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研究成果の要旨 

 GIST の病理診断を下す際に免疫染色パネルを用いること、子宮頸部の良悪性判定の難しい腺型病

変では病理医間で統一した基準で診断することで高い診断一致率が得られることが判明した。一方、

診断が難解な唾液腺腫瘍のコンサルテーション症例では病理医間の診断一致率は低かった。また、

免疫染色では診断が困難なGISTの特殊型においては遺伝子解析も考慮しなければならないことを明

らかにした。乳癌のセンチネルリンパ節生検の術中病理診断法標準化に向けた研究に着手した。悪

性リンパ腫における組織 FISH 法を確立し、濾胞性リンパ腫の診断へ応用した。悪性度診断に最も頻

用されている Ki-67 抗原標識率の手技ならびに評価方法の標準化の一環として、染色手技の現状把

握のために全国 33 病理施設にアンケート調査を実施した。肺癌、胸腺癌の遺伝子変異と治療効果と

の関連性を検討した。耳下腺粘表皮癌の悪性度に関与する遺伝子変異を検索した。これまでに実施

された多施設共同研究における病理学的除外率を調査し、病理組織診断基準や分類スキームが未成

熟な腫瘍では著しく病理学的除外率が高いこと、同一組織型を対象としていても研究単位で病理学

的除外率が異なることを示した。 
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悪性腫瘍の病理診断基準の確立 

乳がん、婦人科腫瘍の病理診断基準の確立と遺伝子解析

の標準化 

悪性リンパ腫の病理診断基準の確立と遺伝子解析の標準化 

内分泌腫瘍の診断基準の確立と免疫染色の標準化 

臨床試験における病理診断のあり方に関する研究 

診断標準化のための基盤整備に関する研究 

非小細胞肺癌 IIIA(N2)手術例の遺伝子発現に基づく亜

分類の検討と EGFR 阻害剤を用いたトランスレーショナ

ルスタディ 

頭頸部悪性腫瘍とくに耳下腺癌治療におけるがん診療標

準化のための病理組織診断法に関する研究 

乳癌の術中リンパ節生検における病理学的評価方法の標

準化に関する検討 
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１ 研究目的 

 がんの治療選択に関わる病理診断精度を全国規模で標

準化するために、各施設で診断に従事する病理医の診断

基準を統一化する必要がある。また、免疫染色や遺伝子

解析が積極的にがん診療に導入されている領域もあるが、

その検査法や評価法の標準化は達成されていない。さら

に、頻度が低い腫瘍の場合は病理診断を拠点化し、専門

病理医による診断を迅速に供給できる体制が望まれる。 

 本研究班では、1)軟部腫瘍、乳癌、婦人科腫瘍、悪性

リンパ腫、内分泌腫瘍など各種臓器がんの専門病理医に

よる病理診断基準の確立と一般病理医への教育普及、2)

免疫染色や遺伝子解析など治療関連形質解解析の標準化、

3)診断支援体制の整備を目的として研究を行う。その際、

関連する臨床研究グループと連携して研究を進める。本

研究は従来診断基準が明確でなかった婦人科、内分泌腫

瘍など扱う臓器の幅を広げ、治療方針の決定に関わる重

要な免疫染色や遺伝子解析の標準化まで踏み込んで研究

を行うことで、適正な病理診断に基づいた治療による患

者受益に繋がる。有効な診断支援体制を構築することは

医療経済的に妥当であるだけでなく、病理診断の標準化

の方向性を決定し、頻度が高い臓器がんでも同様の診断

拠点網を確立する上での指針になることが期待される。 

 

