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第2回 病理細胞検査研究班合同研修会
      COI開示

筆頭演者；安達 純世

今回の演題に対して開示すべきCOIはありません



本日の内容
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HER2    ; human epidermal grows factor receptor type 2
FISH法 ；fluorescence in situ hybridization
DISH法；dual color in situ hybridization
IHC法  ； immunohistochemistry

◆当院でのHER2遺伝子検査について
FISH法 ・ DISH法の導入

それぞれのメリット・デメリット

◆DISH法の実践
免疫染色との比較

カウントの仕方と注意点

FISH法も！

◆ まとめ



本日の内容
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◆当院でのHER2遺伝子検査について
FISH法 ・ DISH法の導入 / それぞれのメリット・デメリット

◆DISH法の実践
免疫染色との比較

カウントの仕方と注意点

FISH法も！

◆ まとめ

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会
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2003年 HER2免疫染色 用手法

2007年 FISH法 導入

2009年 HER2免疫染色 自動染色機

2011年 DISH法 導入

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会

◇当院でのHER2検査について
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DISH法を施行した検体割合
乳腺

上部消化管

下部消化管

肝

大網

子宮

卵巣

リンパ節

皮膚

脳

膀胱

骨

軟部組織

乳腺 42%

上部消化管 48％

2011年～2022年 9月末まで約400件

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会

◇HER2遺伝子検査について（DISH法）
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◇HER2遺伝子検査について（FISH法）



HER2のFISH法

2 0 2 2  年  1 0 月  2 9 日 8

１日目 （⑤まで約２時間半）
①脱パラフィン
②前処理 プレトリートメント
③酵素処理  プロテアーゼ溶液
④再固定   10％中性緩衝ホルマリン液
⑤変性    ハイブリダイゼーション装置使用（overnight)

パスビジョン®HER-2 DNAプローブキット
デュアルプローブ使用（(HER-2/neu)/(CEP17）

プローブ滴下

カバーガラス周囲をペーパーボンドで囲む

Dako hybridizer

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会
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HER2のFISH法

2日目 (約１時間半）

①ポストハイブリダイゼーション洗浄液中でカバーガラスをはがす
②ポストハイブリダイゼーション洗浄液
③洗浄
④対比染色

カバーガラス周囲を
マニュキュアで囲み
遮光して保存

対比染色 DAPI

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会

パスビジョン®HER-2 DNAプローブキット
デュアルプローブ使用((HER-2/neu)/(CEP17）
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観察・撮影（○時間 症例により時間もかかる）HER2のFISH法

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会

OLYMPUS 蛍光顕微鏡 BX51 KEYENCE オールインワン蛍光顕微鏡 BZ-X700

緑；CEP17 赤；HER2 青；核
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HER2のFISH法
20個の癌細胞でHER2シグナル総数及びCEP17シグナル総数
を計測し、HER-2neu/CEP17比を算出

◆ ターゲットシグナルの認識
◆ 最適な観察領域と計測する核の選択
◆ シグナルを数える

シグナルの無い核や１色のみのシグナルしかない核は記録しない

パスビジョン®HER-2 DNAプローブキットより抜粋
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HER2のFISH法

✓ 試薬・phの調整

✓ 各処理液の浸漬時間・温度管理

✓ 観察・撮影に時間がかかる

✓ 長期保存できない

✓ 結構大変なんです

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会



◇HER2のDISH法
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ベンタナ インフォーム Dual ISH HER2 キット

①スキムミルク浸漬（現在はしていない）
②自動免疫染色装置 ベンタナ 試薬セット
③スライドガラスセット
④あとはお任せ
⑤洗浄・乾燥・封入

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会

写真は現在のベンタナ ベンチマーク ULTRA
以前は ベンチマーク LT 黒；HER2 赤；CEP17
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HER2のDISH法
20個の癌細胞でHER2シグナル総数及びCEP17シグナル総数
を計測し、HER2/CEP17比を算出

◆ 核の大きさが極端に大きいまたは小さくない
◆ 他の細胞との重なりがごくわずかであるか全くない
◆ 非特異的な染色が計数に影響を与えない腫瘍細胞の核
◆ 浸潤部における黒と赤のシグナル数が多い腫瘍細胞の核

