル二リン酸(DES-DP)で阻害した時の平均蛍光強度(MFIr)のそれぞれから自家蛍光強度を差し

引いた値の比を蛍光結合比(fluorescent binding ratio;FBR)とした。 FBRはDCC法によるER

陽性群で有意に高値を示した(p<0.01)。 ER陰性群のFBRのM+2SD　を基準値とすると,

DCC法ER結果との一致率は88% (22/25)であった。またFBRの対数値は, DCC法による

ERの対数値と非常によく相関した(p<0.001)。

6)穿刺吸引材料でもFCM法によるERの陽陰性の判定が可能であった0

以上よりFCM法はその結果が客観的かつ定量的であり,しかも従来のDCC法と異なり,蛍光

強度と染色陽性率の両面から細胞レベルで検討できるため,臨床的に有用な方法となり得るものと
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考えられる。

Key words : Breast cancer, Estrogen receptor, Flow cytometry, Aspiration biopsy cytology

従来より乳癌のエストロゲン受容体(estrogen

receptor;以下ER)測定は,ラジオアイソトープで

標識したエストラジオール(Ez)またはジエチルスチ

ルベストロール(DES)を用いたデキストラン・チャ

コール吸着法(dextran-coated charcoal ;以下DCC

紘)16)または庶糖密度勾配法(sucrose density gra-

dient ;以下Sl)G法)ll)などの生化学的測定法が一般

的である。しかしこれらの方法によるデータは,非癌

成分などの混入した組織材料から得られた平均値であ

る。また同一癌組織内でのERの量的あるいは質的

な相嵐即ちERの不均一性(heterogeneity3')に関

する検討は不可能であった。一方形態学的測定

法4,14,17,21,23,27)は迅速かつ少量の検体で個々の細胞を

観察できる事から, ER測定にも応用されてきたが,

特に蛍光強度の客観的な判定は難しく,定量性に欠け

るという欠点があった。

そこでそれらの欠点を補うために,.乳癌組織および

穿刺吸引材料より作製した単離細胞浮遊液を用いて,

フローサイトメトリーによるERの測定(以下FCM

法)を行い,細胞レベルでERの定量的測定が可能

かどうかについて検討した。

研究対象・方法

I.研究対象

A.乳癌組織および穿刺吸引材料

昭和62年1月より昭和62年9月までに当教室および

関連病院にて摘出された乳癌組織25例と,術前に穿刺

吸引細胞診(Aspiration Biopsy Cytology ;以下A・

B.C.と略す)13)を行った12例を対象とした。いずれ

の検体もフローサイトメトリーによる　ER測定

(FCM法)の比較検討を行うために,その対照とし

て術後デキストラン・チャコール吸着法(DCC法)

により　ER値の測定を行った。

生検時または術中摘出された乳癌組織は,速やかに

冷却した生理的食塩水で洗浄後,以下後述する測定方

法に従った。ただし他院で摘出された検体は, 4-C

の無血清培地HB-102�"(Hana社)に入れて運搬L

m

B.細胞株

基礎的実験に使用した細胞株は, E2依存性ER陽

性のヒト乳癌細胞株ZR75-10 (大日本製薬ラボラト

リープロダクツ部;原ATCC株No. CRL1500)お

よび当教室の山眼が樹立したE2依存性ER陽性ヒト

乳癌細胞株YMB-134)と,対象として当教室の吉岡

が樹立したER陰性ヒト肺癌細胞株LK-2 (未発表)

である。いずれも, RPMト1640培地(GIBCO祉)

に10%(v!Ⅴ)ウシ胎児血清(FCS;Flow社)を加え,

培養器(37-C, 5%C02, 100%湿潤)内で培養した。

Ⅱ.試薬及び測定装置

本研究で用いた蛍光標識エストラジオールは,

17β-estradiol-6carboxymethyloxime-bovine serum

albumin-fluorescein isothiocyanate (FLUORO-

CEP�", Zeus社;以下E,-BSA-FITC)を使用した。

なおLot No.は一定としたo

競合的結合阻害試験(competitive binding test)に

用いた薬剤の内, 17かestradioト6carboxymethylox-

ime-bovine serum albumin (以下E2-6CM0-BSA)

はMakor社,タモキシフェン(tamoxifen citrate;

TAM)および四水酸化タモキシフェン(4hydrox-

y-tamoxifen;40H-TAM)はICIファーマ社,ジエ

チルスチルベストロール二リン酸(DES-DP)は香株

製薬より,それぞれ譲与された。VIP-エストラジオー

ル(17β'-E2),ジエチルスチルベストロール(DES),プ

ロゲステロン,テストステロンおよびヒドロコルチゾ

ンはSigma社のものを用いた。

トリプシン(0.25%)は半井化学,コラゲナーゼ

(type n),デオキシリボヌクレア-ゼI (DNase I),

ウシ血清アルブミン(bovine serum albumin;BSA)

は　Sigma社,ダルべッコのリン酸緩衝食塩水

(Dulbecco's PBS;pH7.4, 0.15M, Ca2　および

Mg2十free)は日水化学のものを用いたo

フローサイトメトリーはFACS-Analyzer (Becton

Dickinson社,水銀アークランプ使用)を,蛍光顕微

鏡はOPTIPHOT�"(M-35S;Nikon社)を用いた。

Ⅲ.研究方法

A.単離細胞浮遊液の作製方法

摘出後に冷生理的食塩水にて洗浄した乳癌組織は,

脂肪組織や壊死および出血部分を可及的に除去し,約

1mm3程度に細切した(Fig. 1)。細切した組織および

穿刺吸引材料を0.2%コラゲナーゼ(type n)十0.1%

トリプシン+0.02%デオキシリボヌクレーアゼIの

酵素処理液内で, 37-C, 30-60分間細胞分散を行った。

またFCM法に用いた各種細胞株はそれぞれ対数

増殖期の細胞を使用し,更に培地内のホルモンの影響
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Materials

