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Using Multiplexed Assays of Oncogenic Drivers
in Lung Cancers to Select Targeted Drugs
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IMPORTANCE Targeting oncogenic drivers (genomic alterations critical to cancer
development and maintenance) has transformed the care of patients with lung
adenocarcinomas. The Lung Cancer Mutation Consortium was formed to perform
multiplexed assays testing adenocarcinomas of the lung for drivers in 10 genes to enable
clinicians to select targeted treatments and enroll patients into clinical trials.

OBJECTIVES To determine the frequency of oncogenic drivers in patients with lung
adenocarcinomas and to use the data to select treatments targeting the identified driver(s)
and measure survival.

DESIGN, SETTING, AND PARTICIPANTS From 2009 through 2012, 14 sites in the United States
enrolled patients with metastatic lung adenocarcinomas and a performance status of 0
through 2 and tested their tumors for 10 drivers. Information was collected on patients,
therapies, and survival.

INTERVENTIONS Tumors were tested for 10 oncogenic drivers, and results were used to select
matched targeted therapies.

MAIN OUTCOMES AND MEASURES Determination of the frequency of oncogenic drivers, the
proportion of patients treated with genotype-directed therapy, and survival.

RESULTS From 2009 through 2012, tumors from 1007 patients were tested for at least 1 gene
and 733 for 10 genes (patients with full genotyping). An oncogenic driver was found in 466 of
733 patients (64%). Among these 733 tumors, 182 tumors (25%) had the KRAS driver;
sensitizing EGFR, 122 (17%); ALK rearrangements, 57 (8%); other EGFR, 29 (4%); 2 or more
genes, 24 (3%); ERBB2 (formerly HER2), 19 (3%); BRAF, 16 (2%); PIK3CA, 6 (<1%); MET
amplification, 5 (<1%); NRAS, 5 (<1%); MEK1, 1 (<1%); AKT1, 0. Results were used to select a
targeted therapy or trial in 275 of 1007 patients (28%). The median survival was 3.5 years
(interquartile range [IQR], 1.96-7.70) for the 260 patients with an oncogenic driver and
genotype-directed therapy compared with 2.4 years (IQR, 0.88-6.20) for the 318 patients
with any oncogenic driver(s) who did not receive genotype-directed therapy (propensity
score–adjusted hazard ratio, 0.69 [95% CI, 0.53-0.9], P = .006).

CONCLUSIONS AND RELEVANCE Actionable drivers were detected in 64% of lung
adenocarcinomas. Multiplexed testing aided physicians in selecting therapies. Although
individuals with drivers receiving a matched targeted agent lived longer, randomized trials are
required to determine if targeting therapy based on oncogenic drivers improves survival.
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Network guidelines.8 To our knowledge, this is the first study
to show the lack of overlap between oncogenic drivers, only
because we tested as many tumors as possible for all drivers.
In other studies, once a driver was identified, testing for oth-
ers was not pursued.

Our multi-institutional consortium identified patients with
rare genomic changes and used the information to select treat-
ments and facilitate trials. The ultimate goal of genomic test-
ing is to use the information generated to select therapies and
improve outcomes. Physicians do this by choosing therapies

Figure 2. Survival Comparisons
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Figure 1. Survival of Patients
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分⼦標的療法の有⽤性



分⼦標的療法の問題点

Cost of drugs for molecular target therapy is high.

Necessity of pa+ent selec+on 

Molecular target therapy-responsible cases = Target mutation-positive cases

腫瘍に適した分⼦標的療法を選択しないといけない。
腫瘍における遺伝⼦異常を知ることが必要。
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4-2 使⽤している検体種と全体に占める割合 
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7. 調査資料：⽇本臨床細胞学会実施全国アンケート集計報告 

本邦におけるゲノム医療の実際を把握し，指針作成への基礎的情報を得るために，アンケ
ート調査を⾏った． 
 
【 】
2019 年 4 ⽉ 4 ⽇に「今後のゲノム医療を念頭においた細胞検体の使⽤状況に関する調査
への協⼒のお願い」を電⼦メールにて⽇本臨床細胞学会認定施設全 854 施設中 760 施設に
⼀⻫配信．4 ⽉ 19 ⽇までの期間に電⼦メールにてアンケートを回収 
 
【 】
施設情報 
液状化検体細胞診（LBC）の実際 
導⼊している LBC システムについて 
セルブロックの実施件数と作製⽅法 
肺癌の遺伝⼦診断の実際 
乳癌，胃癌，⼤腸癌，固形腫瘍の遺伝⼦診断の実際 
 
遺伝⼦検査の対象は，診療報酬点数の第 3 部 検査Ｄ００４−２ 悪性腫瘍組織検査（保
険適⽤の体細胞遺伝⼦検査）を指す． 
遺伝⼦パネル検査は，ＮＣＣオンコパネルなど先進医療や⾃由診療で⾏われている包括的
ゲノムプロファイリング検査を指す．（アンケート実施当時） 
 
【 】
262 施設より回答が得られた（有効回答率 34％）． 
 

 【施設区分 1】⼤学病院 53 (20％)，がんセンター 8 (3％)，その他 197 (75％)，不
明 4 (2％) 

 【施設区分 2】がんゲノム医療中核拠点病院 5 (2％)，がんゲノム医療連携病院 64 
(24％)，その他 156 (60％)，不明 37 (14％) 

