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抄 録
1970年代から1990年代にかけて，顕微測光法，とりわけ顕微蛍光測光法が京都府立医科大学とその

同門によって精力的に推進された．対象を腫瘍に限って言えば，京都府立医科大学において，目指す方
向の異なる二つの顕微蛍光測光の流れがあった．一つは，腫瘍細胞のDNA量と数値化された核形態の
二つのパラメータを同時に測定して癌の診断に役立てようという，診断学としての流れである．もう一
つは，腫瘍細胞の核DNA量の変化と組織内分布から，初期癌から末期癌に至るまでの腫瘍のクローン
進化と多様性の獲得過程を明らかにし，予後との関連を追及しようという腫瘍生物学としての流れであ
る．これは，多様性の獲得こそが転移と再発の可能性を押し上げている元凶であるから，腫瘍が多様に
なる前に対処すれば良いという推論にもつながる．これら二つの流れを追うとともに，そこで得られた
知見が，病理診断という実地の領域でどのように生かされてきたか，また，現在の最先端の研究とどの
ように絡み合っているかを概観する．
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Abstract

Microphotometry,particularlyfluorescencemicrophotometryorcytofluorometrywasinvestigated
vigorouslyandcarriedoutonvariouscellsandtissuesinKyotoPrefecturalUniversityofMedicine

（KPUM）anditsfellowinstitutionsfromthe1970sthroughthe1990s.Inthecytofluorometricresearch
ofhumantumors,thereweretwodirectionsaimingatdifferentgoalsinKPUM.Onegoalwasdiagnostic
pathology,inwhichDNAcontentanddigitizednuclearshapeoftumorcellsweresimultaneouslyanalyzed
tohelpmakecancerdiagnosis.Anothergoalwastumorbiology,inwhichDNAploidyinconjunctionwith
itsregionaldifferencewasinvestigatedintumorsofvariousstagestofigureoutclonalevolution,acquiring
processofintratumorheterogeneity,anditsrelevancetotheprognosisofcancerpatients.Bylooking
backatachievementofbothdirections,itisdemonstratedthatcytometricfindingsandknowledgesare
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顕微測光法（microphotometry,microspectropho-
tometry）は細胞測光法（cytophotometry）とも呼ばれ，
測光法の違いによって顕微吸光測光法（absorbance
cytometry）と顕微蛍光測光法（fluorescencecytometry,
cytofluorometry）に分けられる．近年主流となった大量
の細胞を高速に測定するフローサイトメトリー（flow
cytometry）に対して，細胞を1個1個確認しながら
測定する従来の顕微測光法をイメージサイトメトリー
（imagecytometry）と呼ぶこともある．

顕微測光の歴史

生物試料から目的とする物質を抽出・精製した後に
定量する方法は，生化学や分子生物学で広く行われて
いる．
他方，組織学・細胞生物学分野では，組織内あるい

は細胞内に存在している状態を保持しながら，目的物
質の定量を行いたいという欲求は古くからあった．
その背景のもとに，染色体分染法の発明１）でも知られ
るCasperssonが創案したのが，紫外線の吸収度に基
づいて細胞核DNA量を測定するという，紫外線吸光
顕微測光法である２）．しかし，紫外線は組織細胞内に
おける光散乱が顕著で，特異性にも乏しかった．その
ため，可視光域に吸収波長を持ち，DNAと特異的に結
合する物質で染色した後，その吸光度を測定するとい
う方法に取って代わった．それが，塩酸加水分解に
よって脱プリン化したDNA塩基に，シッフ試薬の主
成分であるパラローズアニリン（pararosaniline）等の
色素分子を共有結合で特異的に結合させるFeulgen染
色である３）４）．Feulgen染色が導入された当初，Feulgen
反応の特異性や定量性の有無について，しばらく議論
が続いたが，Feulgen染色－細胞核DNAに定量性あり
との最終結論に至った５‐８）．このあたりの事情につい
ては，手越論文に詳しく記載されている９）．顕微吸光
測光法が医学・生物学分野に導入された黎明期は，装
置・機器は一部屋を占領するような，かなり大がかり
なものであった１０）．顕微測光法が出現して以降，測定
誤差の問題を解決するための理論的研究と様々な誤
差回避・軽減法の考案や開発，装置の改良や小型化が
継続的になされてきた３）４）１０‐１２）．
短期間ではあったが，可視光による顕微吸光測光装

置を使用した筆者の経験では，細胞核1個のDNA量

を測定するのに十数分から数十分かかったため，1検
体の測定に一日費やしても，せいぜい数100個の細胞
しか測定できなかった．筆者が顕微測光を始めた時
は，すでに蛍光による顕微測光法の時代になっていた
が，それと比べて，たいそう効率の悪い作業という印
象を持った．
蛍光による顕微測光法（顕微蛍光測光法）は，イタ

リアのPrennaらによって創始され１３），次いで，落射式
励起システム（落射式顕微蛍光測光装置）の開発１４‐１６），
蛍光測光に適した色素の発見１７‐２２），染色条件の検討・改
良１１），自家蛍光や非特異蛍光の軽減法の開発１２）２３‐２５），蛍
光減衰防止法の発見２１）２６） 等が相まって，顕微蛍光測
光法が普及して行った（図1A,B）．
中でも，蛍光顕微鏡の価値を一気に高めたのは，ダ

イクロイックミラーの登場である（図1C）１５）１６）．それ
まで，蛍光顕微鏡は透過式照明の蛍光顕微鏡であり，
光路上に様々なフィルターを挿入し，目的とする蛍光
以外の光をカットしようと試みても，背景はぼんやり
と明るく，定量に適した装置ではなかった．ところ
が，ダイクロイックミラーの登場によって，蛍光顕微
鏡は透過式照明から落射式照明に変貌した．現在，当
たり前の様に見ている蛍光像，すなわち，暗い背景に
目的物がくっきりと浮かび上がる像は，落射式蛍光顕
微鏡によって可能になったのである．落射式蛍光顕
微鏡が一挙に主流となり，透過式照明の蛍光顕微鏡は
廃れてしまった．
顕微測光法の歴史は測定精度向上の歴史でもある

