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パラフィン包埋薄切標本は，病理診断時の FISH解析に用いられる標準の標本作製方法であるが，薄切によって人工

的な核内シグナルの欠失が生じ FISH解析に影響を与える可能性がある。この影響を明らかにするために本検討では，パ

ラフィン切片標本と細胞診標本の FISHシグナルの解析を行い，FISH解析における切片厚の影響および LBC法を用い

た FISH解析の利点について考察する。パラフィン切片標本は，胃癌組織 1検体を用いて 3ȝmと 5ȝmの厚さで連続に

薄切し標本を作製した。細胞診検体は，EUS-FNAで採取された通常型腺癌 1検体を使用し，合わせ法とLBC法で標

本作製を行った。各標本について FISH法を行い，（1）パラフィン切片標本と細胞診標本でのシグナル視認性の比較，

（2）各切片厚とLBC標本のシグナル数の比較，（3）LBC標本を用いた核内シグナルの分布，の 3項目について検討

を行った。パラフィン切片標本とLBC標本では，腫瘍細胞の核の重なりは少なくシグナルの視認性は良好であった。切

片厚とLBC標本のシグナル数の比較では，3ȝmで 1細胞あたりのシグナル数の低下が強く認められた。また，Z軸と核

内断面の解析において核内におけるCEP17とHER2シグナルの位置や分布が異なっていた。これらの知見から，パラ

フィン切片標本での FISH解析では切片厚が重要な影響因子であり，人工的なシグナルの欠失を考慮して解析をする必

要があると考える。LBC法は細胞同士の重なりが少なく人工的なシグナルの欠失を受けない手法であるため，FISH解

析に適した標本作製方法であると考えられた。
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はじめに

Fluorescence in situ hybridization法（以下 FISH法）は，

細胞内の目的とする核酸配列と相補的な配列を持つ蛍光

標識プローブを反応させて可視化する方法である。FISH

法は病理分野において，乳癌および胃癌での Human 

epidermal growth factor receptor 2（以下 HER2）遺伝子

増幅の検出や肺癌の ALK融合遺伝子，骨軟部腫瘍の

各種融合遺伝子の検出に用いられている 1~4）。また，

FISH法による 1p36，19q13の欠失の解析が脳腫瘍の診

断に重要であり 5, 6），病理検体での正確な FISH解析が

必要となる。

通常，FISH解析にはホルマリン固定されたパラフィン

切片が使用されるが，薄切時に人工的な核内シグナルの

欠失が生じ解析に影響を与える可能性がある。しかし，

切片厚とシグナル数を解析した報告は認められず，切片

厚が FISH解析に及ぼす影響については明らかではない。

一方，細胞診標本での FISH解析では，薄切によるアー

チファクトは認められないため腫瘍細胞の核全体の観察

が可能である。さらに Liquid based cytology（以下 LBC）

法で作製した細胞診標本は，細胞間の重なりが軽減され

るため個々の腫瘍細胞の詳細な観察が可能である 7）。

本検討では，パラフィン切片 FISH標本と合わせ法，

LBC法で作製した細胞診 FISH標本の核内のシグナル

数，分布，視認性について解析を行い，FISH解析時に

おける薄切の影響や LBC法を用いた FISH解析の利点

について考察する。

材料および方法

1．材　料

三重大学医学部附属病院で過去に診断された胃癌組

織 1検体と超音波内視鏡下穿刺吸引によって採取された

細胞診 1検体（膵通常型腺癌）を使用した。

2．方　法

パラフィン切片標本は，胃癌組織パラフィンブロックを

3ȝm, 5ȝmの厚さで連続に薄切し，標本を作製した。細

胞診標本は，検体採取後，まず従来通りに合わせ法で標

本を作製した。次に残りの一部を非婦人科材料用の BD

サイトリッチ TMレッド固定液に入れ BD社の LBCプロト

コール（Sure Path法）に従って LBC標本を作製した。

FISH法は，常光社のヒストラHER2 FISHキットを使用

した。パラフィン切片標本と細胞診標本の最適プロトコー

ルを作製し FISH法を行った（表 1）8）。FISH DNA プロー

ブは，キットに添付されている 17q11.2-q12に位置する

HER2/neu (spect rum orange)と Chromosome 17 

Centromeric (CEP17; spectrum green) に対する混合プロー

ブを使用した . 共焦点レーザー顕微鏡（LSM 710, Carl 

Zeiss, Germany）で各 FISH標本を観察しZ軸で 0.5ȝmの

間隔で撮影した。各標本の視認性シグナル数，分布につ

いて解析し，（1）パラフィン切片標本と細胞診標本でのシ

グナル視認性の比較，（2）各切片厚と細胞診標本のシグ

ナル数の比較，（3）LBC標本を用いた核内シグナルの分

布，の 3項目について検討を行った。切片厚とシグナル

数の解析においては，腫瘍によるポリソミーの影響を避け

表 1　パラフィン切片標本と細胞診標本の FISH 処理工程
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るために腫瘍組織に付随した正常部位でシグナル数の計