 【施設区分 3】都道府県がん診療連携拠点病院 44 (17％)，地域がん診療連携拠点病院 
96 (37％)，その他 90 (34％)，不明 32 (12％) 

FFPE セルブロック

LBC

EGFR変異

ROS1融合

BRAF変異

ALK FISH

ALK IHC

PD-L1 IHC



遺伝⼦検査に⽤いられる検体の種別
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7. 調査資料：⽇本臨床細胞学会実施全国アンケート集計報告 

本邦におけるゲノム医療の実際を把握し，指針作成への基礎的情報を得るために，アンケ
ート調査を⾏った． 
 
【 】
2019 年 4 ⽉ 4 ⽇に「今後のゲノム医療を念頭においた細胞検体の使⽤状況に関する調査
への協⼒のお願い」を電⼦メールにて⽇本臨床細胞学会認定施設全 854 施設中 760 施設に
⼀⻫配信．4 ⽉ 19 ⽇までの期間に電⼦メールにてアンケートを回収 
 
【 】
施設情報 
液状化検体細胞診（LBC）の実際 
導⼊している LBC システムについて 
セルブロックの実施件数と作製⽅法 
肺癌の遺伝⼦診断の実際 
乳癌，胃癌，⼤腸癌，固形腫瘍の遺伝⼦診断の実際 
 
遺伝⼦検査の対象は，診療報酬点数の第 3 部 検査Ｄ００４−２ 悪性腫瘍組織検査（保
険適⽤の体細胞遺伝⼦検査）を指す． 
遺伝⼦パネル検査は，ＮＣＣオンコパネルなど先進医療や⾃由診療で⾏われている包括的
ゲノムプロファイリング検査を指す．（アンケート実施当時） 
 
【 】
262 施設より回答が得られた（有効回答率 34％）． 
 

 【施設区分 1】⼤学病院 53 (20％)，がんセンター 8 (3％)，その他 197 (75％)，不
明 4 (2％) 

 【施設区分 2】がんゲノム医療中核拠点病院 5 (2％)，がんゲノム医療連携病院 64 
(24％)，その他 156 (60％)，不明 37 (14％) 

 【施設区分 3】都道府県がん診療連携拠点病院 44 (17％)，地域がん診療連携拠点病院 
96 (37％)，その他 90 (34％)，不明 32 (12％) 

HER2 FISH

HER2 IHC

HER2 IHC

HER2 FISH

RAS 変異

MSI



遺伝⼦検査に⽤いられる検体の種別

• ホルマリン固定パラフィン包埋 (FFPE) 組織検体が主流

FFPEを最もよく使い、その管理を⾏なっている病理部⾨の
がんゲノム医療における役割が増している



Before molecular target therapy era

A B C

A B C

After molecular target therapy era

同じ薬剤 改善／副作⽤／重症化

A, B, Cにおける
腫瘍の特性解析

各々に最適な治療法や
薬剤の選択
（効果を最⼤に、副作⽤
を最⼩に）

腫瘍はどういう変異をもつのか。
解析対象の標本に腫瘍はあるのか。
あるなら、どの程度の腫瘍細胞⽐率か。

はどのようなタイプの腫瘍であるか

＋ DNAなどの
質の保証

がんゲノム医療における病理の役割の変化



がんゲノム医療における病理の役割

パラフィンブロック
薄切された切⽚

DNA
RNA

次世代シークエンサー

実際に解析するのは
限定された遺伝⼦変異
限定された融合遺伝⼦
（パネル検査）

解析結果患者さん

担当医

クリニカルシークエンス
責任医師

エキスパートパネル
（病理専⾨医を含む）

病理医
病理技師

ISO15189やCAP対応など CAP-LAP対応

＠ 阪⼤



• FFPE検体全般の品質管理（ゲノム診療対応）

• 対象症例の病理組織検体の確認
①病理組織診断
②腫瘍率判定
③残余検体の量の把握

• パネル検査の結果をふまえてgenotypeを病理診断
に還元

がんゲノム医療における病理の役割



腫瘍細胞⽐率

⼤腸癌 HE染⾊

腫瘍の⾯積⽐では約50％

腫瘍細胞 リンパ球

腫瘍細胞数の⽐率では約20％



66 F 
二重癌症例

（盲腸癌・S状結腸癌）

前⽥⼤地先⽣より借りました



手術検体（盲腸癌）





手術検体（S状結腸癌）







盲腸癌 S状結腸癌
①KRAS c.35G>A (p.G12D)
chr12:25398284,
missense
COSM521
Gain of Function

②JAK1 c.2170C>T (p.R724C)
chr1:65310518
missense 
COSM3741347 
Gain of Function

KRAS c.34G>T (p.G12C)
chr12:25398285 
missense,
COSM516
Gain of Function



OUH-41
DT00037T01

OUH-44
DT00038T01

JAK1 c.2170C>T p.R724C
AF 0.22

Not Detected

盲腸癌

S状結腸癌



KRAS c.35G>A p.G12D
AF 0.40

KRAS c.34G>T p.G12C
AF 0.20

OUH-41
DT00037T01

OUH-44
DT00038T01

盲腸癌

S状結腸癌



遺伝⼦検査に⽤いられる検体の種別

• ホルマリン固定パラフィン包埋 (FFPE) 組織検体が主流

• 細胞診検体としては、肺癌遺伝⼦検査におけるコンパニオン診断で
あるEGFR変異検査、ROS1融合遺伝⼦検査、ALK IHC検査、PD-L1 IHC
検査、BRAF遺伝⼦変異検査は、セルブロックでも実施されている

