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研究成果の概要（和文）：がん診断を目的として、固形がんの組織を専用試薬中で攪拌し細胞を単離し、細胞懸濁液化
し、フローサイトメータを用いてDNA量ヒストグラムを数分で得た。消化器がんとくに大腸がんにおいて得られたヒス
トグラムを、G0/G1期のピークを200高さを１に規格化して各細胞周期における細胞数比率を特徴量とし、次にヒストグ
ラムにFFTを施し、パワースペクトルを得てその曲線下面積、振動数、最大傾斜を特徴量とした。特徴量と病理診断結
果を対照し、スキャッタグラム、樹形図、サポートベクターマシンなどを用いてがん検出論理を構築した。
　構築したアルゴリズムは感度特異度とも90%以上を示した。

研究成果の概要（英文）：Tissue of the solid carcinoma were made in to cell suspension by stirring in the 
solution of PI and a surfactant. Then DNA histogram were measured using a flow site meter. The process 
are done in several minutes. The histograms are standardized peak address into 200 and number of cells at 
200 in address into 1. The cell count ratio of each cell cycle were calculated. Power spectrum of the 
histogram was calculated by FFT. Area under the curve, number of vibrations and maximum slant of the 
power spectrum were calculated from the power spectrum. These feature are compared with the pathological 
diagnosis using scattergram, tree-diagram, and support vector machine. These analysis shows over 90% on 
sensitivity and specificity.

研究分野： 医用工学

キーワード： がん診断　細胞周期　DNA量　FFT
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
がんは日本における死因の 30%を占め、そ

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。癌の治療は早期発見であれば
根治手術が行われる。根治手術を成功させる
には早期発見が正確かつ迅速に行われる必
要がある。がんの早期発見には、消化管の場
合、内視鏡による画像診断と生検標本の病理
診断が不可欠である。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、診断の確度向上と病理医の
負担軽減がはかれる。今までに、造血器腫瘍
についてはフローサイトメータを用いた
ploidy 解析が、細胞単離が容易なうえに、再
現性のよいデータが得られるので臨床に応
用されている。固形がんに関しては、用手法
による細胞単離と試薬調製に 30～40 分要す
るうえに、pseud aneuploidy(pseud)といわ
れる、成因不明のピークが G0/G1 期付近に生
じるなど、再現性が乏しく、臨床診断への適
応は困難であった。現在、凍結乾燥試薬と自
動細胞単離装置(単離装置)を用いることに
より、材料投入から 7～8分で解析結果が得
られるようになり、脳腫瘍に対する手術断端
の診断を迅速に行い、後遺症を最小限にして、
最大の治療効果を狙う際の断端診断の迅速
化を目指す研究が進んでいる。脳腫瘍の研究
においては、pseud が観察されるケースは少
なく、G0/G1 よりも DNA 量の多い細胞数の、
G0/G1 期の細胞数対する比率を見ることでか
なりの診断成績を上げられるとの見通しを
得ている。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１細胞周期 
https://www.bc-cytometry.com/FCM/fcmp

rinciple_8-3.html から引用 
 
図１に正常な組織の DNA 量の分布を示す。

正常な組織の G0/G1 期細胞内の DNA量をアド
レス 200 に設定すると、G2/M 期の細胞は正常
の二倍すなわちアドレス400付近に現れ、200
から 400 の間に S期細胞が分布するが、正常
な細胞であれば、先行研究の成果により G2/M
期と S期の細胞数は G0/G1 の細胞数の 1から
2%程度以下と考えられる。 
がん化した細胞にはDNA量が変化したもの

とDNAの量は変化せず単純に増殖する細胞の
数が増加するものが見られるが、いずれも正
常細胞のG0/G1期以外の場所にピークが見ら
れる。したがって、固形がんであっても細胞
を迅速に単離し、DNA ヒストグラムを得るこ
とにより、迅速に診断することが可能ではな

