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研究成果の概要（和文）：手術中に癌の微小転移巣を免疫組織染色で診断するには免疫染色の時間短縮が必須である．
我々は組織切片に電界を与えることにより2時間以上を要する組織染色を12分に短縮させ特許出願した（電界IHC法）．
電界IHC法により肺癌患者のリンパ節を染色し、術中にリンパ節微小転移診断が可能であることを明らかにした．また
本技術は脳腫瘍の術中悪性度診断にも応用可能であることも明らかにした．本法は肺癌、脳外科のみならず、消化器外
科系、婦人科系、小児、耳鼻科系の癌の術中迅速免疫組織染色を用いた診断にも応用可能であることが明らかなった．

研究成果の概要（英文）：For the intraoperative diagnosis of lymph-node micro-metastases with 
immunohistochemical staining, the staining time should be shortened. We invented a new method that allows 
to reduce the immunohistochemical-staining time by applying an electric field to the tissue sections. We 
can complete immunohistochemical staining which usually requires 2 hours, within 12 minutes using this 
method. We demonstrated that this method was useful for the intraoperative detection of lymph node 
micrometastases of patients with lung cancer. We also demonstrated that this method is useful for the 
grading of the glioma during surgery. We tried this method to the decision making of the surgery for lung 
cancer and brain tumor. We also tried this method to the decision making of the surgery of 
gastroenterological, gynecologic, pediatric cancer and cancer of otorhinolaryngology. And then, we were 
able to demonstrate the usefulness of this method for the decision making of these surgeries

研究分野： 胸部外科学
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１．研究開始当初の背景 
最近，乳癌や悪性黒色腫に対してセンチネ
ルリンパ節生検に基づくリンパ節郭清省略
が実際の臨床で行われている．また他臓器
でも肺，胃，大腸にもセンチネルリンパ節
が存在することが明らかになっている．セ
ンチネルリンパ節の術中転移診断は時間の
制約上ヘマトキシリン・エオジン（HE）
染色が行われているが，HE 染色では微小
転移は見逃されることが多い．一方，リン
パ節微小転移を見逃さずにセンチネルリン
パ節生検に基づくリンパ節郭清省略を安全
に行うには免疫組織染色が必要であるが，
通常 2 時間以上を要するため，術中迅速診
断には適さない．我々は 5 年前にフローサ
イトメトリーを用いて 40 分で微小転移診
断を行う方法を開発して報告した．しかし
本法は形態学的な情報が欠如しているため，
偽陽性を否定できなかった．我々は組織切
片に電界を印加して，免疫組織染色の時間
を格段に短縮する方法（電界免疫組織染色
法）を開発し特許出願した．電界免疫組織
染色法では通常 1 時間程度要する抗原抗体
反応時間を 2 分まで短縮可能である． 
 
２．研究の目的 
⑴迅速診断用凍結切片に印加する至適電界
条件の設定，⑵電界免疫組織染色法の術中
センチネルリンパ節微小転移診断への応用
の可能性検討，⑶専用の免疫染色装置の開
発の 3 点を申請期間内に検討する．またリ
ンパ節微小転移は 2mm～200μmの転移巣
と定義されているので，正確に診断するた
めには 200μm 毎の連続切片を作成する必
要がある．これらの切片をすべて染色する
には大量の抗体を必要とするため，経済的
な観点から日常臨床には適さない．一方，
電界免疫組織染色法で電界印加時間を通常
の免疫組織染色法の抗原抗体反応時間程度
（1～3 時間）まで延長した時，抗体濃度を
1/25 まで希釈しても染色可能であった．電
界免疫組織染色法により抗体を節約して免
疫組織染色法のコストを格段に下げること
ができれば，連続切片の免疫組織染色法に
よる微小転移診断が経済的な観点からも可
能になると期待される．また当初の計画に
加えて以下の研究も併せて行った．⑷脳腫
瘍（glioma）の悪性度診断への応用．⑸ほ
かの臓器の癌の手術への応用の可能性検討 
 
