
免疫染色・遺伝子関連検査
における精度管理

臨床検査技師の役割
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4第2回病理・細胞診検査研究班合同研修会

慶應義塾大学医学部
病理学教室

腫瘍センター ゲノム医療ユニット

柳田 絵美衣



本日の内容

■ 免疫染色
・染色の基礎・pitfall
・精度管理

■ がんゲノム医療
・検査の内容
・検査のポイント・コツ

■ 臨床検査技師の役割



 

脱パラフィン（キシレン→アルコール） 

水洗省略 

↓ 

↓ 

流水洗(5 分間) 
↓ 

内因性ペルオキシダーゼのブロッキング 

0.3％過酸化水素加メタノール 
(室温 30 分間) 

3%過酸化水素水(室温 5 分間) 

↓ 

流水洗(5 分間) 
↓ 

(必要に応じて)抗原性賦活化 

加熱処理 蛋白分解酵素処理 

蟻酸処理 

塩酸処理 

・クエン酸緩衝液（pH 6.0） 
・クエン酸緩衝液（pH ７.0） 
・EDTA 液（pH 8.0）など 

・サチライシン（プロテイナーゼ） 
・プロテイナーゼ K 
・ペプシン 

・トリプシン 

↓ 

流水洗(5 分間) 
↓ 

PBS で洗浄(5 分間 2 回) 
↓ 

酵素抗体法手順ﾌﾛｰﾁｬｰﾄ
（ホルマリン固定パラフィン切片、ポリマー法）



必要に応じて，非特異反応のブロッキング(室温 10分間) 

5％正常動物血清 0.25%カゼイン溶液 

洗浄せずに，次のステップへ 

↓ 

一次抗体の反応（湿潤箱中,室温 30～60 分間）または(４℃一晩) 

↓ 

PBS で洗浄，5 分間 3 回 

↓ 

ポリマー試薬の反応（湿潤箱中,室温 30～60 分間） 

↓ 

PBS で洗浄，5 分間 3 回 

↓ 

DAB 溶液で発色，鏡検しながら 2～5 分間 

↓ 

流水洗，5 分間 

↓ 

ヘマトキシリンで軽く核染→流水洗→色出し→流水洗 

↓ 

脱水（アルコール）→透徹（キシレン）→封入 

 



1. 薄切/転写

2. 伸展・乾燥

3. 脱パラフィン

4. 内因性ペルオキシダーゼブロッキング

5. 抗原賦活化処理

6. 非特異反応ブロッキング

7. 一次抗体反応

8. ポリマー試薬反応

9. DAB発色

10.核染色
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immunohistochemistry

最新 染色法のすべて：202-208より引用



ホルマリン固定による抗原エピトープのマスキング

立体障害により抗体の浸透性が著しく阻害される

架橋形成の緩和・破壊
蛋白変性
加水分解

カルシウム複合体除去

β-Amyloid
蟻酸原液処理

抗原賦活化処理 Antigen retrieval

* 加熱処理
* タンパク分解酵素処理
* 酸・塩処理



骨髄系前駆細胞マーカー
好中球エステラーゼ
Calretinin

（強い加熱処理で染色性減弱）

加熱8分

Calretinin

加熱処理

核内抗原
細胞膜抗原

例：悪性リンパ腫関連マーカーは
多くはCD抗原と転写因子で構成
→熱処理は不可欠

（immunoglobulin関連を除く）

加熱30分 加熱90分

heat-mediated epitope retrieval 

抗原性増強 抗原性失活



抗原性増強

Ki67
ペプチドホルモン (一部)

IgD, J鎖 etc

抗原性そのものが消化され陰性化

抗原性失活

熱 Protease 無処理

Ki67

タンパク分解酵素処理

免疫グロブリン・補体
コラーゲン
CK, CD抗原 (CD68・CD21)

CMV
HER2 (クローン：SV2-61γ) etc

proteolytic induced epitope retrieval



Her2(clone:SV2-61γ) 3+

control

Her2(clone:SV2-61γ) 1+

一次抗体
結合部位

細胞外領域

細胞内領域

SV2-61γ

4B5

CB11

Poly(ニチレイ)

