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Mo le cular analysi s of liquid-based cytol ogical specim en using virtu ally positive 

sp utum with adenocarcino m a cells . 

（液状化細胞診材料を用いた遺伝子解析による腫虜特異的遺伝子検出感度の検

討）

論文内容の要旨

日客疾の情状化細胞診（Liqu id-b ased cyto logy ；以下 LBC ）法は、非侵襲的な肺癌の補助診断として有用な

方法である。LBC 法は細胞形態学的診断に日常的に行われる方法であるが、固定された細胞から DNA

や RNA を抽出することで遺伝子検査を行うことができる。しかしながら市販の LB C 固定液はホルマリンを

含むキットもあり、核酸に対する種々のホルマリンの影響で、遺伝子解析の質が低下し、適切な結果が出せ

ないことが多い。今回、申請者はH客疾に EGFR 遺伝子変異を有する肺腺癌細胞株を加えることで、擬似的

陽性曙疾を調製し、ホルマリンを含む固定液によりLBC 検体を作成して形態学的に細胞診評価と、 ホルマ

リンの影響を回避しうる核酸抽出方法を検討した。

まず、ヒト非小細胞肺癌細胞株を用いて、 PC R 効率、EGFR 遺伝子変異の検出感度および検出限界を検

討した。細胞は EGFR 遺伝子変異陽性非小細胞肺腺癌細胞株（HCC827, H1975 ）、野生型非小細胞肺腺

癌細胞株（H1299 ）を用いた。H1 299 細胞株を種々の固定液で固定し、 DN A 、RNA 各々 2種類の核酸抽出

キットで核酸抽出を行い、検出感度を検討した。H1299 と H 1975 を既知の割合で、混合した細胞を

CytoRich red pres ervative (BD 社）で固定し、E GFR 遺伝子変異の検出限界を検討した。 RNA は TT F-1

mRNA および Ac tin mRNA で、 DNA は EGFR で定量的 PCR 法により PCR 効率を評価し、EGFR 遺伝子

変異の検出限界は flu orescence re so nan ce energy transfer (FRE T) -basecl preferentia l hom odu ple x 

formation assay （以下 F-PHFA ）で評価した。ホルマリンを含む LBC 固定液を用いた細胞からは FFPE 用

の抽出キットを用いることで、 ホルマリンによる阻害を効率的に回避することがで、き、定量的 PCR 法による

DNA および RNA の検出感度が有意に改善した。 EG FR 遺伝子変異検出限界は 5%の E GFR 変異陽性細

胞を検出することができた。

擬似的1重虜陽性検体を用いた検討では、日CC827(ex 19 de l）を加えた場合、暗疾中に陽性細胞が 1. 5%以

上あれば検出された。一方日197 5 (T7 90M /L858R ）を加えた擬似的陽性曙疾で、は陽性細胞が 13 %以上で

検出された。次世代シークエンサー（next ge neration seque ncing ；以下 NGS ）を用いた変異ノfネル解析で、

は、 E GFR 遺伝子変異の検出限界は、 F-PHF A 法より低かった。細胞診では陽性細胞が 0.1% 以上で検出

できた。

申請者の研究結果により LBC 検体が通常の細胞診断に合わせて遺伝子解析が可能であることが示され

たが、従来の形態学的アフ。ローチと比較し、遺伝子解析では偽陰性となる可能性があることには配慮、が必

要であるc