いかと期待して研究に着手した。さらに、用 
手法による先行研究においてはpseudがなぜ
生じるかについての議論が盛んにされてい
た。われわれは、pseud の発生する原因より
も G0/G1 期近傍の（誤り情報が含まれると思
われる）領域とそれ以外の領域を分離して考
えることにより診断精度の向上が図れるの
ではないかあるいは、がん組織の ploidy 
pattern が広い領域に広がる傾向に着目して、
DNA ヒストグラムの空間周波数分析を行い、
DNA 量のばらつきを評価することによりがん
診断が可能になるのではないかという二つ
の期待を持って研究に着手した。 
  
２．研究の目的 
本研究は迅速な診断結果が数分で得られ

る特長を生かして、がんの病理診断支援特に
内視鏡検査において高い有効性と迅速性が
期待できる病理診断の支援を行うシステム
の開発を目標とする。 
 
３．研究の方法 
3.1 対象  
内視鏡による生検標本の解析装置の開発

を目標としているが、内視鏡による生検標本
はヒトの臓器の切片であり、研究目的で採取
するには、十分な診断能力を持つことが期待
される状況で、最終的な性能の確認にいたる
までは行うべきではないと考え、摘出し必要
な標本を作成した後廃棄される消化器がん
の開腹手術材料（手術材料）を用い、大腸が
んと正常組織の識別のアルゴリズムの確立
を図り、必要最小量の標本量を定めるなど、
検査に際して患者に与える侵襲を最小限に
する準備も重ねた後に内視鏡による生検標
本による研究を開始することとした。 
 
3.2 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に
従って開発した Triton X-100、propidium 
iodide (PI) （DNA 量に比例した蛍光を発す
る色素）、RNaseA などを含む凍結乾燥試薬(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[8]。 
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（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。 
 
3.3 病理標本の作製 
採取したサンプルは二分しひとつは冷凍

後薄切し HE、LCA、vimentin,サイトケラチン
などで染色した、HE 染色した標本を用いて病



理診断を行うとともに、顕微鏡写真を撮影し、
ヒストグラムとの比較検討を行った。 
 

3.4 解析法の研究 
 取得した蛍光強度分布を観察しパター

ン分類を行い病理診断結果と比較した（パタ
ーン法）。CSV ファイルに変換し、科学計算用
言語 MATLab（Mathworks）を用いてえられた
蛍光強度分布を解析するプログラムを作成
し、ヒストグラムの規格化、領域ごとの細胞
数計数を行い領域ごとの細胞数比率を用い
たアルゴリズムを開発（領域法）した。規格
化ヒストグラムにFFTの演算と特徴抽出を行
い臨床診断結果と比較して診断アルゴリズ
ムの検討を行った。（FFT 法）。得られた特徴
は統計ソフト SPlus（数理システム）を用い
て統計解析を行った。また、ソフトウエアは
ウインドウズ7搭載のパーソナルコンピュー
タに組み込んで使用した。 
 

3.5 細胞単離装置および試薬の検討 
 細胞単離法について、食用豚の新鮮大腸を
屠殺直後（水洗前に）購入し現場で持参した
生理的食塩水を用いて洗浄後研究室におい
て細胞単離の検討を行った。 
 
４．研究成果 
4.1 成果の概要 
 がん研究会有明病院に於けるデータ収集
により約 600 件、300 例程度の消化器癌のヒ
ストグラムを測定した。採取した組織を 2分
して片方を用いて薄切標本を作製し,HE,LCA,
ビメンチン、サイトケラチン、無染色標本を
作製した。残りを単離染色した。対象とした
組織は主に大腸、胃、食道、肝である。 
 詳細は後述するが結果をまとめると次の
とおりであった。 
ヒストグラム法の結果：ヒストグラムと組織
の病理診断結果を対照しヒストグラムをパ
ターン分類し、従来の diploidy, aneuploidy
パターへ分類に atypicalploidy を加えさら
にこれを 4つのパターンに分類し、病理診断
と比較した。atypicalploidy を分類したうち
の spread type はすべてがんであり、他に
はがんと正常が混在し識別困難であった。 
領域法と FFT 法の結果： 次にヒストグラム
診断の定量化を目指して、ヒストグラムを規
格化しその領域ごとの細胞数比率と空間周
波数分析による特徴抽出を行い、特徴と病理
診断結果を比較して診断アルゴリズムを開
発した。詳細は後述するが、領域法において
は s期の細胞数比率が最も高い感度、特異度
を示し、感度 90%以上、特異度 80%以上を示
した。さらにパワースペクトルの最大傾斜が
領域法とFFTから得られた特徴の中で最も高
い感度特異度を示し感度特異度とも 90%以上
を示した。 
単理法および試薬：細胞単離および染色試薬
について文献検討および実験を行い開発し