L .
Disperse tells with 0.2% collagenase, 0ユ% trypsin and

O.02% DNase (37-C, 30-60min)

Wash with PBS

I

Filtrate with lOO^m nylon mesh

i

Fix cells with 70% ethanol (-20-C, 30min)

I

Wash with PBS

i

Divide into aliquots

I

Add PBS-2%　BSA

J

Incubate with E2-BSA-FITC (4-C, 2hr)

巨-ith or -ithout competitor)
Wash with PBS-0.2%　BSA

I

Filtrate with 50JJm nylon mesh

I

Supply to FACS-Analyzer (Mercury arc lamp)

Fig. 1. Brief procedure of FCM me也od

を除くために,本研究施行前日より無血清培地で培養

したO細胞分散法は,組織および穿刺吸引材料と同様

の酵素処理を行った。

酵素処理法により得られた単離細胞浮遊液は,

1500rpm, 10分間遠心し,上清を捨てその沈蔭を,

Dulbecco's PBSにて十分洗浄した。細胞固定まで時

間を要す場合には1mg/mlのトリプシンインヒビ

ターを加えた。

細胞膜の透過性を高めるためと　ER保存のため,

液体窒素およびディープ.フリーザーで急速凍結し,

使用前にすみやかに溶解した。細胞浮遊液はよく按拝

した衡100^mのナイロンメッシュで演過し, 70%

エタノールで-20-C, 30分間固定したo

B. FCM法の染色および測定方法

固定した単離細胞は再度Dulbecco's PBSで洗浄

後, 1×106cells/mlに調整し,各々3本の試験官(マ

イクロテストチューブーS�";日本商事)に200ul

ずつ分注した。次に同量のPBS-BSA (2%)を加えた

後,内2本には各実験に適する濃度に希釈したE2

-BSA-FITCを50^1ずつ加え,このうち1本には各

種競合的阻害剤をそれぞれ50ulずつ添加した。残り

の1本はそれぞれの自家蛍光を見るために, E2

HE

-BSA-FITC　および各阻害剤を両方とも加えなかっ

た。いずれも全量が1mlになるように　Dulbecco's

PBSにて調整し,時々捜拝しながら4-C, 2時間反

応させた。

反応後再度遠心洗浄し, 50/Jmのナイロンメッシ

ュで傭過して　FACS-Analyzer　で測定した。

FACS-Analyzer (水銀アークランプを使用)は,刺

定前に標準蛍光ラテックス粒子(Fluoresbrite�",

Polysciences社)により光軸を補正した(CVは5%

以下)。また蛍光粒子の位置が常に一定になるように

蛍光検出器のゲインを決めた。また赤血球や細胞破砕

物などの混入による測定結果への影響を避けるため

に,細胞の内部構造を反映する側方散乱光(90-散乱

光)および細胞の大きさを反映する前方散乱光(Oo散

乱光;即ちcell volume)によって陣痛細胞と考えら

れる龍城の設定(gated analysis)を行った31)。また臨

床症例では各細胞株で設定したgateの位置を参考と

ma

測定は各々10,000個の細胞を計測し,一次元ヒスト

グラムに表示した。ただしA.B.C.で穿刺吸引して

得られた細胞量が少ない場合には,可能な数だけ測定

した。主な計測値は平均蛍光強度(以下MFI)およ

び分散係数(以下　CV;%)とした。即ち　E2

-BSA-FITCのみでインキュベートした時の平均蛍光

強度をMFIF　それに競合的姐害剤を添加してインキ

ュべ-トした時の平均蛍光強度をMFIr　どちらも加

えなかった時の自家蛍光強度をMFI.とした。また

E2-BSA-FITC単独にインキュべ-トした時の平均

蛍光強度(MFIp)から自家蛍光強度(MFIA)を差し引

いた値をE2-BSA-FITCのERに対する真の全結合

を意味する平均蛍光強度(true total binding MFI;

MFIT)とし,競合的阻害剤を添加した時の平均蛍光

強度(MFIC)から自家蛍光強度(MFIJを差し引いた

値を非特異的結合を意味する平均蛍光強度(MFIN),

真の全結合を意味する平均蛍光強度(MFIT)から非特

異的結合を意味する平均蛍光強度(MFIN)を差し引い

た値を特異的結合を意味する平均蛍光強度(MFIs)と

した。その他の略号はTable lに示した計算式に基

づいて算出したが,それぞれの詳細については関連箇

所において適時説明を加えることとする。

C. FCM法の基礎的検討

1. E,-BSA-FITCのERに対する親和性の検討

E2-BSA-FITC　の親和性を検討するため, E2

-BSA-FITCのERに対する濃度依存性について検

討した。 E2-BSA-FITCの最終濃度を1×10-7Mか

ら1×10~9M　までの5段階となるよう　Dulbecco's
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Table 1. Abbreviations

Grossary

: Mean fluorescent intensity

: MFI incubated with E2-BSA-FITC only

: MFI incubated with E2-BSA-FITC plus each competitor

: MFI incubated without E2-BSA-FITC (autofluorescence)

MFIT-MFIF-MFIA; (true total binding MFI)

鞄- MFIC- MFIA ; (non-specific binding MFI)
些堕-MFIT-MFIN-MFIF-MFIc ; (specific binding MFI)

Inhibitor! rate (%)- (MFIs!MFIT) × 100

: fluorescent binding ratio

FBR - MFIT/MFIN

: Coefficient of variation

: %gated positive staining cells

Number of cells with fluorescent intensity

% gated greater than the cut off value * of MFIr

Total cell number of MFIF histogram
×100

Cut off value was defined as the 97.5% point value of fluorescent intensity m

MFIc histogram.

