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研究成果の概要（和文）：我々は、DNA ploidy解析を用いたがん診断法の研究を続けてきた。先行研究におい
て、領域法で解析した結果、感度98%、特異度82%を示した。先行研究のValidationを目的として、採取された大
腸がん患者70症例（がん組織60例、正常組織58例）に対して線形判別分析を行った。結果、先行研究に比べ感度
が7％程度低下したので、診断アルゴリズムの改善が必要と考えた。 新しい特徴量として、最大ピーク(PK1)と
二番目のピーク(PK2)の比（PK2/PK1）、G0/G1領域とPseudo領域の細胞数と最大ピークの半値幅を追加した。新
しいアルゴリズムによる結果は感度87%、特異度97%以上を示した。

研究成果の概要（英文）：We have developed to cancer screening algorithm of the cell cycle, evaluated
 by the flow cytometry. Our previous research using our ‘the domain method’ algorithm showed a 
sensitivity of 98% and specificity of 82% to screen cancer cells. The present study aimed to 
validate our previous findings by using a linear discriminant analysis (LDA) on other tissues 
collected from 70 patients with colorectal cancer (60 cancer tissues; 58 normal tissues). The 
results showed about a 7% decrease in sensitivity from our previous research, thus indicating a need
 to improve the diagnostic algorithm.In the present study, aiming to improve the algorithm, called 
as the domain method, we focused and applied following new features of the cell cycle findings: The 
second largest peak (PK2) to largest peak (PK1) ratio (PK2/PK1), the G0/G1 and pseudo domain cell 
counts, and half-width of the largest peak. 
  As the result, he new algorithm showed a sensitivity of 87% and specificity of 97%.

研究分野： がん診断

キーワード： DNA　ploidy　がん診断
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は正常組織とがん組織の判別ができるアルゴリズムを開発し、そのアルゴリズムが組み込まれたがん診断
支援装置の開発を目的としている。
国民の3人に一人ががんで亡くなる時代に突入し、がん診断件数は年々増加傾向を示している。しかし、近年が
んの早期診断を行い、適切な治療を行うことで治癒が期待できる疾病となってきた。本研究はフローサイトメー
ターによるDNA ploidy(DNAの倍数性)解析を行い、その結果を迅速に内視鏡医や外科医に提供できるがん診断支
援装置の開発を試みている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 国民の 3 人に 1 人ががんで亡くなる時代に突入し、がん診断件数は年々増加傾向を示してい
る。しかし、近年がんの早期診断をおこない、適切な治療をおこなうことでがんは治癒が期待
できる疾病となってきた。がんの早期発見と有効な治療法の研究は国家的な課題である。がん
の治療は早期であれば根治手術が行われ、根治手術を成功させるには、がん細胞を取り尽くす
ことが必要である。組織にがんが残存しないことを確認する目的で術中迅速病理診断が行われ
るが、診断に必要と判断された標本の一断面のみが病理標本として観察されるので、その断面
が標本全体を代表していない場合、がん組織の存在を見落とす可能性が否定できない。これら
の検査は熟練した病理医の技術が必要である。優れた診断支援装置があれば、診断の精度向上
と不足している病理医の負担軽減がはかれる。 
２．研究の目的 
健康診断の普及に伴い内視鏡などを用いて採取した組織検査件数が年々増加傾向を示してい

る。それに伴い術中、術後の組織検査の件数も増加している。本研究１）は、フローサイトメー
ターを用いて細胞の DNA 量を測定し、その DNA 量を反映するヒストグラムの解析によって
がん診断（正常組織とがん組織の判別）ができるアルゴリズムを開発している。さらにそのア
ルゴリズムが組み込まれたがん診断支援装置の開発を試みている。本研究１）は先行研究２）のバ
リデーションを目的として開始し、領域法で得られた特徴量を用いて、予備的検討の目的で、
大腸がん患者 70 症例（118 組織）と先行研究２）で用いた大腸がん患者 46 症例(85 組織)に対し
て、線形判別分析((linear discriminant analysis:LDA)により比較評価をした。その結果感度が
7％程度低下していたので、先行研究２)のアルゴリズムでは、バリデーションを行ってもよい結
果が期待できないと予測し、アルゴリズムの改良を試みた。 

 
３．研究の方法 
（１）対象 
がん研究会有明病院において、2013 年 11 月から 2014 年 11 月まで、大腸癌切除術を施行し

た 70 症例から正常大腸粘膜組織(正常組織)と大腸がん組織（がん組織）を採取した。解析し
た組織は正常組織が 58 例、がん組織が 60 例である。採取した組織は 2分割し、片方はホルマ
リン固定を行った後 hematoxylin and eosin (HE) 染色標本を作製し、病理診断を行った。も
う片方は細胞単離を行った上でフローサイトメーターを用いて DNA の原ヒストグラムを得た。
得られた原ヒストグラムを解析の対象とした。採取した組織のなかで、細胞単離で得られた細
胞数が 2000 以下の組織は解析対象から除外した。 
（２）細胞単離手順と蛍光強度分布の測定 
①サイトメトリー学会のガイドライン３)に従って開発された凍結乾燥試薬(DNA PEAK、DNA 