（図1D,E,F）．測光機器の開発・改良と測光に適した
標本作製法の考案ならびに改良が，車の両輪となって
発展してきた．顕微測光法を日本に最初に導入し，顕
微測光装置の開発・改良とともに，理論の構築や測定
精度の向上に取り組んだのは，東京大学をはじめとし
た物理学，生物学分野の研究者のグループであり，
1940年代後半から1960年代前半にかけてのことで
あった２７）．その後約20年を経て，顕微測光法の発展
を京都府立医科大学とその同門が担うことになっ
た１０）２８‐３０）．国内外の他施設においても夥しい数の研究
がなされたが，ここでは，本学とその同門の研究を主
に紹介する．
話は少し脇道にそれるが，京都府立医科大学におい

て顕微測光が精力的かつ情熱的に取り組まれるよう
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になった契機について，京都府立医科大学元学長の藤
田晢也博士が，現在の神経幹細胞の研究にもつながる
興味深い逸話を語っている３１）．
藤田博士は神経発生分野においても高名であり，神

経管におけるマトリックス細胞（母基細胞＝幹細胞）
の細胞周期に同期したエレベーター運動の発見３２）や
神経発生一元論（マトリックス細胞説）の提唱33）がそ
の嚆矢であろう．マトリックス細胞という一種類の
未分化前駆細胞から，中枢神経系を構成する主要な細
胞のすべてが生まれるという考えである．DNAを合
成し増殖しているマトリックス細胞から，終末分化し
DNAを合成しない神経細胞がまず生まれ，次いで，
残ったマトリクス細胞から膠細胞（グリア細胞）が生
まれ，最終的にマトリックス細胞は上衣細胞に分化す
るという図式である．マトリックス細胞という言葉
と概念および神経発生一元論は，最初，世界に好意的
に受け入れられ，有名なBloomandFawcettの組織学
教科書の第9版に掲載された34）．しかし，後に，米国
の神経発生学を代表する学者たちが神経発生一元論
を否定し始め，遂にボールダー委員会の名の下に，マ
トリックス細胞と神経発生一元論を全否定したので
ある35）．そして，彼らは，新たに造語した脳室細胞

（ventricularcell:神経幹細胞に相当）と脳室下細胞
（subventricularcell:グリア幹細胞に相当．実際には
血管壁の細胞であった）という言葉を正式用語として
採用し，これら二系統の細胞によって脳ができあがる
という，神経発生二元論を公式見解として宣言したの
である．そのため，マトリックス細胞や神経発生一元
論に基づく論文は，アメリカの雑誌には一切受理され
なくなってしまった．また，藤田説は，Bloomand
Fawcettの組織学教科書の第10版から削除され，ロー
マ帝国の記録抹殺刑（damnatiomemoriae）のごとく，
存在しないことになったのである．1970年代～1980
年代においては，ハーバード大学（後にイェール大学）
のRakicらの提唱した放射状グリア（radialglia）とそ
れに基づく神経発生二元論が全盛を極め36）37），神経発
生一元論は京都府立医科大学第二病理学教室の外で
は潰えたかに見える不運な時期が続いた．当時，第二
病理学教室の大学院生であった筆者は，「藤田先生は，
いつまで一元論にこだわるつもりなのか」といったよ
うな苦言をあちこちで聞かされた記憶がある．本人
には直接言いにくかったのであろう．また，1960年
代以降の顕微測光法を使った研究から，脳の神経細胞
は分化した後もDNA合成していると主張する学者た
ちが続々と現れ，神経発生一元論を否定する根拠の一
つにもなっていた．上記ボールダー委員会の宣言の

あと，1968年のラホヤ・シンポジウムでは，神経細
胞のDNA合成は神経科学者の常識であり，神経発生
一元論は間違っているとして，藤田博士は散々痛罵さ
れ，集中攻撃にさらされた．しかし，3H－オートラジ
オグラフィーを使って自ら出した結果は，分化した神
経細胞はDNA合成しないことを明瞭に示していた．
果たして彼我のどちらの主張が正しいのか．神経細
胞が生後もDNA合成するという主張は，誤った測定
から導かれた結論ではないかと藤田博士は疑い，自分
自身で神経細胞のDNA量を正しく測定するため，顕
微測光を開始したのである．かくして，顕微測光にお
ける測定精度の向上は，マトリックス細胞説・神経発
生一元論を補強するための至上命題にもなっていた．
この話を知って痛感したのは，研究とは，真理に対

する飽くなき渇望を原動力とした，激烈な闘争だとい
うことである．顕微測光の改良・発展が，たとえ方法
論であったとしても，昼夜を分かたず全身全霊を傾け
た取り組みとなっていった．
ちなみに，1990年代になって，岡野栄之らによる神

経幹細胞の発見を契機として38），神経発生一元論（＝
matrixcelltheory）が甦り，二元論は否定された．放
射状グリア（radialglia）はグリアではなく，神経とグ
リアに分化し得る幹細胞，すなわちマトリックス細胞
の類いであることが証明された．しかし，今なお，放
射状グリアという言葉が残り，大脳皮質において放射
状の形態・分布を示す幹細胞を表す学術用語として使
用されている．当分（Rakicの存命中）は言い換えを
せず，言葉だけは残しておこうというのが，北米神経
学会の判断のようだが３９），極めてミスリーディングで
ある．そのあたりの事情を知らない研究者は，本当の
グリアだと思い込んでしまう危険性が大いにある．
ところで，19世紀中葉，1858年から連綿と続く世

界的教科書，GRAY’SAnatomyを知らない人は，医学
畑にはいないであろう．そこでは，神経発生における
二元論と一元論の興亡史について，比較的公平に記述
されている．1995年発行の第38版では，二元論とし
てHis説（1889）とRakic説（1972,1981），一元論と
してSchaper説（1897）とFujita説（1963）が模式図
（1982年のRakic原図を改変）とともに併記されてい
る40）．1990年代半ば以降，中枢神経幹細胞から神経細
胞も膠細胞も上衣細胞も生まれることが事実として
広く認識されてきたこともあって，2008年発行の第
40版では，一元論のFujita説がFujitaのエレベーター
運動の模式図とともに詳述されている４１）．神経発生
一元論の完全勝利である．
同じ英語圏の国であっても，米国と英国では，対応
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にたいそう違いがある．英国は，さすがにニュートン
やダーウィンを生んだ国だと感心した憶えがある．

