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【目的】細胞 診にお い て適正 な細胞評価に は 良好な塗

沫標本 の 作製 が不 可欠 である。近年 、液状処理検体を

用 い た 自動塗沫 法 の 有用性 が期待され て い る。 我 々 は 、

形態所見 に加 えて よ り多くの 情報 を得ることを 目 的として、

液状処理検体で Papanlcolaou 標本を作製した後、保 存

液中に残存する細胞を用い て補助診断 として の 遺伝 子

解析を試みた。【対象と方法 】病理 部に提 出された 15例

の 細胞診検体 （自然尿 13 例、カテ
ー

テ ル 尿 1例 、気管

支洗浄液 1 例）を用い た 。 液状処理検体 の 残液 lmlを

PBS で洗浄した後、沈査よりDNA および 、
　total　RNA を

抽出 した。cDNA を合成した後、　RT−PCR 法 、
　TaqMan リ

アル タイム RT−PCR 法を用い てハ ウス キ
ーピ ン グ遺伝子

で あ る β　
−actin、　GAPDH 、さらに 尿路上皮癌で の 蛋 白発

現 が 報告されて い る CK7 （KRT7）、　CK20 （KRT20）を増

幅した。また、PCR −SSCP 法に より p53 遺伝子 exon5
−8

の 領域に つ い て 点突然変異の検出を試 みた。【結 果 】

p53 遺伝子 に つ い て は 、免疫組織化学で p53 蛋 白の 蓄

積が認 められた 1例で exon5 に お ける変異が検出された。

mRNA 発現解析の結果は 、13 例で ハ ウス キ
ーピン グ遺

伝子 の 検出 が 可能で あ っ た 。 CK7 、　CK20 につ い て も免

疫 組 織化 学 に相応 し た結果が 得られ 、 リア ル タイム

RT −PCR 法 に より、これ らの 遺伝子発現の 定量化が可能

で あっ た 。 以上 の 解析結果 は保存液中に 14 日間室 温

放置した検体 で も可能で あっ た。【考察】検体の 液状処

理 後、保 存液中 に 長期 間保 存された細胞か らも遺伝子

解析が可能 で あることが示された。通常の 検体保存で は

経時的な細胞 変性 が必至 で あるが、液状処理後の 保存

で は 、良好 な形態観 察と遺伝子解析を組合わせ た検討

が可能 で あり、より精度 の 高 い 診断を得ることが期待され

る 。

【背景・目的】遺伝子発現 の 有無お よび発現遺伝子 の 局

在を組織上 で解析する方法 として 、 加 謡 μ Hybridization

（ISH）法 、
　Fluoresein　in　situ　Hybridization（FISI．1）法

があり、そ の 遺伝子 産物で あるタン パ ク質を解析する方

法として 【mmunohistoche 皿 istry（IHC ）法がある 。 ポス ト

ゲ ノム 時代を迎 えた現在 、これ らの 解析 に より得られた

結果 は、各方 面 の 検査 ・研 究 に お い て 重要な意味 を持

つ
。 例えば、臨床検査 で は乳癌 における Her−2 遺伝子

の 増幅確認として FISH 法、　IHC 法が最も盛んに実施さ

れて おり、治療方針 の 決定 にお い て、こ れらの 検査結果

が持 つ 意味 の 重要度は高い 。また、基礎研 究 で は、ISH

法は生体内における mRNA の 発 現とそ の 局在を明確に

し、 組織・細胞 の 発生 および再 生 の 時期を確認するこ と

の で きる手段として有効で ある 。 しか しながら、ISH 法 、

FISH 法お よび IHC 法 は 、そ の他の病理 組織学的染色

法に 比 し、温度調 整ならび に 試薬交換等煩雑な行程が

多く、検査 ・実験実施者は 非常な労力を要する。また、

結果の 再現性が得られ にくく、結果 の 判断に困難な場

合が有る。そ こで今回我 々 は 、検査 ・実験実施者の 労力

を解消し、結果の 再現性の 向上を図るべ く有効な手段と

して、そ の 自動化を試みた 。

【方法1プ ロ ーブ、抗体等高価な試薬の 使用を少量 に抑

えられ、さらに試薬 の 攪拌が 可能なパ ーツが設置された

装置を開発 し、以 下 の 実験を行っ た。1）ISH 法 ：ヒト小 脳 、
マ ウス 脳組織 にお い て NFP （68kD）の プ ロ ーブ を使用 し

た。FISH 法 ：末梢 リン パ 球標本を使用し、　BCR ／ABL を

プ ロ
ーブとして 使 用 した。IHC 法 ：ヒト扁桃腺を使用し、

CD20 、　CD45RO 、　CD21 を使用 した。

【結果】ISH法、　FISH 法および IHC 法ともに良好な検出

が可能 で あり、今回開発 した手段 および微量で攪拌展

開できるパ ーツは再現性 の 向上につ ながっ た。

【考察】今回使用した各 々 の 方法に用い た細胞および臓

器 とプ ロ ーブや抗体の組み合わせ は 、 比較的簡便なも

の を選択した。今後は 、発現量 の 少ない RNA やタン パ ク

質 で ス ル
ープッ トならび に 再現性 の 向上を試 み る予定で

あ る。
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