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研究成果の概要（和文）：本研究は、細胞診材料を用いて、細胞内（in situ）で遺伝子点変異視覚化する方法
を開発し、形態学的変化を解析することを目的とした。in situで視覚化するに先立って、培養細胞を用いて、
細胞診材料で通常使用される固定液によって、細胞形態や検出遺伝子に差がないかを調査した。その結果、固定
液の種類や固定時間によって、形態学的変化が生じ、NGSで検出される変異遺伝子にもアーチファクトが生じる
傾向にあった。
BaseScope法やmutaFISH法を使用して、点変異検出の検討を行ったところ、培養細胞を用いた場合では、変異の
有無により、検出シグナルに差があることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to develop a method for visualizing gene point
 mutations in situ using cytological specimens and to analyze morphological changes. Prior to in 
situ visualization, I examined whether there were differences in cell morphology and detected genes 
depending on the fixation solutions normally used for cell diagnostic materials.As a result, 
morphological changes occurred depending on the type of fixative and fixation time, and there was a 
tendency for artifacts to occur in the mutated genes detected by next generation sequencing.
We examined the detection of point mutations using the BaseScope and mutaFISH methods, suggesting 
that the presence or absence of mutations causes differences in detection signals in case of using 
cultured cells.

研究分野： 細胞診断学

キーワード： 細胞診　遺伝子変異　細胞異型
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞診は遺伝子解析材料としての有用性が注目されているが、Liquid-based cytology用の固定液の種類および
固定時間によって、形態学的変化が生じるのみならず、遺伝子解析で検出される遺伝子変異にアーチファクトが
生じる可能性があり、解析や解釈に注意が必要である。
in vivoでの個々の細胞ごとの遺伝子変異検出は、mutaFISH法などの培養細胞を用いての条件検討は終了した。
今後、細胞診材料に応用できれば、治療戦略を立案するためのコンパニオン診断に寄与できることが期待され
る。また、遺伝子変異を有無により細胞の形態学的変化を見いだせれば、細胞診断の正診率が向上できる可能性
がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
細胞診は検体を比較的容易に採取でき、病変の良悪性鑑別や組織型の診断ができる検査法とし
て、近年、臨床的意義がますます高くなっている。さらに、治療戦略を立案するコンパニオン診
断のための遺伝子解析材料としての有用性の点からも、近年注目を浴びつつある。しかし、細胞
診は組織診と比較して、組織構築の推定が困難で、個々の細胞の細胞異型のみで、良悪性の判定
を迫られることが少なくない。コンパニオン診断を適応する上で、遺伝子解析を行う際に、腫瘍
含有率を割り出し、解析を行うに適する検体か否かを判断する場合がある。細胞診をコンパニオ
ン診断のための遺伝子解析の材料とするためには、細胞単位で、より正確な良悪性の判断ができ
る手法の確立が急務である。しかし、遺伝子点変異を個々の細胞内（in situ）で視覚化する手法
は未だない。個々の細胞ごとに変異を検出し、変異細胞に生じる形態学的変化をとらえることが
できれば、細胞診の正診率の向上のみならず、遺伝子検査に適正な検体か否かの断が容易になる
可能性が高く、細胞診材料の利用用途が広がることが期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、細胞診検体を用いて、がん細胞の遺伝子点変異を細胞内（in situ）で視覚化

する方法を開発し、形態学的変化を解析することである。そのために以下を検討する。 
(1) in situ で視覚化するに先立って、培養細胞を用いて、細胞診材料で通常使用される固定液の

違い、細胞量や固定前の状態において、変異検出への影響を検討する。さらに、next generation 
sequencing (NGS)法を用いることで、検出された変異について、頻度などを吟味し、in situ で
視覚化する際の指標とする。 

(2) NGS 法で検討した指標をもとに、細胞診検体を用いて、がん細胞の遺伝子点変異を細胞内
（in situ）で視覚化する方法を開発し、形態学的変化を解析する。 

 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養 

検討に使用した培養細胞は、ヒト尿路上皮癌由来細胞 UM-UC-14、ヒト膵癌由来培養細胞
PANC-1 および QGP-1、悪性黒色腫由来培養細胞 DEOC-1 および C32TG を 5％CO2、37℃
で培養し、用いた。それぞれの培養液および培養条件は以下に示す。(表 1) 
 