測 光 の 原 理

物質に光を照射すると，それぞれの物質に特有の波
長において，光の吸収量が最大となる．そして，その
吸収量は物質の量に相関する．物質の分布が均一で，
濃度が十分低い時，光の吸収量と物質の量は直線的な
比例関係で近似できる．これがランベルト・ベールの法
則（Lambert-Beer’slow）である．様々な領域で，分
光光度計を用いてタンパク濃度（280nm）や核酸濃度
（260nm）が測定されているが，その背後にあるのが，
ランベルト・ベールの法則である．この分光光度計の
原理を顕微鏡レベルの微細な構造物に応用したのが，
顕微測光法（顕微分光測光法）である．
また，ある種の物質は，光を吸収して励起状態に遷

移すると，次に，長波長側にシフト（ストークスシフ
ト）した光を放出して基底状態に戻る．この光を蛍光
といい，このような性質を持つ物質を蛍光物質という．
蛍光の場合にも，光吸収係数と量子収率を加味した式
となるが，ランベルト・ベールの法則が成立する４２）．
通常，励起光と蛍光それぞれが最大となる波長の光を
通過させるフィルターを選び，光路上に適切に配置す
る．

蛍光による定量

顕微蛍光測光法の長所と短所９）１０）４３）

顕微蛍光測光法の最大の長所は，吸光測光で見られ
たような分布誤差やS-V（Schwarzschilt-Villiger）効
果，非特異的光損失等を考慮する必要がないことであ
る．そして，第二の長所は，蛍光強度の測定は瞬時に
完了するという点である．他方，最大の短所は，蛍光
はすみやかに減衰するという点である．観察しなが
ら測定細胞を選んでいる間にも蛍光は減衰するため，
もたもたしていると正確な測定値が得られない．第
二の短所は，バックグラウンドの非特異蛍光によって
測定精度が劣化するという点である．しかし，顕微蛍
光測光の短所を回避するために，様々な方法が考案さ
れた．

標本作製法と染色法

顕微測光の標本には，一枚の組織切片上で細胞核
DNA量を測定する方法（単一切片法）9）44），連続切片を
作製して各切片上の細胞核断片のDNA量を測定し，後
で連続する核断片の値を合計する方法（連続切片法）45），
組織から単離細胞標本を作製し，個々の単離細胞核の

DNA量を測定する方法（細胞単離法）46‐50） がある．
1．単一切片法（特に分裂中期法４４））
この方法では，一枚の組織切片上の中間期核を測定

するのではなく，M期の中でも分裂中期（metaphase）
の細胞を測定対象とするので，分裂中期法と言った方
が良いかもしれない．
未固定の小リンパ球の核の直径は6μmから9μm

ある．細胞や組織がホルマリンやアルコール固定等
により収縮するとはいえ，厚さ4μm程度の一枚の組
織切片上に上皮細胞の核が収まりきるはずがない．
組織切片上で1個の細胞核のDNA量を測定しようと
しても無理がある．核の欠損を避けるために組織切
片の厚みを増すと，今度は隣接する核と重なり測定で
きなくなる．そこで考案されたのが，分裂中期法であ
る．この方法では，組織内におけるG1/G0期やS期，
G2期に存在する細胞の割合を出すことは放棄し，プ
ロイディーの決定のみを目的とする．M期のDNA量
はG1/G0期DNA量の2倍であることから，2で割れば，
その細胞のプロイディーが決定できる．M期の中で
も分裂中期（metaphase）の細胞では，染色体が細胞
の赤道面に沿って花環状に並ぶとともに，細胞そのも
のが周囲からやや遊離し若干の空隙が生じているよ
うに見える．組織切片と赤道面が平行な場合，条件が
良ければ，染色体セットすべてが一枚の切片に収ま
り，小さなスポットで測定できることがある．この
時，顕微鏡のステージを上下し，染色体セットが組織
切片の上面と下面の間に完全に収まっていることを
確認する．ただし，組織切片の上面は容易に視認でき
るが，下面はややぼんやりとしていて視認するには慣
れが必要である．
この方法を用いて，ヒト胃の印環細胞癌のプロイ

ディーを決定し，癌巣内における多様性の獲得，癌の
進化，生長の速いクローンの出現過程等が組織切片上
においてinsituで明らかにされた 51）52）．分化型癌では
細胞の密集程度が高度なため，分裂中期法を用いても
極めて測定に難渋する．この観点から見ると，びまん
浸潤する印環細胞癌を対象としたのは良い選択で
あった．しかし，線維形成性反応を伴いながら境界不
明瞭にびまん性に浸潤する印環細胞あるいは未分化
癌細胞の分裂中期像は，そう簡単には見つからない．
高倍率で目をこらしながら多数の組織切片を検索す
るため，非常に労力のいる作業であったであろうこと
は想像に難くない．
2．連続切片法
上皮細胞の中間期の細胞核DNA量を一枚の組織切

片上で測定するのは，核の重なりのため不可能であ
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る．そこで，連続切片を作製し，それぞれの切片の上
で，核断片のDNA量を測定し，連続する核断片の
DNA量をあとで合計してヒストグラムを描くという
方法である．これは一見良さそうな方法であるが，消
化管粘膜の上皮組織は核の密集と重なりが強く，測定
したい細胞を測定するのではなく，測定できる細胞の
みを測定することになる．しかも，一つの切片では重
なりがなくても，次の切片で重なっているといったこ
とが常態である．また，パラフィン包埋標本では，切
片を作製する過程で微細な切り屑が生じ，連続切片と
いえども細胞核の一部が失われる．
連続切片法の唯一にして見事な成功例は，EDTA脱

灰後に樹脂包埋した内耳コルチ器の連続切片を作製
し，有毛細胞とともに，ダイテルス細胞やヘンゼン細
胞などの支持細胞のDNA量を測定した研究である45）．
樹脂包埋では，切片作製の際に切り屑が出ず，核物質
の欠損・消失が生じない．この研究によって，有毛細
胞のような感覚細胞は二倍体細胞だけから構成され，
支持細胞では二倍体細胞のほか，少数の四倍体細胞も
存在していることが判明した．ちょうど中枢神経系
におけるニューロンとグリアの関係と同じである．
3．細胞単離法
集団としての基本プロイディー，様々なポリプロイ