抗原抗体反応での
結合部位の局在が異なるため
処理の強度・内容が異なる

誤った処理では
偽陰性や偽陽性となり

誤診を誘導する

control



切片が溶液外
外気に触れている

溶液内で冷却 傾けて冷却 外気中で冷却

加熱処理後の乾燥

傾けて冷却

PIN4
(p63+P504S+HMW)



24h
CD45RO

1h
CD45RO

固
定
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過
固
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染色性に影響を与える要因
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加熱処理

8 min

希釈

100
倍

希釈

300
倍

加熱処理

90min

抗原賦活を強くしても
抗体が足りなければ染まらない



血管壁

mesangial cell

内因性ビオチン

・糖新生,脂肪酸合成,

アミノ酸代謝の促進に関与

・肝臓,腎臓,筋肉等に多く含有

・暗褐色・顆粒状

核内ビオチン

無構造核
（ウイルス感染細胞様）

Vitamin B7 (H)

C4d

移植腎 Negative controlで確認



🐁 １個の抗体産生細胞を増殖させた細胞集団から産生. 

🐁 構造が均一な抗体.

🐁 一種の抗原決定基にのみ反応➡高い特異性

モノクローナル抗体

ポリクローナル抗体

🐇 精製抗原などをウサギやヤギに免疫.

➡得られた抗血清に含まれる.

🐇 多種の抗原決定基を持つ➡感度が高い

Monoclonal antibody

Polyclonal antibody





核染色の濃淡による差

濃 淡

p63

核染色とDABのコントラストにより
陽性シグナルが
確認困難な場合がある

（ヘマトキシリン）

counterstain
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核染が薄すぎる
DABとのコントラストが低い

HEと同じ脱水・透徹系列を使用
エオジンが被る



コントラスト

高い
コントラスト

低い

補色

互いの色を引き立て合う

相乗効果がある

complementary color 



脱灰
* Androgen receptor (clone:F39.4.1)

表面脱灰でも抗原性減弱の原因となる

* リンパ球系マーカーは影響を受けやすい

強酸性溶液によりタンパク質が変性

賦活

硬組織
抗原賦活液

1. 98℃程度に温めた賦活液に標本を入れる
2. 室温に冷えるまで置く

抗原性が回復することがある



3μm 8μm

切片厚による差 Ki‐67（MIB1)



医学書院

検査と技術
9月・増刊号

現場で“パッ”と使える

免疫染色
クイックガイド

企画・監修

柳田絵美衣



検体 Control

同じスライドガラスの上に
検体とControlをのせ
同じ条件下で染色する



3+

Her2

control

検体

control

2+

0

上皮

間質細胞

内分泌細胞

中皮 神経

血管

白血球

リンパ球・形質細胞

平滑筋

簡単に作れるcontrol

appendix虫垂

様々な組織・細胞が含まれる
ある程度の抗体に対する
Controlとして用いることが可能



高頻度で使用する 4℃ 低頻度・劣化しやすい -80℃

＊希釈済抗体は蛋白濃度が低いため凍結しても失活・変性しやすい

＊活性の低い抗体の保存は液体窒素（-170℃）が薦められる

＊-80℃保存でも徐々に力価が下がるものもある （ハプテン・IgM型mono）

抗体管理



抗体保存
の

Point



希釈せず
高濃度に保つ

低蛋白濃度
↓

変性・失活しやすい



高濃度は
凝集の原因

濃度2～10mg/ml以下

1mg/ml以下の場合は
ウシ血清アルブミン等を加える



凍結融解の反復
↓

失活
分注し−20℃以下保存

霜取り機能付きフリーザは使用しない
（繰り返し凍結融解が起こる）



ドライアイス
要注意

密封→ビニール袋

ドライアイス



gastric tumor

diagnostic pathology
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IHC FISH

投薬

コンパニオン診断
Companion diagnostics

（CoDx / CDx）

gastric cancer       adenocarcinoma

IHC FISH

標準治療

・CS療法

・XELOX療法
SOX療法

推奨１

推奨２

薬剤耐性

原発不明癌

増幅Amplification ＝遺伝子異常

DNA
RNA

ホルモン製剤不応性

Vemurafenib

Everolimus

Sirolimus
(保険適応外)