PBS (10%グリセロールおよび0.5mMのジチオス

ライトール含有)で希釈して使用した。また特異的結

合を調べるための対象には, E2-BSA-FITC各濃度

の100倍量のジエチルスチルベストロール二リン酸

(DES-DP)をそれぞれに添加した。

2. E2-BSA-FITCのERに対する特異性の検討

E,-BSA-FITCのERに対する特異性を検討する

た釧こ,競合的結合阻害試験(competitive binding

test)を行ったO即ちE2-BSA-FITCの濃度を一定

(1×10-8M)にし,各種の阻害剤を純エタノールによ

り1×10-*Mから1×10-9Mまでの6段階に希釈

(但し,エタノールの最終濃度は1%以下とし・水溶

性のDES-DPおよびE,-6CM0-BSAはDulbecco s

pBSにて希釈)して,インキュベーションの30分前

に添加したO

またE2-BSA-FITCの100倍量(1×10-fiM)の競

合的阻害剤それぞれの阻害率(inhibition rate)は,餐

光強度のヒストグラムから得られたMFI値より

Table l　の計算式に代入して求めた。即ち　E2

-BSA-FITC単独にインキュベートした時の平均蛍光

強度(MFIF)からDES-DPを添加した時の平均蛍光

強度(MFIc)を差し引いた値(MFIs)を, E2

-BSA-FITC単独の平均蛍光強度(MFIF)から自家蛍

光強度(MFIA)を差し引いた値(MFIT)で割って求め

た。

D. DCC法によるER測定

FCM法と比較検討したDCC法は,ほぼ確立した

測定法であるため,大塚アツセイ研究所に依頼したo

即ち術中摘出した0・5-1.0g以上の組織ブロックを液

体窒素で凍結し, 16a-125トestradiolを使ったラジオ

レセプター・アツセイにより,それぞれの細胞質分画

からScatchard分析を用いてERの最大結合部位数

(Bmax)および解離定数(Kd)を求めた。 DCC法によ

るERの陽陰性の判定のための基準値は,解離定数

(Kd)が1・9×10-9M以下で,最大結合部位数

(Bmax)が5.0fmol/mg蛋白以上を陽性とした。

E.統計学的検討

また各々の統計学的検定は, studentトtestおよび

y2-testにより行ったO

成　　　　績

I.細胞株を使った基礎的検討

A. E2-BSA FITCのERに対する親和性の検

m

E,-BSA-FITCのERに対する親和性を濃度依存

性から検討した。 ER陽性E2依存性のヒト乳癌細胞

株であるZR75-1を用いて　E,-BSA-FITCの各濃

度で反応させた時の結果を濃度依存性曲線として

Fig. 2に示したoなお競合的阻害剤として使った

DES-DPはE,-BSA-FITCの各100倍量を添加したo

E2-BSA-FITCのみでインキュべ-トした場合の

平均蛍光強度(MFIF)およびDES-DP添加時の平均
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Concentration of E2-BSA-FITC

Fig. 2. Dose response curve for the binding

of E2-BSA-FITC to ZR75-1 cells. MFIC was

determined with E?-BSA-FITC plus DES-DP

at 100-fold concentration as a competitor.

Specific binding (MFIS) was calculated as MFIF

minus MFIr

蛍光強度(MFIc)は　E2-BSA-FITC濃度が高くなる

とともに増大した。一方E2-BSA-FITC単独の平均

蛍光強度(MFIp)からDES-DP添加時の平均蛍光強

皮(MFIc)を差し引いた値は, E2-BSA-FITCのER

に対する特異的結合(specific binding)を示す平均蛍

光強度(MFIg)であるが,この特異的結合を意味する

平均蛍光強度(MFIs)は, E2-BSA-FITCの濃度が

1×10-9Mから1×10-8Mまでは急激に増加し,以

降はわずかしか増加しなかった。

一方ER陰性のヒト肺癌細胞株であるLK-2の濃

度依存性曲線はFig. 3の如くE,-BSA-FITC単独の

平均蛍光強度(MFIF)もDES-DP添加時の平均蛍光

強度(MFIC)もその上剤まごく軽度で,しかも両者の

差は非常に小さかった。従って,特異的結合を意味す

る平均蛍光強度(MFIs)の上昇率もごくわずかで,明

らかなど-クは見られなかった。

即ちE2-BSA-FITCのERに対する特異的結合を

示す平均蛍光強度(MFIs)は, 1×10-9Mから1×

10-8Mの濃度において,濃度に依存して上昇を示す

ことが判った。以上のことより, ERに対する親和性

を考慮したE2-BSA-FITCの最小濃度は, 1×10-8

Mが適当であることがわかった。

B. E2-BSA-FITCのERに対する特異性の検

討

ER陽性E2依存性の細胞株ZR75-1および

YMB-1を用いて, E2-BSA-FITCのERに対する

特異性を検討するために各阻害剤による競合的結合阻

害試験を行った。各阻害剤は反応開始前30分間加えた。
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Fig. 3. Dose response curve for the binding

of E2-BSA-FITC to LK-2 cells (ER-negative).

See Fig. 2 legend for details.

Concentration of DES-DP (M)

Fig. 4. Results for competitive binding test:

ZR75-1 cells were incubated with 1 x 10-8 M

E2-BSA-FITC plus varying concentrations of

DES-DP. Bars represent are standard devia-

tion from the mean.