ディーの割合，あるいは増殖細胞の割合を知ろうとす
れば，多数の細胞を測定しなければならない．多数の
細胞を集めるには，組織を消化酵素で処理し，ホモジ
ナイザーや超音波装置を使って単離細胞標本を作製
するのがもっとも効率が良い．この場合，細胞どうし
の空間的位置関係は不明となる．現在広く行われて
いるマイクロダイセクションのように，可能な限り小
領域ごとに分けて組織を分取するのが良策である．
筆者が最終的にたどり着いたのはこの方法である50）．

細胞集団を分取する際，遺伝子解析を目的とする
現行のマイクロダイセクションでは，対象の細胞以外
が混入しないように切り取る．しかし，顕微測光を目
的とする時には，対象とする上皮細胞のみからなる集
塊を切り取るのではなく，周囲の間質細胞を少し付け
て切り取る必要がある．そうしなければ，2倍体の内
部コントロールが取れないからである．
4．DNA染色
初期には，Feulgen染色が行われることが多かった

が，Feulgen染色はDNAの塩酸加水分解に依存するた
めrateassay系であり，その反応時間や反応温度のわ
ずかな差が，同じバッチのスライドであっても微妙に
染色態度と蛍光強度に影響を及ぼし，スライド間の比
較が困難となることがあった．他方，イオン結合で

DNA二重鎖間に架橋結合する蛍光色素（intercalating
dye）やDNA二重鎖のminorgrooveに存在するAT
にイオン結合する蛍光色素を用いる場合，比較的短時
間で染色が飽和状態に達し，染色液に長く浸漬しても
過染することのないendpointassay系であり，いつ測
光しても結果が安定している．
Endpointassay系として用いられる蛍光染色には，

アクリジンオレンジ（acridineorange,AO）染色53）54）や
ヨウ化プロピジウム（propidiumiodide,PI）染色19）20） が
良く知られているが，ここでは，DAPI（4’,6-diamidino-
2-phenylindole）55）を用いて筆者が開発した細胞核DNA
定量法について述べる21）56）．現在，DAPIは定量より
も，蛍光観察する時の核染色に用いられることで良く
知られている．
DAPIの最大の利点は，何と言っても，非常に低濃

度であってもDNAに結合したDAPIの蛍光強度が極
めて強いということである．染色液の推奨DAPI濃度
は50ng/mlである．これはPI染色液の1/1000の濃度
である．PIの分子量が668.4，DAPIの分子量が277.3
であるから，モル濃度に換算すると約1/420の濃度に
なる．いずれにしてもDAPIの染色液濃度は非常に低
いにもかかわらず，強い青色蛍光を発する．ナノグラ
ムレベルの低濃度のDAPIを用いることには，他の実
用的な利点もある．DAPIもRNAに結合して黄色蛍
光を発するが，このような低濃度だと，ほとんど無視
できるようになるので，RNase処理が不要になる．
DAPI染色標本上で細胞核DNA蛍光測光を行う場

合の最大の注意点は，対物レンズ絞りを絞ることであ
る（図2A）．この単純操作によって，測光精度が劇的
に良くなる．DAPIは紫外線励起すると，青色の蛍光
を発する．いずれも短波長の光であり，散乱の強さは
波長の4乗に反比例することから，散乱光がかなり多
い．落射式蛍光顕微鏡では，励起光と蛍光は一つの対
物レンズの中を往復する．この時，絞りを絞っておく
と，往路と復路の両方にピンホールを挿入したことと
同等であり，散乱光が大幅にカットされる．この操作
は，著しく強い蛍光を発するDAPIだからこそ可能な
技である．実際には，測光途中で絞り位置が変わらな
いように最小まで絞りきっておく．そうすることに
よってS/N比は驚異的に良くなり，しかも，DAPIの
蛍光は十二分に明るい（図2B-F）．他方，緑色蛍光を
発するアクリフラビン-Feulgen（acriflavine-Feulgen）
や赤色蛍光を発するパラローズアニリン-Feulgenあ
るいはヨウ化プロピジウム（PI）等では，対物レンズ
を絞ると蛍光が著しく減弱し，核の視認が困難とさえ
なる．DAPI染色標本で精度に関する問題を抱えてい
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る場合，そのほとんどは，対物レンズの絞りを絞って
いないか，絞りのない対物レンズを使っているかのど
ちらかである．
つまり，注意点さえ守れば，例えば，トリパノソー

マのような原虫のキネトプラスト（ミトコンドリアの

こと）DNA（図3A）42）や現在は真菌とされているニュー
モシスティスのDNA（図3B）57）といった極微量の
DNAさえも定量して，その生活環を明らかにするこ
とも可能となる．また，キネトプラストと核が密集し
て存在するブラストシスティスのような原虫（図3C），
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図1 落射式顕微蛍光測光装置による高精度の細胞核DNA定量．
旧第二病理学教室で使用されていた試作機，OlympusAH-
QRFL（A）とNikonSPM-RFl（B）．
C．ダイクロイックミラーによって入射光と蛍光がどのよ
うに振り分けられるかを示した光路図．
D．ラット小脳の内顆粒ニューロンとプルキンエ細胞の核
DNA蛍光（パラローズアニリン-Feulgen染色）．内顆粒
ニューロンのクロマチン密度の高い小さな核とプルキン
エ細胞のクロマチン密度の低い大きな核は，いずれも2倍
体相当のDNA量（2C）を有している．ニューロンは常に
2倍体である．
E．顕微測光における精度．単に鋭いピークを示すデータ
では不十分であり，クロマチン密度の異なった細胞核の間
でもピークが一致するような標本作製を心掛けなければ
ならない．
F．このような条件下で測定した，ヒト肺の乳頭腺癌のDNA
パターン．4.3CにG1ピークがあり，8.6C領域に分裂期細
胞が存在する．Aneuploid癌である．クロマチン密度が異
なるにもかかわらず，2倍体（2C）コントロールとして測
定したリンパ球と線維芽細胞のDNAパターンのピークは
一致している．測光に適した良好な標本である．