FFPE組織検体が主として⽤いられているが，検体処理⽅法やブロック
の保管状況等が理由で使⽤不可もしくは解析不能となる場合が少なく
ない

⇨ 細胞診検体への期待が⾼い



遺伝⼦異常の検出に細胞診を⽤いる際の利点と懸念

利点
•低侵襲である
•固定や保存次第であるが核酸の品質が概して良好である

懸念
•標本作製、保存⽅法、核酸抽出⼿法が標準化されていない
•腫瘍細胞の量が少ないことが多い
•腫瘍細胞⽐率をカウントする必要がある



組織検体と細胞検体の特性

 8

ているが，こちらも限定的な使⽤に留まっている． 

単⼀遺伝⼦検査が主流となっていたなか，NGS を⽤いたマルチプレックスコンパニオン

診断とゲノムプロファイリング検査が 2019 年に保険適⽤となり，がんゲノム医療が本格

的に臨床実装された．これら検査においても，薬事承認上の制約から，FFPE 組織検体が

主に⽤いられているが，FFPE セルブロック検体が中⼼ではあるものの細胞検体も⼀部⽤

いられている．細胞検体の利⽤は，海外では利⽤やそれに向けた検討が進んでおり⽂献 2-4，

FFPE セルブロックをはじめ，従来塗抹標本や液状化検体細胞診（LBC）標本などが対象

となっている⽂献 5,6．がんゲノム診療において，組織検体と細胞検体は相互補完的であり，

それぞれの特性を整理・把握しておくことが重要である（表 1）． 

表 1 組織検体と細胞検体の特性⽐較 
  組織検体 細胞検体 

検体採取法 
⼿術切除 

内視鏡的切除 
⽣検採取 

穿刺吸引等 
穿刺吸引 ･擦過等 体腔液・洗浄液 等 

塗抹法 LBC 法 塗抹法 LBC 法 セルブロック法 

腫瘍細胞量 多 少 極少〜少 極少〜少 様々 様々 様々 

検体処理 
ホルマリン固定 
パラフィン包埋 

ホルマリン固定 
パラフィン包埋 

主に 95% 
エタノール 

18-67%  
エタノール/ 
メタノール 

主に 95% 
エタノール 

18-67%  
エタノール/ 
メタノール 

ホルマリン固定 
パラフィン包埋 

核酸品質 悪い場合あり ⽐較的良い かなり良い かなり良い かなり良い かなり良い ⽐較的良い 

腫瘍細胞含有
割合の確認 

易 易 
難しい症例 

がある 
易 

難しい症例 
がある 

易 易 

遺伝⼦パネル
の適⽤性 

様々なパネルに
対応可 

⼤型パネルを⽤
いた NGS 検査が 
不可な場合あり 

腫瘍細胞量が極少の場合は
NGS 検査が不可な場合あり 

腫瘍細胞量が極少の場合は
NGS 検査が不可な場合あり 

⼤型パネルを⽤
いた NGS 検査が 
不可な場合あり 

 

現在，国内における細胞検体の検体処理は，各施設において様々な⼯夫・改良がなされ

ている⼀⽅，複数の変法が存在している状況にある．また体細胞遺伝⼦検査では，前述の

ように EGFR 変異検査などの肺癌コンパニオン診断において細胞検体が⽐較的⽤いられて

いるが，これまでの単⼀遺伝⼦検査では，細胞検体に占める腫瘍細胞含有割合については

あまり意識されず検査がなされていた．NGS を⽤いた遺伝⼦パネル検査では，検査性能上，

通常 20%以上の腫瘍細胞含有割合が必要となっており，この評価・判定は重要なプロセス

となっている．現在のがん遺伝⼦パネル検査は，コンパニオン診断およびゲノムプロファ

イリング検査，いずれも分⼦標的治療の選択を主⽬的としたものであり，検体処理の施設

間差による核酸品質のばらつきや不適正検体での検査実施は，誤った検査結果の発⽣と患

がんゲノム医療における細胞検体の取扱い指針より



病理・細胞診検体から得られる情報TBLB組織像
TTF-1 (+)

p40 (-)

核内封入体

ブラシ擦過細胞像③

腺腔様配列や乳頭様に見えるが、
平面的な集塊

• 形態的情報

• 抽出した核酸より遺伝⼦変異情報
! 単⼀遺伝⼦検査

! NGSを⽤いたがん遺伝⼦パネル検査
（複数の遺伝⼦変異を⼀気に調べる）



病理・細胞診検体から得られる情報TBLB組織像
TTF-1 (+)

p40 (-)