Olaparib, プラチナ系

1. なぜ遺伝子を調べるのか？



tumor

がん発生に関係する遺伝子に絞る 塩基１つ１つ読み取る

変異のある遺伝子

薬剤・治験

1. なぜ遺伝子を調べるのか？
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がんゲノム検査

1. なぜ遺伝子を調べるのか？
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病理医によるチェック
（腫瘍細胞含有率算出＆マッピング）

未染色標本作製

薄切・細胞採取 (トリミング)

核酸抽出

ライブラリー作製

次世代シーケンス

解析（バイオインフォマティックス）

エキスパートパネル

（外来）検査内容説明・問診

同意取得

（外来）結果報告

遺伝カウンセリング

検体準備

2. どんなことをしているのか？
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病理学検査 遺伝子関連検査

検査の流れ
2. どんなことをしているのか？



包埋

脱水・脱アルコール
キシレン置換・パラフィン浸透

パラフィンに包埋し
パラフィンブロック作製

3～5㎛の厚さに薄切する

H＆E染色標本作製
（ヘマトキシリン・エオジン染色）

薄切

病理 解析対象の細胞を決定するために
病理標本作製をおこなう

切り出された組織片

FFPE・標本作製

病理医によるチェック
（腫瘍細胞含有率算出＆マッピング）

固定・FFPE作製・未染色標本作製

薄切・細胞採取 (トリミング)

核酸抽出

ライブラリー作製

次世代シーケンス

解析（バイオインフォマティックス）

エキスパートパネル

（外来）検査内容説明・問診

同意取得

（外来）結果報告

遺伝カウンセリング

2. どんなことをしているのか？



大腸がん

病理医がHE標本から
癌組織型と腫瘍細胞の範囲を確認する

病理医が腫瘍細胞が含まれる％を算出

鏡検・判定

腫瘍細胞含有率と
採取すべき細胞をマーキング

目的の腫瘍細胞を採取する

腫瘍細胞から可能な限り多くの核酸を抽出する

腫瘍細胞数

有核細胞数

腫瘍細胞含有率

マッピング ＆ ダイゼクション

腫瘍細胞含有率の算出病理

病理医によるチェック
（腫瘍細胞含有率算出＆マッピング）

固定・FFPE作製・未染色標本作製

薄切・細胞採取 (トリミング)

核酸抽出

ライブラリー作製

次世代シーケンス

解析（バイオインフォマティックス）

エキスパートパネル

（外来）検査内容説明・問診

同意取得

（外来）結果報告

遺伝カウンセリング

2. どんなことをしているのか？
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核酸抽出

ライブラリー作製

次世代シーケンス

腫瘍細胞からＤＮＡを抽出し
品質を確認する

抽出した核酸の品質がNGS解析に
適しているかを確認

＊バイオアナライザ
＊蛍光光度計
＊リアルタイムPCR

・断片化
・濃度
・⊿CT

品質確認

核酸抽出

核酸の濃度測定

Invitrogen™ 

Qubit™ 4 

核酸の濃度
断片化（DIN）
CT測定

Applied Biosystems®

QuantStudio®

Agilent 

TapeStation

2. どんなことをしているのか？
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核酸抽出

ライブラリー作製

次世代シーケンス

Library作製
解析に必要な物質を
ＤＮＡ片に結合させていく

患者ごとに名札を

基盤に結合させるために

2. どんなことをしているのか？



検体調製・NGS操作
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核酸抽出

ライブラリー作製

次世代シーケンス

次世代シーケンサーにより
１つ１つの塩基配列を読み取る

N
G

S

NGS Run

VCF 
variant call format

FASTQ

遺伝子の塩基配列変化を
格納するテキストファイル

bioinformatics

VCFの情報に
遺伝子変異等の情報付加する
(アミノ酸変化の有無、機能変化)