Ploidy Easy Analysis Kit、FC-220V、日本光電製)を 2.5ml のアイソトナック（日本光電製
buffer.）を用いて試験管内で溶解し、約 2mm3 大の組織を試験管に投入した。 
②自動細胞単離装置（日本光電製）を用いて試験管に投入された組織を約 6分間ピペッティ

ングし、懸濁液化した。 
③懸濁液は 40μmナイロンメッシュで濾過し、測定標本とした。単離結果の確認は取得細胞

数で行った。 
④濾過液はフローサイトメーター（FACS Calibur BD 社、NJ. U.S.A)にて測定し、蛍光強度

分布のデータを取得した。FACS Calibur の取扱い説明４）に従って、蛍光強度分布データから
細胞のダブレット、トリプレットやその他の雑音を除去したのち、ヒストグラムを作成した。
ヒストグラムは DNA の量（アドレス）を横軸に、測定した細胞数を縦軸(高さ)にした。 
⑤フローサイトメーターは取扱い説明書４）に従って、標準細胞（一般にはヒト正常リンパ球）

を測定した時、G0/G1 ピークがアドレス 200 を示すように定期的に調整して使用した。 
（３）データの解析 
①得られたヒストグラムの最大ピークのアドレス(Pkorg)によるスクリーニング 
②ヒストグラムの規格化 
③ヒストグラムの形状分析(PK1、PK2、PKW)とセカンドピーク(HPK2=PK2/PK1>0.5)の有無によ

るスクリーニング（図 1 PK1、PK2 と PKW の定義） 
④解析特徴量の追加 

  a)領域の細分化（図２ ヒストグラムの新領域区分） 
  b)ヒストグラムの形状からの特徴量の追加 
⑤解析特徴量の選択 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
     
 
 
 

 
 
図１ PK1、PK2 と PKW の定義 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２ ヒストグラムの新領域区分 
 
４．研究成果 
先行研究２)にて、細胞周期に基づいて DNA ヒストグラムを Debris、G0/G1、S、G2/M、Over G2/M

領域に区分した。G0/G1、S、G2/M 領域は細胞周期の G0/G1 期、S期、G2/M 期に相当する。Debris
と Over G2/M 領域は正常細胞の細胞周期として定められていない領域である。また、それぞれ
の領域における細胞数（積分値）を求め、解析を行った。結果、正常組織とがん組織の判別に
有効な特徴量として採用されたのは、Debris、S、G2/M、Over G2/M 領域である。G0/G1 領域は、
有効な特徴量ではなかった。先行研究２)において、得られた有効な特徴量を独立変数とし、病
理診断結果を従属変数として、Support Vector Machine（SVM）５,6)を用いて統計モデルを作成
し、leave one out cross validation(LOCV)を行った結果、感度 98%、特異度 82%が得られた。
この診断方法を領域法と名づけた。先行研究２)で得られたアルゴリズムの性能向上を目指し、
領域法における領域の細分化と形状に関する特徴量の追加について検討した。先行研究２)では
採用しなかった G0/G1 領域を新たな G0/G1 領域と pseudo 領域に細分し、がん診断上有用な特徴
量であるか否かについて、二標本コルモゴルフ＝スミルノフ（KS）検定を行ったが、有意差は得
られなかった。正常細胞の DNA ヒストグラム上、pseudo 領域に細胞増殖が見られる理由は不明
であるため、当面は G0／G1 と pseudo 領域についてはがん診断の特徴量からは除外して解析を
進め、その理由がわかった後に再度検討することとした。KS検定の結果採用された領域法の特
徴量は、Debris、S、G2/M、over G2/M 領域における細胞数（積分値）であり、先行研究２)で採
用された特徴量と一致した。同様に先行研究では検討に加えなかった形状に関する特徴量とし
て G0/G1 ピークの半値幅(PKW)と二番目に高いピーク(PK2)について検討を加え、HPK2 
(PK2/PK1>0.5)の有無はスクリーニングの項目、PK2/PK1 は特徴量の一つに加えることができた。 
本研究１）の判定精度は先行研究２）とほぼ同じレベルに追いついた。先行研究２）の領域法で

は感度 98％特異度 82%であり、Receiver Operating Characteristic(ROC)は約 0.8 を示した。
本研究１）の領域法においては、感度 87%特異度 97%であり、ROC は約 0.84 を示した。領域法の
範囲では、ほぼ同等以上の性能が得られたと考えられる。さらなる性能向上を目指し、FFT を
用いて、ヒストグラムの形状を空間周波数分布に変換し、周期性の有無、細胞の DNA 含量分布
のばらつきの検討を行うことでがん診断に有用な特徴量が得られる可能性があり、今後の課題
とする。 
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