図2 DAPI染色標本で測光を行うに際しての注意点．
A．対物レンズの絞りを絞ることで，散乱によるノイズが
1/50以下に激減する．
B．ヒト気管支上皮．DAPI染色標本では，核の蛍光が著し
く強いので（inset），対物レンズの絞りを細小にしても，
核蛍光は十分強い．そして，うっすらと見えていた細胞質
は見えなくなる．S/N比が非常に良い．
C．ヒト大腸上皮細胞．ホルマリン過固定の標本の場合，核／
細胞質の蛍光強度比が劣化する．ホルマリン固定が1日以
内であれば，核／細胞質の蛍光強度比が極めて良好であ
る．対物レンズの絞りを開放した状態では，細胞質は見え
るものの，核蛍光が強すぎて，核内部のクロマチンパター
ンが読めない．絞りを細小にすると，クロマチンパターン
が読め，細胞質が見えなくなる．この状態で測光すると，
精度の高いデータが得られる．
D．ヒト大腸腫瘍細胞．2倍体細胞，4倍体細胞，8倍体細胞
の分裂中期の像である．それぞれのG1/0期の2倍に相当す
る4C，8C，16CのDNA量を有している．
E．ヒト肺細気管支上皮細胞と間質細胞の核のDAPI蛍光
像．このような細胞密度で，上皮細胞と間質細胞が分散し
ていると，測光しやすく，コントロールも取りやすい．
F．ヒト大腸の上皮細胞と間質細胞の核のDAPI蛍光像．こ
のような間隔で細胞が分散していると，精度の高いデータ
が得られる．



あるいはミトコンドリアを多量に持つ精母細胞や精
子細胞（図3D）の場合，定量は無理としても，定性
的な観察は可能である．振り返ってみると，ヨウ化プ
ロピジウム（PI）やパラローズアニリン-Feulgenで染
色した場合，そもそもミトコンドリアDNAは見えな
かったので，測定対象になっていなかった．

蛍光減衰とその対策

DAPIで細胞核DNAを染色する場合，染色液にあら
かじめ2-メルカプトエチルアミン（2-mercaptoethyamine
hydrochloride）を10mM～100mM濃度になるように
加えておくと，DNA-DAPIの蛍光が減衰しなくな
る21）26）56）．この方法は，植物葉緑素の電子伝達系を尿
素化合物でブロックすると，電子が逆流して葉緑素の
蛍光が増強するという論文をたまたま図書館で読み，
また，当時の藤田教授のヒントがあって思いついた方
法である．これはエレクトロンドナー法とも言える
方法である．励起状態にある分子が蛍光を発して基
底状態に遷移する時，電子を失うが，周囲から絶えず
電子を補給するような還元剤をあらかじめ加えてお
くと，蛍光が減衰しなくなるという理屈である．様々
な還元剤を試して，2-メルカプトエチルアミンが扱い
やすいということで，この試薬に落ち着いた．

対照（コントロール）の選択

同一種では，2倍体核のDNA量は，細胞の種類にかか
わらず，等しいとするのが，DNAconstancytheoryであ
る58）．白血球など核クロマチン密度の高い細胞では，
DNAconstancytheoryは成立しないといった議論が 59），
10年前後続いた60）61）．そして，結局，細胞核の伸展度
合いや染色濃度，Feulgen染色における加水分解時間
など，標本作製上の問題に依存して，このような問題
が生じており，DNAconstancytheoryは正しいという
結論に落ち着いた62）63）．しかし，現在でも，標本作製
を不用意に行うと，細胞の種類の違いによって，2倍
体核DNAの吸光度や蛍光強度が異なってくる．2倍
体核DNAの吸光度あるいは蛍光強度が，細胞の種類
にかかわらず等しくなる標本を作製する必要があり，
測定に際しても，常にこれが達成されているかチェッ
クを怠ってはならない（図1F）．
適切に作製された標本上に存在する体細胞核であ

れば，リンパ球であれ，好中球であれ，線維芽細胞で
あれ，プルキンエ細胞であれ，2倍体細胞核は同一の
蛍光強度を示す（図1D,F）．4倍体細胞核は2倍体細
胞核の倍の蛍光強度を示す．唯一の例外があるとす
れば，単数体の精子である．精子の核DNA量は2倍

体細胞の半分と考えられるが，実際に顕微蛍光測光法
で測定すると，期待される値よりもかなり小さい．低
張液や遠心塗抹で細胞核を伸展しても，また，染色濃
度を薄くしても，測定値はやはり期待値よりも小さ
い64）．これは，体細胞と異なり，精子の核ではヒスト
ンがほとんど除去され，DNAが高度に凝縮し，ランベ
ルト・ベールの法則から著しく外れているからだと推
察している．
適切に作製された標本の場合，同一の倍体であれ

ば，細胞の種類や核クロマチンの凝集状態を問わず蛍
光強度が等しくなり，また，2倍体や4倍体，8倍体，
16倍体等の倍数性に応じた蛍光強度の線形性が達成
される．細胞の種類によらず，同一倍体であれば同一
の蛍光強度を示し，多倍体になっても蛍光強度の線形
性が維持され，さらに，細胞や組織の破砕片等のゴミ
が少なく，バックグラウンドの蛍光（つまりノイズ）
が無視できる程度に弱い標本が良い標本である．測
定データの精度は，ひとえに標本作製にかかっている

（図2E,F）50）．
広義の精度には，狭義の精度（precision）と確度

（accuracy）が含まれる．確度を上げるためには，複数
種のコントロールを取り，それらがすべて一致する条
件で測定する必要がある．これはaneuploidを判定す
る際には必須の前提である（図1E,F）．

顕微測光で何が分かったか

1．DNA顕微測光で分かるパラメータ
細胞核DNA量の測定によって，問題とする細胞が

細胞周期のどのphaseにいるのか，S期細胞の比率は
どの程度か，問題とする細胞集団はaneuploidなのか
否か，polyploid細胞はどの程度存在しているのか等が
判明する．すなわち，細胞周期パラメータの一部とプ
ロイディーがわかる．
2．DNA顕微測光で使われる用語
ここで，DNA顕微測光で用いられる用語や単位に