た装置と試薬の性能を確認した。試薬につい
てはさらに改良を進める必要がある。 
 
4.2 スクリーニング 
生体から取得した信号から、雑音除去を行

う場合、最初に明らかな雑音を除去した後、
除去が困難な雑音を取り除くという手順で
行うのが一般的である。がん診断においても、 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
がん細胞のヒストグラムは正常細胞のヒス
トグラムに対する雑音とみなし、明らかにが
んの特徴を示すヒストグラムはあらかじめ 
がんと判定することとした。そこで、正常組
織 39 例について、G0/G1 期のピークアドレス
を測定したところ、平均値192、標準偏差10.8
が得られた。図 2にその分布を示す。平均値
と標準偏差から、最大ピークアドレスが 230
以上を示す確率が 0.01%以下になると予測で
きたので、アドレス 230 以上に最大ピークを
もつ組織は、あらかじめがんと判定した。同
様に最大ピークアドレスが170以下もがんと
判定した。本研究で解析した 46 例中、G0/G1
期のピークがアドレス230以上に存在する組
織は 17 例であり、あらかじめがんと判定し
たが、病理組織診断と一致し、すべてがんで
あった。正常組織の G0/G1 期のピークの平均
値と標準偏差から予測すると、わずかな確率
で正常組織が含まれることになるので本ス
クリーニング法を採用した。また、本研究に
おいては、正常組織の混入は１例もなかった。 
 
表 1 スクリーニングの効果 

パラメータ Slope S 期 

スクリーニング なし あり なし あり 

Statistical 
感度 96 97 91 97 

特異度 100 100 77 82 

 
スクリーニングの効果の例を表２に示す。事
前にピークアドレスの大きさでスクリーニ
ングを行うと感度と特異度が向上すること
がわかった。 
 
4.2 ヒストグラムのパターン分類 
典型的な Aneuploidy と Diploidy を示さな

いヒストグラムを新たに Atypical Ploidy と
新たな分類を設けて分類し、さらにこれを図
2 表 2 に示すように Spread、Debris、

図 2 ピークアドレスの分布 
 



Shoulder、Wide の 4つに目視で分類して診断
結果と対比した。この結果と病理診断の結果
を比較した結果を表 3に示す。この結果は
Aneuploidy と Spread を示す組織はがん、
Diploidy を示す組織は正常、それ以外のパタ
ーンを示す組織はがんとノーマルが混在す
るという結果を得た。新たなパターン分類を
定量化すると診断精度の向上が期待できる
という結果が得られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
4.3 領域法による定量化診断法の検討結果 
 ヒストグラムパターンの定量的診断を行
うには標本毎に取得細胞数が異なることと、
ピーク位置の変化が光量の絶対値に対して
20%程度ずれると言われているのでこの補正
を目的にヒストグラムの規格化を行った。 
 規格化を行った後、図 4に示すように DNA
量を示すアドレスを1から150までをDebris
領域、151 から 270 までを G0/G1、271 から
350までをS期、351から450までをG2/M期、
450 以上を OverG2/M と定めた。その間の細胞
比率を積分した値を特徴量と定め、病理診断

