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研究成果の要旨 

 組織標本を利用した軟部腫瘍の FISH 解析の結果、小円形細胞腫瘍群では EWS 遺伝子変異の検出率

は 90%と高感度であった。その他の腫瘍には EWS の異常はなく、FISH 解析の特異度は 100%であった。

ただし、標本の固定状態は結果に大きな影響を及ぼし、脱灰標本では FISH シグナルの検出が難しい

ことも明らかとなった。乳癌のセンチネルリンパ節の推奨される 2mm 間隔のリンパ節切り出しにて、

通常の検索法(非割、二分割)で見落とされる転移の 55％～73％を検出することが可能と推定された。

濾胞性リンパ腫においては、正確な遺伝子型、表現型, grade を知ることが、正確な診断や治療法の

開発に必要であると考えられた。細胞増殖関連抗原 Ki-67 標識率の観察者間変動に影響を及ぼす因

子としては、観察細胞数、非腫瘍性細胞、観察部位の選択、染色性などがあり、算出法の標準化に

はこれらの因子をできるだけ排除する必要があると思われた。実数値による観察者間変動は非常に

大きいものの、5％未満、5％から 10％、10％以上と実用的な区分で見た場合の一致率は高いことか

ら、診断に関する Ki-67 標識率の信頼性はあるものと思われた。脱分化現象を起こしやすい高分化

肝細胞癌は背景肝組織の不規則再生像が軽度で、腫瘍細胞に免疫組織化学的に hMSH2 蛋白発現の減

弱が認められる症例である可能性が示唆された。 
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研究報告 

 

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 

 

 

 

分担研究課題 

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 

生物学的悪性度の高い早期肝細胞癌の同定に関する研究 

 

 

 

 

 

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
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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。 

 

２ 研究方法 

 1) 小円形細胞腫瘍の FISH 法による遺伝子解析 

 病理形態学的な鑑別が難しい EWS 変異（転座）が共通

するユーイング肉腫およびその他の小円形細胞腫瘍の病

理診断のために、EWSR1 プローブを用いて 16例のユーイ

ング肉腫、6例の線維形成性小円形細胞腫瘍、6例の淡明

細胞肉腫および各 3例ずつの胞巣型横紋筋肉腫、低分化

滑膜肉腫、神経芽腫のホルマリン固定パラフィン組織切

片で間期核を対象とした FISH 解析を行った。 

 

2) 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 

 RI法にてSN生検が行われたT1～T2(3cm 以下)N0乳癌

121 例を対象に、ルーチン病理診断にて転移陰性とされ

たセンチネルリンパ節（SN）及び非 SN腋窩リンパ節の組

織ブロックの全割連続切片検索を行い、潜伏転移率（真

の転移率）を算出した。また、より細かなリンパ節切り

出し法で真の転移の何％を検出可能かにつきシミュレー

ションを行った。44例に SN生検のみ、77例に SN生検と

非SN郭清が行われた。SNは原則非割ないし二分割にて、

非 SN は原則非割にて検索され、109 例で SN 転移陰性、

74 例で非 SN 転移陰性とルーチン診断された。これらの

リンパ節の組織ブロックから組織がなくなる迄 100μm

毎連続切片を作製し、HE 染色とサイトケラチン

（AE1/AE3）による免疫染色を施行した。 

 

3) 婦人科腫瘍の病理診断基準の確立 

 子宮頸部の分葉状内頸部過形成(LEGH)といわゆる悪性

腺腫(MDA)、通常型内頸部型腺癌（腺癌）のマクロ形状を

比較し位置と嚢胞性状の違いを検索した。170 例の卵巣

明 細 胞 腺 癌 の 手 術 標 本 を 病 理 医 3 名 が

Shimizu-Silverberg(S-S)分類の Grade に基づいて合意

を得るかたちで判定を行った。 

 

4) 濾胞性リンパ腫における BCL2－IGH 融合シグナル及

び BCL6 遺伝子変異の出現率と bcl-2、bcl-6、CD10 の発

現の検討 

 濾胞性リンパ腫は、単一な疾患と考えられていたが、

遺伝子型においても表現型においても単一な性質ではな

いと考えられるようになってきた。これらの遺伝子型の

違いは表現型、grade に反映されることが推察される。

147 例の濾胞性リンパ腫症例を用いて遺伝子型、表現型、

grade との関連を検索するために bcl-2、bcl-6、CD10 の

免疫染色を行い、119 例については bcl-2 および bcl-6

の FISH 解析を行った。 

 