Fig. 4　に,細胞株　ZR75-1を用いて　E2

-BSA-FITC　の1×10-8M　に対`し各濃度の

DES-DPを加えた時の競合的結合阻害試験の結果を

グラフに示した　90%以上の阻害を認めるDES-DP

の最小濃度はE2-BSA-FITCの100倍量に当たる1×

lCMMであった。

ER陽性の乳癌細胞株ZR75-1およびYMB-1を

用いた時の各種阻害剤における競合的結合阻害試験の

結果をまとめたものが　Table　2　である。E2

-BSA-FITCのERに対する特異的結合を阻害する
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Table 2. Summary of competitive binding test using

ZR75-1 cells and YMB-1 cells with E2-BSA-FITC plus a

competitor at 100-fold concentration

Competitors Inhibition rate (%)

Estrogen analogues

17β-estradiol (17β-E2)

E2-6CM0-BSA

Tamoxifen citrate (TAM)

Diethylstilbestrol (DE S)

81.3± 3.1
89.4± 6.4

80.8Hヒ7.2

88.0士2.9

DES-diphosphate (DES-DP)　　　　　90. 3± 2. 4

4-hydroxy tamoxifen (40H-TAM)　　89- 2± 4. 9

Non-estrogen analogues

Proge sterone

Testosterone

Hyd rocortisone

37. 2-±20. 3

15.8±11.4

7.9± 5.3

: Inhibition rate(%) -
MFIF - MFIc

MFIF- MFIA

Values represent Mean士SD

各種阻害剤のそれぞれの阻害率(inhibition rate)は,

真の全結合を意味する平均蛍光強度(MFIT)に対する

特異的結合を示す平均蛍光強度(MFIs)の割合

{(MFIS÷MFIT)×100}　とした。各阻害剤の阻害率を

比較すると, 17l-E2, TAM, DES　をはじめとしたエ

ストロゲン斉E),抗エストロゲン剤または合成エストロ

ゲン剤では,80-90%程度の阻害を認めるのに対して,

プロゲステロン,テストステロン,ヒドロコルチゾン

では軽度の阻害効果しか認めなかった。これらの結果

から, FCM法によって検出される　E2-BSA-FITC

の結合がER　を介する特異性の高い結合である事が

わかった。

そこで以後の　FCM法の検討には1×10~BMの

E,-BSA-FITC　を,また競合的阻害剤としてはE2

-BSA-FITC　の100倍量に相当する1×10-6M　の

DES-DP　を使用することにした。

C.各細胞株のPCM法による測定結果

Phot0. 1に細胞株ZR75-1の単離細胞浮遊液を用

いた蛍光像を示した　E2-BSA-FITCの濃度は1×

10-8Mで,細胞質内を中心に明らかな蛍光頼粒を認

める。

Fig.5からFig.7は,各細胞株に1×10~8Mの

E2-BSA-FITC　を加えた時と,更に競合的阻害剤で

ある　DES-DP　を1×l0-6M加えた時のFCMパ

ターン(対数表示)を示す　Fig. 5　は乳癌細胞株

ZR75-1 (DCC法によるER値は37.Ofmol/mg蛋

×100

Photo. 1. Fluoromicroscopic photograph of

mono-dispersed ZR75-1 cells treated with 1 x

lO-8 M E,-BSA-FITC (640×)

白)のgated analysisおよび蛍光強度のヒストグラ

ムである。それぞれの平均蛍光強度(MFI)を検討し

てみると, E2-BSA-FITC単独でインキュべ-トし

た時の平均蛍光強度(MFIF)は298.5,それに

DES-DPを加えてインキュべ-トした時の平均蛍光

強度(MFIc)は46. 8,自家蛍光(autofluorescence)即

ちEa-BSA-FITCおよびDES-DP共に加えなかっ

た時の平均蛍光強度(MFIA)は9.8であらた。分散係

敬(CV)は48.8%であった　Fig. 6は乳癌細胞株

YMB-1 (ER;5.9fmol/mg蛋白)における同様の検

討である。 MFIF, MFIc, MFIAおよびCVは,それ

ぞれ99.1, 22.6, 5.9および54.4%であった。一方
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Fig. 5. (A) Gated analysis; ZR75-1 cells

(ER-positive) were gated by cell volume

(forward scatter) and side (90-) scatter.

(B) Fluorescent intensity histogram; The

cells gated in (A) were analyzed after in-

cubation either with E,-BSA-FITC only

(MFIF;-), with E2-BSA-FITC plus

DES-DP at a 100-fold concentration (MFIc ;・・・)

or without E2-BSA-FITC (MFIA一一一).

MFIF　298.5; MFIc　46.8; MFL　9.8;

CV 48.8%.

DCC法でER陰性の肺癌細胞株LK-2(ERは1.0

fmol/mg蛋白以下)ではそれぞれ30.4, 20.6, 6.7お

よび50.4%であった(Fig. 7)。特にE,-BSA-FITC

単独の平均蛍光強度(MFIp)は, ER陽性細胞株の

ZR75-1で298.5およびYMB-1で99.1とER(-)秩

のLK-2　の30.4より明らかに高く,またDES-DP

による阻害の程度(MFIp⇒MFIc)もZR75-1および

YMB-1で明らかに大きかった。

Ⅱ.乳癌組織材料を用いたFCM法の臨床的検討

臨床症例におけるFCM法の結果について, DCC
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Fig, 6. Gated analysis (A) and fluores-

cent intensity histogram (B) of YMB-1 cellg

(ER-positive).

MFIF　99.1; MFIC　22.6;MFIA　5.9;

CV 54.4%

法と対比して検討した。

A. DCC法のER結果とFCMパターンの比較

Fig.8および9に, ER(+)およびER(-)症例

のgated analysisと蛍光強度のヒストグラムを示し

た　Fig. 8は39才女性でDCC法によって測定した

ER (Bmax)値は80.8fmol/mg蛋白であった。 E2

-BSA-FITC単独にインキュべ-トした時の平均蛍光

強度(MFIp), DES-DP　を加えた時の平均蛍光強度

(MFIc),自家蛍光強度(MFIa)および分散係数(CV)

はそれぞれ260.3, 74.4, 9.8および128.1%であった。

Fig. 9は55才女性でER値は1.2fmol/mg蛋白であ

った。 MFIF, MFIc, MFIAおよびCVはそれぞれ

25.9, 19.8, 8.1および91,1%であり, ER(+)例で

いずれも高値を示したが,特にE2-BSA-FITC単独

の平均蛍光強度(MFIF)とDES-DPを加えた時の平

均蛍光強度(MFIC)の差はER(+)例で明らかに大
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Fig. 8. Gated analysis (A) and fluores-

cent intensity histogram (B) of ER(+)

breast cancer cells from biopsied material.

