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Ⅰ．はじめに

　病理分野への分子生物学的解析の臨床応用
は、2000 年に乳癌の分子標的薬剤（Trastuzumab）
が本邦に導入されたのを機に、HER2/neu- FISH 

解析が体外診断薬として初めて認可された。現
在は胃癌にも適応範囲が広がり、薬剤投与の判
断に重要な検査となっている。現在では分子標
的薬剤の感受性評価は肺癌のEGFR、ALK、
BRAF、ROS1、大腸癌のRAS、慢性骨髄性白血病、
急性リンパ性白血病のBCR/ABLなど様々な腫瘍
に用いられている。2019年から遺伝子情報に基
づくがんの個別化治療のゲノム医療が始まり、
次世代シーケンサー（next generation sequencer; 

NGS）を用いたがん遺伝子パネル検査が保険適
用された。

　病理診断の鑑別補助的診断は、免疫組織化学
染色法を用いているが、軟部腫瘍、中皮腫、脳
腫瘍、悪性リンパ腫などの腫瘍によって関連遺
伝子が特定され遺伝子染色体解析を用いて診
断、治療や予後の推測に重要な情報が得られる。 

　造血器系腫瘍は、WHO分類による特定遺伝
子の細分化が行われている。造血器腫瘍の遺伝
子検査材料は、血液や骨髄液を用いることが多
い、我々施設では、クロット組織標本を積極的
に用いている。メリットは、①形態と遺伝子異
常との関連性の把握ができる ②再採取の必要
がない ③Retrospective studyが可能であること
が挙げられる。
　病理分野の分子生物学的解析の精度管理は、
固定の質、腫瘍量、腫瘍の不均一性の管理が重
要となる。検査材料は、ホルマリン固定したパ
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ラフィン切片標本が主流に用いられ、アルコー
ル、メタノール固定した細胞診スメア標本を用
いることもある。

Ⅱ．検体の精度管理

1．固定の質
　ホルマリン固定方法は、ホルマリン固定パラ
フィン包埋（formalin-fixed, paraffin-embedded; 

FFPE）検体の適切な作製・保管方法について
示したゲノム診療用病理組織検体取扱い規程
（日本病理学会 ゲノム診療用病理組織検体取扱
い規程策定ワーキンググループ）を基に述べ
る1）。FFPE 検体を用いた分子診断のプレアナリ
シス段階における主な影響因子は、固定前、固
定、固定後プロセスの3段階の管理が重要とな
る。

1）固定前プロセス：組織摘出後は速やかに冷
蔵庫など4℃で保管し、1時間以内、遅くとも3

時間以内に固定することが望ましい2）。摘出後
30分以上室温で保持することは避ける。採取後
は、速やかに （採取から3時間以内） 固定する。
手術材料など大型の組織は出血、壊死、変性し
た箇所からのサンプリングは避け、viableな組
織から採取する必要がある。生検組織は、速や
かに固定液に浸漬し固定を行う。ホルマリンは
時速約1 mmの速度で組織に浸透するため、組
織の厚さが重要である3）。組織の摘出後から固
定までの時間（冷虚血時間; cold ischemic time）
は、生体分子の不可逆的変化を最小化するうえ
で極めて重要である。

2）固定プロセス：固定は、非緩衝 （酸性ホル
マリン溶液）ではなく、10％中性緩衝ホルマリ
ンを使用し、固定時間は6 - 48時間が推奨され
ている。気管支腔内超音波断層法（EBUS）等
を用いて生検採取される微小な組織検体は、よ
り短い固定時間で処理が完了するため、6～ 24

時間に努めることが望ましい4）。ホルマリン固
定に使用する固定液の容量は、組織量に対し10

倍量の固定液を用いることが望ましい。ホルマ
リン固定による核酸品質への影響は、核酸の断
片化のほか、核酸塩基の化学修飾が知られてい
る。特にシトシンの加水分解に伴う脱アミノ化

