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研究成果の概要（和文）：多発性骨髄腫のCCND1-IGH,NSD2-IGH,MAF-IGH遺伝子再構成検出にFFPE組織による免疫
染色法を開発した。FISH法による遺伝子再構成とIHCによる蛋白発現を比較し、CCND1；NSD2；MAFのIHCのcut 
off値,感度,特異度は各々5%,100%,100%；10%,95.0%,96.0%；10%,90.0%,98.3%であった。遺伝子変異未検索例で
もIHCと組織FISH法を行い、感度,特異度はCCND1で100%,97.5%、 NSD2で90.9%,98.9%、MAFで100%,100%であっ
た。よってFFPE組織による多発性骨髄腫の再構成検出は有用であった。

研究成果の概要（英文）：The CCND1-IGH, NSD2-IGH, IGH-MAF gene rearrangements by FISH are used for 
risk stratification in multiple myeloma (MM) cases. Compared with fresh cell-FISH, 
immunohistochemistry (IHC) is more cost-/time-efficient and can be readily applied to routinely 
prepared FFPE materials. We performed FFPE-FISH and FFPE-IHC, and examined the usefulness of IHC as 
a tool for detecting CCND1, NSD2, and MAF gene rearrangements. With cohort n=70, we performed 
FFPE-FISH and FFPE-IHC, and determined IHC cut-off points. The sensitivity and specificity for the 
molecules were >.90 and >.96, respectively. With cohort n=120 using unknown gene status cases, we 
performed IHC, and the gene status was estimated using the cut-off points determined with cohort n=
70. The subsequent FISH analysis showed that the sensitivity and specificity for the molecules were 
>.92 and >.98, respectively. The MM gene rearrangements were estimated accurately by IHC, suggesting
 that fresh cell-FISH assays can be replaced by IHC.

研究分野： 分子病理診断学
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析　染色体転座　多形腺腫　多発性骨髄腫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
次世代シーケンサーにより網羅的に遺伝子を解析し、腫瘍遺伝子異常をビッグデータ化することは腫瘍発生研究
に重要であるが、腫瘍組織のビッグデータとの比較の報告はない。我々は1枚のパラフィン組織切片から蛍光免
疫染色とFISH法を連続的に行い、スライド全体をビッグデータ化し、細胞単位で組織全体を解析する技術
(Sequential FICTION-WSI法)を開発したが、基礎医学・臨床医学分野での応用が可能である。以上から遺伝子ビ
ッグデータと細胞単位の形態・蛋白発現・遺伝子解析から得られた組織ビッグデータとを比較することは画期的
であり、腫瘍組織を対象とした分子病理学の応用範囲を飛躍的に広げるものである。

※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、研究者個人に帰属されます。



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

 Sequential FICTION-WSI は、細胞 1 個単位の詳細な解析を、スライド上にある組織全体に

わたって行うことができる画期的な技術である。現時点では、HE、1 種類の蛍光免疫染色、1

種類の FISH 法に留まっているが、これを複数の蛍光免疫染色、FISH 法に応用し、新規ソフ

トウェアを用いて簡便・迅速に解析できれば応用範囲はさらに広がる。近年、遺伝子網羅的解

析など、遺伝子ビッグデータを扱うことが進んでいるが、組織情報のビッグデータを扱うこと

はこれまで報告がない。申請者らの研究は、組織学においてビッグデータを扱っていくという、

あらたな分野・領域を開拓する可能性がある。また、本技術を組織アレイに応用することは、

解析にかかる時間・コストを大幅に削減できる可能性があり、経済学的にも重要な技術と考え

ている。 

 