Note the high MFIF and its strong reduc-

tion with DES-DP (MFIc). CV value is

larger than that observed in cell lines.

MFIF　260.3; MFIC　74.4; MFIA　9.8;

CV 128.1%

Table 3. Biopsied material; Comparison of results obtained by FCM method between

ER positive and negative groups classified by DCC method.

Values represent mean±standard deviation.

ER status FCM method

(DCC method)　　　　MFIT*　　　FBR*　　　CV (%)*　　　%gated*

ER(-)　10　　90.5± 31.5　1.4±0.3　104.3±64. 1　25.0±21.3

ER(+)　15　　201. 5±149. 2　　2.9±1. 4　122. 5±54.0　　53. 3±24-4

Significance p<0.05　　　p<0.01　　　N. S.　　　p<0.01

: : For abbreviations, see Table 1.

103
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Fig. 9. Gated analysis (A) and fluores-

cent intensity histogram (B) of ER(-)

breast cancer cells from biopsied material.

Note the low MFIF and little reduction with

DES-DP (MFIC).

MFIF　25.9; MFIc 19.8; MFIA　8.1;

CV 91.1%

113

きかった。一方分散係数(CV)は,前述の各細胞株と

比較してかなり高かった。これは主として細胞株が形

態的に均一(homogeneous)な細胞であるのに対して,

臨床例から得られた乳癌組織材料では色々と形状の異

なる細胞が混在していることによるものと思われる。

B. DCC法によるER判定結果と　FCM法によ

る各種測定値の比較

現在までに乳癌組織材料を用いて　FCM法を施行

した症例は, 1例の再発乳癌を含む25例である。

DCC法によるER(+)群15例とER(-)群10例につ

いて　FCM　法で測定した各パラメーターの結果を

Table 3に示した。ここで,Table 3に示したパラメー

ターの内, FBRと%gatedについて説明してみる。

蛍光結合比(FBR) : E,-BSA-FITC単独の平均蛍光

強度(MFIF)と,競合的阻害剤であるDES-DPを加

えた時の平均蛍光強度(MFIC)のそれぞれから自家蛍

光強度(MFIa)を引いた値の比,即ちE,-BSA-FITC

の　ER　に対する真の全結合を示す平均蛍光強度

(MFIt)と非特異的結合を示す平均蛍光強度(MFIN)

の割合(MFIT/MFIN)を蛍光結合比(fluorescent bin-

dmg ratio;FBR)とした。

染色陽性細胞率:%gated) :また各症例の自家蛍光

強度(MFIA)および非特異的結合を示す平均蛍光強度

(MFIN)を排除して特異的に蛍光を発する癌細胞の出

現率を算出するために,まず競合的阻害剤DES-DP

を加えた時の平均蛍光強度(MFIc)のヒストグラムよ

り　97.5%　点を基準値として測定した。次に　E2

-BSA-FITC単独にインキュベ-トした時の平均蛍光

強度(MFIF)において,基準値以上の蛍光強度を示す

細胞を蛍光強度ヒストグラム上でマーカーを設定する

Table 4. Coincidence between MFITa) obtained by FCM

method and ER status using DCC me也od

ER status

(DCC method)

MFIT value

<153.5　　　　　≧153.5

ER(-)　　10

ER(+　　　　15

#7

　

2

3 (3/10)b

13* (13/15)'

a ) :For abbreviations, see Table 1.

* :Coincidence is 80% (20/25).

b - c :Significant difference between b and c

(p<0.05;y2-6.08)
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Table　5. Coincidence between FBRa) obtained FCM

method and ER status using DCC method

ER status FBR value

(DCC method)　　　　　<2. 0　　　≧2. 0

ER(-)　10　　　10*　　　　　0　(0!10)l

ER(+)　15　　　　3　　　　12** (12/15)'

a ) :For abbreviations, see Table 1.

** :Coincidence is 88% (22/25).

b - c Significant difference between b and c

(p<0.01 ;x2-12.35)
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Fig. 10. Relationship between ER content

using DCC method and %gated positive stain-

ing cells using FCM methpd.
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Fig. ll. Relationship between log ER con-

tent using DCC method and log FBR using

FCM method.

事によって自動的に求め,これをFCM法における

特異的な染色陽性細胞率(%gated positive staining

cells;%gated)とした。

Table3で示すように, ER(+)群ではER(-)秤

と比べ全結合の平均蛍光強度(MFIT),蛍光結合比

(FBR)および染色陽性細胞率(%gated)は共に高く,

特にMFITで5% FBRおよび%gatedでは1%

以下の危険率で有意の差を認めた。しかし分散係数

(Cv)はER(+)群とER(-)群問で有意差を認めな

かった。

C. FCM法とDCC法との一致率の検討

次にFCM法により　ER陽陰性判定を行う基準値

を決めた。即ちTable 3より其の全結合を示す平均

蛍光強度(MFIT)および蛍光結合比(FBR)それぞれ

についてER(-)群のmean+2SD　を求め　MFIt

では153.5およびFBRでは2.0をそれぞれのER陽

陰性判定に対する基準値とした　Table 4および5

に示す如くDCC法とFCM法の一致率は　MFItで

80% (20/25, p<0.05), FBRで88% (22/25, p<

0.01)と良好であった。よってFCM法のMFItおよ

びFBRを測定するだけでも, DCC法によるER陽

陰性の判定をある程度推定可能であることがわかった。

D. FCM法とDCC法の相関性の検討

1. %gatedとDCC法のER値

FCM　法において定義した染色陽性細胞率

(%gated)とDCC法のER値との相関性について検

討したのがFig. 10である。しかしDCC法のER

値とFCM法の染色陽性細胞率には相関を認めなか

as

2. FBRとDCC法のER値

次にDCC法のER値を推定するために蛍光結合

比(FBR)の対数値を求めた　Log.FBRは,

Log. FBR-Log. (MFIT/MFIN)

-Log. MFIx-Log. MFIN
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Fig. 12. FCM-gated analysis (A) and

fluorescent intensity histogram (B) for

aspirated cell material (ER-positive).