ロシュ ベンタナ DISH HER２ キット判定ガイドより抜粋

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会

黒；HER2 赤；CEP17
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DISH法 FISH法

染色方法 自動染色機 1３時間 用手法 ２日間

観察方法 光学顕微鏡 蛍光顕微鏡

腫瘍細胞の抽出 容易 困難な場合もある

シグナルのカウント 容易ではある 容易ではある

長期保存 可能 不可能

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会

◇HER2遺伝子検査法の比較
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Nucler grade 3 IHC法；2＋

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会

HER２/CEP17比＜2.0

Invasive micropapillary carcinoma
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DISH法は自動染色機お任せで楽ではありますが…

背景が赤く染まっている

シグナルのカウントに影響なければ判定してよい

乳腺 胃

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会
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DISH法は自動染色機にお任せで楽ではありますが…

シグナルと判別不能な顆粒全体に砂をまいたような細顆粒

判定可能 判定不可能 判定可能

背景（細胞外）に黒色顆粒がある

×

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会



コーティングガラスの検討

A社；細胞外への顆粒なし B社；細胞外への顆粒あり

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会 1 9
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Selectable Procedure Step BenchMark ULTRA  instrument 帝京ちば ULTRA  instrument

Cell condictioning Selected
Cell Conditioning CC2  

86℃
Mild CC2   8min

standerd CC2   12min
Extended CC2   8min

Selected
Cell Conditioning CC2  

86℃
Mild CC2   12min

standerd CC2     12min
Extended CC2    12min

ISH-Protease 3 16 min 16 min

Denaturation 20 min 20 min

Hybridization 6 hours 6 hours

Stringency wash 76℃ 72℃

SISH Multimer 32 min 20 min

Silver Chromogen 4 min 4 min

Red ISH Multimer 24 min 32 min

Red  Chromogen 8 min 8 min

Counterstain Hematoxylin-8min Hematoxylin-8min

Post Counterstain Bluing Reagent-4min Bluing Reagent-4min

プロトコール見直し １

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会
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Roche  HER2検査ガイドより抜粋

プロトコール見直し ２
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プロトコールNo. 111  従来法 800 801 802 803

Baking - - - - -

Depara - - Ext Ext Ext

CC2 12-12-12 12-12-12 12-12-12 8-12-8 12-12-12

Protease3 16 16 16 16 16

Deneturation 20 20 20 20 20

Hybridization 6h 6h 6h 6h 6h

Wash 72℃ 76℃ 76℃ 76℃ 76℃

SISH Multimer-Chromogen 20-4 32-4 32-8 32-8 28-4

Red Multimer-Chromogen 32-8 32-8 24-8 24-8 24-8

Hemato-Bluing 8-4 8-4 8-4 8-4 8-4

賦活化・洗浄時間・染色時間の見直し

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会
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新しく生まれかわった ベンタナ DISH HER2 キット 

オリゴプローブの採用と非内因性物質をハプテンとして標識

◆染色時間の短縮；ULTRA  乳癌 8h36m,  胃癌 8h24m
◆バックグラウンドの軽減
◆信頼性の高いクリアなシグナル
◆初回成功率の改善

518-114800  ベンタナ HER2 DNA  カクテルプローブ
518-114817 ベンタナ    Silver  ISH DNP  キット
518-114824    ベンタナ Red   ISH  DIG  キット

従来法；CC1での熱処理はしていない. 洗浄は72℃. 