２ 研究成果 

 本年度の成果は以下の通りである。 

 (1)GIST の病理診断基準の確立 

 GIST とその他の紡錘形細胞腫瘍を鑑別できる病理診

断基準を確立するために、GIST とその他の紡錘形細胞腫

瘍 80 例の HE 標本と KIT、CD34、desmin、SMA、S-100、

Ki-67/MIB-1 免疫染色標本のみを異なる施設の専門病理

医 7名が個別に鏡検し、オリジナル診断との一致率を検

討した。オリジナル診断に対する GIST とその他の紡錘形

細胞腫瘍の病理診断の再現性はκ検定で 0.97 と高かっ

た。ポリクローナル抗体を用いた KIT 免疫染色の判定で

は、観察者間(κ=0.86)だけでなく異なった施設間(κ

=0.85)でも再現性が高かった。MIB-1 標識率の再現性は

高かったが(κ=0.77)、観察者の経験の差や GIST におけ

る Ki-67 抗原の不均等分布が判定不一致の原因と考えら

れた。 

 KIT が陰性もしくは弱陽性の GIST は我々が収集した

30/300 例(10%)に認められたが、これら 30例の臨床病理

学的特徴を検討し、ホルマリン固定・パラフィン切片か

ら DNA を抽出し、c-kit 遺伝子 exon 9、11、13、17 およ

び PDGFRα遺伝子 exon 12、18 を同定するプライマーを

用意し、PCR 反応産物からダイレクトシークエンス法に

よって遺伝子変異を検索した。KIT が陰性/弱陽性の GIST

とみなしうる症例で myxoid epithelioid type には

PDGFRα遺伝子変異が 90%と高率で、その半数にグリベッ
ク感受性のある遺伝子変異が含まれていた。 

 以上の結果から、GIST とその他の紡錘形細胞腫瘍を鑑

別する上で、KIT、CD34、desmin、SMA、S-100 からなる

免疫染色パネルを用いた病理診断の信頼性は高いことが

判明した。また、KIT が陰性もしくは弱陽性の GIST では

PDGFRα遺伝子変異の有無を病理形態学的に予測可能で

あった。ただし、このような免疫染色では診断が困難な

GIST の特殊型においては遺伝子解析も考慮しなければ

ならないと思われた。 

 

 (2)婦人科腫瘍の病理診断基準の確立 

 予後不良でかつ病理診断が困難な子宮頸部悪性腺腫

(AM)と、臨床的に良性の経過をとる分葉状頸管腺過形成

(LEGH)との正確な鑑別診断基準確立を目標に、主に明ら

かな腺癌成分の有無と浸潤の有無の 2点から診断基準を

定めた上で、7 名の専門医が独自に鏡検し、診断一致率

を検討した。LEGH、上皮内腺癌を伴った LEGH、AM、分化

型粘液腺癌の 4カテゴリーの観察者間診断一致レベルは

かなりの一致(κ=0.62)で、浸潤のない予後良好な病変群

(LEGH と上皮内腺癌を伴った LEGH)と浸潤があり予後不

良な病変群(AMと分化型粘液腺癌)の2カテゴリーに分け

ると、観察者間診断一致レベルはほとんど完全な一致(κ

=0.93)となった。病理学的に再現性の高い LEGH と AM の

鑑別診断は十分可能であることが示された。 

 

 (3) 乳癌のセンチネルリンパ節(SN)生検の術中病理診

断法標準化に向けた研究 

 乳癌 SN 及び非 SN に対しレトロスペクティブに

exhaustive な方法を用いて潜伏転移の有無、SN転移の性

状からの非 SN転移の予測因子を検討した。術中 SN転移

診断の真の偽陰性率は 22%, 新 TNM 分類(第 6 版)の基準

では 15%となった。非 SN 転移を予測する SN の所見とし

て SN転移巣の長径(>0.2mm)、ルーチンで転移巣検出可能、

などとともに原発巣の組織型、グレードも関与していた。

非SNのみに転移がある跳躍転移は10%に見られた(津田)。 

 乳がん SN の凍結組織標本を用いた二つの検索方法に

ついて検討した。方法（i）:乳癌 170 症例 528 個の SN

を全包埋し、最大面に平行に表層から中心部までステッ

プで 4枚の標本を作製した。方法(ii):44 例 115 個の SN

を短軸方向に2mm間隔で分割、割片を2～4個ごと包埋し、
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各ブロック 3枚の組織標本を作製した。症例検出率は（i）

法 22.9%(39/170)、(ii)法 34.1%(15/44)であった。転移

巣長径の平均値は（i）法 4.2mm、 (ii)法 3.0mm で、長

径を 200μ≦、201μ～2mm、2mm＜に区分すると（i）法

が各々6.7、24.4、68.9%、(ii)法が 26.7、26.7、46.7%

であった。陰性症例の偽陰性率は、（i）法 4.6%（6/131）、

(ii)法 3.4%(1/29)で、（i）法には 2～4mm 大の転移が 4

例、1mm 以下が 2 例含まれており、(ii)法では 0.4mm で

あった。（i）法で偽陰性を生じたSNの長径は平均15.5mm、

(ii)法では 5mm であった。以上の結果から、(ii)法では

より小さな転移巣が発見され、検出率が高い傾向がある

こと、長径の大きな SNの場合、（i）法では大型の転移巣

が偽陰性となる危険性があることが判明した(五十嵐)。 

 