5) 細胞増殖関連抗原 Ki-67 免疫染色の標準化 

 Ki-67 標識率は腫瘍の診断、良性・悪性の鑑別、悪性

度や予後の推定などの目的で現在広く用いられている。

しかし、その標識率を算出する統一された方法はなく、

また、観察者間あるいは観察者内変動があるのが現状で

ある。そこで、Ki-67 標識率の観察者変動の現状を把握

し、それを最小限に止めるための算出法の標準化を確立

すべく検討した。診断あるいは組織亜型分類に必要ある

いは参考になると言われている腫瘍性病変 20例の HE染

色標本と Ki-67 抗原染色標本対象に、12名の病理専門医

の協力を得て、Ki-67 標識率の観察者間・観察者内変動

の方法を検討した。各病理医が日常的に行っている方法

を用いて Ki-67 標識率を 2回算出した。1回目の算出と 2

回目の算出の期間は 3ヶ月とした。 

 

6) 臨床試験における病理診断のあり方に関する研究 

 診断拠点化推進に重点をおくべき腫瘍種類を明らかに

するための基礎データとして、多施設共同研究における

症例登録適格基準に関する施設病理診断と中央病理診断

の乖離の指標である病理除外割合 pathology exclusion 

rate (PER)、および中央診断のための標本回収に関わる

問題点を検討する資料として標本回収割合 specimen 

availability rate (SAR) の現状調査を行った。日本国

内で行われたいくつかの多施設共同研究の結果から、SAR

および PER を算出した。今年度調査対象とした臨床研究

は、低悪性度リンパ腫を対象とした治験研究 1件（低悪

性度非ホジキンリンパ腫患者を対象に SH T586（リン酸

フルダラビン）の 40mg/m2/日に相当する用量を 3-6 クー

ル経口投与（1クール：5日間連日投与、その後 23日間

経過観察）した場合の抗腫瘍効果および安全性の検討を

目的とした多施設共同研究によるオープン試験、同じく

公的研究費による多施設共同研究 1 件（MALT リンパ腫

Stage I EA に対する局所放射線治療の臨床第 II相試験）
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であった。 

 

7) 診断標準化のための基盤整備に関する研究 

 全国の医療施設で偏りのない標準化された適切な病理

診断が迅速に提供されるための基盤を整備することを目

的として、唾液腺腫瘍をモデルとして基礎的な検討を行

った。具体的には、個々の症例に対応する迅速で精度の

高いコンサルテーションシステムを構築することである。

複数コンサルタントシステムの試用として、コンサルテ

ーションの依頼を受けたファーストコンサルタント(A)

が顕微鏡デジタル画像を撮影し、依頼者を匿名化したう

えで、セカンドコンサルタント 3名(B、C、D)にメールに

添付して送り、その回答を回収する。そして、ファース

トコンサルタントの診断に匿名化したセカンドコンサル

タントの診断を併記して依頼者に報告し、最後に匿名化

した合計 4名の診断をセカンドコンサルタントに知らせ

るというものである。これを唾液腺腫瘍の新たなコンサ

ルテーション症例が来るたびに行った。 

 

8)  生物学的悪性度の高い早期肝細胞癌の同定に関す

る研究 

 早期に「脱分化」現象を起こすような生物学的悪性度

の高い高分化肝細胞癌(HCC)を分子生物学的に同定し、他

との形態学的差異を明らかにすることによって新たな病

理診断基準を確立する事を目的とする。本年度はマイク

ロサテライト不安定性(MSI)を中心とした DNA ミスマッ

チ修復(MMR)異常と肝細胞癌の脱分化との関係について

明らかにすることを目的とする。①高分化 HCC において

DNA 修復異常、特に MMR の有無を高精度蛍光マイクロサ

テライト解析法(HRFMA)により調べた。②マイクロサテラ

イト不安定性を呈する高分化 HCC とそれを呈さない高分

化 HCC の形態学的差異を明らかにした。③MMR を構成す

る蛋白である hMLH1、hMSH2 蛋白の免疫組織化学染色

(IHC)と①の結果との相関を検討した。④肉眼的に「結節

内結節」像を呈する症例における hMLH1 蛋白と hMSH2 蛋

白の発現を調べ、その相関を検討した。 

 