Annotation

2. どんなことをしているのか？



参加メンバーとその主な役割

✔解析医

→カンファレンスの進行、遺伝子情報の解釈

✔腫瘍内科医
→臨床経過の確認、薬剤・治験情報

✔病理医
→病理評価、検体品質管理

✔臨床検査技師
→シークエンス技術関連

✔薬剤師
→投与薬剤の情報提供

✔看護師
→対象患者への対応の確認

✔バイオインフォマティシャン
→アノテーション、キュレーション情報

✔臨床遺伝専門医
→Germline対応

✔認定遺伝カウンセラー
→Germline対応

✔各臓器別診療科の医師（必要に応じて）
→臨床経過の確認

Expert Panel

カンファレンスでの承認を経て、
最終的なレポート記載情報を確定する。

2. どんなことをしているのか？



遺伝子変異がタンパク質に及ぼす結果
⇂

タンパク機能変化の有無＆薬剤有効性は？
ERBB2

amplification

35 copies

CDK4

amplification

20 copies

TP53 loss

1.1 copies
ARID1A loss

1.1 copies

score ０ score 1+ score 2+ score 3+

FISH

免疫染色・FISH



摘出から
ホルマリン浸漬

切り出し

固定液 ：中性緩衝ホルマリン

ホルマリン濃度 ：10%（ホルムアルデヒド3.7%）

固定までの時間 ：～1時間

固定時間 ：～48時間

ゲノム診療用病理組織検体取扱い規程（日本病理学会）

・固定までの時間
・固定中の時間

が核酸の品質に影響する

おさえておきたい

Point ① ②

①摘出からホルマリンに浸漬するまでの時間

②ホルマリンに浸漬する時間

品
質
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３. 気をつけるポイント



ゲノム診療用病理組織検体取扱い規程
日本病理学会, 2018.

MAX：10
（長いDNAの場合）

３. 気をつけるポイント



DIN

断片化した状態

2.88.6

DIN とは

DNAの断片化度合い つまり

DNAが断片化すると
数値が低くなる

↓
DNA品質が悪い

Tape Station

MAX：10
（長いDNAの場合）

DNAの品質

長いDNAが多く存在

３. 気をつけるポイント



品質が不良なgDNA

品質が良好なgDNA

PCR増幅されない

RT-PCR

目的のDNAを増幅させることが不可能 ➡ ターゲットの遺伝子配列を検査困難

長いDNA片が保持された検体

長いサイズのDNAが占める

目的のDNA配列を増幅したり
プロープを結合させることが出来る

品
質
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DNAの断片化が激しい検体

様々な長さのDNA片が混在

目的のDNA配列が切断せれ
プロープを結合させることが不可能

３. 気をつけるポイント



65.3
PCR

アンプリコン
（ng/㎕）

3.62

74.2
Library

（nM）
3.94

PCR増幅産物量が多い

Library量が多い

ホルマリン固定条件は一定とし品質維持が重要

不良品質のDNAでは
PCR増幅が困難

PCR増幅産物量が
少ない

Library作製量も
少ない

断片化した状態長いDNAが多く存在

３. 気をつけるポイント



一般社団法人病理学会 ゲノム診療用病理組織検体取扱い規程, 東京, 2018.

組織の大きさや種類によって
固定液の浸透速度が異なる

・摘出後2時間以内に固定

・10%中性緩衝ホルマリン固定
・24時間固定
・固定液量：組織量×10
・固定温度：室温

固定時間・固定液・固定液量・固定温度については具体的な数値で推奨されている.

固定不足や過固定となる症例も存在する.

固
定

固
定
条
件

３. 気をつけるポイント



DNA 
Quality不良

CQ不良は再検査 → 工程・所要時間 ×2

３. 検査を成功させるには
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薄切するブロックごとにろ紙を交換