核内封入体

ブラシ擦過細胞像③

腺腔様配列や乳頭様に見えるが、
平面的な集塊

• 形態的情報

• 抽出した核酸より遺伝⼦変異情報
! 単⼀遺伝⼦検査

! NGSを⽤いたがん遺伝⼦パネル検査
（複数の遺伝⼦変異を⼀気に調べる）



ゲノム医療に細胞診を⽤いる際の利点と懸念

利点
•低侵襲である
•固定や保存次第であるが核酸の品質が概して良好である

懸念
•標本作製、保存⽅法、核酸抽出⼿法が標準化されていない
•腫瘍細胞の量が少ないことが多い
•腫瘍細胞⽐率をカウントする必要がある

実証データが必要
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4.   細胞診材料の取扱いに関する実証データ 

本指針作成にあたっては，以下の医療機関および研究機関，関連企業の協⼒を得て，実

証データおよび参考データを収集し，編集・編纂を⾏った． 

 

実証データ担当・協⼒機関等（五⼗⾳順） 

⼤阪⼤学 
病態病理学・病理診断学講座 

 森井 英⼀，前野 悦⼦ 

病理部 

 ⻑友 忠相，⻄野  勝，藤埜 友稀奈 

阪⼤微⽣物病研究会 病理診断課 

 ⾼橋 美恵，真継 典⼦ 

北⾥⼤学病院 
呼吸器外科 

佐藤 之俊，松尾 由紀⼦ 

病院病理部 

吉⽥  功，⼭下 和也 

久留⽶⼤学病院 
病理診断科・病理部 

河原 明彦，安倍 秀幸，⾼瀬 頼妃呼， 

村⽥ 和也，秋葉 純 

公⽴昭和病院 
臨床検査科 

濱川 真治，櫻井  勉 

病理診断科 

吉本 多⼀郎 

国⽴がん研究センター中央病院 
病理診断科 

元井 紀⼦，福原  萌，時⽥ 和也， 

澁⽊ 康雄，⾕⽥部 恭 

国⽴がん研究センター東病院 
病理・臨床検査科 

桑⽥  健，中井 登紀⼦ 

臨床検査部 

中村 信之 

北海道⼤学病院 
ゲノム･コンパニオン診断研究部⾨ 

畑中  豊，奥村 ⿇美，南家 綾江 

臨床研究開発センター  

畑中 佳奈⼦，燕  果歩，加瀬⾕ 美幸， 

森 こず恵，葛⻄ 瑞穂 

病理診断科/病理部 

安孫⼦ 光春，⽯⽥ 裕⼦，松野 吉宏 

 

 

  



指針の必要性

⽂献データ 実証データ

がんゲノム診療上は
• 何に気をつければいいのか
• どの程度までは⼤丈夫なのか
• 何が推奨されるのか

検体採取

FFPE処理

LBC保存液処理

塗抹標本作製⽤処理

セルブロック化

遠⼼

LBC標本作製、染⾊
塗抹標本作製、染⾊

薄切

沈査

保管標本

保管残余

保管ブロック

腫瘍細胞⽐率、核酸抽出
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がんゲノム診療における細胞検体の取扱い指針
― 作成担当 ―

公益社団法⼈ ⽇本臨床細胞学会
ゲノム診療時代における細胞診のあり⽅検討ワーキンググループ

委員⻑ 森井 英⼀ （⼤阪⼤学⼤学院 医学系研究科 病態病理学）
委員 畑中 豊 （北海道⼤学病院 ゲノム･コンパニオン診断研究部⾨）

元井 紀⼦ （国⽴がん研究センター中央病院 病理診断科）
河原 明彦 （久留⽶⼤学病院 病理診断科・病理部）
濱川 真治 （公⽴昭和病院 臨床検査科）
桑⽥ 健 （国⽴がん研究センター東病院 遺伝⼦診療部⾨）
⻑友 忠相 （⼤阪⼤学医学部附属病院 病理部）
⼩⽥ 義直 （九州⼤学⼤学院 医学研究院 形態機能病理学）
岡本 愛光 （東京慈恵会医科⼤学 産婦⼈科学講座）
⽥中 良太 （杏林⼤学医学部 呼吸器・甲状腺外科学）
伊豫⽥ 明 （東邦⼤学医学部 外科学講座 呼吸器外科学分野）
前⽥ ⼀郎 （北⾥⼤学北⾥研究所病院 病理診断科）
佐藤 之俊 （北⾥⼤学 医学部 呼吸器外科学）

協⼒委員
松尾 由紀⼦ （北⾥⼤学 医学部 呼吸器外科学）
中村 信之 （国⽴がん研究センター東病院 臨床検査部）
中井 登紀⼦ （国⽴がん研究センター東病院 病理・臨床検査科）
福原 萌 （国⽴がん研究センター中央病院 病理診断科）
時⽥ 和也 （国⽴がん研究センター中央病院 病理診断科）
⼭⼝ 知彦 （九州⼤学病院 病理診断科・病理部）
⽵中 将貴 （東京慈恵会医科⼤学 産婦⼈科学講座）
川畑 絢⼦ （東京慈恵会医科⼤学 産婦⼈科学講座）

※実証データ担当者および協⼒者は｢ 細胞診材料の取扱いに関する実証データ｣の項に記載



がんゲノム診療における細胞検体の取扱い指針
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• 液状化検体細胞診(LBC)検体

• ホルマリン固定パラフィン包埋(FFPE)セルブロック検体

• 塗抹検体
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検体処理前の取扱い
《検体採取から検体処理開始までの取扱い》

