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TOPICs: フローサイトメトリー解析の基本

造血器腫瘍の分類においては、形態学的な評価に加えて免疫表現型の解析が重要であり、近年では免疫
表現型と診断や予後との関連についての研究も進められています。免疫表現型は、細胞に発現するタンパ
ク質を抗体によって検出することで評価されます。フローサイトメトリーはその代表的な解析法の一つで
あり、複数のタンパク質発現を同時に評価できるという特徴があります。そのため、近年は獣医学領域に
おいても造血器腫瘍の診断や分類に広く利用されるようになっています。本稿では、フローサイトメトリ
ーの基本原理を概説するとともに、犬の症例を中心に実際の解析例を紹介します。

本号では、弊社で受託しておりますフローサイトメトリー解析について、
検査委託先である東京大学の後藤裕子先生に、その適応や具体的な解析例を交えながらご解説いただきます。

■ はじめに

●フローサイトメトリーの原理と適用

●フローサイトメトリーに使用できる検体
フローサイトメトリーでは、検体の質が解析の成否を大きく左右します。依頼前には、特に以下の３点を確認することが重要です。

① 細胞が単離されていること  
フローサイトメーターでは細胞を1個ずつ解析するため、大きな細胞塊は測定できません。末梢血、骨髄、リンパ節針吸引生検サンプルは

一般的に適した検体です。一方、消化管や皮膚などの組織では、解析対象となるリンパ球を単離するために酵素処理などが必要となること
が多く、日常診療での適用は容易ではありません。胸水や腹水も解析可能ですが、死細胞や変性細胞が多い場合には十分な結果が得られな
いことがあります。

② 生細胞であること  
フローサイトメトリーでは通常、未固定の生細胞を用いて解析を行います。死細胞では抗体の非特異的結合が増加し、正確な解析が困難

となるため、採材後はできるだけ速やかに冷蔵状態で提出し、高い生細胞率を維持する必要があります。なお、凍結により細胞の生存率は
著しく低下するため、凍結は禁忌です。

③ 解析対象となる細胞集団を認識できること  
フローサイトメトリーでは多数の細胞を解析できますが、細胞診のように個々の細胞の形態を直接観察しながら解析対象を選択すること

はできません。そのため、解析対象となる細胞集団は、細胞の大きさや抗原発現などの特徴をもとに認識できる必要があります。ただし、
検体中の大部分を異常細胞が占める場合には、解析対象の細胞集団が明瞭であるため、こうした識別が問題となることはほとんどありませ
ん。また、ごく少数の異常細胞であっても、特徴的な大きさや抗原発現を示す場合には解析可能な場合があります。一方、異常細胞が少数
しか含まれておらず、他の細胞集団と明確に区別できない場合には、フローサイトメトリーによる評価が困難となります。そのため、フロ
ーサイトメトリー解析を依頼する際には、あらかじめ細胞診所見とあわせて検討することが推奨されます。

フローサイトメトリー解析では、検体中の細胞を一つずつ分離した状態で解析しま
す。細胞を蛍光標識抗体と反応させた後、フローサイトメーターに導入すると、水流に
よって一列に整列し、レーザー光の前を１個ずつ通過します。レーザーが細胞に照射さ
れると、細胞の大きさや内部構造を反映する散乱光と、抗体に結合した蛍光色素から発
せられる蛍光が生じます。これらの情報は細胞ごとに記録されますが、フローサイトメ
ーターには通常、複数のレーザーと検出器が搭載されているため、複数のマーカーを同
時に評価することができます。この点はフローサイトメトリーの大きな特徴であり、細
胞集団の性質を詳細に把握できる理由となっています（図１）。

フローサイトメトリーは、細胞が一つずつ分離された状態で存在し、その細胞を認識
する特異的抗体が利用可能であれば解析を実施することができます。そのため、理論上
はさまざまな細胞を対象とした解析が可能です。一方で、犬や猫では血液細胞、とくに
リンパ系細胞を対象とする抗体が比較的充実しています。また、末梢血、骨髄、リンパ
節針吸引生検サンプルは、細胞が元々遊離した状態で存在しているため、フローサイト
メトリーに適した検体といえます。そのため、獣医臨床におけるフローサイトメトリー
は主にリンパ系腫瘍やリンパ増殖性疾患の診断に利用されています。
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図1. 1レーザーを用いた3カラー解析の模式図。

細胞がレーザー光を通過するたびに散乱光および蛍光
が発せられ、それぞれの光学検出器によって測定され
ます。本図では、3種類の蛍光色素を用いた解析例を示
しています。FSC：前方散乱光，SSC：側方散乱光。