ついて，簡単に説明しておく．
通常，プロイドploidあるいは倍体という言葉は，

生物種に特有の染色体数を念頭に置いて使用される．
Ploidizationは倍体化，ploidyは倍数性を表す．染色体
セットが二つある場合を2倍体といい，2Nと表す．N
は数numberの頭文字に由来する．ヒトでは（常染色
体22本×2＋性染色体XXまたはXY）が2倍体diploid
である．一方，顕微測光では，染色体を数えるのでは
なく，核のDNA量（DNAcontent）を測定しているた
め，2N相当の核DNA量を2Cと表す．Cは量contentの
頭文字からきている．染色体数のploidyと区別して，
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しばしばDNAploidyという言葉が使用されるが，そ
の時は，染色体数を数えたのではなく，顕微測光（あ
るいはフローサイトメトリー）で細胞核DNA量を測
定した結果であることを示している．また，時とし
て，論文等でDNAindexという言葉に出くわすことが
ある．これは，2倍体相当のDNA量（2C）を1とし
た場合の比を表している．たとえば，4倍体相当の
DNA量をDNAindexで表すと，2となる．DNAindex
は，対象とする細胞集団のG1/G0期の平均DNA量の比
を表すこともあれば，細胞集団全体のDNA量の平均
値の比を表している場合もある．
倍体／プロイドploidに関して，正常細胞で見られ

るものを正倍数体euploidという．それには，様々な
細胞で見られる2倍体（diploid,2N）の他に，精子や
卵子に見られる単数体（半数体）（haploid,1N）や肝
細胞，心筋細胞等で頻度の高い4倍体（tetraploid,4N），
8倍体（octaploid,8N），16倍体（hexadecaploid,16N）
などが含まれる．また，骨髄の巨核球や胎盤の栄養膜細
胞では，時として，32倍体（dotriacontaploid,32N），64
倍体（tetrahexacontaploid,64N），128倍体（octaco-
sahectaploid,128N），256倍体（hexapentacontadictaploid,
256N）の巨大な核を持った細胞が現れることがある．
2倍体よりも大きく，整数倍で増える系列を総称して
多倍体polyploidと呼ぶ．3倍体，5倍体，6倍体，7倍
体，9倍体等も多倍体であるが，哺乳類の多倍体は，通
常，2倍，4倍，8倍，16倍と2nで増えていく．
一方，単数体（1N）の整数倍系列から外れている

場合を，異数体aneuploidあるいは異数性aneuploidy
と呼ぶ．たとえば，ダウン症候群で見られる21番染
色体のトリソミーを呈する細胞はaneuploidである．
2倍体よりもわずかに小さい場合をhypodiploid，わず
かに大きい場合をhyperdiploidと呼ぶことがあるが，
aneuploidであることに変わりはない．そして，程度
の大小を問わず，癌は一般にaneuploidである．ドラ
イバー遺伝子変異がなくとも，大きなaneuploid化が
起これば発癌につながり，これは，生殖細胞系列で起
これば，生物進化における種の形成に相当する現象で
あるという説を唱える学者もいる65）．
肝臓では，多倍体細胞の他に，二核細胞がしばしば見

られる．一核の多倍体細胞をnuclearpolyploidy，二核の
多倍体細胞をcellularpolyploidyと区別して呼ぶ研究
者もいる．
3．DNA顕微測光により判明した，正常組織や良性
病変，悪性腫瘍のDNAパターン
顕微測光で細胞核DNA量を測定することによっ

て，様々な臓器・組織において，生理学的変化や加齢

あるいは非腫瘍性疾患に伴う状態を知ることができ
る．例えば，加齢に伴う肝細胞の多倍体化66），慢性肝
炎や肝硬変における肝細胞の多倍体化の亢進67），加齢
に伴う心筋細胞の多倍体化68），胃69）や大腸70）では加
齢や非腫瘍性病変あるいは良性腫瘍に多倍体化が伴
わないこと，房室結節細胞は加齢にかかわらず常に2
倍体であること71），加齢72）や傷害73）に伴う角膜上皮細
胞の多倍体化，加齢や病変に伴う甲状腺，副腎皮質，
膵臓，腎臓，膀胱，食道の上皮細胞の多倍体化の有無74），
加齢や病変と肺上皮細胞の多倍体化の有無75），胎盤栄
養膜細胞の増殖能と多倍体化の関係76）等について明
らかにされた．一方で，癌は遺伝子の病気と言われて
いるが，癌細胞の核DNA量分布パターンが，胃癌77‐86）

や大腸癌70）87）88），食道癌89），子宮頚癌90），あるいは神経
芽細胞腫91）や脳腫瘍92），甲状腺93）等で次々と明らかに
されて行った．そのDNAパターンは，正常組織や良
性病変と著しく異なっていることが多く，通常，一目
で癌と認識できるが，甲状腺のように過形成と腺腫，
癌で似通ったパターンを示し悩ましい場合もある．

核DNAパターンは，腫瘍の悪性度の指標として用
いられる核グレードそのものをしばしば反映してい
る．一例として，消化管カルチノイド腫瘍（現在，神
経内分泌腫瘍neuroendocrinetumor,NETと呼ぶ人が
多い）を提示する（図4）94）．核DNA量の分布パター
ン（増殖能を示すS期細胞の比率，高倍体細胞の出現
頻度や異倍体クローンの出現等のプロイディー性状）
が，NETG1,G2,G3,NEC（neuroendocrinecarci-
noma）に見事に対応しているのがお分かりであろう．
分裂像の数やKi-67の陽性率に基づいたNETのグ
レード分類が現れる30年以上も前に，このような事
実は，おおよそ判明していたのである．他臓器の腫瘍
についても，概ね同様の傾向がかなり早くから知られ
ていた．
遺伝子は細胞の核に存在している．したがって，遺

伝子の変異を有する癌細胞の変化は，通常，まず核に
現れる．癌細胞の形態学的判定基準として，核の異型
や多形，大小不同，極性の乱れ，核形不整といった言
葉が用いられるが，その定量表現の一つが細胞核
DNA量パターンである．顕微測光に携わったことの
ある病理医は，実地の診療現場で，この知識を大いに
活用している．最近，aneuploidという言葉や概念す
ら知らない病理医が増えていることが残念でならない．
4．DNAパターンと腫瘍内多様性，腫瘍の進展様式，
予後との関連
腫瘍細胞の核DNAパターンを調べることによっ

て，腫瘍の悪性度のみならず，腫瘍のクローン進化や
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腫瘍内多様性の進展様式が判明する（図5A-E,図6A-
C）51）52）81‐87）．ひいては予後推定や再発可能性を考える
上で役立つ情報が得られる（図5F,図6D）89）95）．これ
は，筆者が顕微測光という手段を用いて癌研究を遂行
して得た結論である．
最近では，様々な手法を用いて腫瘍のクローン進化