1. 塗抹，擦過，穿刺吸引などで採取された細胞検体は，可及的速やかに検体処理を開始する実証データ①
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2. ⽣理⾷塩⽔に浮遊させた細胞検体の場合，冷蔵（4℃）で保存し，可及的速やかに核酸抽出を⾏うことが望まし
い実証データ①
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3. 液状化検体細胞診（LBC, liquid based cytology）検体は，採取後に可及的速やかにLBC保存液に保存する実証データ④⑤
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4. LBC保存液に浮遊させた細胞検体の場合，常温ないし冷蔵（4℃）で保存し，速やかに核酸抽出を⾏うことが望ま
しい実証データ④⑤
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5. 凍結する場合は，液体窒素やドライアイスアセトン法などで急速に凍結し，マイナス180℃ないしマイナス80℃に
て保存し，速やかに核酸抽出することが望ましい⽂献7
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6. 未処理の細胞検体を室温で放置することは極⼒回避する実証データ①
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て保存し，速やかに核酸抽出することが望ましい⽂献7

6. 未処理の細胞検体を室温で放置することは極⼒回避する実証データ①

7. LBC保存液に浮遊させた細胞検体の保存は，直射⽇光を避け，⾼温，多湿環境を回避する

8. 凍結検体の場合は，融解・凍結の繰り返しは回避する⽂献7



（ৰ ）

ْ検討内ઍٓ

ٌ検৬ٍཡ癌ু検৬（13ඪ）のৗ検৬のᇯᯂ割⾯かैႆૌཝ検৬఼॑し� ে৶୫
ව中にཝฉ液検৬॑作製した� ڭ検৬のཝฉ液かै� ૭にಉীにীିした検৬
॑⽤いた� ற酸ྴলまでのആ度उよल時の৳管੯の୶॑検討した�

্ٌ法ٍૻຎ検討੯धして� ①ആ 24時 ②ആ 72時 ③4٦ 72時धした� ற酸は� 
のD1Aྴলय़ット（4IAaPp D1A Mini Kit >य़ア।ン@）॑⽤いて� উロトコルのৢॉ
にD1Aྴল॑ষढた�  ৸ঽਗ਼ਞ็システム（TapeStatiRnシステム >アジঞント@） ॑
⽤いてDI1க॑定した�

ৰॹーॱ① 検৬૪৶のॉඞい

⑩ඵଉຸཱི液ႆ؞ૌཝ൧ಉの検৬૪৶৫までの時৳管時

؟ে৶୫වのฉཝ検৬にउऐる৳管時؞ആ度の୶

3�1 検৬૪৶のඞい

ْ検討ટ�のହ明ٓ

؞ D1Aષସ（DI1க）の変৲は� ഐで3৳管した検৬では� DI1கのৣはृかであ
ॉ� ആ24時৳管のDI1கधのથਔな୷はੳीैोなかढた�  ആで3৳管した検
৬では�ആ24時৳管धૻຎしてDI1கのৣがੳीैोまたのඪではౕ
なৣ॑ੳीた؝

؞ ற酸ྴলは૭சृかに৫するऒधがတऔोる�  শ時の৳管にणいては� ഐৣ
で3以内であोयૻຎD1Aષସのৣが೪えैोる�  

1

実証データ1
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ْ検討内ઍٓ

ٌ検 ৬ٍC\tRRiFh ReG（శഎযఐ⽤� >ঋクトン؞ॹॕッय़ン९ン@）で固定したသുཝ
（PC9）॑ৣ記の①②③の状ଙで11৳ோした؝その後D1A॑ྴলしആ৳ோधഐ৳
ோのどठैがD1Aષସに୶॑ଖえるのか౯か॑ૻຎした؝
① C\tRRiFh ReG ആ৳管
② C\tRRiFh ReG ഐ（4٦）৳管
③ 未固定（ৌස） ഐ（4٦）৳管

্ٌ 法ٍD1Aྴল্法は� 4IAaPp D1A Mini Kit >य़ア।ン@॑使⽤した؝D1Aྴল後に
৸ঽਗ਼ਞ็システム（TapeStatiRnシステム >アジঞント@） ॑⽤いてDI1கのનੳ॑
ষढた؝

ৰॹーॱ④ L%C検৬作製法

L%C৳ோ液にउऐるਈిな検৬の৳管্法

Da\ 11

ْ検討ટ�のହ明ٓ

• ૻຎしたમのDI1கにႀ෩な୷はाैोなかढたがആよॉुഐ（4٦）のDI1க
がよいൊであढた؝

• ഐ（4٦）したৃ合 L%C৳ோ液ध未固定検৬（ৌස）にႀ෩な୷はाैोなかढた؝

3�4 FFPEセルঈロック検৬ 7
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（実証 ）

① CytoRich Redで固定 冷蔵 （4℃）保管

② 未固定 冷蔵 （4℃）保管
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【検討内容】

《検 体》CytoRich Red（⾮婦⼈科⽤, [BD社]）で固定した培養細胞（PC9）を下記の①②
の状態で最⼤10⽇間冷蔵保管した．その間，DNAを継時的に抽出し，保管⽇数がDNA品質に
影響を与える影響を確認した．

① 細胞をCytoRich Redに懸濁して冷蔵（4℃） 2, 4, 6, 8, 10⽇間保管

② 未固定の細胞を遠⼼後にペレット状態にして冷蔵 (4℃) 2, 4, 6, 8, 10⽇間保管（対照）

《⽅ 法》DNA抽出⽅法は, QIAamp DNA Mini Kit [キアゲン社]を使⽤した．DNA抽出後に
DIN値（全⾃動電気泳動システム（TapeStationシステム [アジレント社]） の確認を⾏った．
また，パパニコロウ染⾊による形態観察も⾏った．

実証データ⑤ LBC検体作製法

細胞における冷蔵保管 ⽇数とDNAへの影響
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（実証 ）

【検討結果/図の説明】

• LBC保存液と未固定細胞における冷蔵保管⽇数とDNAへの影響は，1週間後でもほとんど
なかった.