表 1. 培養細胞リスト 
培養細胞名 由来 培養液* 遺伝子変異 
UM-UC-14 腎盂尿路上皮癌 MEM・E  

Glutamine (2mM)), NEAA (1%) 
FGFR3 S249C 

PANC-1 膵癌（腺癌） RPMI-1640  
QGP-1 膵癌（膵管由来） RPMI-1640 KRAS G12D 
DEOC-1 悪性黒色腫 HamF12  
C32TG 悪性黒色腫 Eagle's minimal essential medium  BRAF V600E 

*それぞれの培養液には FBS を 10%になるように加えている。 
 

(2) NGS による検討 
① 固定液 

UM-UC-14 を以下の市販の Liquid-based cytology (LBC)用の固定液 (表 2)および 95％エタ
ノール (95%EtOH)や 10％中性緩衝ホルマリン (10%NBF)に 1 時間、24 時間、1 か月、6
か月、1 年間浸漬した。それぞれの細胞像についてはパパニコロウ染色を行い形態学的
変化を観察した。 
 

表 2. 固定液リスト 

固定液名 会社* 固定液主成分 
溶血 
作用 

ホルマリン 
含有 

PreservCyt (H-P) Hologic メタノール- - - 
CytoLyt (H-C) Hologic メタノール + - 
Cellprep 尿用 (R-U) Roche Diagnostics エタノール - - 
CytoRich Red (B-R) Becton Dickinson イソプロパノール + + 
CytoRich Blue (B-B) Becton Dickinson エタノール - - 
*Hologic, Marlborough, MA, USA; Roche Diagnostics, Basel, Switzerland; Becton Dickinson, 
Franklin Lakes, NJ, USA. 
 



 

 

② DNA 抽出 
Maxwell RCS DNA FFPE Kit-PKK Custom (Promega, Madison, WI, USA)のプロトコールに従
い、それぞれの保存液で保存された検体を 4,000 rpm で 3 分間遠心し、沈渣に Incubation 
buffer と Proteinase K を加え、20 分間インキュベートした。その後、Lysis buffer を加え、
Maxwell RSC Instrument (Promega)を用いて DNA 抽出を行った．抽出後の DNA 濃度は
Quantus Fluorometer (Promega)および DeNovix DS-11 (DeNovix, Tokyo, Japan))を用いて測定し
た。 

 
③ NGS 解析 
ライブラリー調整は AmpliSeq Library PLUS for Illumina(Illumina, San Diego, CA, USA)と
AmpliSeq CD Indexes Set (Illumina)を用いて、イルミナ社のプロトコールに従い調整した。検
出遺伝子は尿路上皮癌に関与する 16 種の遺伝子(ARID1A, p16 (CDKN2A), CREBBP, EGFR, 
EP300, HER2 (ErbB2), ERBB3, ERCC2, FGFR3, HRAS, KRAS, NRAS, KDM6A, PIK3CA, RB1, 
TERT, TP53)で、ホットスポットなどの一部もしくは全エクソン領域を解析した。Illumina 
iSeq 100 (Illumina) によりシークエンスを行い、その後 VariantStudio (Illumina)および Variant 
Interpreter (Illumina)を用いて解析を行った。 

 
(3) 遺伝子点変異を細胞内（in situ）で視覚化する方法の開発 

① BaseScope™法 
BRAFV600E の変異を有する C32TG と野生型の DEOC-1 から直接回収法によるセルブロッ
クを作製した。BaseScope 用の BRAFV600E を検出するプローブおよび BRAF 野生型のプロ
ーブ (Advanced Cell Diagnostics (ACD), Newark, CA, USA)および BaseScope™ Reagent Kit v2 
(ACD)を用い、ACD 社のプロトコールに従い、培養細胞 DEOC-1 および C32TG を用いて、
BRAFV600E の点変異の検出を行った。 
 