MFIF　213.1; MFIC　29.8; MFIA　4.4;

CV 148.4%

であり,特異的結合の程度をある程度反映していると

考えられる。蛍光結合比(FBR)の対数値と　DCC法

ERの対数値をそれぞれの症例について求めた結果が

Fig. 11である。ただしDCC法によるER値が1.0

fmol/mg蛋白以下の場合には1.0 fmol/mg蛋白とお

いた。 Log.FBRは, DCC法のERの対数値と非常

に艮い相関が得られた(p<0.001)。この結果はFCM

法により得られたデータから　DCC法のER値を十

分に推定し得る可能性がある事を示唆する。

Ⅲ.穿刺吸引材料を用いたFCM法

A. ER陽陰性別のFCMパターン

Fig. 12にDCC法により　ER(+)症例, Fig. 13

にER(-)症例のgated analysisと蛍光強度のヒス

トグラムを示した　ER(+)例の　E。-BSA-FITC単

独でインキュベ-トした場合の平均蛍光強度(MFIF),

それにDES-DP　を加えてインキュべ-トした時の平
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Fig. 13. FCM-gated analysis (A) and

fluorescent intensity histogram (B) for

aspirated cell material (ER-negative).

MFIF　90.2; MFIc　54.0; MFIA　6.2;

CV 160.3%

均蛍光強度(MFIc),自家蛍光強度(MFIA)および分

散係数(CV)は, 213.1, 29.8, 4.4および148.4%で

あり, ER(-)例ではそれぞれ90.2, 54.0, 6.2およ

び160.3%であった。やはり, ER(+)例で明らかに

E2-BSA-FITC単独にインキュベ-トした時の平均

蛍光強度(MFIF)が高く, DES-DPの阻害率も大き

くなっている。

B. DCC法ER判定結果とFCM法の各種測定

値

これまで測定し得たA.B.C.症例は, 12例と少な

いが, DCC法によるER陽性および陰性両群におけ

るE,-BSA-FITCのERに対する真の全結合を意味

する平均蛍光強度(MFIT),蛍光結合比(FBR),分散係

敬(CV)およびFCM法の染色陽性細胞率(%gated)

の結果をTable 6に示した。真の全結合を示す平均

蛍光強度(MFIT)および分散係数(CV)では共に有意
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Table 6. Aspirated material; Comparison of results obtained by FCM method bet-

ween ER positive and negative groups classified by DCC method.

Values represent mean±standard deviation.

ER status

(DCC method)

FCM method

MFIT*　　　　FBR*　　　　CV (%)*　　　%gated*

ER(-　　　　　　101.6± 74. 5　　1.4±0.2　　148.8±79. 2　10. 1±12.5

ER(+)　　　6　195. 1±117.8　　3. 3±1.　　143.5±84. 1　　　±33. 2

Significance N. S.　　　p<0.05　　　　N. S.　　　p<0.05

; For abbreviations, see Table 1.

差を認めないが, FBRおよび%gatedはER(+)群

で有意に高かった(p<0.05)。現在のところ　gated

analysis　により測定可能な細胞の数は平均1,520

cells (846-3,769 cells)と少なく, FCM法により

DCC法のER値を推定するためには更に改良が必要

であろう。

以上の基礎的および臨床的検討の結果から, FCM

法において使用したE2-BSA-FITCはERに対して

ほぼ特異的に結合し,癌細胞内のERの検討に使用

することが妥当であることが明らかとなった。また

FCM法において測定した各パラメーターの内, E2

-BSA-FITC　単独に反応させた時の平均蛍光強度

(MFIr)と競合的阻害剤である　DES-DP　を添加した

時の平均蛍光強度(MFIC)からそれぞれ自家蛍光強度

を差し引いて求めた比,即ちMFIT/MFIN　を蛍光結

合比(FBR)としたが,このFBRの対数値はDCC

法のERの対数値と良く相関し(p<0.001), FCM法

による　DCC法のER値を推定でき得る可能性が示

唆された。

考　　　　　案

乳癌症例のエストロゲン受容体(ER)陽性率は約55

-65%との報告が多く16,24)特に閉経後の症例や,分

化型の乳癌に高率と言われている11,20)

これまでERの測定は,デキストラン・チャコー

ル吸着法(DCC法)を中心としたラジオレセプター

・アツセイが主流であったが,これらの測定法による

ER陽性例中,実際に内分泌療法が有効であったのは

50-60%程度,全乳癌症例では30-40%の有効率

ll,24)で期待されたほどには高くない。

一方,組織細胞化学的にER　を確認したり,測定

したいくつかの報告9,14,23,27)もある。例えばPert-

schuk　ら27)は,染色陽性率と蛍光強度及び細胞密度

を測定して半定量的にERの測定を試みた。しかし

そのような判定の多くは主観的要素が多く,著者が第

1編で述べたようにER測定と最も関係が深いと思

われる蛍光強度を客観的に判定することは難しい。ま

た実際に蛍光顕微鏡を用いて染色陽性率の判定を行う

場合,そのボーダーラインで難渋する事が多い17)の

も事実である。その原因として,組織切片の厚さや用

いた試薬の同一切片当たりの濃度を一定にする事が難

しいことが考えられ,各々の症例を比較検討する場合,

測定誤差が大きくならざるを得ない21)組織細胞化学

的なER測定法の有用性に関しては,今後治療効果

との関係などから,更に十分の検討が必要と思われる。

そこで著者は,細胞レベルでしかも同一条件下に

ER　を測定する目的で,フローサイトメトリー

(FCM)を応用したERの測定法(FCM法)を試み

たD

FCMを使ったER測定の試み2,15,26,32)は,現在ま

でごくわずかしかない1984年にOxenhandler　ら26)

