
杏林大学・医学部・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６１０

基盤研究(C)（一般）

2018～2016

微量検体からの肺癌コンパニオン診断を可能にする基盤研究

The establishment of molecular testing using cytological materials for lung 
cancer treatments

４０４１５０６３研究者番号：

田中　良太（Tanaka, Ryota）

研究期間：

１６Ｋ１０６９０

年 月 日現在  元   ６ ２０

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：気管支鏡下肺腫瘍生検の際に用いた生検鉗子の先端を洗浄し、採取した細胞材料を液
状化細胞診Liquid Based Cytology（LBC）で固定した。その後細胞浮遊液ゼリー化試薬（iPGell）を用いて包埋
し、セルブロックを作成してから本研究の実験材料とした。このセルブロックは微量検体での免疫染色や核酸抽
出を可能とし、治療の効果予測因子となる組織型の鑑別、および上皮成長因子受容体（EGFR）の変異解析、ROS1
融合遺伝子解析が実行可能で最適な材料であった。

研究成果の概要（英文）：We studied patients with lung cancer undergoing bronchoscopic biopsy to 
assist us with making treatment plans. After getting cytological samples using instrument washings, 
the specimen was fixed by BD CytoRich Red Preservative, making a cellblock with iPGell. The 
cellblocks with iPGell were used for cytomorphological subtyping, molecular testing and 
immunocytochemical analysis for validation of feasibility in this study. The cellblock with iPGell 
was suitable for use in these kinds of examinations, and it might be an optimal preparation for 
analyzing gene aberrations before developing treatment plans in our clinical practices.

研究分野： 呼吸器外科学、病理・細胞診断学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
非小細胞肺癌の薬物療法は分子標的治療や、免疫療法がめざましい発展を遂げてきた。気管支鏡下生検による確
定診断は重要であり、薬剤耐性後の再生検も更に必要なことがある。本研究において微量検体を用いた免疫組織
学的な組織型推定、更に分子標的治療薬などの効果予測となる遺伝子解析を高感度に実行した。そして細胞浮遊
液ゼリー化試薬（iPGell）を用いた方法の検証実験を行い、本法が簡便かつ効率的な方法であることを証明し
た。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
1. 研究開始当初の背景 

近年癌治療におけるさまざまな、新しい臨床試験・治験の結果が、次々と報告されてきてい
る。遡れば肺癌において 2002 年ゲフィチニブ、その後 2007 年エルロチニブが承認されてから、
標的とする上皮成長因子受容体（EGFR）の変異解析、更に耐性化に伴う耐性遺伝子の検出など
が必要とされている。そのような時代的背景の中で、手術以外の治療戦略においては、確定診
断や治療への感受性などの、評価ができる検査が大変重要である。我々は気管支鏡検査におい
て、患者への負担の軽減、および診断率の向上を目指して、迅速細胞診を併用している（胸部
外科 60：745-51,2007）。またそのような取り組みの中で、我々は通常の組織スライドの標本作
製と同様の手順で、効率よく細胞検体からパラフィン包埋標本を作製する、新しい検体処理の
方法と技術を考え提案したい。具体的には細胞固定ののち細胞浮遊液ゼリー化試薬（iPGell）
を用いて包埋（Biomaterials 51:278-289,2015）、それから更に通常の工程でパラフィン包埋標
本を作製する。この方法によるメリットはまず核酸の保存状態が良好であること、好条件で高
感度な免疫組織化学染色や、FISH(fluorescence in situ hybridization)などが施行できるこ
とで、更に微小で微量な細胞検体を用いて、遺伝子解析が可能であると考えている。 
 
２．研究の目的 

現在、非小細胞肺癌の薬物療法において、分子標的治療が非常に盛んになった。そして更に
近年、免疫療法がめざましい発展を遂げている。このような背景により、気管支鏡下生検によ
る確定診断や、薬剤耐性後の再生検（rebiopsy）の必要性が、更に高まることが予想される。
今回、 我々は本研究において細胞微小検体を用いて、肺癌の組織型推定はさることながら、更
に抗がん剤や分子標的治療薬などの、効果予測因子となる分子マーカーの免疫組織学的な解析、
および遺伝子解析の効率的、かつ簡便で有効な検体処理法、更に高感度な解析法を開発するこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 