② mutaFISH™法 
KRAS G12D 変異を有する PANC-1 に CellTracker (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
を反応させ、KRAS 野生型の BxPC-3 とチャンバースライドに共培養した。その後、
mutaFISH™ KRAS G12wt G13wt RNA Probes (Abnova Corporation, Taiwan)および mutaFISH 
RNA Accessory Kit (Abnova)を用い、Abnova 社のプロトコールに従い、培養細胞 BxPC-3 お
よび PANC-1 を用いて、KRAS の点変異の有無の検出を行った。 

 
４．研究成果 
(1) 結果 
① LBC 固定液および固定時間による形態変化 

LBC 用の固定液に一定時間浸漬したところ、溶血作用がある H-C やホルマリン含有の B-R
および 10％NBF は核が濃染傾向にあった。それ以外の固定液についても 6 か月保存すると
核内構造が不明瞭になる傾向にあった (図 1)。 
  

図 1. LBC 固定液および固定時間による形態変化 



 

 

② LBC 固定液および固定時間による NGS 法による変異検出の差 
固定液に浸漬しない状態で、抽出した DNA から検出された変異と比較して、それぞれの固
定液で浸漬したサンプルからのみ検出された変異を抽出した (図 2)。それぞれの固定液で、
アーチファクトと考えられる変異が検出された。特にホルマリンが含有されている B-R に
1 年間浸漬したサンプルからでは C>T の変異が他の固定液に比べて多い傾向にあった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③ BaseScope™法 

培養細胞から作製した Cell block を 4 m に薄切し、BRAFV600E 検出用プローブおよび野

生型のプローブを使用し、BaseScope を行ったところ、BRAF 野生型の DEOC-1 は、野生型

のプローブでシグナルを検出し、BRAFV600E プローブではシグナルは検出できなかった。

また、BRAFV600E の変異を有する C32TG は BRAFV600E を検出するプローブでシグナル

を検出した (図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

④ mutaFISH™法 
CellTaracker を作用させた KRASG12D を有する PANC-1 に CellTracker を詐称させ、KRAS
野生型の BxPC-3 とチャンバー上で共培養したのち、mutaFISH™法を行なった。CellTracker
による色素がない細胞に、mutaFISH™法によるシグナルが強く観察された (図 4)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2. LBC 固定液および固定時間による NGS で検出された変異の頻度 
固定せずに抽出した DNA から行った NGS の結果と比較して、それぞれの固定液に浸漬
したサンプルからのみ検出された変異の塩基置換別に表している。 

図 3. BaseScope™法による BRAFV600E の検出 
BRAF 野生型の DEOC-1 に BRAF 野生型のプローブ (A)、BRAFV600E 検出のプローブ を
使用 (B)。BRAFV6000E 変異を有する C32TG に BRAF 野生型のプローブ (C)、BRAFV600E
検出のプローブ を使用 (D)。 

図 4. mutaFISH™法による KRAS 野生型の検出 
CellTaracker による色素を有する細胞 (A)、mutaFISH™法のシグナル (B)、およびそれらの

分布 (C)。 
 



 

 

(2) 考察 
本研究は、細胞診材料を用いて、細胞内（in situ）で遺伝子点変異視覚化する方法を開発し、

形態学的変化を解析することを目的とした。in situ で視覚化するに先立って、培養細胞を用いて、

細胞診材料で通常使用される固定液によって、細胞形態や検出遺伝子に差がないかを調査した。

その結果、固定液の種類や固定時間によって、形態学的変化が生じた。ホルマリン含有もしくは

溶血作用がある固定液は、核内構造が不明瞭化するなどの形態学的変化が観察された。また、

NGS で検出される変異遺伝子にも固定液には浸漬しなかった同一の培養細胞では検出されなか

った変異が検出され、固定液ごとに検出される変異は異なった。とくにホルマリンが含有されて

いる固定液の場合、核酸塩基の化学修飾が知られており、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 1, 2)。これらが、in situ で点変異を検出する場合に、影響がある可能性があり、さ

らなる検討が必要と思われる。 
BaseScope 法や mutaFISH 法を使用して、点変異検出の検討を行ったところ、培養細胞を用い

た場合では、変異の有無により、検出シグナルに差があることが示唆された。しかし、現在、

BaseSpace 法は、点変異での検出プローブの販売を停止していることから、今後は mutaFISH 法

を主軸にし、細胞診材料を用いて、さらなる検討をしていく予定である。 
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