や腫瘍内多様性について精緻な研究がなされ，筆者が
行っていた頃に比べて格段と知見が増している96‐101）．
しかし，顕微測光で得られた結論 87）102），「腫瘍はク
ローン進化を遂げ，原発巣でも転移巣でも多様化し，
それぞれのニッチを形成する．いわゆる棲み分けで
ある．そして進化様式は概ね中立である．中立であ
るからこそ，ガラパゴス化するとも言えよう．何が有
利な変異かは選択圧が加わるまで分からない．環境
が異なれば選択圧も変わるため，主役に躍り出るク
ローンも異なってくる．集団が小さい場合，ほんのわ
ずかな違いから思わぬ方向に進み，バタフライ効果の
ような大きな違いをもたらすこともあるかもしれな
い」という基本原則はほとんど変わっていない．ま
た，進化生物学で用いられる収斂や適応放散という用
語が，近年，ためらいもなく腫瘍生物学で使われるよ
うになってきた103）104）．まさに，腫瘍は進化のミニ実
験場の様相を呈していることの反映であろう102）．

顕微測光が日常診療にもたらす意義

組織のHE標本や細胞のパパニコロー染色標本を通
常の光学顕微鏡で観察している場合でも，顕微測光法
から得た知識は大いに役立っている．すでに述べた
ように，加齢や様々の非腫瘍性疾患に付随して生じる
多倍体化（ポリプロイド細胞の出現）が多くの臓器で
明らかにされた．各臓器・組織を構成する細胞の種類
によって，また，抗癌剤投与や放射線照射等の条件が
加わったか否かによって，どの程度までが非腫瘍性の
プロイディー変化なのか，だいたい見当が付く．ただ
し，その際に基礎知識として重要なのは，19世紀末に
Bizzozeroにより提案された，「不安定細胞，安定細
胞，永久細胞」という分類概念である．これは増殖
能・再生能から見た細胞の分類であり，増殖細胞の出
現頻度やポリプロイド細胞の出現率，各種病態下での
増殖様態の変化と密接に関連している．顕微測光に
よって得た結果が正常範囲なのか，異常だが反応性変
化であり腫瘍ではないのか，あるいは腫瘍なのか，腫
瘍とすれば良性なのか悪性なのか，ということに関し
て，細胞の種類によって異なる判定基準の土台を提供
しているのが，この分類概念である．
ところが，1990年代後半の神経幹細胞の発見38）を

契機としてBizzozeroの分類は終わった概念とみなす
研究者も現れはじめた１05）．また，たとえば，世界的な
病理学の教科書RobbinsのPathologicBasisofDisease
の第7版まではTissueRepairの項においてBizzozero
の分類に基づいた記載があったが106），2010年発行の
第8版では隅に追いやられ，幹細胞とリプログラミン
グによる説明でほとんど置き換えられた107）．これは
あまりにも浅慮であり，残念に思っていたところ，
2015年発行の第9版ではBizzozeroの分類に基づいた
記載が完全復活した108）．確かに幹細胞は存在し，その
概念は有効であるが，現実のinvivoの系を考えるとき，
細胞の種類によって再生能には厳然とした違いがある．
Bizzozeroの分類概念は，今なお極めて有用であり，
この世に多細胞生物が存する限り有用であり続ける
のではなかろうか．

最 近 の 話 題

肝臓における二核細胞と多倍体細胞の出現機構の解明
筆者が細胞の多倍体化という現象について知った

のは，1978年，医学部4年の3学期である．第二病
理学の早朝特別講義で，当時，滋賀医科大学病理学第
一講座の助教授であった芦原司先生が，顕微蛍光測光
法と 3H－オートラジオグラフィーを用いた肝細胞の
多倍体化の研究について話された．この時に示され
た，肝細胞の多倍体化に関する模式図（図7A）を見
て，心躍ったのを覚えている．
その後，筆者は藤田晢也教授の第二病理学教室に入

門し，顕微測光法を用いた細胞動態研究や癌研究に携
わることになった．そこで知ったのが，DNAのクロ
スリンクによる多倍体化仮説であった（図7B）109）110）．
その約40年後，サーカディアンリズムを制御する時
計遺伝子Perの一群をノックアウトすることにより，
肝小葉の中心静脈近傍から中間部（またはzone3から
zone2）において，肝細胞の多倍体化と二核細胞化が
著しく増強することが判明した．2012年2月中旬の
ことである．これがその時に撮影したPer1/2ノック
アウトマウスの肝臓の組織写真である（図8A）．その
後，すべてのPer遺伝子をノックアウトしたPer1/2/3
ノックアウトマウス（Per-null）を作製し，この現象
の背後にある分子メカニズムの一端を解明すること
にも成功した111）．Per-nullマウスでは，逆相関関係に
あるMkp1発現とErk1/2リン酸化のサーカディアン
リズムが消失している．PerはMkp1の発現を抑制し，
一方，Mkp1はErk1/2を脱リン酸化して不活化する．
Per-nullではMkp1の抑制が取れ，常時Mkp1の発現が
増強しているため，Erk1/2が不活性の状態にある．
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そのため，細胞分裂時に中央体（midbody）が形成さ
れず，細胞質分裂障害が引き起こされる．これが二核
細胞や一核多倍体細胞の形成につながっているので
ある．学生時代に胸をときめかせた細胞の多倍体化
という現象，その仕組みの解明の一助になれたこと
に，たいへん因縁めいたものを感じている．
ここに示したのは，Chaoらのこの研究に基づいて，

現在，筆者が推定している肝細胞多倍体化の模式図で
ある（図8B）．核分裂した後に細胞質分裂ができずに
二核細胞が生じるが，面白いことに二核細胞の生じ方
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図4 ヒト消化管カルチノイド腫瘍におけるDNAパターンと現
行のNET分類の対応．

図3 DAPI染色でどこまで微量なDNAを測光できるか．
A．トリパノソーマの核とキネトプラスト（原虫のミトコン
ドリア）のDNAを別個に定量した．トリパノソーマでは，
核とキネトプラストの複製が同期していることが判明し
た42）．
B．生活環の様々な位置にいるニューモシスティスのDNA
の測光も可能である57）．
C．ブラストシスティス・ホミニスのDAPI染色．核とキネ
トプラストのDNAが明瞭である．それぞれ近接し過ぎて
いるため，測光不能であったが，生活環の推定は可能であ
る．
D．ラット精巣の精母細胞や精子細胞は細胞質内に大量の
ミトコンドリアを有している．対物レンズを絞ると，核蛍
光が弱まり，点状のトコンドリアDNAが夜空の星のごと
く多数見えてくる．