測を行った。シグナル数の計測は 20細胞を測定した。

3．結　果

（1） パラフィン切片標本と細胞診標本でのシグナル視認

性の比較

パラフィン切片標本とLBC標本では，腫瘍細胞の核

の重なりは少なくシグナルの視認性は良好であった。合

わせ法で作製した細胞診標本では，シグナル強度は十分

に認められたが，腫瘍細胞の重なりが非常に強く細胞境

界が不明瞭であり観察が困難であった（図 1A-F）。

（2）各切片厚とLBC 標本のシグナル数の比較

結果を表 2に示す。パラフィン切片標本では，3ȝmで

CEP17シグナル：1.15, HER2シグナル：0.95, 5ȝmで

CEP17シグナル：1.5, HER2シグナル：1.75と 2.0以下

を示し，LBC標本と比較してシグナル数の低下を認めた

（表 2, 図 2A-C）。

また，切片厚において 3ȝmと 5ȝmでは，5ȝmでシグ

ナルの検出が良好であり，細胞診検体に近接していた。

（3）LBC 標本を用いた核内シグナルの分布

LBC標本を用いて Z軸と断面を解析した結果，CEP17

とHER2シグナルは，焦点の位置によってシグナルの出

現および消失が認められ，核内におけるシグナルの位置

および分布が異なっていた（図 3A-E）。

4．考　察

FISH法は，癌における遺伝子増幅や融合遺伝子の検

出，染色体の数的異常の解析に有用な方法であるが 1~6），

パラフィン切片を用いた解析では切片厚や核内シグナル

の分布によって薄切による人工的なシグナルの欠失が生

じる可能性がある。本検討において切片厚の違いにおけ

るシグナル数を解析した結果，3ȝmでは CEP17，HER2

シグナル共に約 1個分のシグナルが欠失することが明ら

かとなった。さらに，共焦点レーザー顕微鏡での Z軸と

断面図の解析から核内におけるシグナルの分布にバラツ

キを認めた（図 2A-E）。これらの知見からパラフィン切

片での FISH解析は切片厚が重要な影響因子であり，

FISH解析を行う際には腫瘍細胞の切れ方によって人工

的なシグナルの欠失が生じることを念頭に置いて解析す

る必要があると考える。

細胞診標本での FISH解析は，腫瘍細胞の核全体のシ

グナルを把握することができるため，パラフィン切片標本

図 1　パラフィン切片標本と細胞診標本のシグナル視認性の比較
A,D: Tubular adenocarcinoma (A: HE× 10, D: FISH× 60), B, E: 合わせ法 通常型腺癌 (B: Pap× 40, E: FISH× 60), 
C, F: LBC法通常型腺癌 (C: Pap× 40, F: FISH× 60).パラフィン切片標本とLBC標本では，シグナル評価が可能で
あるが，合わせ法では，細胞の重なりが強くシグナル評価が困難である .
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に比べて正確な判定が可能である。しかし，従来の細胞

診塗抹標本や捺印，圧挫標本では細胞間の重なりが強

いため，シグナル評価が問題となる . 本検討においても

合わせ法で作製した細胞診標本では，細胞の重なりが強

く細胞境界が不明瞭となりシグナル評価が困難であった。

これに対し LBC法では，従来法と比較して細胞同士の

重なりが軽減されており，細胞境界が明瞭で個々の腫瘍

細胞の詳細な核内シグナルの解析が可能であった。よっ

て，LBC法は FISH解析に適した標本作製方法であると

考える。また，LBC法を用いた FISH解析はポリソミー

や欠失などの染色体数的異常を正確に評価できる可能性

があることから，脳腫瘍の 1p36, 19q13の欠失の評価へ

の有用性の検証を今後の検討課題とする。

図 2　各切片厚とLBC 標本の比較
A: パラフィン切片標本 3ȝm, B: パラフィン切片標本 5ȝm, C: LBC標本 . 3ȝmよりも 5ȝmの標本でシグナル数が多く観察
される . LBC標本ではすべての細胞にシグナルが明瞭に観察される .

表 2　パラフィン切片標本と細胞診標本のシグナル数の比較

図 3　FISHシグナルの分布と焦点
A-D: 同一腫瘍細胞における核内シグナルの分布 . HER2/neu (赤色 ), CEP17 (緑色 )シグナルは焦点の位置によって出現
または消失し , 核内におけるシグナルの位置および分布が異なるのが分かる (矢印 ). E: 腫瘍細胞の断片画像 . 矢印は緑
色の線部分の断片画像を表し , HER2/neu (赤色 )とCEP17 (緑色 )シグナルの位置が異なるのが分かる .
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5．結　論

パラフィン切片標本での FISH解析において，切片厚

は重要な影響因子となりうることが明らかとなった。また，

LBC法は細胞同士の重なりが少なく個々の腫瘍細胞の詳

細な核内シグナルの観察が可能なため，FISH解析に適

した標本作製方法と考えられた。
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