(１）擦過細胞材料を用いた予備実験 
気管支鏡の際に採取した鉗子先端の、器具洗浄液内の腫瘍細胞数は、極めて少ないことが予

想される。本研究の予備実験としてまずは、十分な細胞数が確保された条件化がよいと考え、
手術で摘出した切除標本の腫瘍部を切開し、腫瘍割面の擦過によって採取した、細胞材料を用
いて実験を開始した。腫瘍割面をセルスクレーパーで 3 回こすり、それを BD シュアパスレッ
ド保存液入りの 15ml 遠心管内で洗って固定する。気管支鏡検査の際に各種遺伝子解析や免疫組
織学的な解析を視野に入れて、まずは切除検体で腺癌と組織学的に診断された症例を解析の対
象とした。固定後のサンプルは細胞浮遊液ゼリー化試薬（iPGell）で、ゲル状にした後にセル
ブロックとして保管した。EntroGen 社が販売している EGFR Mutation Analysis Kit を用いて、
高感度リアルタイム PCR 法による解析を行った。EGFR 変異陰性例を対象として同じく EntroGen
社のキットを用いて、高感度のリアルタイム PCR 法により KRAS 遺伝子変異解析を行った。EGFR・
KRAS 変異陰性例を対象として、EML4-ALK 融合遺伝子解析のため、免疫染色（ヒストファイン ALK 
iAEP®キット）と FISH (SureFISH ALK プローブ)を施行した。EGFR・KRAS・ALK 変異陰性例に対
しては、抗 ROS1(D4D6)抗体による免疫染色と RNA 抽出ののち、OncoGuide AmoyDx ROS1 融合遺
伝子検出キットによる ROS1 融合遺伝子の解析を行った。また組織型の鑑別における免疫組織学
的な解析では、腺癌に限定せず各組織型を数例ずつ用意して、鑑別に関連する腺癌系マーカー
の TTF-1 と napsin A、扁平上皮癌系マーカーの CK5/6 と P40 を用いて検証を行った。 
 

(２）微量細胞検体を用いた実験 
肺野末梢の病変に対して確定診断を目的として、気管支鏡下に採取する際に用いた生検鉗子

の先端を、生食入りの 15ml 遠心管内で出し入れして洗浄し、遠心分離機にかけてから上清をす
て BD シュアパスレッド保存液で固定する。その後 2～3週間以内に再度遠心分離機にかけてか
ら上清をすて、細胞浮遊液ゼリー化試薬（iPGell）で固形状にしたのち（図 1）、通常のパラフ
ィン包埋によるセルブロックを作成した。気管支鏡検査を開始する直前には、EDTA-2K 入り採

血管で血液を採取し、後に血
漿を分離して研究室内で保
存した。細胞検体での解析結
果と血漿を用いたリキッド
バイオプシーの結果を、比較
して検討に用いることを目
的とした。まず組織型鑑別の
ためにすべての対象症例の
セルブロックを使用して、厚
さ 5μm で薄切して未染プレ
パラートを準備した（図２）。



TTF-1、napsin A、CK5/6、P40 の免疫染色を施行し、それぞれの染色性を評価した結果が、免
疫組織学的に腺癌疑い、つまり TTF-1 と napsin A のいずれも陽性、あるいはいずれかが陽性、 
またはいずれも陰性だが扁平上皮癌の確証が得られない NOS（not otherwise specified）を対

象に、コンパニオン診断薬であるコバス® EGFR 
変異検出キット v2.0（ロシュ・ダイアグノステ
ィックス ）で解析した。DNA の抽出はセルブ
ロックから 10μmを 10 枚薄切して、一切片あた
りの腫瘍細胞数と解析時の DNA 量（トータル収
量）を記録して、EGFR 変異の検出結果とそれぞ
れの数値を比較して検討した。また同時に対象
症例の肺癌組織検体と気管支鏡検査時に採取し
た血漿を用いて、それぞれを同様にコバス® 
EGFR 変異検出キット v2.0 により解析した。 

 
４．研究成果 
 
(１) 手術切除検体を用いた検討 
LBC(Liquid-based cytology)固定液から DNA を抽出した 55検体のうち、組織学的に腺癌と

診断された 40 検体を対象として、EGFR 遺伝子変異を解析し 20 検体（50%）が陽性であった。
EGFR 遺伝子変異が陰性の残る 20 検体を対象として、KRAS 遺伝子変異を解析し 4検体（10%）が
陽性であった。EGFR・KRAS 変異陰性例を対象とし、EML4-ALK 融合遺伝子を免疫染色と FISH に
より解析し 1検体（2.5%）が陽性であった。また更に EGFR・KRAS 変異および EML4-ALK 陰性例
を対象に、ROS1 融合遺伝子解析を施行し 1検体（2.5%）が陽性であった。過去の文献的な報告
での遺伝子異常の内訳と頻度と比較し、アジア人・腺癌の特徴とほぼ同様の頻度と内容であっ
た。LBC 固定検体やその固定後のセルブロックを用いて、各種コンパニオン診断薬の使用が可
能で良好な結果がえられた。また組織型の鑑別に関連する免疫組織学的解析を施行し、iPGell
に埋め作成したセルブ ロックでも良好な染色性を示し、形態学的および免疫組織化学的な評価
が可能であった。 
 
