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研究成果の概要：進行胃癌の再発で腹膜播種の頻度は高く，その予後は不良である．手術中に

腹膜再発の可能性を予測できれば，術中・術後の治療にきわめて有用な情報をもたらすことに

なる．術中の腹腔洗浄細胞診は腹水中の癌細胞を検出する有用な検査であるが，偽陰性も少な

からず経験し，その検出率は満足できるものではない．本研究では，胃癌患者の腹腔洗浄細胞

診材料において，がん細胞が表出している aberrant antigen である maspin を標的とした術中

迅速診断法の開発とその自動化を行い，臨床応用の妥当性を検証した．蛍光抗体直接法による

検査の自動化に成功した．胃癌 100 例での腹水材料の解析では，maspin 陽性と判定された症

例は，stage IV の３例のみであった．３例の陽性細胞カウント数は，29/1000, 16/1000, 8/1000

であった．原発巣と腹水中の腫瘍細胞に関する免疫染色動態は，良く相関していた（p<0.05）．

また細胞診の診断結果との比較では，感度は 67%，特異度は 99%，偽陰性率は 33%，偽陽性率 1%

であった．偽陽性と判定された症例の免疫染色切片で細胞を特定した後，再度パパニコロ染色

を行い，陽性細胞は腫瘍細胞であることが判明した．偽陰性と判定された症例での免疫染色は

染色性不良であり，評価不可能であった．解析後，最長２年が経過し，腹水陽性症例は３例全

てで癌性腹膜炎状態が生じた．陰性例では腹膜播種状を確認できていない．今後十分な

follow-up の上，再発形式の検討から本検査の妥当性を検証する必要があるものの，本研究で

開発したaberrant antigenを指標とした迅速診断法は胃癌治療の有用な検査手段となる可能性

が示唆された． 
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１．研究開始当初の背景 

進行胃癌の再発で腹膜播種の頻度は高く，

その予後は不良である．手術中に腹膜再発

の可能性を予測できれば，術中・術後の治

療にきわめて有用な情報をもたらすことに

なる．術中の腹腔洗浄細胞診は腹水中の癌

細胞を検出する有用な検査であるが，偽陰

性も少なからず経験し，その検出率は満足

できるものではない． 

一方，近年の分子生物学的アプローチの

進 歩 に よ り ， CEA (carcinoembryonic 

antigen)，cytokeratinを標的としたRT-PCR 

(reverse transcriptase-polymerase chain 

reaction)法による微量な癌細胞を検出す

る方法の有用性が報告されている．しかし，

これらの方法は高感度であるものの，①

個々の腫瘍細胞における発現量の違いが結

果に影響する，②擬陽性例がある，③判定

までに 1-2 時間程の時間を要する，などの

欠点があり，実用性に問題があった．これ

らの欠点を解決し,腹腔洗浄液中の腫瘍細

胞を正確に検出するためには，腫瘍細胞特

異的な aberrant antigen を標的にした，迅

速診断法の開発が必要である． 

maspin は，乳癌の癌抑制遺伝子として単

離され，膵癌や卵巣癌患者の正常上皮では

発現が認められず，腫瘍の進展とともに

maspin の陽性率が高くなり，まるで癌遺伝

子のような振る舞いをすることが報告さ

れた．我々は，maspin が胃腸上皮化生粘膜

（100%）ならびに胃癌細胞（90%）で

aberrant antigenとして発現していること

を報告した．この maspin の発現を指標に

すれば、直接法による蛍光抗体法を用いる

ことで、簡便かつ迅速な術中微小転移の診

断法が開発できる可能性がある.本研究課

題は， maspin を標的分子とした新規術中

微小転移診断法を開発する． 

 