は, 1-(Nトfluoresceinyl estrone thiosemicarbazone

(17-FE)を用いてER陽性のMCF-7'サおよびER

陰性のMDA-23110'ヒト乳癌細胞株の基礎的検討を

行った。彼らは,散乱光および蛍光強度ヒストグラム

から細胞一個当たりの平均蛍光強度(MFI)をコンピ

ューターを使って計算し, 17-FEが高親和性のER

に結合すると報告した。しかし彼らの求めたMFIは

自家蛍光をほとんど考慮しておらず,また37-C　の

高温で反応を行っているなど問題点も多い　Van

ら32)は　N'-fluoresceino-N'-(17β-estradiol)-hemi-

succinamide thiourea (E17-F工TC)を使った。やはり

37-C, 2時間という高温での反応であり, ERが長時

間の高温で不活化される28)事を考えれば,彼らの使

用した反応条件は必ずしも妥当とは言えない,1985年,

Benz　ら2)は,著者と同様　E,-BSA-FITC　を使っ

て, E2依存性ER陽性のヒト乳癌細胞株MCF-7お

よび47-DN30'のタモキシフェン投与によるDES反

応性について検討した。反応条件は4-C, 2時間であ

るが自家蛍光をほとんど考慮していない点が問題であ
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ろう。

著者はフローサイトメトリーをERの測定に応用

するためには,この各細胞の持つ自家蛍光を考慮した

方がよいと考えた。自家蛍光は,細胞を構成している

蛋白質やアミノ酸などが適当な励起波長により発する

細胞内の自然蛍光1,31)であるため,細胞差によりその

蛍光強度が異なる1)と言われている。従って　E2

-BSA-FITC単独のインキュベーションによる平均蛍

光強度(MFIF)も自家蛍光の強さを加味したものであ

り, E,-BSA-FITCのERに対する真の全結合を示

す平均蛍光強度(MFIT)は自家蛍光,即ちMFIA　を

差し引いて考えるべきと思われる。

次にFCMを使用するた桝こは, ERを損なわずに

単離細胞浮遊液を作製する必要があり,高分子のE2

-BSA-FITC8'により染色するた捌こは, ERが細胞

質内又は核内にあるために膜の透過性(permiability)

を高める操作が必要である2,4)。著者転, 0.2%コラゲ

ナーゼn, 0.1%トリプシン, 0.02%デオキシリボヌ

クレア-ゼIの混合酵素処理液で細胞分散を行い,負

速凍結融解を行ったoそれはコラゲナーゼ併用により

トリプシン濃度を減らす目的と,トリプシン処理によ

って生じる粘液様物質をデオキシリボヌクレアーゼ併

用によって取り除き18)しかも長時間の反応によって

起こる　ERの不活化を防ぐためである。著者はこれ

ら3億の酵素を併用する事により, 30-60分という比

較的短時間に細胞分散を行うことができた。しかも予

備実験においては,この酵素処理混合液で処理した組

織のDCC法によるER値(BmaxおよびKd)と,

無処理の組織のDCC法によるER値はほとんど変

わらなかった。

膜の透過性は急速凍結融解で十分目的は達せられ

た。また本測定法の平均蛍光強度(MFI)および分散

係数(CV)の測定誤差が10%以下であり再現性も認め

IS

ヒト乳癌細胞株であるZR75-16'およびYMB-134'

と,ヒト肺癌細胞株である　LK-2　を用いた基礎的実

験で, FCMのヒストグラムより測定した平均蛍光強

度(MFI)を指標にして, E2-BSA-FITCのERに対

する親和性や特異性を客観的に評価する事が可能とな

ったo　即ち, ER陽性のZR75-1およびYMB-1細

胞では　E,-BSA-FITCのERに対する特異的結合

を示す平均蛍光強度(MFIs)が1×10-9Mから1×

10-8M　の間で濃度に依存して急激に上昇したが,

LK-2細胞では濃度依存性を認めずMFLが低値の

ままであった。また競合的結合阻害試験では,エスト

ロゲン類似の17β-E,, E,-6CM0-BSA, TAM,
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40H-TAM, DES　および　DES-DP　では, E2