(２)気管支鏡（組織型鑑別） 
34 検体中 3検体は細胞診断で腫瘍細胞がなく陰性、1検体は甲状腺癌の肺転移で解析から除

外し、計 30 検体を本研究の対象として解析した。形態学的に組織型同定が可能であった腺癌
17 検体、扁平上皮癌 8検体では、セルブロックを用いた免疫組織学的解析でも、それを裏付け
る染色性と結果を示した。形態学的に組織型の同定が困難であった残る 5 検体では、TTF-1 お
よび NapsinA がいずれも陽性であった 2検体を腺癌と診断し、CK5/6 および/あるいは P40 が陽
性であった 3 検体を扁平上皮癌と診断した。LBC 固定後に作成したセルブロック標本を用いた
免疫組織化学染色では、組織型鑑別が可能で形態学的に鑑別が困難な症例に対して、今後は本
手法を用いた検体処理や標本作成法は簡便でかつ有用であると考える。 
 
(３)EGFR 変異解析（組織検体と器具洗浄液の比較、表１参照） 
腺癌計 20検体を用いたコバス EGFR 変異検出キット v2.0 による EGFR 変異解析を行った。気

管支鏡の際の組織生検材料の FFPE 検体と生検鉗子の器具洗浄液から本手法により作成したセ
ルブロックを用いて、それぞれ 10μmで 10 枚ずつの薄切切片から DNA を抽出し解析を行った。
組織検体では 20検体中 7検体（35％）が陽性で、器具洗浄液の細胞検体では 20 検体中 8検体
（40％）が陽性で、むしろ細胞検体の検出率の方が高い結果となった。しかしながら、器具洗
浄液の細胞検体において 20 検体中 1検体では、内部コントロールの増幅がかからず、原因は不
明であるが不適切な検体であったと考える（No.43）。変異箇所は L858R が 5 検体と exon19Del.
が 1検体で、両検体ともに変異箇所が完全に一致していた。細胞検体のみで検出された 1検体
は L861Q のマイナー変異であった。LBC 固定後に作成したセルブロックによる、細胞検体の EGFR
変異の解析は良好な結果を示し、組織の FFPE 材料を用いた結果とほぼ同等であった。 
 
(４) EGFR 変異解析（器具洗浄液と血漿検体の比較、表１参照） 
気管支鏡検査時に採取した血液材料から血漿を抽出し、コバス EGFR 変異検出キット v2.0 に

よる EGFR 変異解析を行った。血漿 20検体中 4検体(20%)において変異が検出され、変異の箇所
はすべての検体において L858R 陽性で、組織検体と器具洗浄液の結果と一致していた。EGFR 変
異が細胞検体と血漿検体の、いずれも陽性であった 4症例では、全例が非喫煙者の女性であっ
た。そしていずれの病変も充実性陰影（solid）で、うち 2症例は臨床病期 IV期の進行癌であ
った。 
 
(５)細胞数および DNA 濃度における検討（表１参照） 
セルブロックの一切片あたりの腫瘍細胞数は、平均して 3.5 個であり極めて少数であった。

セルブロック 10μmで 10 枚の DNA 抽出量の平均は 8.888ng/μlで、血漿解析に用いた際の DNA
抽出量の平均は 8.936 ng/μｌで同程度の回収量であった。DNA 抽出量が EGFR 変異解析の結果



に影響することはなく、それぞれに相関がみられなかった。不適正検体と判断した 43番には、
切片中に腫瘍細胞を認めなかった。計 4回にわたり再薄切して DNA を抽出し、繰り返し再解析
をしたが同様な結果で、不適切な検体であったと考える。 
 
表１ 各症例別の EGFR 解析結果と腫瘍細胞数および DNA 濃度の内訳 

番号 組織生検材料 器具洗浄液（細胞検体） 腫瘍細胞数／1切片 細胞DNA（ng/μｌ） 血漿材料 血漿DNA（ng/μｌ）
1 陰性 陰性 14 17.429 陰性 未測定
3 陰性 陰性 3 26.35 陰性 未測定
4 陰性 陰性 5 8.848 陰性 9.016
6 陰性 L861Q 2 6.941 陰性 25.602
8 陰性 陰性 3 6.839 陰性 12.707
15 L858R L858R 2 11.528 陰性 6.634
19 L859R L858R 3 3.1 L858R 0.800
20 陰性 陰性 2 14.207 陰性 9.732
24 L858R L858R 3 7.741 陰性 2.000
33 陰性 陰性 3 4.16 陰性 8.309
43 陰性 Invalid 0 11.394 陰性 5.070
75 陰性 陰性 2 4.772 陰性 6.910
144 陰性 陰性 3 8.699 陰性 5.399
156 陰性 陰性 3 12.351 陰性 8.177
165 陰性 陰性 4 4.141 陰性 7.944
168 L858R L858R 1 2.907 L858R 16.718
172 陰性 陰性 3 7.266 陰性 9.089
179 exon 19 del exon 19 del 3 2.723 陰性 7.790
183 L858R L858R 3 8.848 L858R 7.233
201 L858R L858R 2 7.516 L858R 11.718
平均 3.2 8.888 8.936  

今回我々は本研究によって微量な細胞材料を用いて、最善で効率的な細胞回収と検体処理法
を提示することができた。本研究による成果は肺癌コンパニオン診断の機会と、遺伝子検査の
精度を高めていく一助になることを期待する。 
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