結果と比較した。その結果、感度特異度とも
80%程度がえられた。この分類は pseudo の影
響を避けるために、G0/G1 期の上限が広げて
ある。また、細胞数の基準を蛍光強度最強点
における細胞数とした。 
 
 
4.4 FFT 法 
 規格化したヒストグラムを表1に従って分
類し、FFT を用いてパワースペルトルパター
ンを得た。結果を図 5に示す。Normal と比較
するとパワースペクトルパターンと微分パ
ワースペクトルパターンは Aneuploidy,他の 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.4 FFT 法 
 規格化したヒストグラムを表１に従って
分類、FFT を用いてパワースペクトルパター
ンを得た結果を図 5に示す。Normal と比較す
るとパワースペクトルパターンと微分パワ
ースペクトルパターンは Aneuploidy,他の異
常ヒストグラムと異なる形状を示している
特にパワースペクトルの曲線下面積と振動
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Wide

 Diploidy 上左 Aneuploidy 上→ 
  Spread 中左、Shoulder 中右 
  Debris 下左 Wide 下右 
図 5  ヒストグラムパターンとその
FFT パターンと微分 FFT パターン 
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B:  Aneuploidy
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図 3 ヒストグラムのパターン分類結果 
 

図 4 領域の定義 
 

1
2
3
3-1 Wide type
3-2 Shoulder type
3-3 High debris type
3-4 Spread type

Diploidy

Atypical ploidy
Aneuploidy

sub

表 2 ヒストグラムの分類 
 



数、微分パワースペクトルの最小値をが異な
ることがわかる。FFT と dFFT から得られる特
徴を曲線下面積(AUC)、振動数（OSC）、最大
傾斜（Slope）としその定義を図 6 に示す。
AUC と Slope は DNA 量のばらつきが大きいと
AUC が小さくなり、Slope の絶対値が大きく
なる。ピークが複数あると dFFT は振動波形
を示す。 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.5 診断論理の構築(1)スキャッタグラム 
 得られた特徴量すなわち領域法でえられ
た Debris、G0/G1、S、G2/M、OverG2/M にお
ける細胞比率と、AUC、OSC、Slope について
がんと正常を比較してそれぞれのパラメー
タについて感度特異度を求めROC曲線を描き
判別能力の高いパラメータを選択しS期細胞
比率と、Slope の散布図を作成し判別線を引
き感度特異度を計算した。図 7に ROC 曲線の
例を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 4 散布図による感度、特異度 

項目 感度 特異度 
Slope・OSC 98 92 
Slope・S 100 100 
Slope・G2/M 98 100 
 
複数の特徴量を用いて診断能力の向上を

測る目的でスキャッタグラムを用いて目視
で判別線を引いて調べた。得られた感度特異
度の代表例として、Slope と OSC、Slope と S、 

 
SlopeとG2/Mについて求めた結果を表４に

しめす。また、作成したスキャッタグラムの
カットオフラインを図 8に示す。 
 
4.6 診断論理の構築(2) 
 診断論理を機械的学習法で構築するとど
のような結果が得られるか検討をSplusに組
み込まれたサポートベクターマシン(SVM)を
用いて行った。サポートベクターマシンへの
入力データは領域法とFFT法で得たすべての
特徴量として、モデルを構築し、そのバリデ
ーションを leave one out 交差検証法を用い
て行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
得られた結果から感度 88% 特異度 95%であ
った。 
4.7 まとめ 
 DNA 量分布を測定してその特徴量を用いて
がんを診断する技術の可能性を見出した。可
能性は大きき医が、がんを見落としたときの
損失とがんの多様性を考えたとき、さらにデ
ータを蓄積しアルゴリズムの改善を図って
いく必要がある。 
 
 
 

S 期細胞比率     Slope 
図 7 ROC 曲線の例 

図 6 FFT の特徴の定義 

がん 正常
がん 26 23 3
正常 26 2 24

SVMによる予測
病理

表 5 SVM を応用した診断 

スキャッタグラム上 
拡大スキャッタグラム下 
図 8 Slope と S のスキャッタ
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