によりウラシルに置換し、その後のPCR増幅反
応によってチミンが生成（C＞T置換）するこ
とが知られている5）。固定時間の延長により増
加し、72時間から顕著となることから、48時間
以内の固定が望ましい。しかし週末、金曜日の
材料は、月曜日までの固定時間が48時間を超え、
固定対策が必要である。対策を行っている施設
は、休日にホルマリン固定からエタノール置換
や包埋ブロック作成を行う対策を実施してい
る。長時間の固定はDNAの質の低下が進み、
遺伝子変異検査には適さないことがあるため対
策が急務である。

3）固定後プロセス：脱灰処理が必要な時は、
酸脱灰を回避しEDTA脱灰を行う。組織プロセ
ッサーの使用は問題ないが、使用薬剤の交換頻
度などの管理の影響については不明である。ま
た迅速型では、いまだ十分なデータは得られて
いないのが現状である。FFPEブロックの保管
は、室温でよいが、多湿を避け冷暗所が望まし
い。未染色FFPE標本の形態で保管する場合は、
低温保管やパラフィンコーティングなどの核酸
品質劣化を防止する対応を行うことが望まし
い。原則薄切後時間が経過した未染色FFPE標
本のゲノム診断への使用は避け、可能な限り 

FFPEブロックから再薄切をすることが望まし
い。
 

2．腫瘍の比率
　腫瘍細胞と正常細胞の割合が重要である。コ
ンパニオン診断検査薬のコバスEGFR変異検出
キットｖ2.0は、検査するDNAの5％以上に遺伝
子変異が含まれる場合に陽性と判定される診断
薬であり、性能には限界があると記載されてい
る。腫瘍の割合が10％未満の場合は、マクロダ
イセクションを行い、腫瘍の割合を高めた後 

DNA抽出を行う必要がある。また、アポトー
シスや壊死を起こしている部分はDNAが分解
しているため、検査材料としては不適と考える。
腫瘍細胞が少なく、正常細胞や炎症性細胞など
が非常に多く認めた場合に問題となる。1個の
腫瘍細胞から1個のDNAが採取される。しかし
好中球、リンパ球、正常上皮細胞は1個のDNA 

が採取される。腫瘍細胞以外の細胞が多く存在
すると腫瘍細胞のDNA濃度が低下し、検出感
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度が低下する問題が生じる。PCR解析は機器の
性能、プライマー、プローブに注目されるが、
解析に用いる病理細胞診材料の適否の判断が重
要である。非常に腫瘍細胞の比率が少ない場合
は材料として適さないことを理解する必要であ
る。また不適材料で検査した場合は誤判定とな
る場合があるので注意が要する。 

　マクロダイゼクションが有用であった症例を
紹介する。Gefitinib（EGFR L858R）投与後、
PET（Positron Emission Tomography） で原発巣
に集積亢進したため気管支鏡による再生検が行
われた。5材の肺生検が採取され、1、3、4、5 

番に腫瘍細胞が認められた（Fig. 1）。採取され
た5材からDNAを抽出しEGFR遺伝子検査行っ
た。結果はEGFR変異を認めなかった。Gefitinib 

投与時はEGFR L858Rを検出しており、誤陰性
の可能性が示唆された。腫瘍細胞量の多い4番
（腫瘍比率10％）の生検材料（Fig. 1）を用いて
再検査を行った。その結果、EGFR L858Rと
T790M変異が検出された。結果の不一致の原因
は4番の生検は腫瘍細胞を10％認め、1、3、5 

番の生検は2～ 3％の腫瘍比率であった、5材全
体の総腫瘍比率は5％未満であり、検出感度以
下となり、誤陰性となったと考える。本事例は、
初回検査でEGFR L858R変異が判明しているた
め、再検査ができた。しかし、初回検査であっ
た場合は、EGFR変異なしとの報告をした可能
性は否定できない。誤った検査結果から薬剤投
与のチャンスを失う危険性がある。腫瘍比率を

