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研  究  目  的 

 

乳癌診療において，Human epidermal growth factor receptor 2 (HER2)遺伝子

増幅の有無はトラスツズマブ感受性や予後因子として重要であり，HER2 スコアの

より正確な評価が重要である．HER2 遺伝子増幅の評価は病理組織の免疫組織化学

染色 (Immunohistochemistry，免疫染色 )および遺伝子プローブ法  (in situ 

hybridization ; ISH)で判定されるが，特に ISH は DNA プローブの反応に長時間

を要し，ほぼ全ての病院で外注検査に頼っているため，進行癌患者の治療導入の遅

れに繋がる可能性がある．当科では電界非接触攪拌技術を用い、通常は診断まで数

時間を要する免疫染色を約 20 分まで短縮を可能にした迅速免疫染色装置を開発し，

この装置を応用して乳癌 HER2 や肺癌 anaplastic lymphoma kinase (ALK)融合遺

伝子における ISH の DNA プローブ反応時間短縮に成功した．本研究では，従来，

組織検体で評価されていた ISH を細胞診検体に応用し，より簡便・迅速に乳癌

HER2 を評価可能なプロトコールの開発および臨床的有用性を検討することを目

的とした．  

 

 

研  究  方  法  

 

本研究では，現在本邦で体外診断用医薬品として認められている Histra-HER2 

fluorescence ISH (FISH) kit (In Vitro Diagnostics, HOKOH, Shizuoka, Japan)

を使用し，熱処理，プロテアーゼ処理，DNA 変性，ハイブリダイゼーション，洗

浄処理，の工程は従来法通りに遵守してプロトコール作成を検討した．細胞診検

体では，従来の FISH プロトコールでは良好なシグナルを得られず，熱処理の前

にカルノア液と 10%ホルマリン液で再固定することにより良好なシグナルを得る

ことができた．さらに，従来 14〜18 時間要した DNA プローブのハイブリダイゼ

ーション時間を，電界非接触攪拌技術を用いて 3 時間まで短縮させることで迅速

細胞診 FISH のプロトコールを完成させた．  

2018 年 10 月から 2020 年 3 月まで，秋田大学医学部附属病院，秋田厚生医療セ

ンター，市立秋田総合病院，秋田赤十字病院で施行された乳癌針生検検体 93

例，手術検体 50 例 (計 143 例 )を対象とした．針生検検体は BD CytoRich 

systems Red (BD Franklin Lakes, NJ, USA)に洗浄液状細胞診として保存し，手

術検体は 95%エタノールに捺印もしくは塗抹細胞診としてスライドガラスに保存

した．なお，全ホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）組織で免疫染色および

ISH(Dual color ISH, FFPE-tissue DISH)が施行されており，HER2 0/1+，2+，

3+のいずれかの判定を得ている．全細胞診検体について，従来通りにハイブリダ

イゼーション時間を確保した方法 (Cyto FISH)，電界非接触攪拌技術を用いてハ

イブリダイゼーション時間を短縮した方法 (Rapid-Cyto FISH)の両者で FISH を

施行し，ASCO(American Society of Clinical Oncology)/CAP(College of 

American Pathologists)  HER2 検査ガイドラインに準拠した判定基準に従って

HER2/centromeric probe for chromosome (CEP) 17 シグナル比を求めた．結果

は JMP IN V.14.2.0 を用いて，ダネット多重比較検定で統計学的に比較し，コー

エンのκ係数を用いて従来法との一致率を評価した．  

 

 

研  究  成  績  

 

 143 検体の HER2 免疫染色強度スコアの内訳は， (0) 49 例， (1+) 49 例， (2+) 31

例， (3+) 14 例だった．Cyto FISH および Rapid-Cyto FISH において，適正にシ

グナルが検出された検体は両者とも 139/143(97.2%)であり，HER2 判定は全て一

致していた．FFPE-tissue DISH と比較し，全検体の HER2 判定の一致率は 95.1% 

(κ係数=0.771, 95% Confidence Interval (CI) 0.614-0.927) であり，中等度から

良好な一致を示した．なお，手術検体における HER2 ISH 判定の一致率は 92.0% 

(κ係数=0.633, 95% CI 0.312-0.955)で，  針生検検体における HER2 ISH 判定の

一致率は 96.8% (κ係数=0.847, 95% CI 0.687-1.000)であった．また，HER2/CEP17

シグナル比においても，FFPE-tissue DISH と比較し，Cyto FISH および Rapid-

Cyto FISH 両方において良好な一致が見られた  (p>0.05)．  

 

 

結    論  

 

乳癌において，細胞診を使用した Cyto FISH は HER2 遺伝子増幅の評価に有用

な方法である．電界非接触攪拌技術を用いることで，患者が受診し検体採取を行っ

た当日に病理組織学診断とともに HER2 ステータスを得ることが可能で，治療方

針が決まらず心配な乳癌患者の不安を取り除くことができる．  
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