-BSA-FITCの100倍量を添加することにより80-90

%の阻害効果を認めたのに対して,プロゲステロン,

テストステロンおよびヒドロコルチゾンではその阻害

効果は低かった。これらの結果は他の報告とほぼ一致

するものであった5,28)。以上E。-BSA-FITCの　ER

に対する親和性および特異性の検討により, E2

-BSA-FITCのERに対する結合がほぼ特異的な結

合であり,その親和性の成績から　E2-BSA-FITCは

1×l0-8M　の濃度でインキュベートするのが良いこ

とがわかった。

以後の検討で競合的阻害剤としてDES-DPを使用

した理由22,29)は, DES-DP　およびE,-6CM0-BSA

が水溶性であるのに対して,それ以外の阻害剤がェタ

ノールなどの有機溶剤に溶解して使用するため,処理

段階で酸化されその活性が損なわれる危険性があ

る29)ためであるQ.またDES-DPは水に溶けると速

やかに加水分解されて　DES　に変換する22)が,変換

したDESはERに対して特異的であり他のステロ

イド結合性蛋白(SHBG等)には結合しないという

利点がある。よって本研究にはDES-DPが最も適し

たものと考えられた。

FCM法を乳癌症例に応用して検討した報告は,普

者の調べた限りではまだない。 25例の乳癌組織より作

製した単離細胞浮遊液を用いて　FCM法で検討した

が, E2-BSA-FITCのERに対する真の全結合を示

す平均蛍光強度(MFIT),特異的結合を反映した蛍光

結合此(FBR)およびDES-DP添加時の平均蛍光強

度(MFIc)から基準値を決め,特異的蛍光強度を有す

る癌細胞の割合をコンピューターにて得た染色陽性細

胞率(%gated)は, DCC法によるERの陽陰性結果

と非常によく一致した。即ち自家蛍光の影響をできる

だけ排除すべく考案したMFIT, FBRおよび%gated

は, ER(-)群と比べて　ER(+)群で有意に高値を

示した。特にMFIT　とFBRのER陽陰性判定の基

準値をそれぞれ153,5と2.0として　ER陽陰性を判定

すると, DCC法のER陽陰性結果との一致率が両者

共に80%以上と良好であった。

一方分散係数(CV)札　DCC法によるERの陽陰

性結果とは全く無関係であった。

乳癌組織より作製した単離細胞浮遊液を用いて

FCM法測定値とDCC法ER値との相関を検討して

みた　DES-DP添加時の平均蛍光強度(MFIC)より

基準値(97.5%点)を決め, E2-BSA-FITC単独の平

均蛍光強度(MFIF)から測定した染色陽性細胞率

(%gated)を,各癌組織内でE2-BSA-FITCと特異的
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に結合を示すER陽性癌細胞の出現率を示す値と考

えたが, DCC法のER値とは有意の相関を認めなか

7sm

一方蛍光結合比(FBR)の対数値は, DCC法による

ERの対数値と有意の相関を認めた(p<0.001)。この

事は, E2-BSA-FITCの特異的結合を反映するLog.

FBR　を計測する事により, DCC法による　ER値の

予測が可能である事を示している。

穿刺吸引細胞診(A.B.C.)を応用したFCM法は,

少量の検体で容易に測定できるため大いに期待される

が,現在までこれに関する研究報告はされていない。

著者は穿刺吸引材料を用いたFCMによるER測定

をこれまで12症例について検討したが,蛍光結合比

(FBR)および染色陽性細胞率(%gated)はDCC法

ER陽性群がDCC法ER陰性群に比べて有意に高

く,穿刺吸引材料を使ったFCM法によるERの陽

陰性の判定が可能と思われた。ただ問題点としては組

織材料と比べて測定可能な細胞量が少ないので,測定

誤差が大きくなる危険性があることであろう。従って,

FCM法を用い穿刺吸引材料からER値を測定するた

めにはA.B.C.法そのものを工夫するか,或いは少

量の検体だけでも測定できる方法を開発する必要があ

ろう。

以上著者の検討した　FCM　法で使用した　E2

-BSA-FITCはERに対してほぼ特異的で,測定し

て得た各平均蛍光強度(MFI),蛍光結合比(FBR)お

よび染色陽性細胞率(%gated)により細胞レベルで

ER値を測定することが可能であることが示唆された。

FCMの乳癌-の応用は,他の研究者では主として

その細胞動態(cell kinetics)についての検討19,25,33)が

行われているが, ERとDNAとの二重染色により更

にER測定精度が増すものと考えられる。また肝臓

癌その他ホルモン-.レセプターの関与7)が指摘されて

いる腫癖のA.B.C.を使ったER測定も可能であ

り,本法は今後非常に有用な手段となり得ると考える。

〔本論文の要旨の一部は,第45回日本癌学会総会

(1986年10月札幌市)において発表した。〕
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片岡:フローサイトメトリーを用いたエストロゲン受容体測定

Fluorocytochemical Assay of Estrogen Receptors

in Breast Cancer Cells

Part II. Measurement of estrogen receptors

using flow cytometry
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(Director: Prof. Kiyohiko DOHI)

Detection of estrogen receptors (ER) was performed for human cancer cell lines and clinical materials us-

ing flow cytometry (FCM method). The results showed that: 1) Mean fluorescent intensity (MFI) indicating

specific binding of fluorescence-conjugated estrogen (E2-BSA-FITC) increseased in a dose dependent manner

at the range of 10-9 to 10-8 M in ER positive cell line ZR75-1 while no such dependency was seen for a ER

negative cell lme LK-2. 2) Competitive inhibition of E。-BSA-FITC was observed for antiestrogen and

estrogenic drugs but not for other steroids, supporting the specific binding of E2-BSA-FITC to ER. 3) True

total binding (including specific as well as non-specific binding; MFIT) was significantly higher in ER positive

group than in ER negative group (p < 0.05) determined by dextran-coated charcoal method (DCC method). Us-

mg a cut off value from ER negative group (mean MFIT plus 2SD), the coincidence of ER status between

MFIT and DCC method was 80% (20/25). 4) MFI excluding autofluorescence was examined after incubation

with and without an estrogen analogue; DES-DP. The ratio (fluorescent binding ratio; FBR) was found to be

significantly higher in ER positive group than in ER negative group (p<0.01). Using a cut off value from the

latter group (mean FBR plus 2SD), the coincidence of ER status between FBR and DCC method was 88%

(22/25). In order to evaluate ER level quantitatively by the present FCM method, log ER content by DCC

method was plotted against log FBR, the latter represents the difference-in MFI excluding auto fluorescence

with and without DES-DP. The correlation was found to be highly significant (p<0.001). 5) If enough cell

numbers were available, the aspirated materials could also be used for determination of ER status by FCM

method.
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