• LBC保存液における冷蔵保管⽇数と細胞形態への影響は，1週間後でもほとんどみられな
かった．
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図 パパニコロウ染⾊の細胞像
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検体処理前の取扱い
《その他の注意点》

9. 細胞検体のコンタミネーションを回避するために，作業環境を整える ⽂献7

10．複数の腫瘍や腫瘍内で異なる性状部位から採取する場合は，部位が同定できるように識別符号を付与する ⽂献7

11. 体腔液（胸⽔，腹⽔など），尿などの液状検体は，検体量と含まれる細胞量により適切な検体処理法を選択す
ることが望ましい

12．形態学的に標的細胞の有無を確認することが望ましいが，検体量が少ない場合，細胞形態診断とゲノム診断の
どちらを優先するかは，あらかじめ取り決めをしておくことが望ましい

13．検体量と細胞量が⼗分な場合は，複数の保存⽅法を併⽤することを考慮してもよい ※「3.2 LBC検体」参照



がんゲノム診療における細胞検体の取扱い指針

• 検体処理前の取扱い

• 液状化検体細胞診(LBC)検体
" LBC検体作製
" 腫瘍細胞含有割合の評価
" 核酸抽出法
" その他留意点

• ホルマリン固定パラフィン包埋(FFPE)セルブロック検体
" セルブロック検体作製
" 腫瘍細胞含有割合の評価
" 核酸抽出法
" その他留意点

• 塗抹検体
" 既染標本の取扱い
" 未染標本の取扱い



LBC検体
LBC検体作製
1. ゲノム解析に必要⼗分な数の有核細胞の回収を⾏う⽂献7
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2. 採取された細胞は速やかにLBC保存液で浮遊固定する
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核酸抽出法
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6. 市販のFFPE組織⽤DNA抽出キットを⽤いてLBC保存液からDNAを抽出する場合，プロテイナーゼK溶液によるタン
パク質の溶解は核酸の収量や質に影響するため，適切な条件で実施する実証データ③,⽂献10 
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7. 市販のFFPE組織⽤DNA抽出キットを⽤いてLBC保存液からDNAを抽出する場合，⻑時間の加熱による核酸とホルマ
リンのクロスリンクの除去は核酸の質の低下につながるため，適切な条件で実施する実証データ③
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LBC検体
LBC検体作製
1. ゲノム解析に必要⼗分な数の有核細胞の回収を⾏う⽂献7

2. 採取された細胞は速やかにLBC保存液で浮遊固定する
3. 固定時間に関しては各社LBCの取扱いに従う
4. 腫瘍細胞の分布や⽐率の評価が形態学的に容易な標本作製法が望ましい
腫瘍細胞含有割合の評価
5. パパニコロウ染⾊や免疫細胞化学染⾊などで腫瘍細胞を確認する実証データ②
核酸抽出法
ホルマリンを含むLBC保存検体における核酸抽出
6. 市販のFFPE組織⽤DNA抽出キットを⽤いてLBC保存液からDNAを抽出する場合，プロテイナーゼK溶液によるタン
パク質の溶解は核酸の収量や質に影響するため，適切な条件で実施する実証データ③,⽂献10 

7. 市販のFFPE組織⽤DNA抽出キットを⽤いてLBC保存液からDNAを抽出する場合，⻑時間の加熱による核酸とホルマ
リンのクロスリンクの除去は核酸の質の低下につながるため，適切な条件で実施する実証データ③

ホルマリンを含まないLBC保存検体における核酸抽出
8. 市販のFFPE組織⽤DNA抽出キットを⽤いてLBC保存液からDNAを抽出する場合，プロテイナーゼK溶液によるタン
パク質の溶解は，キット⼿順書より短時間で⾏うことができる実証データ③

9. 市販のFFPE組織⽤DNA抽出キットを⽤いてLBC保存液からDNAを抽出する場合，加熱による核酸とホルマリンのク
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その他留意点
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10.概ね6か⽉以上⻑期保管したLBC検体をゲノム検査に⽤いることは極⼒回避する
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ْ検討内ઍٓ

ٌ検 ৬ٍཡᏣ癌ཝઙ（1CI-H1975）（以ৣ� H1975)धリンパᇯཝઙ（L1236）॑ரر
の割合で合したೃᄯ液かैL%Cఏম॑作製し� L%Cఏমにउऐるཡが॒ཝधリンパᇯཝ
の割合ध� ೃᄯ液にउऐる割合のୀい॑検討した�  

