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＜特集「がんのゲノム医療」＞
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抄　　録

ゲノム医療の進歩は目覚ましいものであり，とくに悪性腫瘍のコンパニオン診断や網羅的遺伝子解析

の進歩は使用できる分子標的薬の選択肢を増やしてくれるものである．ゲノム医療の根幹である病変の

核酸はホルマリン固定パラフィン包埋された病理組織検体（FFPE）から抽出されたものであり，その

精度がゲノム医療の良し悪しを左右するといっても過言ではない．核酸の精度は多くの因子によって左

右されることが知られている．本稿では日本病理学会が策定した「ゲノム診断用病理組織検体取扱い規

程」に基づいた適切な病理標本の取扱い方法について解説する．

キーワード：ゲノム医療，病理組織検体，FFPE（formalin fixed paraffin embedded），核酸．

Abstract

The recent advances in genomic medicine, especially in the field of malignant tumors, has brought vast

opportunities for personalizing a patient’s therapy. The base of genomic medicine lies in the nucleic acid

（DNA/RNA）extracted from the patient’s formalin fixed paraffin embedded（FFPE）pathological specimen.

The nucleic acid is susceptible to various factors, which lead to degradation, contamination, etc. In this arti-

cle, we will discuss appropriate handling of pathological specimens based on the guidelines made by The

Japanese Society for Pathology.
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は　じ　め　に

現在，がんに対する薬物療法では，5-FUやプ
ラチナ製剤など，従来のcytotoxicな薬物療法に
加えて，HER2やALKなど，がんに特異的な分
子を標的とした分子標的治療薬が用いられるよ

うになりつつあり，さらにその開発が盛んに行

われている．また，分子標的治療薬の感受性あ

るいは抵抗性は標的とするがんの遺伝子変異に

よって決まるため，手術あるいは生検によって

得られたがん組織から核酸を抽出し，解析する

遺伝子検査が行われるようになってきている．

遺伝子検査には，個別の分子標的治療薬の適否

の有無を調べるコンパニオン診断（CDx）検査
や標準的な治療法が終了した患者に次の治療法

を決めるために腫瘍組織から抽出した核酸を次

世代シークエンサー（NGS）で解析する網羅的
遺伝子解析（CGP）があり，現在薬事承認され
ているものも増えつつある．

ここで問題となるのは，いかにして精度の良

い核酸を採取するかになる．そのため，以前は，

切除あるいは生検された検体のうち病変と思わ

れる領域を未固定の状態で一部採取し，液体窒

素などで瞬時に凍らせて保管し，必要時に核酸

抽出を行うことが行われていた．しかし液体窒

素の保管場所などの設備的な制約や，長時間に

わたる保管の難しさから現在ではごく限られた

施設でのみ行われている．

近年組織診断に用いられる病理標本のもとと

なるホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）検
体から核酸を抽出する技術が確立され，FFPE検
体さえあれば，過去の手術検体や生検検体から

比較的容易に核酸抽出が行われるようになった．

また，NGSなどに代表されるDNAシークエンス
の技術の進歩により，数枚の未染色FFPE検体
から数十種以上の遺伝子が同時に解析できるよ

うになり，実臨床でも導入されている．

一方で，少量のコンタミネーションで誤った

結果が導かれる危険性も指摘されている．また，

生検検体などの小検体である場合には，未染標

本を作製する途中に病変がなくなってしまうな

ど，限りある医療資源としての有効な利用法に

ついての議論もある．さらに，DNAの断片化が
進んだFFPE検体ではNGS解析自体が不可能に
なることもあり，FFPE検体の品質管理の重要性
が浮き彫りになってきている1）．