把握して検査することが重要である。

3．腫瘍のHeterogeneity

　組織形態の違いや複数箇所に腫瘍を認める場
合は、遺伝子変異が異なることもあり、サンプ
リングが重要となる。我々は、同一肺葉内に2 

か所認められた肺癌を経験した。肺胞上皮置換
性に立方状の腺癌（Lepidic adenocarcinoma）と
粘液産生を認める腺癌（Invasive mucinous 

adenocarcinoma）が認められた症例を経験した
（Fig. 2）。両者をそれぞれ検査した結果、lepidic 

タイプはEGFR L858R変異、Mucinousタイプは 

BRAF V600E変異が検出された。組織所見が異
なる場合は遺伝子異常も異なる可能性があり、
個々に検査する方法が望ましいと考える。また
我々は、3つの生検にlepidicパターンの腫瘍形
態を認めた症例を経験し、それぞれ解析を行っ
た結果、そのうちの1つのみにexon 19 deletion 

を認めた（Fig. 3）。類似した組織形態でも腫瘍
の箇所が異なると遺伝子変異も異なることがあ
り注意を要する必要があり、大腸癌においても
同様な症例を経験した。生検で大腸癌の異なる
2か所の箇所から生検採取した（Fig. 4）。高分
化腺癌と中分化腺癌の異なる所見が得られた。
各々箇所から遺伝子解析を行った結果、高分化
腺癌はRAS変異なし、中分化腺癌はKRAS変異
を検出した。組織所見が異なる場合は遺伝子異
常も異なる可能性があり、個々に検査する方法
が望ましいと考える。

Fig. 1 EGFR解析（肺癌）
 5材の肺生検が採取され、1、3、4、5番に腫瘍細胞が認められた。腫瘍比率は、1

番から1％、0％、3％、10％、2％である。腫瘍細胞を認めたすべての材料で
EGFR変異は認められなかったが、再検査によって4番でL858RおよびT790M変異
を検出した。
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Ⅲ．臨床への応用

　近年、腫瘍関連遺伝子が特定され分子生物学
的解析が応用されている。脂肪肉腫はMDM2、
FUS、滑膜肉腫SS18、ユーイング肉腫/PNET 

EWSR1、 中 皮 腫CDKN2A、 星 細 胞 系 腫 瘍
IDH1/2、乏突起膠腫 第1染色体、第19染色体な
どの腫瘍関連遺伝子が知られており、特に軟部
腫瘍の解析が進んでいる（Fig. 5）。造血器系腫
瘍はWHO分類による特定遺伝子の細分化が行
われている。Follicular lymphomaはIGH/BCL2、
Burkitt's lymphoma（BL）、IGH/MYC、MALT 

lymphoma、BIRC3/MALT1などの解析を行うこ
とで診断に重要な情報が得られる。悪性リンパ
腫の診断はG-banding染色体解析では結果が得
られにくく、リンパ節生検や穿刺による遺伝子
染色体解析が有用である。Diffuse large B-cell 

lymphoma（DLBCL）はBCL2、BCL6、MYC再
構成を有することがある。特にMYC再構成症
例は、R-CHOPなどのDLBCL標準治療に対する
反応が不良である。R-CHOP療法以外のBLに準

じた強力な高用量化学療法が選択される。
BCL2、MYC再構成の両者の異常を有する 

Double hit lymphoma（DHL） が あ る。DHLは 

BL タイプの化学療法を行ったとしても生存期
間中央値は2.4～ 18カ月と極めて予後不良と報
告されている6）。
　2016年の星細胞系腫瘍のWHO分類でIDH1/2

遺伝子変異、乏突起膠細胞系腫瘍はIDH1/2遺
伝子変異、第1染色体と第19染色体の欠失の遺
伝子分類が必要となった。我々は髄膜腫にて乏
突起膠細胞系腫瘍で用いる第1染色体の欠失解
析を行い、髄膜腫のWHO grade分類の補助診断
に利用している。髄膜腫grade1とgrade2、3では
再発率が異なり、grade1と2の鑑別は重要と考
える。grade分類には細胞異型、壊死、核分裂像、
Ki-67（MIB-1）陽性率など総合的にgrade分類
が行われている。grade1は第1染色体の欠失は
認めず、grade2では第1染色体の欠失が20％以
上認めた7）。再発率が異なるgrade1と2の鑑別に
第1染色体の欠失解析は有用な方法と考える。
　細胞診の応用は、穿刺、スタンプや尿、体腔