্ٌ 法ٍཡᏣ癌ཝઙH1975はC\tRNeratin7ඊႵഉ౦഻ਙであるが� リンパᇯཝઙL1236
はC\tRNeratin7ྔਙである�  ऒのਙସ॑ਹ⽤するधH1975धL1236॑ਖ਼શするऒधが૭ચで
ある�  そऒで� 合ੑཝ数॑1[106धし� H1975धL1236॑100�0� 80�20� 50�50� 20�80� 
0�100の割合でஅिཝೃᄯ液॑そोझो৹ତした�  رのཝೃᄯ液はロシュ� %D� 
ホロジック定のुの॑⽤いた�  رのཝೃᄯ液よॉ定法によॉL%Cఏম॑作製し� 
C\tRNeratin7ඊႵഉ౦॑ষढた�  C\tRNeratin7഻ਙ� ྔਙのཝ॑رढ़ウントして� 
のૻ૨॑ੑした�  

ৰॹーॱ② ᇯᯂཝஅથ割合௬法

L%Cఏম作製後にउऐるᇯᯂཝஅથ割合の変৲॑ੰෲ

C\tRNeratin 7ഉ౦
（H1975のा഻ਙ）

H1975(H)の割合 ロシュ (%) %D (%) ホロジック (%)

H100% 100 �0 100�0 100�0

H80% 76�72�0�75 81�58�1�11 80�53�0�07

H50% 45�50�0�39 50�01�1�00 50�46�1�91

H20% 16�41�0�66 17�03�0�29 21�41�1�28

H0% 0�0 0�0 0�0

H1975 � L1236
100 � 0   
80 � 20
50 � 50
20 � 80

0 � 100

L%Cఏম作製

H1975 � L1236
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ْ検討内ઍٓ

ٌ検 ৬ٍཡᏣ癌ཝઙ（1CI-H1975）（以ৣ� H1975)धリンパᇯཝઙ（L1236）॑ரر
の割合で合したೃᄯ液かैL%Cఏম॑作製し� L%Cఏমにउऐるཡが॒ཝधリンパᇯཝ
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ْ検討ટ�のହ明ٓ

�H1975؞L1236の割合が100�0のुの॑H100%� 80�20のुの॑H80%� 50�50のुの॑
H50%� 20�80のुの॑H20%� 0�100のुの॑H0%धした�  رの१ンউルにउいて� 
ஆয়したگଳにउऐるF\tRNeratin7഻ਙ૨॑৹स� そのக॑ંした�  

H100%ではすसてのཝがF\tRNeratin7഻ਙであॉ� H0%ではすसてのཝが؞
F\tRNeratin7ྔਙであढた�  ઌはH50%にउऐるF\tRNeratin7ഉ౦॑ંす�  

にંすようにL%Cఏম作製後にउऐるᇯᯂཝૻ૨はऺऻಱはしているが� ロシュ؞
ではH1975ཝのૻ૨がृृないൊがあढた�  

༈グラইは� L%Cఏম作製のೃᄯ液にउऐるᇯᯂཝૻ૨धL%Cఏমにउऐるᇯᯂཝૻ؞
૨धの୷॑ંしている�  上のようにロシュのL%C検৬では� ఏম作製後ではH1975
ཝのૻ૨がਈপで৺4%くでるൊにある�  

পऌな୷ではないが� 上のൊがあるऒध॑৶ੰしてᇯᯂஅથ割合॑௬するਏがあ؞
る�  
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腫瘍細胞含有割合
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ْ検討内ઍٓ

ٌ検 ৬ٍཡᏣ癌ཝઙ（1CI-H1975� 6�7¼105FellV�teVt）॑L%C৳ோ液（C\tRRiFh ReG
उよलC\tRRiFh %lue（శഎযఐ⽤� >%D@）で固定し（24時）そऒかै੭ैोる᪗
॑⽤いて検討した؝

্ٌ 法ٍのFFPEੌ௶⽤D1Aྴলय़ット（4IAaPp D1A FFPE TiVVue Kit >य़ア।ン@
उよलMa[Zell FFPE PluV D1A Kit >উロメガ@）॑⽤いてऔまकまな時؞ആ度のউロ
テイナー८Kによる૪৶॑ষढたのठにD1Aྴল॑ষढた（ྃল50̭L）؝ล度法
（1anRDrRp >१ーঔইॕッシকー@ ）धዓ法（4uEit >१ーঔইॕッシকー@ ）॑⽤い
て෯度定৸ঽਗ਼ਞ็システム（TapeStatiRnシステム >アジঞント@）॑⽤いてற
酸ષସのનੳ॑ষढた؝

ৰॹーॱ③ ற酸ྴল法

L%C৳ோ液検৬にउऐるඹిற酸ྴল্法

ْ検討ટ�のହ明ٓ

90٦の૪৶॑ਸえるऒधでથਔ1anRDrRp॑⽤いたล度よる定では෯度は� 56٦؞
に上ಊした4؝uEit॑⽤いたዓ法の෯度は� 5690٦٦の૪৶॑ਸえるऒधでమ
にপऌくなढた؝ऒの� 90٦の૪৶時は1060عী（တ）ので� ෯度にপऌな୷॑
ੳीなかढた؝