解析例２
著しいリンパ球増多症を呈した犬末梢血の解析例を示します（図3）。

リンパ球様細胞を対象として解析を実施したところ、大部分の細胞が同一
の免疫表現型を示していました。これらの細胞はCD3陽性かつCD5陽性で
あり、Tリンパ球系細胞と考えられました。一方で、CD4およびCD8の発
現はいずれも認められませんでした。

末梢血中の成熟Tリンパ球は通常、CD4またはCD8のいずれかを発現し
ています。そのため、この症例のようなCD4-CD8-のTリンパ球はdouble 
negative Tリンパ球と呼ばれ、異常な免疫表現型を示すTリンパ球集団と考
えられます。犬の慢性リンパ性白血病（chronic lymphocytic leukemia, 
CLL）では免疫表現型と予後との関連が報告されています。本症例のよう
なdouble negative T-CLLは、予後不良な非定型CLLに分類されます
(Comazzi et al., 2011)。

近年、造血器腫瘍における免疫表現型の重要性はますます高まっています。これまでは免疫組織化学が主要な評価法として用いられてきま
したが、とくに造血器腫瘍では複数のマーカー発現を組み合わせて評価する必要があることから、フローサイトメトリー解析の有用性が注目
されています。一方で、フローサイトメトリーでは未固定の生細胞を用いる必要があるため、検体の取り扱いが結果に大きく影響します。こ
のことが普及の妨げとなり、これまで国内でフローサイトメトリー解析を受託する施設は限られていました。最近、サンリツセルコバ社の協
力によりフローサイトメトリー解析の受託を開始することができました。造血器腫瘍の診断における選択肢の一つとして、積極的に活用して
いただければ幸いです。

ただし、フローサイトメトリーは有用な検査である一方、単独ですべての診断が完結するわけではありません。実際の診断では、細胞診、
病理組織学的検査、免疫組織化学、PARRなどの検査結果と併せて総合的に解釈することが重要です。次稿では、免疫組織化学やPARRとの違
い、それぞれの検査の特徴や使い分けについて解説します。

解析例１
腫大リンパ節の針吸引生検サンプルを用いた犬の解析例を示します（図

2）。検体に含まれていた有核細胞（FSC vs SSCプロットで囲まれた青色
のドット）を対象として解析を実施したところ、これらの細胞の大部分が
同一の免疫表現型を示していました。正常リンパ節にはさまざまなリンパ
球が混在していますが、単一の免疫表現型を示す細胞が大部分を占める場
合には、腫瘍性増殖が強く疑われます。

これらの細胞はCD21陽性かつCD25陽性であったことから、B細胞性リ
ンパ腫が疑われました。CD25はIL-2受容体の一部を構成する分子であり、
活性化リンパ球マーカーとして知られています。犬のB細胞性リンパ腫の
多くでCD25発現が認められることが報告されており、予後との関連につ
いても検討が進められています。しかし、CD25高発現が予後不良と関連
するとする報告と、良好な予後あるいは生存期間延長と関連するとする報
告の両方があり、今後の検討が待たれます(Sheng et al., 2023;Wolf-
Ringwall et al., 2020;Mizutani et al., 2016)。

なお、本症例では末梢血中にも同一の免疫表現型を示す細胞集団が認められました。さらに、リンパ系細胞クローン性解析（PCR for antigen 
receptor gene rearrangement, PARR）により、リンパ節および末梢血の細胞が同一のIgH遺伝子再構成を有することが確認されました。これら
の所見から、リンパ節および末梢血で認められた細胞集団は同一クローン由来であることが確認されました。

図2. 犬リンパ節針吸引生検サンプルのフローサイトメトリー解析例。

FSC vs SSCプロット（左）でゲートした細胞集団（青色ドット）を
対象として解析を実施しました。これらの細胞の約90％は、Bリンパ
球マーカーであるCD21および活性化リンパ球マーカーであるCD25を
発現しており、比較的均一な免疫表現型を示していました。

図3. 犬末梢血のフローサイトメトリー解析例

FSC vs SSCプロット（左）でゲートした細胞集団（青色ドット）を
対象として解析を実施しました。これらの細胞の約90%は、Tリンパ
球マーカーであるCD3およびCD5を発現していました。一方、CD4お
よびCD8の発現はいずれも認められませんでした。

図8. 類皮嚢胞. 嚢胞内には角化物に混じて被毛断片が観察される.
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