２．研究の目的 

我々はパラフィン組織切片 1 枚を用いて HE、蛍光免疫染色、FISH 法を連続的に行い、さら

にそれぞれのスライド全体組織を whole slide imaging (WSI)化し、画像をコンピュータ上で重

ね合わせ、細胞 1 個単位の解析をスライド組織全体で行うことに世界で初めて成功した。本研

究ではこの技術について（１）複数回蛍光免疫染色、複数回 FISH 法を可能にする、（２）得

られる画像ビッグデータを簡便に解析できるソフトウァアを開発する、（３）解析対象を組織ア

レイスライド（スポット数>200）へ広げる。また、（４）この技術を使い、ホジキンリンパ腫

およびその微小環境を解析する。本研究は細胞レベルでの詳細な形態・蛋白発現・遺伝子解析

を病変組織全体で行う画期的なものであり、分子形態学の応用範囲を飛躍的に広げるものであ

る。 

組織・細胞形態学において、生体内で形成されている複雑な環境を詳細に解析するためには、

細胞の特徴を形態学的観察（HE）、蛋白発現の解析（免疫染色）、遺伝子解析（FISH 法）を個

別かつ多数の細胞において明らかにする必要がある。しかし、従来の組織病理学的技術を用い

た場合、形態学、蛋白発現、遺伝子解析を同一細胞レベルで詳細に行うことは極めて困難であ

る。その理由として 1)連続切片を用いた場合、それぞれの切片が微妙に異なるため、目的細胞

がしばしば section-out されてしまう、2)明視野、蛍光染色、FISH 法では、いずれも技術的に

使用できる色は 2 色または 3 色が限界で、1 枚の組織切片で解析できる標的分子の数には限界

がある、3)可視光に代わって蛍光シグナルを用いる場合、蛍光の減弱のため、観察できる範囲

が極めて限定され、組織全体にわたる詳細な解析ができない、4)FISH 法においては強力な蛋

白分解処理により細胞質が失われるため、DAPI 染色による核所見のみで観察している細胞を

同定（腫瘍細胞か、非腫瘍細胞か）しなければならない。これまで、蛍光免疫染色と FISH 法

を重ねて行う方法（FICTION 法 J Clin Pathol 2005;58:1336–1338）が開発されているが、こ

の方法の大きな問題点は、蛍光免疫染色と FISH 法で前処理が異なるため、両者に最適な前処

理条件を得ることが極めて困難であることにある。また、FICTION 法により観察できる範囲

はやはり蛍光シグナル減弱のため、狭い範囲に限られる。申請者らは sequential 

FICTION-WSI と命名した世界で初めての解析技術を用いて上記の問題点を克服した（PMID: 

27600807）。この技術では、組織形態に優れるパラフィン切片に対し、１）HE 染色画像をバ

ーチャルスライドスキャナー（クラーロ社、現在は IN Cell Analyzer、GE 社を使用）にて WSI

化した、２）HE 色素を脱色し、同一切片に対し蛍光免疫染色を実施、この画像データをイメ

ージサイトメーターIN Cell Analyzer を用いて WSI 化した、３）蛍光免疫染色のシグナルを

取り除き、再び、同一切片に対し FISH 法を行い、この画像データを WSI 化した、４）得ら



れた複数の WSI 画像データをコンピュータ上で重ね合わせた。この技術では、蛍光シグナル

を高速でデジタル化するため、蛍光退色の心配はない。申請者らはこの技術を用いて、細胞 1

個レベルで形態、蛋白発現、遺伝子異常の解析をスライド上の組織に存在するすべての細胞で

行った。 

 