３．研究の方法 
⑴迅速診断用凍結切片に印加する至適電界
条件の設定 

肺癌の組織を、抗サイトケラチン抗体を
用いてサイトケラチンを染色した．そして
最も染色高品位に染色される抗体液量、印
可電圧、周波数、電極間隙を検討した． 
 
⑵電界免疫組織染色法の術中センチネルリ
ンパ節微小転移診断への応用 

肺癌患者 34 例で術中に得られたセンチネ
ルリンパ節を抗サイトケラチン抗体で電界
免疫組織染色法を用いて染色して微小リン
パ節転移の有無を検討した． 
 
⑶専用の免疫染色装置の開発 
装置の開発は⑴至適電界条件の設定に基づ
いて秋田県産業技術センターで試作機を作
成して、秋田 EPSON 株式会社と株式会社
アクトラスに技術移転して製品化を目指し
た．製品化に関する研究は各企業がそれぞ
れ検討した． 
 
⑷脳腫瘍（glioma）の悪性度診断への応用 
Glioma は当初計画に無かったが、その治療
に際して１回目の手術で腫瘍生検行い、免疫
組織染色で Ki67 を染色、そしてその染色割
合で悪性度の Grading（MIB1-index）を行
った後に、２回目の手術でその grade に従っ
て腫瘍切除の方法を決めている．この治療に
迅速免疫組織染色を応用すれば患者の恩恵
が大きいことから急遽計画して進めた．具体
的には手術時に得られた凍結切片を、本装置
を持いて染色し、術後に切除後に得られたパ
ラフィン切片を Ki67 染色して MIB1-index
を測定し、比較検討することにより有用性を
検討した． 
 
⑸ほかの臓器の癌の手術への応用 
秋田大学医学部附属病院病理部で病理医が
必要と判断した抗体を用いて本装置により
術中迅速免疫組織染色を行った．そして術後
にも免疫組織染色を行って比較検討してそ
の有用性を検討した． 
 
４．研究成果 
⑴至適電界条件の設定 
検討の結果抗体液の量を 200μＬとした時に
最も効率よく高品位に染色できた条件は電
圧 4kV、周波数 10Hz、電極間隙 4-4.5 mm
であった．抗体液量とした時に最も効率よ
く高品位に染色できた条件は 400μＬ、電
圧 4kV、周波数 7-10Hz，電極間隙 5-6 mm
であった． 
 
⑵電界免疫組織染色法の術中センチネルリ
ンパ節微小転移診断への応用 
以下の表に研究結果を示す．肺癌患者 34
例で 65 個のリンパ節を術中に迅速免疫染
色装置を用いて抗サイトケラチン抗体で染
色したその結果術後の HE 染色と R-IHC
の結果は完全に一致して術中診断に応用可
能なことが明らかになった． 
 

 pN（HE）  

陰性 陽性 

R-IHC 陰性 ３２ ０ ３２ 

陽性 ０ ２ ２ 

 ３２ ２ ３４ 

R-IHC, 電界免疫組織染色法；pN, リンパ節転移 



⑶専用の免疫染色装置の開発 
装置は 2014 年 5 月に、下図に示すように
秋田EPSON 株式会社で製造してサクラフ
ァインテック株式会社から Histo-Tek 
R-IHC ラピートとして発売された． 
 

 
 
 
⑷脳腫瘍（glioma）の悪性度診断への応用 
秋田大学医学部附属病院と北海道大学腫瘍
病理学講座で共同研究を行った．結果は数
に示すようにラピートを用いて Ki67 染色
に基づく MIB1-index の値とパラフィン切
片を用いた MIB1-index の値は正の相関を
示した．この結果は術中迅速免疫組織染色
による Ki67 染色に基づく MIB1-index の
値を glioma の grading に用いることが可
能であることを示す活気的な結果であった． 
 

 
 
 
 
 
 

⑸ほかの臓器の癌の手術への応用の可能性
検討 
下図は秋田大学医学部附属病院病理部で

この研究期間でラピートを用いて術中迅速
免疫組織染色を行った症例数を示す．脳外
科での経験が多いが、最近は胸部外科学教
室で扱う乳癌、肺癌の数が増加している．
ついで多いのが消化器外科である．そのほ
か婦人科癌、頭頸部癌のセンチネルリンパ
節の微小転移診断の検討が増加している本
装置を用いた術中迅速免疫組織染色はあら
ゆる抗体に応用可能であり、今後適応症例
や症例数を増やして、その有用性を明らか
にしていきたい． 
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