がんゲノム医療の急速な発展やこのような問

題の指摘を受けて，2016年および2018年に，日

本病理学会が中心となって「ゲノム研究用病理

組織検体取扱い規程」と「ゲノム診療用病理組

織検体取扱い規程」をそれぞれ策定した2-4）．本

稿では日常診療の病理検体の取扱いを策定した

「ゲノム診療用病理組織検体取扱い規程」を中心

に，遺伝子検査法に対応した病理組織検体の取

扱い3）4）について解説する．

ゲノム診療用病理組織検体取扱い規程

本規約は2018年に，日本病理学会に策定した

ものであり，診療におけるゲノム・遺伝子の診

断での利用を踏まえて，FFPE病理組織検体を対
象としている．対象とする範囲はプレアナリシ

ス段階とアナリシス段階の二段階からなる．

1．プレアナリシス段階

ここで対象とするのは病理組織標本が出来上

がるまでの段階であり，固定前プロセス，固定

プロセス，固定後プロセスに細分化することが

できる．この段階の推奨事項などを表1に示す．

対象とする職種については病理医や病理検査技

師にとどまらず，特に固定前プロセスにおいて，

臨床医（検体採取医）が担当者となっているこ

とを認識することが重要である4）．

もっとも重要なのは，標本摘出後の迅速なホ

ルマリン固定であるといっても過言ではない．

生検などの小検体は採取後すぐにホルマリン固

定し，内視鏡切除検体や小手術切除検体はゴム

板などに張り付けて固定するのが望まれる．手

術検体はホルマリン固定するまでの間は室温で

はなく，冷蔵保存（4℃下）し，最長3時間以

内，できれば1時間内の固定が望まれる2）5）6）．ま

た，ホルマリンの浸透は1mm/hであることか
ら，大きな手術検体では適宜割をいれて固定す

ることが望まれる7）．

また，固定液の組成や濃度によって IHCの検
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出や抽出された核酸の精度にも影響がみられる

ことが報告されており，固定液は10％の緩衝剤

入りホルマリンが推奨される2）8）．これは免疫組

織化学染色（IHC）を使用する複数のCDxでも

推奨されている5）9）10）．

核酸に対するホルマリン固定液の影響として，

塩基置換（C＞T）などがよく知られている11）12）

（図1）．これらの変化は固定後72時間以降に顕

表1 ゲノム診療用病理組織検体取扱い規程のプレアナリス段階の推奨事項

図1 ホルマリンの長期固定に伴う塩基置換の頻度

大腸癌2症例を1-3日間固定してからDNAを抽出してシークエンシングを行った結果，

解析したすべてのアレル（a）および0.1％以下のアレルを対象とした場合（b）のいず

れにおいてもC＞T，A＞G，A＞Tの塩基置換が固定後3日目に有意に増加している．

（文献3より許可を得て再掲載）
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著に出現することが示されており2）3），固定は6-
48時間が望ましいとされる根拠となっている．