 (4)悪性リンパ腫における組織 FISH 法の確立と濾胞性

リンパ腫の診断への応用 

 近年、分子生物学の進歩に伴い特異的な染色体遺伝子

異常をきっかけに、遺伝子診断が普及されてきた。なか

でも DNA の再構成を細胞核で検出する蛍光 in situ ハイ

ブリダイゼーション(FISH)の開発は画期的であった。ま

た、悪性リンパ腫の診断において、特異的な染色体異常

は診断に重要な位置を占めている。今回の解析により、

マイクロウェーブやオーブンなどで賦活化を応用したこ

とで、これまで困難であったパラフィン標本の FISH 解析

が可能となり、過去症例のパラフィンブロックや内視鏡

の小型組織片での診断、分裂不可能な染色体検査の補完、 

病理診断の補助などに FISH の診断が有効であることが

分かった。この FISH 法を、濾胞性リンパ腫(FL)に応用し

たところ、これまで FLは染色体転座 t(14;18)(q32;q21)

をもつ単一疾患と考えられていたが、この bcl-2 転座以

外の染色体異常を示すものがあり、今後、FLにおいては、

正確な遺伝子型、表現型, grade を知ることが、正確な

診断、さらには治療法の開発に必要であると考えられた。 

 

 (5)細胞増殖関連抗原 Ki-67 免疫染色の標準化 

 腫瘍の悪性度診断にもっとも頻用されている Ki-67 抗

原標識率の手技ならびに評価方法の標準化の一環として、

染色手技の現状把握のために全国 33 病理施設にアンケ

ート調査を実施し、回答を得た。その結果、反応時間、

賦活化の熱処理方法、薄切後染色までの切り置き期間等

に施設間で格差のある実態が明らかにされた。また、88％

の施設が染色条件の違いで結果に差異が生じること、と

くに前処理方法が影響することを回答している。Ki-67

抗原免疫染色の基本的留意点への配慮を啓発するととも

に、賦活方法等の差が実際に結果とその判定にどのよう

な影響を与えているかを検討し、標準化を図る必要があ

ると考えられた。 

 

 (5)再発肺癌手術例のEGFR遺伝子異常とgefitinib(イ

レッサ)効果との関連性 

 非小細胞肺癌 27例のホルマリン固定・パラフィン切片

から DNA を抽出し、EGFR exon 18、19、21 を同定するプ

ライマーを用意し、PCR 反応産物からダイレクトシーク

エンス法によって遺伝子変異を検索した。さらに EGFR 

遺伝子変異 と臨床的なイレッサの有効性を検討したと

ころ、EGFR のチロキナーゼドメインのインフレイム、あ

るいはミスセンス異常は 9例(33.3%)に検出された。2例

の異常は exon 19 の Indel、exon 21 の L838P と新たに発

見された異常であった。奏功症例 9例中 5例(56%)でイレ

ッサに奏功していたが、1 例では progressive disease

であった。奏功症例 9例中 4例では検索範囲内での EGFR

変異は認められなかった。以上の結果から、EGFR 遺伝子

異常のある症例では、イレッサは有効であることが多い

ことが確認されたが、exon 18、19、21 に変異の無い症

例でも奏功症例が存在することが明らかとなり、EGFR 遺

伝子異常とイレッサの奏功とは必ずしも一致しないこと

が示唆された。 

 

 (6)胸腺癌における KIT 発現と c-kit 遺伝子変異解析 

 胸腺癌12例のパラフィン切片においてKIT発現を免疫

組織化学的に評価した。さらに、凍結組織から c-kit リ

ン酸化とダイレクトシークエンス法によって c-kit 遺伝

子変異を検討した。その結果、7 例で KIT が発現し、リ

ン酸化も認められた。ただし、GIST に認められる変異は

検出されなかったが、exon 8 の splice variant (GNNK -)

が全例に認められた。この exon 8 の splice variant で

はキナーゼ活性が高いとの報告もあり、今後切除不能も

しくは再発胸腺癌では KIT 発現を確認し、グリベックに

よる治療の有効性が期待できると思われた。 

 