؞ DI1க॑ఏधしたD1Aのષସのૻຎでは� 5690٦٦の૪৶॑ਸえるऒधでమに
上ಊした؝ऒの� 90٦の૪৶時がশくなるऺどৣするൊがੳीैोた؝
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 L%C৳ோ液検৬（C\tRRiFh ReG）॑⽤いたඹిற酸ྴল্法（4IAaPp）の検討
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核酸抽出⽅法

（実証 ）

【検討結果/図の説明】

・NanoDropを⽤いた吸光度法による濃度は， 56℃，90℃の前処理を加えることで上昇し
た．この際, 90℃の処理時間が⻑くなるほど濃度も上昇したが, 30min以上では差を認め
なかった．Qubitを⽤いた蛍光法の濃度は，いずれの前処理時間でも濃度に差を認めな
かった．

・ DIN値を指標としたDNAの品質の⽐較では．90℃による前処理時間が⻑くなるほど低下す
る傾向が認められた．
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【検討結果/図の説明】

・NanoDropを⽤いた吸光度法による濃度は，前処理時間が2時間までは時間に⽐例して上昇
し，4時間で低下した．Qubitを⽤いた蛍光法の濃度は，前処理時間が1時間までは時間と
ともに上昇し，その後4時間までは差が認められなかった．

・ DIN値を指標としたDNAの品質の⽐較では．前処理時間が1時間までは時間に⽐例して⼤
きくなり，その後4時間までは差が認められなかった．

図 LBC保存液検体（CytoRich Blue）を⽤いた⾄適核酸抽出⽅法（QIAamp）の検討

図 LBC保存液検体（CytoRich Red）を⽤いた⾄適核酸抽出⽅法（Maxwell）の検討

3.2 LBC検体 5



核酸抽出⽅法

（実証 ）

【検討結果/図の説明】

・NanoDropを⽤いた吸光度法による濃度は，前処理時間が⻑くなるほど低下する傾向が認
められた．Qubitを⽤いた蛍光法の濃度は，いずれの処理時間でも収量に⼤きな差を認め
なかった．

・ DIN値を指標としたDNAの品質の⽐較では，いずれの前処理時間でも差を認めなかった．
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＊固定液と抽出法の組み合わせにより，プロテイナーゼK処理の⾄適条件が異なる．その際，
CytoRich BlueよりもCytoRich Redで固定した場合に，前処理⼯程の違いがDNAの収量
と品質に与える影響が⼤きい．

＊NanoDropとQubitの測定値は必ずしも相関があるとは⾔えず, 解釈には注意が必要となる．

図 LBC保存液検体（CytoRich Blue）を⽤いた⾄適核酸抽出⽅法（Maxwell）の検討
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（実証 ）

【検討結果/図の説明】

・NanoDropを⽤いた吸光度法による濃度は，前処理時間が⻑くなるほど低下する傾向が認
められた．Qubitを⽤いた蛍光法の濃度は，いずれの処理時間でも収量に⼤きな差を認め
なかった．

・ DIN値を指標としたDNAの品質の⽐較では，いずれの前処理時間でも差を認めなかった．
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図 LBC保存液検体（CytoRich Blue）を⽤いた⾄適核酸抽出⽅法（Maxwell）の検討
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病理・細胞診検体から得られる情報TBLB組織像
TTF-1 (+)

p40 (-)

核内封入体

ブラシ擦過細胞像③

腺腔様配列や乳頭様に見えるが、
平面的な集塊

• 形態的情報

• 抽出した核酸より遺伝⼦変異情報
! 単⼀遺伝⼦検査

! NGSを⽤いたがん遺伝⼦パネル検査
（複数の遺伝⼦変異を⼀気に調べる）



まとめ

• 細胞診検体から、形態の情報以外に遺伝⼦変異情報も得られる。

• Molecular target therapyが導⼊されたため、形態保持のみならず、
遺伝⼦の品質保証も重要である。

• 細胞診検体は検体の量が少ないという問題点があるが、遺伝⼦
の品質は⽐較的良好である。

• ゲノム医療が実装されている現在、細胞診検体の取扱いにも注
意が必要である。

（あと少しあります）



単⼀細胞におけるRNA-seq

https://www.10xgenomics.com/technology

細胞

分⼦バーコードをもつオリゴDNAでコートされたビーズ

TTTTT

mRNA

polyA

RT

ビーズ

バーコードのついたcDNA

単⼀細胞由来mRNA

Sequencing

Droplet



単⼀細胞におけるRNA-seqの例

Single cell
RNA-seq

細胞株を3D培養したもの



ALDH1A1>3 MKI67>3

Proliferative ?

Dormant ?

ALDH1A1染⾊

ある特定の遺伝⼦がONとなっている細胞群の特徴を把握することができる

単⼀細胞におけるRNA-seqの例



Single cell RNA-seqと細胞診

腫瘍細胞
正常上⽪細胞
炎症細胞

における遺伝⼦変異

に特徴的に発現する遺伝⼦

Single cell RNA-seq

どんな細胞がコンタミしても⼤丈夫
腫瘍細胞に特徴的な遺伝⼦変異がわかるので
がんゲノム医療時代には最適な⽅法

しかし、そもそも腫瘍細胞に特徴的に発現する
遺伝⼦とは︖

腫瘍細胞も層別化できるかもしれない。
形態と遺伝⼦の相関関係がわかるかも
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