Fig. 2 腫瘍の Heterogeneity（肺癌）
 A, B）同一肺葉内に腫瘍を2か所認めた。C）肺胞上皮置換性に立方状の腺癌（Lepidic 

adenocarcinoma）を認め、EGFR L858R変異を検出した。D）粘液産生を認める腺
癌（Invasive mucinous adenocarcinoma）を認め、BRAF V600E変異を検出した。
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Fig. 3 腫瘍のHeterogeneity（肺癌）
 S1、6、8にlepidicパターンの腺癌、S3はカルチノイドの腫瘍形態を認めた。それ

ぞれ解析を行った結果、S1、3、8はEGFR変異なし、S6のみにexon 19 deletionを認
めた。腫瘍の箇所が異なると遺伝子変異も異なることがある。

Fig. 4 腫瘍の Heterogeneity（大腸癌）
 A, B）大腸生検を示す。異なる2か所の箇所から採取され、Aは高分化腺癌、Bは

中分化腺癌の所見を認めた。Cの高分化腺癌は、RAS変異なし、Dの中分化腺癌は
KRAS変異を検出した。



－ 305 －

生物試料分析　Vol. 43, No 5 (2020)

液などのスメア、LBC標本を使用して解析して
いる。甲状腺は血流が豊富でCore Needle Biopsy

などの生検は後出血への懸念などから広く行わ
れている検査とは言い難く、穿刺吸引細胞診が
重要となる。甲状腺穿刺は腺腫様甲状腺腫と乳
頭癌との鑑別が苦慮することがある。乳頭癌は 

BRAF変異、RET、NTRK遺伝子再構成を認める。
頻度はBRAF変異が29～ 69％、RET遺伝子再構
成は13～ 43％、NTRKは5～ 13％の出現率と報
告さている8）。我々の検討では腺腫様甲状腺腫
と鑑別が要した乳頭癌の検討で、乳頭癌に 

BRAF変異を80％認めた、Fig. 6の症例は超音波
検査では境界明瞭な腫瘍で嚢胞所見、石灰化を
認め、血流は内部、周囲に認め乳頭癌が疑われ
た。甲状腺穿刺吸引細胞診所見は泡沫細胞を多
数認める嚢胞性所見が認められた。濾胞上皮は
シート状集塊を形成して出現していた。核内封
入体はごく少量で、核内封入体は核内を1/2以
上占める大型の封入体所見は認めなかった。ま

た隔壁性細胞質内空砲は標本中2か所のみであ
った。乳頭癌を疑ったが、腺腫様甲状腺腫は否
定できなかった。細胞診標本からDNAを抽出
しBRAF変異解析を行った結果、BRAF V600E 

変異を検出した。腫瘍摘出術が行われ、乳頭癌
と診断された。穿刺吸引細胞診にて鑑別困難症
例を遺伝子検索することにより、診断精度の向
上が期待できる。

Ⅳ．最後に

　病理分野の遺伝子染色体解析は簡便、精度の
高い検査になり、積極的に応用されている。遺
伝子染色体解析の検出感度は、検体選択が重要
な要素である。正確な解析が分子標的薬の選択
的診断、病理細胞診断、悪性度、予後など付加
価値的な診断が可能となる。分子標的薬の進歩
および腫瘍関連遺伝子の解明により今後、分子
生物学的解析への応用が期待できる。

Fig. 5 腫瘍関連のFISHシグナル
 A）脂肪肉腫MDM2のAmplificationシグナル。赤シグナルが多数認められる。B）

悪性中皮腫CDKN2AのHomozygous deletionシグナル。赤シグナルが認めず、欠失
している。C）髄膜腫1p36 deletionシグナル。通常赤シグナルは2個であるが、シ
グナルが1個で欠失している。D）濾胞性リンパ腫IGH/BCL2転座シグナル。IGH/

BCL2の黄色の転座融合シグナルが認められる。
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