ただし，EBUSで得られた微小検体や細胞診の
セルブロック検体は過固定を防ぐために6-24時
間の固定が望ましいとされる9）．

標本内に骨組織などの硬組織が含まれている

場合，EDTA脱灰が推奨される2）

また保存に当たってFFPE検体は室温で保存
可能であるが，湿度の低い冷暗所 2 - 4）や冷蔵

（4℃）保存が推奨される13）．

2．アナリシス段階

プレアナリシス段階を経て作成された病理組

織標本を用いて，核酸抽出などの作業を行う．

この段階の推奨事項を表2に示す．原則として

使用されるべきFFPE検体は病理医によって確
認されるが，なるべく血液や壊死物，非腫瘍性

細胞が含まれていない検体が選ばれることが望

まれる14）．この段階で，重要となるのは提出さ

れる標本の腫瘍細胞比とFFPE標本の経年劣化
であり，それについて解説を追加する．

1）腫瘍細胞比

NGS解析では，解析の段階で発生する非特異
的な遺伝子変異データ（ノイズ）を除外するた

めに，一定の頻度より少ない頻度で発生する遺

伝子変異は除外される仕組みとなっている．こ

のため，検体内に含まれている腫瘍組織が少な

いと，目的の体細胞遺伝子変異が検体内の腫瘍

細胞すべてにあったとしても，カットオフ値未

満となり，ノイズとして認識されてしまい，存

在する遺伝子変異が検出されないことがある．

そのため，NGS解析では，提出される組織にお
ける腫瘍細胞の割合（腫瘍細胞数比）を確認す

る必要がある．また，非腫瘍細胞が多く含まれ

ている検体では，腫瘍細胞比を上げるために，

非腫瘍細胞領域を削り落とす作業（マクロダイ

セクション）を行う必要がある．

使用するNGS検査によって異なるが，一般に
必要なDNA量は10-500ng（腫瘍細胞2000個以
上）であるといわれている2-4）．腫瘍細胞比にお

いても， SNV（ single nucleotide variant）や
Indel（small insertion and deletion）などの検出
には30％以上（最低20％以上），CNA（copy
number alteration）の検査には50％以上が望ま
しいとされる4）15-17）．

2）FFPEブロックの経年劣化
ホルマリンの固定に伴い，DNAの塩基置換な
どが生じることが報告され，検体のホルマリン長

期固定に対する警鐘の根拠とされてきた3-5）11）12）．

（図1）

また，FFPEブロックに含まれている核酸の経
年劣化が知られており，FFPEブロックの推奨保
存条件などが提唱されている7）．Guyardらが同
一のFFPEブロックから4-6年の保存期間を介し
て抽出されたDNAが明らかに劣化していること
を報告し18）また，国立がん研究センター東病院

が主体となって実施されている産学提携全国が

んゲノムスクリーニング（SCRUM-Japan/GI-
SCREEN）において病理組織検体とNGS解析の
比較を行ったところ，特に作製から4年以上経

表2 ゲノム診療用病理組織検体取扱い規程のアナリス段階の推奨事項
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過したFFPE病理組織検体を用いた場合，Large
panel（100以上の遺伝子を解析するNGS検査）
の成功率が50％程度に減少することが分かっ

た2-4）．（図2）

このため，同一患者において，複数の検体が

存在する場合，作成時期が最新の検体を第一選

択にすることが推奨されている3）4）19）．

ゲノム診断用の核酸を抽出するためには，標

準化された市販キットを使用することが望まれ

る．抽出キットによって純度や抽出量が異なる

ことや，各ゲノム診断法で推奨されるキットが

異なる場合もあるので，注意する必要がある20）．

抽出された核酸は分光光度計を用いての

A260/A280比（DNAの場合1.7-1.9，RNAの場合

1.9-2.1）を測定することで純度を検査すること
が望まれる3）21）．

また，抽出されたのちに保存された核酸は変

性の可能性があるため，Ct値やDIN値，Q-value
やDV200の測定で，品質の測定が望まれる19）．

お　わ　り　に

本稿では，日本病理学会が策定した「ゲノム

診療用病理組織検体取扱い規程」において，検

体採取からFFPE検体の選別までの段階におけ
る推奨事項を中心に，病理医および臨床検査技

師，臨床医（検体採取医）が知っておくべき知

識について概説した．ゲノム医療が本格的にな

りつつある昨今では，本稿で示した推奨事項の

図2 SCRUM-Japan/GI-SCRUM projectにおいて，FFPEブロック保存期間に伴うDNA精度の影響

消化器癌のFFPE検体2573個から抽出されたDNAの品質の解析．（a）FFPE検体の保存期間が長期にな

ると抽出されたDNAが高品質である検体の割合が低下する．（b）NGS解析の成功率もFFPE検体の保

存期間が長期になると低下する．

略語: HQ: high quality, IQ; intermediate quality, LQ: low quality

OCP: Oncomine Cancer Panel, CE-IVD: Oncomine Solid Tumor DNA/Fusion Transcript Kit

（文献3より許可を得て再掲載）
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