薄切するブロックごとに替え刃を交換

複数のブロックの切片を浮かべない

ブロックごとに水槽の水を交換

薄切するブロックごとに薄切くずを除去

３. その他の注意ポイント



一次分類 二次分類

微生物学的検査 細菌培養同定検査
薬剤感受性検査
病原体遺伝子検査

血清学的検査 血清学検査
免疫学検査

血液学的検査 血球算定検査
血液像検査
出血・凝固検査
細胞性免疫検査
染色体検査
生殖細胞系列遺伝子検査
体細胞遺伝子検査
（血液細胞による場合）

病理学的検査 病理組織検査
免疫組織化学検査
細胞検査
分子病理学的検査
体細胞遺伝子検査
（血液細胞によらない場合）

寄生虫学的検査 寄生虫学的検査

生化学的検査 生化学検査
尿・糞便一般検査

一次分類 二次分類

微生物学的検査 細菌培養同定検査
薬剤感受性検査

血清学的検査 免疫血清学検査
免疫血液学検査

血液学的検査 血球算定・血液細胞形態検査
血栓・止血関連検査
細胞性免疫検査

病理学的検査 病理組織検査
免疫組織化学検査
細胞検査
分子病理学的検査

寄生虫学的検査 寄生虫学的検査

生化学的検査 生化学検査
免疫化学検査
血中薬物濃度検査

尿・糞便等一般検査 尿・糞便等一般検査
寄生虫検査

遺伝子関連検査・
染色体検査

病原体遺伝子検査
体細胞遺伝子検査
生殖細胞系列遺伝子検査
染色体検査

検体検査の分類の見直し

【新分類】

３. 検査を成功させるには
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がんゲノム医療の
提供体制のイメージと求められる機能

がんゲノム医療コーディネーター

・検査前説明
（検査内容・二次的所見）

・検査後の調整

役割

看護師
薬剤師
臨床検査技師



1. がん遺伝子検査を受ける目的とメリット

2. 発がん機構とドライバー遺伝子について

3. 分子標的治療薬の作用機序について

4. 遺伝子異常をターゲットとして分子標的治療薬を選択できる可能性について

5. 本検査で解析するがん遺伝子について

6. 検査の概要

7. 検査工程と要する時間

8. 検査費用

9. 検査後の治療の流れとそれにともなう患者の経済的負担について

10. 現在までの外来受診患者臓器別内訳と検査結果・実績

11. 遺伝性腫瘍症候群について

12. 本検査にて発見される可能性がある遺伝性腫瘍症候群と、遺伝カウンセリングについて

臨床検査技師による医療面接
（初診患者への対応）



遺伝する“がん”（遺伝性腫瘍症候群）について・・・

➢ 正常コントロールとして、血液由来の正常な遺伝子を調べる

➢ 偶然に、罹患している“がん”の遺伝性の情報が得られる場合がある

精子 卵子

受精卵

受
精

増
殖

分
化

遺伝性乳癌卵巣癌症候群

（HBOC)

・全身の細胞に同じ遺伝子の異常が入る
・複数の臓器から“がん”が発生する可能性がある
・子孫に遺伝する可能性がある

生殖細胞遺伝子変異

二次的所見
validation



免疫染色での発現

MLH1 MSH2 PMS2 MSH6

MLH1 － + － +

MSH2 + － + －

PMS2 + + － +

MSH6 + + + －

遺伝性腫瘍の可能性確認

ゲノム解析での可能性を確認する
⇂

遺伝性腫瘍なのか？
（遺伝カウンセリングが必要か？）

がん遺伝子パネル検査にて
発見される可能性がある遺伝性疾患

M
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 2

M
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 6
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 2

ミスマッチ修復タンパクに対する
免疫染色パターンと疑われる変異遺伝子

リンチ症候群
（遺伝性非ポリポーシス性大腸がん）

Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer

HNPCC



免疫染色

がんゲノム検査

■ 検査の知識と技術を身につける

■ 正しい検査を実施する

■ 素早く検査を実施する

使命・役割
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原著
がんゲノム医療における臨床検査技師の役割



対象

臨床検査技師

定員：100名

参加費：無料

全ての工程が学べる

講師
・全員が臨床検査技師
・がんゲノム医療に従事

完全現場主義

第4回：岡山
2019年
12月22日(日)

第5回：福岡
2020年
2月16日(日)



誰かの役に立てること 情報発信



https://afternoon.kodansha.co.jp/news/5076.html

柳田をモデルに
していただいています.

ゲノム病理技師
円 遼

誰かの役に立てること 情報発信
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アフタヌーン公式ホームページにて
作者との鼎談が公開中！

https://afternoon.kodansha.co.jp/news/5076.html
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emmyyana180sx@gmail.com

Keio University 

Division of Clinical Cancer Genomics

Emmy Yanagita

第2回病理・細胞診検査研究班合同研修会

免疫染色・遺伝子関連検査
における精度管理

臨床検査技師の役割