３ 研究成果 

 1) 小円形細胞腫瘍の FISH 法による遺伝子解析 

 FISH 解析の結果、小円形細胞腫瘍群では EWS 遺伝子変

異の検出率は 90%と高感度であった。その他の腫瘍には

EWS の異常はなく、FISH 解析の特異度は 100%であった。

この FISH 解析の利点と問題点として、EWS 遺伝子変異を

共通するユーイング肉腫、線維形成性小円形細胞腫瘍お

よび淡明細胞肉腫の診断上価値が高い。その際、転座の

パートナー遺伝子までは同定できないが、一つのプロー

ブでバリアント融合遺伝子を含めて EWS 変異を同定でき

るメリットがある。ただし、標本の固定状態は結果に大

きな影響を及ぼし、脱灰標本では FISH シグナルの検出が

難しい。したがって、実際の診断に際しては、特に診断

が困難な症例では、RT-PCR 法と併せた遺伝子診断の多面

的アプローチが必要である。 

 

2) 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 

 免疫染色にてルーチン SN転移陰性例の 25例(23％)、

非 SN転移陰性例の 14例(19％)に潜伏転移を検出し、そ

の長径は 0.02 mm～9 mm に及んだ。長径 0.2 mm 以下の遊

離腫瘍細胞（ITC）は非 SNの転移を伴わないことが示さ

れているが、前者で8例、後者で3例みられた。SNを 1 mm, 

2 mm, 3 mm 間隔で切り出して病理検索に供したと仮定す

ると、ITC を除いた潜伏転移例のうち 11.6 例(68％)、9.3

例(55％)、8.4 例(49％)が検出されると見積もられた。

しばしば推奨される 2mm 間隔のリンパ節切り出しにて、

通常の検索法(非割、二分割)で見落とされる転移（ITC

を除く）の 55％～73％を検出することが可能と推定され

た。 

 

3) 婦人科腫瘍の病理診断基準の確立 

 子宮頸部病変の位置を頸部上部(H)と下部(L)に分ける

と、LEGH は 7/13 が H、6/13 が L であり、腺癌(pT1b)は

9/10 が L, 1/10 が H で、差がある傾向が見られた(P 

=0.074)。LEGH、腺癌の間で病変の奥行(mm)は 27.3、26.6

と差がなかったが、病変下端部—SCJ 間の距離(mm)は各々

3.14、−3.70 と差を認めた（P =0.024）。典型的 MDA3 例

は 60 mm 以上の奥行で膣から体部まで広がっていた。病

変内の最大 3 嚢胞径平均(mm)は LEGH、MDA、腺癌で各々

8.51、7.20、4.35 と有意差を認めた。合意の得られた卵

巣明細胞腺癌の S-S Grade にて、5 年生存率と

Progression-free survivalはGrade 3群で45%、36％と、

Grade 1 群の 76%、66%、Grade 2 群の 77%、65%に比べて

不良であった。卵巣明細胞癌に対する S-S 分類は予後や

治療効果予測に役立つ可能性が示唆された。 

 

4) 濾胞性リンパ腫における BCL2－IGH 融合シグナル及

び BCL6 遺伝子変異の出現率と bcl-2、bcl-6、CD10 の発

現の検討 

 濾胞性リンパ腫を bcl-2 転座陽性例および陰性例に分
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けたところ、bcl-2 転座陽性例は CD10 陽性、bcl-2 陽性、