２．研究の目的 
本研究課題では,胃癌患者の腹腔洗浄細

胞診材料において,がん細胞が表出してい

るaberrant antigenを標的とした術中迅速

診断法の開発とその自動化を行い，臨床応

用の妥当性を検証する． 

 
３．研究の方法 
対象は，腹水洗浄細胞診サンプルおよび術

中迅速に提出されたリンパ節タッチ標本を解

析した．胃癌250例，陰性コントロールとして

胆石症100例を解析予定とした．胃癌症例に関

してはリンパ節も解析対象とした．また細胞

の陽性コントロールとして胃癌培養細胞株

（GCIY）を用いた． 

方法は，冷メタノール固定したサンプルを，

FITC標識抗maspin抗体 (BD Biosciences)で

染色する．scanning cytometerで，有核細胞

100-1000個を自動scanningし，陽性細胞比率

を算出する．同一切片をパパニコロ染色し，

検査士・病理医による細胞診検査と比較する． 

同一症例の，組織切片および内視鏡材料を

用いて免疫染色し，maspin発現を確認し腹水

洗浄細胞診サンプルと原発巣との整合性を検

討する．腹水洗浄細胞診サンプル中の細胞数

に余裕があった場合にはRNAを抽出し，発表済

みのreal-time PCR法でmRNAの発現を検討す

る． 

独立性の検定にはχ2検定を用いて原発巣

との比較，および細胞診の結果との比較を行

った．各々，感度，特異度について計算し，

細胞診の診断結果を基にした，擬陽性，偽陰

性を計算した． 

 
４．研究成果 

 
（１）固定方法，染色条件の検討 

 自動化システムの開発の前に，胃癌培養細

胞株 GCIY を用いて，細胞の固定・染色条件

を検討した．陰性コントロールにはボランテ

ィアの末梢血から分離採取したリンパ球を

用いた． 

サンプルの固定には，maspin の陽性所見の

みられる細胞膜および細胞質の両者を検出

するためには，冷メタノール（4℃），1 min

による固定が良好であるあることが明らか

となった（図１）．染色は５分間の抗体反応

時間で，冷 PBS による洗浄３回で非特異的反

応を除去できた．末梢血由来のマクロファー

ジ等の細胞での，非特異的な反応は検出しな

かった． 

解析にかかる時間は，固定化から計測まで

平均 43 分であった．この時間は細胞診の検

査時間に比較して２倍強の時間を要した． 



 
図１ 胃癌培養細胞株 GCIY を用いた maspin
染色性の検討． 
 maspin の陽性所見を細胞膜および細胞質
内にみる．疑似カラー（赤）をつけてある．

 
（２）腹水洗浄細胞診・リンパ節タッチ材料
による解析 
 当所胃癌 250 例，陰性コントロールとして
胆石症 100 例を目標にしたが，サンプル量の
十分採取できないものが多数存在し，最終的
に胃癌 100 例，胆石症 50 例で解析した． 
 胃癌の病期は以下の表の通りである． 
 
Stage 症例数 
0 26 
IA 14 
IB 12 
II 23 
III 20 
IV 5 

細胞 100 個以上でカウントし，３個以上の陽
性細胞がみられた症例を陽性と定義した．進
行癌が少ないこともあり，解析結果で maspin 
陽性と判定された症例は，stage IV の３例の
みであった．３例のカウント数は，29/1000, 
16/1000, 8/1000 であった． 
 ２個以下のカウント数の症例は細胞形態
計測でも，核の大きさが陽性症例の 1/2 以下
と小さく死滅細胞の非特異的な反応と考え
られた． 
 リンパ節のタッチ材料における検討は，迅
速診断の行われた 18 例についてのみ解析さ
れた．陽性例は認められなかった． 
 陰性コントロールの胆石症例では陽性例
は検出できなかった． 
 
（３）原発巣の免疫染色との比較 
 胃癌原発巣における maspin 陽性例は 100
例中 75 例（75%）であった．腹水細胞診で
maspin 陽性と認められた３例は全て陽性で
あった．Stage IV の 5 例のうち２例は陰性で

あった． 
 

 
図２ 原発巣の免疫染色像． 
 
 

maspin immunoreactivity 
Primary site Peritoneal 

lavage 

Stage 

陽性 陰性 陽性 陰性 

0 (26) 20 6 0 0 
IA (14) 9 5 0 0 
IB (12) 8 4 0 0 
II (23) 17 6 0 0 
III (20) 15 5 0 0 
IV (5) 3 2 3 2 
 
（４）細胞診の診断結果との比較 
 細胞診の診断結果との相関を検討した． 
 感度は67%，特異度は99%，偽陰性率は33%，
偽陽性率 1%であった． 
 細胞診 

maspin 陽性 陰性 
 陽性 ２ １ 
 陰性 １ 91 

偽陽性と判定された症例の免疫染色切片で
細胞を特定した後，再度パパニコロ染色を行
い，検討を行った．再解析により陽性細胞は
腫瘍細胞であることが明らかとなった． 
 
（５）PCR 法による定量解析 
 Real-time quantitative PCR 法を用いて
maspin mRNA 定量解析を行った．陰性例に比
較して陽性例は平均８倍の発現を示してい
た． 
 
（６）患者の生命予後，臨床病理学的事項と
の相関 
 解析後，最長二年が経過した．腹水陽性症
例は，３例中２例が死亡し残りの一例は，現
在がん腹膜炎状態である．陰性例で腹膜播種
状，十分な follow-up を行い再発形式の検討
から本検査の妥当性を検証する必要がある． 
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