３．研究の方法 

本研究では sequential FICTION-WSI について以下の研究を行う。（１）複数回蛍光免疫染色、

複数回 FISH 法を可能にする。1 度の蛍光免疫染色・FISH では、核染色（DAPI、青）を除く

と通常 2 種類（緑と赤）の蛍光シグナルに使用範囲が限られるため、解析できる分子が 2 種類

に限られてしまう。申請者らは蛍光免疫染色と FISH 法を複数回繰り返すことで、解析できる

分子を何倍にも増やすことを検討している。現在、申請者らの教室では予備実験を行い、1 枚

のパラフィン組織標本に対して、HE 染色の後、蛍光免疫染色 3 回、FISH 法 3 回を実施する

ことに成功している。しかし、解析を繰り返すと組織形態の劣化や蛍光シグナル輝度の低下が

みられる。蛍光免疫染色・FISH 法のいくつかのステップで最適な再固定法、追加処理法の検

討が必要である。（２）本技術では、1 枚の組織切片（2x2 cm）を WSI 化するためには 18,000

枚の単色蛍光画像（x60 対物レンズ）をマージして 6,000 枚のカラー画像にし、これらをつな

ぎあわせて 1 枚の大きな WSI 画像データにする（Inagaki H, et al. Am J Surg Pathol 

2015;39:1479-87）。人間の目に頼ってこれらのデータを解析してきたが、蛍光免疫染色や FISH

法の画像を何重にも重ね合わせるとこの何倍もの画像を扱うことになる。この画像ビッグデー

タの簡便・迅速な解析には新たなソフトウェアの開発が不可欠である。（３）解析対象を組織ア

レイスライドへ広げる。200 スポット以上の異なる組織を解析するためには、スライドグラス

上の解析範囲をこれまでの 2x2 cm の範囲から、2x4cm の範囲に広げることが必要となる。す

べてのスポットで安定して蛍光観察するためには、組織処理、蛍光プローブの工夫、蛍光強度

などを最適化する必要がある。この研究は、悪性リンパ腫や上皮性腫瘍などに応用していく。 

現行の sequential FICTION-WSI 法に関してはホルマリン固定パラフィン組織切片（2ｘ

2cm を想定）を脱パラフィン後、HE 染色を行う。共焦点機能を有する最新の IN Cell analyzer 

6000 を用いて、組織全体の HE 染色明視野画像を取得した後、HE 染色切片を脱色し、蛍光免

疫染色に対する前処理を行う。蛍光抗体（単独もしくは 2 種類）に反応させ、DAPI による核

染色の後、IN Cell Analyzer により組織全体の蛍光画像を取得する。蛍光抗体を取り除いた後、

FISH 法に対する前処理を行う。FISH プローブを反応させたのち、核染色を行い、再び IN Cell 

Analyzer により組織全体の蛍光画像を取得する。得られた HE 染色、蛍光免疫染色、FISH 法

の組織全体画像をコンピュータ上で重ね合わせ、形態、蛋白発現、遺伝子異常について、細胞

レベルで観察し、さらに組織全体の細胞解析を行う。 

（１）複数回蛍光免疫染色、複数回 FISH 法 

 解析を繰り返すと組織形態の劣化がみられる。そのため、1 回の蛍光免疫染色、また 1 回の

FISH 法を終了するたびに組織再固定を行うことが必要である。固定液としては、緩衝ホルマ

リン固定（濃度 10-30％）、ブアン固定、カルノア固定、パラホルム固定などを検討していくが、

固定能力が高く、その後の解析に影響を与えない固定液が望まれる。また蛍光シグナル輝度の

低下に対しては、組織再固定後の組織処理を検討し、熱処理、種々の蛋白処理、試薬濃度、pH、

抗体試薬の見直し、自施設での作製などを検討する。 

（２）蛍光免疫染色・FISH 法自動解析ソフトの開発 

 画像ビッグデータを簡便・迅速に解析するためにソフトウェアを開発する。IN Cell 



Investigator を用い、蛍光画像の認識を行う。１）DAPI 蛍光の輝度差を利用して核を認識し、

大きさ、真円率などのパラメーターから、対象とする核（腫瘍細胞、非腫瘍細胞）を抽出する、

２）指定した蛍光について輝度差を利用して蛍光免疫染色における細胞質または核シグナルを

認識する。核の蛍光との重なりを判定し、対象とする核を持つ細胞に細胞質または核シグナル

が発現しているか判定する、３）FISH 法における核シグナルを認識するために、これらが核

内に存在するか認識する。各ドットについてピクセル Dilation を変化させ、２つのシグナルの

重なりを調整し、コンピュータに融合シグナルを認識させる、４）最終的に蛍光免疫染色画像

と FISH 画像を重合し、蛍光免疫染色で抽出した細胞に FISH 法による遺伝子異常が存在する

か解析する。組織切片の場合、判定不可能な細胞も多く出現するが、本研究ではビッグデータ

を扱うため、その解析精度は十分保証される。 

（３）解析対象を組織アレイスライドへの応用 

200 スポットの異なる組織を解析するためには、解析範囲をほぼスライドグラス全面である

20x40 mm の範囲に広げることが必要となる。すべてのスポットで安定して蛍光を観察するた

めには、蛍光免疫染色、FISH 法を最適化する必要がある。蛍光の種類、プローブの長さ、蛍

光ラベリング法、反応温度、pH、試薬濃度、緩衝液濃度を種々に変更して条件検索を行う。得

られた画像の解析は上記（２）に準ずる。 

 

４．研究成果 

（１）概要 

多発性骨髄腫の CCND1-IGH,NSD2-IGH,MAF-IGH 遺伝子再構成検出に FFPE 組織による免

疫染色法を開発した。FISH 法による遺伝子再構成と IHC による蛋白発現を比較し、CCND1；

NSD2；MAF の IHC の cut off 値,感度,特異度は各々5%,100%,100%；10%,95.0%,96.0%；

10%,90.0%,98.3%であった。遺伝子変異未検索例でも IHC と組織 FISH 法を行い、感度,特異

度は CCND1 で 100%,97.5%、 NSD2 で 90.9%,98.9%、MAF で 100%,100%であった。よっ

て FFPE 組織による多発性骨髄腫の再構成検出は有用であった。 
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