low-grade といった典型的性質を示すことが多いことが

分かった。bcl-2 転座陰性例には、bcl-2 増幅、bcl-6 転

座といった異常が含まれていた。また bcl-2 転座陰性例

は CD10、bcl-2 が陰性のことが多く、high-grade な傾向

があることが分かった。濾胞性リンパ腫は、これまで単

一疾患と考えられていたが、遺伝子型、表現型, grade

で解析を行ったところ、low-grade で bcl-2 転座陽性、

CD10 陽性、bcl-2 陽性からなる典型的な濾胞性リンパ腫

があり、これは単一な疾患単位であることが考えられた。

一方、bcl-2 転座陰性のものには、様々な遺伝子変化、

表現型、high-grade が含まれ、単一な疾患単位を形成し

ていないものと思われた。今後、濾胞性リンパ腫におい

ては、正確な遺伝子型、表現型, grade を知ることが、

正確な診断や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 

 12名の病理医が日常的に行っていたKi-67標識率を算

出する方法として最も多かったのは、中等度以上の染色

性を陽性と判断し、陽性細胞の多い場所にて100から500

個の腫瘍細胞を 40 倍の対物レンズを用いて観察する方

法であった。各病理医がそれぞれの観察法で Ki-67 標識

率を算出した場合、症例ごとの変動係数はほとんどの症

例で 1.0 以下であったが、1 回目の観察よりも 2 回目の

観察のほうが低い傾向にあった。変動係数の大きい症例

では、場所により陽性細胞の頻度がかなり異なる、弱陽

性細胞が目立つ、非腫瘍性成分、たとえば、血管の内皮

細胞や炎症細胞が陽性を示すなどの特徴がみられた。ま

た、カウント細胞数が多い病理医に Ki-67 標識率が低く

なる傾向がみられた。Ki-67 標識率の実数値による観察

者間変動は非常に大きかったが、Ki-67 標識率を 5％未満、

5％から 10％、10％以上に区分して Ki-67 標識率の一致

性みると、1回目と 2回目の一致率は平均 78.33％、κ値

は 0.664 で一致性が認められた。各病理医の Ki-67 標識

率の平均ランクでは、1 回目で低くカウントした病理医

は 2回目でも低くカウントし、逆に 1回目で高くカウン

トした病理医は 2回目でも高くカウントする傾向があっ

た。観察者間変動に影響を及ぼす因子としては、観察細

胞数（多いほど低値になる傾向がある）、非腫瘍性細胞（認

識が困難な症例で変動が大）、観察部位の選択（標識率が

一様でない腫瘍で変動が大）、染色性（染色性が弱い症例

で変動が大）、観察法（顕微鏡下と画像の差は不明）など

があり、算出法の標準化にはこれらの因子をできるだけ

排除する必要があると考えられた。また、観察者内変動

の要因の一つとして、観察と観察との間隔が長いことが

挙げられたが、観察者内変動は観察者間変動に比べると

少なかった。実数値による観察者間変動は非常に大きい

ものの、実用的な区分で見た場合の一致率や集中率は高

いことから、診断に関する Ki-67 標識率の信頼性はある

ものと思われた。 

 

6) 臨床試験における病理診断のあり方に関する研究 

 今回調査した 2研究は、いずれも標本回収割合 SAR は

100%（全例回収）であり、昨年度調査した公的研究費に

よる研究の現状と好対照をなした。また、PER は MALT リ

ンパ腫研究では 7.5%（3例）であった。不適格例の内訳

は、採取組織微小のため提出標本のみではリンパ腫確認

できないとされたもの１例、形質解析が十分行われず他

のリンパ腫病型を除外できなかったもの１例、大型細胞

比率の過小評価と考えられるもの１例であった。低悪性

度 B細胞リンパ腫を広く対象とした治験研究では、非マ

ントル細胞リンパ腫（non-MCL）として症例登録された

47例のうち１例（2.1%）が中央診断で MCL と判定された

が、本治験全体としてみれば全例適格であった。良好な

標本回収は病理中央診断を意義あるものとするための前

提条件であるが、昨年度報告したように公的研究費によ

る多施設共同臨床研究、とくに登録症例数が多く、また

参加施設数の多い研究では低くなりがちで、JCOG 研究の

SAR はほぼ 70-90%であった。これは研究者のモチベーシ

ョンの高さ、病理医を含めた施設内医療従事者間の協力

体制や経費分担等の問題、標本回収そのものの手順やロ

ジスティックスの未整備などが原因の一部と考えられた。

今回の調査では、放射線治療医を中心とする臨床研究グ

ループ JAROG による研究がすぐれた SAR を成し遂げてい

た。比較的新しい臨床研究グループではあるが、研究者

の新鮮で高いモチベーションや事務局がよくその機能を

果たしたことが成功へ導いたと考えられる。 

 