 (7)耳下腺粘表皮癌に対する Wnt/β-カテニン経路の

関与に関する検討 

 耳下腺腫瘍は組織型が非常に多彩である上に症例が少

なく、病理組織診断の果たす役割は極めて大きい。Wnt/

β-カテニン経路は各種遺伝子の転写活性を亢進するこ

とにより、乳癌、大腸癌などの発癌過程に大きく関わっ

ていると考えられるが、今回耳下腺腫瘍の中で最多を占

める粘表皮癌における Wnt/β-カテニン経路、NF-κB経
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路に注目し、高悪性度粘表皮癌の生物学的悪性度にこの

系が関与しうるのかを検討した。唾液腺粘表皮癌 44例を

対象に、 PCR-SSCP 法によるβ-カテニン遺伝子変異の検

索し、β-カテニン核内発現と予後との相関、および

erbB2、 NF-κBの発現についても免疫組織化学的に検討

した。β-catenin 蛋白の核内発現は 44例中 6例(13.6%)

に認められ、その内 4例にβ-catenin 遺伝子変異が認め

られたがいずれも高悪性度であり、比較的短期間で死亡

していた。また、erbB2 の発現も粘表皮癌の予後増悪因

子となりえた。粘表皮癌の生物学的悪性度は不明な点が

多く今後の検討が必要と考えられた。 

 

 (8)臨床試験における病理診断のあり方に関する研究 

 がんの病理診断を全国規模で標準化するためには、診

断拠点整備を進める必要がある。その対象とすべき腫瘍

を把握するため、多施設共同研究における施設診断と中

央診断の乖離の指標である病理除外割合(PER)の現状を

調査した。悪性リンパ腫研究では研究ごとにばらつきが

みられ、PER が 10%を上回るものもあった。独立疾患単位

としての診断基準が浸透不十分な肺大細胞神経内分泌癌

(LCNEC)および近似腫瘍群において PER が著しく高かっ

た。診断拠点化に伴う標本回収に関わる問題点を把握す

るため標本回収割合(SAR)を計算した。治験では調査した

3件中 2件が 100%と良好であるのに対し、公的研究費に

よる共同研究では 70%台から高くても 92.9%と不良であ

った。診断中央化が実効をあげるためには、人的・経済

的資源、手順確認、施設への説明などのほか、施設にお

ける病理業務外部委託などの社会状況にも配慮した対策

が必要と思われた。 

 

 (9)診断標準化のための基盤整備に関する研究 

 標準化された適切な診断を迅速に提供する病理診断コ

ンサルテーションシステムを構築するため、唾液腺腫瘍

をモデルとして基礎的な検討を行った。過去のコンサル

テーション症例 100 例につき、唾液腺腫瘍専門病理医 4

名によって顕微鏡デジタル写真のみによる診断(以下、写

真診断)とその後のプレパラート鏡検による診断(以下、

鏡検診断)を比較したところ、全員の診断が一致したのは

写真診断で 51％、鏡検診断では 42％ときわめて低いこと

が明らかとなり、今後再現性の高い診断基準の作成が必

要と考えられた。一方で、一般病理医が難しく感じ、専

門病理医が易しく感じる腫瘍として、腺房細胞癌と粘表

皮癌が代表的であることが明らかとなった。同一診断者

における写真診断と鏡検診断の不一致症例が 3割にも上

ること、また、診断者間の診断一致率が写真診断より鏡

検診断の方が低かったことから、組織像の多彩な唾液腺

腫瘍に対する写真診断の限界を感じさせられた。しかし、

写真診断と鏡検診断不一致症例は、診断者間の診断不一

致例と重なりが多いことから、診断基準の整備によって

写真診断の有効性も高まることが期待された。 

 

３ 倫理面への配慮 

 本研究班で実施している研究は後ろ向き研究であり、

全例利用に意義がある研究であること、診療目的で得ら

れた標本のみを用いるものであり患者に新たに検体を採

取するなど損傷・傷害が及ばないこと、現時点では世界

標準として対象者からのインフォームド・コンセントを

得ていないこと、診断、評価、解析、発表に際しての患

者個人情報は完全にマスクされていることから、各施設

の状況に応じて倫理審査委員会に提出し審査を受けてい

る。 
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