図5 ヒト消化管癌の発生と進展，クローン進化と多様性の獲
得．
A．ヒト微小胃癌の組織像（高分化管状腺癌）．切除胃の全
割標本で偶然見つかった最大径約100μmの癌病巣．初期
病変のDNAパターンを調べるため，癌病巣を切り取った．
B．微小胃癌であるにもかかわらず，aneuploidyとmultiplody
が明らかであった．このまま胃に存在してし続けていた
ら，進行が早いタイプの癌になったであろうと推測する．
C．ヒト早期胃癌とそのDNAパターン．高分化管状腺癌．
粘膜層の癌は3.5Cにピークを有している．粘膜下層浸潤
部では，3.5Cの他に7Cにピークを有する集団が出現し，
勢力を増している．
D．大腸腺腫内癌においても，ごく早期からaneuploidyや
polyploidyが出現し，多様化が進んでいる．
E．その目で腫瘍組織を観察すると，核の大きさの異なる
様々な集団がモザイク状に接しあっているのが見えてく
る．
F．大腸癌の顕微測光から推察した，癌のploidyの変遷と多
様化の模式図87）．
DNAパターンは原発巣と転移巣で適応放散に似た変化

を遂げる．



には二通りある．一つはcontractileringが形成されな
いため細胞質がくびれず，細胞質分裂過程に入ることな
く二核細胞にとどまる場合，もう一つはcontractilering
が形成され細胞質分裂過程に入り細胞質がくびれる
が，2個の娘細胞に分かれる直前に細胞質分裂が停止

（abscissionfailure）し，くびれが消えて元の二核細胞
にとどまる場合である．そして，後者の二核細胞から
のみ変則的なM期（図中，四角で囲みM’と付記した
状態）を経て高位の一核多倍体細胞が生じる．この繰
り返しであると推定することから，暫定的に交互説

（alternatingtheory）と呼んでいる．従来の交互説と似
ているが112），細胞質分裂に失敗して変則的なM期を経
た細胞のみが高位の一核多倍体細胞になるという点が

京都府立医科大学における顕微測光の展開 807

図6 ヒト肺腺癌のDNAパターンと予後（現国立がん研究セン
ターとの共同研究）95）．
A．ヒト肺腺癌の組織像（原発巣）．肉眼的に分かる大きさ
に達した癌巣では，核の大きさの異なる種々の病巣が互い
に接しながらモザイク状に分布している．クローン進化
と多様化を示している．
B．ヒト肺腺癌．リンパ節転移巣．リンパ節転移巣におい
ても，クローン進化と多様化が生じている．
C．ヒト肺腺癌のDNAパターン．原発巣（T），リンパ節転
移巣（N）．原発巣でも転移巣でも，癌はaneuploidであり，
多くはクローン進化と多様性の獲得を反映して，DNAパ
ターン上で複数のピークを有する．すなわち，multiploidy
を示している．
D．Multiploidの癌が予後不良であることを示している．腺
癌の組織型や分化度，aneuploidyの程度，分裂像の頻度等
と予後の関係についても解析したが，予後と有意に関連し
たのはmultiploidyのみであった．つまり，DNAパターン
から見て多様性の増大した腺癌の予後が有意に悪いとい
う結果であった．

図7 肝細胞の多倍体化に関する仮説．
A．ラット肝細胞のポリプロイド化機構の仮説43）．
B．肝細胞の二核化と多倍体化のDNAクロスリン
ク仮説109）110）．

図8 Per-KOマウスにおける肝細胞の多倍体化．
A．Per1/2-KOマウスの肝臓．肝小葉の中心静脈近傍から中
間部にかけて多倍体化と二核化が著しく増強している．
ヘマトキシリン染色，40x（originalmagnification）.
B．肝細胞の二核化と一核多倍体化に関する，交互仮説を
下敷きにした模式図．



異なる．なお，現在，一核多倍体細胞と二核多倍体細胞
は，授乳期以降には別個に生じるという二元説
（diphyletictheory）を主張する声も聞こえるが113），ど
ちらが優勢な経路なのか，また，マウス，ラット，ヒ
ト等の種差による違いはどの程度か，今後の研究が待
たれる．

診療現場で思うこと

病理医の醍醐味あるいは楽しさは，組織や細胞が読
めるという形態学の知識を前提として，無意識のうち
に病理医としての自分と生物学者としての自分の間
を行きつ戻りつしながら顕微鏡を覗いていることで
ある．たとえば，顕微鏡で病理組織標本や細胞診標本
を見ている時，「この細胞はきっとaneuploidである．
この細胞のDNA量が知りたい．それさえ分かれば，
癌細胞か癌細胞でないか判明するのに」と思うことが
しばしばある．この要望そのものにかなう機器は現存
しないが，方向性として一致している機器がSysmexか
ら発売されており（LC-1000），今後の動向を期待して
いる．また，順序が逆で，蛍光強度を計測した後に細
胞形態を観察することになるが，singlecellsortingが

可能なコンパクトな機器も，いくつかのメーカーから
市販されている．今後の展開が楽しみである．

終 わ り に

科学は，観察，仮説と反証，事実と反復再現性，論
理的整合性を土台として成り立っている．しかし，そ
れを突き動かしているのは，紛れもなく，熱情に溢
れ，限りなき情念を持った人間である．そのような世
界に胸を打ち振るわせながら没入することができ，た
いへん幸運であった．
旧第二病理学教室に丸9年在籍したが，世間話や噂

話の類いは一切なく，顔を合わせば，学問・研究の話
しかした記憶がない．まるで修道院のようであった．
これが，とても懐かしい思い出である．また，万巻の
書に囲まれた師をいつか議論で言い負かしたいと思
いながら，日々，学問・研究に明け暮れることができ
たことも，楽しい思い出である．
藤田先生を始め，筆者の目を啓き，励まし，支えて

くださった人々への感謝の念は，尽きることがない．

開示すべき潜在的利益相反状態はない．
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