7) 診断標準化のための基盤整備に関する研究 

 これまで唾液腺腫瘍コンサルテーション症例 15 例に

ついて試みたところ、依頼を受けてから最終的な報告ま

でに要した日数は、3 日～24 日、平均 8 日で、4 名全員

の診断が一致したのは 5例であった。この方法の利点と

しては、①依頼者にとってコンサルタントの意見の普遍

性が確認できること、②コンサルタント自身が自分の考

え方の妥当性の検証が出来ること、③難解症例を複数の

コンサルタントで共有することにより、診断標準化への

ゴールへ近づけること、④教育目的などに使用する画像
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ライブラリーの作成ができることなどが挙げられる。① 

に関しては、これまでこの方法で報告したコンサルテー

ション依頼者に感想や意見などをアンケート調査してみ

る必要がある。一方、問題点としては、①コンサルタン

トの負担、②報告の遅れ、③デジタル画像による診断の

限界の３点が挙げられる。①に関しては、症例数が多い

場合にはファーストコンサルタントの判断で症例を選択

することで調節するのが実際的であろう。②に関しては、

専門病理医パネルメンバーの迅速な対応協力が大前提で

あるが、実際の運用に当たっては全員の回答がそろうの

を必ずしも待たずに、ファーストコンサルタントの判断

で適宜報告してゆくというやり方で対応してゆくことに

なろう。③に関しては、診断不一致症例について機会を

設けて鏡検診断し、パネル内で討論するという作業が不

可欠である。今後、バーチャルスライドの導入なども考

慮する必要がある。 

 

8) 生物学的悪性度の高い早期肝細胞癌の同定に関する

研究 

①HRFMA により、高分化 HCC６例のうち、２例に MSI を認

めた。②病理組織学的検討を行ったところ、腫瘍側因子

としての前癌病変の随伴、腺房様構築の有無、淡明細胞

化、脂肪化、胆汁産生には差は認められなかった。しか

し、背景肝の比較においては炎症並びに肝線維化につい

ては差はないものの、その所見が高度であれば発癌のリ

スクが高いとされる肝細胞の不規則再生像が MSI を呈す

る症例では２例とも軽度であった。これは MSI が見られ

ない症例では３例が中等度、１例が軽度という結果と比

べると MSI を呈する腫瘍は背景に不規則再生像が認めら

れない肝組織から出現する可能性が示唆された。③この

２例のうち１例は MMR 遺伝子である hMLH1 の IHC が陰性

で、残る１例は hMLH1 が IHC では陽性であったものの、

hMLH1 の遺伝子構造解析においてアミノ酸置換を伴う１

塩基置換を認めた。④結節内結節像を呈する HCC 症例 21

例のうち、hMSH2 は 16 例、hMLH1 は 9例が IHC による蛋

白発現の評価が可能であった。結節内結節では周囲正常

肝細胞の内部に高分化 HCC、さらにその内部に中分化 HCC

が存在する。肝細胞癌の発癌並びに進展に MMR 異常が関

与している場合、結節の外部に比べ、内部での MMR 関連

蛋白の発現の減弱が見られる事が予想される。今回の検

討では hMLH1 蛋白の発現減弱は認められなかったが、

hMSH2 で 2 例に内部での蛋白発現減弱が認められた。し

たがって、結節内結節像を呈する HCC の一部の症例にお

いて、その発癌ないし進展過程に MMR 異常が関与してい

る可能性がある。以上より、統計学的有意差はないもの

の脱分化現象を起こしやすい高分化 HCC は背景肝組織の

不規則再生像が軽度で、腫瘍細胞に免疫組織化学的に

hMSH2 蛋白発現の減弱が認められる症例である可能性が

示唆された。 

 

４ 倫理面への配慮 

 本研究は後ろ向き研究であり、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。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。さら

に各施設の倫理審査委員会で審査を受けている。 
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