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会

Roche HER２検査ガイドより抜粋
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サン プ ル  フ ッタ ー  テキスト

2 4

従来のキット

▪ Breast cancer 手術検体

推奨条件 １

New kit

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会
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New kit 従来のキット

▪ Gastric carcinoma

HER2遺伝子増幅あり

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会



DISH法の注意点
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◆ 薄切切片が薄すぎる ⇒ 4㎛で薄切
核染が弱いため腫瘍細胞の見分けがつきにくい
シグナルも弱いものある

◆ 針状結晶・ひび割れ様 ⇒ 完全に乾燥させる
脱水不良のためシグナルが滲んだりもする



小活 １
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◆現在、HER2遺伝子検査は主にDISH法で行っている

自動免疫染色機 ベンタナ ベンチマークULTRA 

 ベンタナ DISH HER2 キットを使用

◆ベンタナ DISH HER2キットは背景が清明になり、シグナルが見やすい

◆薄切切片は4㎛で！

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会



本日の内容
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◆当院でのHER2遺伝子検査について
FISH法 ・ DISH法の導入 / それぞれのメリット・デメリット

◆DISH法の実践
免疫染色との比較

カウントの仕方と注意点

FISH法も！

◆ まとめ

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会
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HER2のIHC法

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会

Roche  HER2検査ガイドより抜粋

ベンタナ ultraView パスウェーHER2(4B5)
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HER2のIHC法

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会

Roche  HER2検査ガイドより抜粋

ベンタナ ultraView パスウェーHER2(4B5)
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乳癌HER2検査のアルゴリズム
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検査法 判定 基準

デュアル
プローブ
を用いた
ISH法

陰性 HER2/CEP17比＜2.0,かつ１細胞当たりのHER2遺伝子平均コピー数＜4.0
(グループ５）

陰性

HER2/CEP17比≧2.0,かつ１細胞当たりのHER2遺伝子平均コピー数＜4.0
(グループ2）かつ、同時にIHC 0, 1+ または 2+

HER2/CEP17比＜2.0,かつ１細胞当たりのHER2遺伝子平均コピー数≧6.0
(グループ3）かつ、同時にIHC 0, または 1+

HER2/CEP17比＜2.0,かつ１細胞当たりのHER2遺伝子平均コピー数≧4.0
～＜6.0(グループ4）かつ、同時にIHC 0, 1 または 2+

陽性

HER2/CEP17比≧2.0,かつ１細胞当たりのHER2遺伝子平均コピー数＜4.0
(グループ2）かつ、同時にIHC ３＋

HER2/CEP17比＜2.0,かつ１細胞当たりのHER2遺伝子平均コピー数≧6.0
(グループ3）かつ、同時にIHC ２＋ または３＋

HER2/CEP17比＜2.0,かつ１細胞当たりのHER2遺伝子平均コピー数≧4.0
～＜6.0(グループ4）かつ、同時にIHC ３＋

陽性 HER2/CEP17比≧2.0で１細胞当たりのHER2遺伝子平均コピー数≧4.0
(グループ１）

HER2/CEP比 10/2=5.0HER2遺伝子平均コピー数=10.0

Group 1

Group 5

or or

Group 2

or

Group 3

Group 4

HER2/CEP比 2/2=1.0  HER2遺伝子平均コピー数=2.0

HER2/CEP比 2/1=2.0  HER2遺伝子平均コピー数=2.0

HER2/CEP比 8/6=1.3  HER2遺伝子平均コピー数=8.0

HER2/CEP比 4/4=1.0  HER2遺伝子平均コピー数=4.0

CEP17

HER2HER2検査結果の判定基準
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サン プ ル  フ ッタ ー  テキスト

3 3

胃癌HER2検査のアルゴリズム

ISH法

腫瘍細胞20個のHER2およびCEP17のシグナルを計測

HER2/CEP17比を算出

HER2/CEP17比
2.0以上;増幅あり ２.0以下;増幅なし

HER２/CEP17比
1.8～２.2

さらに20細胞カウントし計40個で判定

１細胞あたりCEP17が３個以上認められるpolysomyの症例
HER2/CEP17比が2.0以下であっても１細胞あたりの

HER2遺伝子が６以上；増幅あり ４未満；増幅なし
４以上６以下の場合はさらに20個カウント

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会
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Invasive ductal  carcinoma

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会

IHC法 ;  2＋
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HER2 シグナル 87個 CEP17 シグナル91個
HER2/CEP17比 0.96 ＜ 2.0
１細胞当たりのHER2遺伝子平均コピー数 4.4≧ 4.0～＜6.0
判定；陰性

DISH法 FISH法
HER2 シグナル 58個 CEP17 シグナル53個
HER2/CEP17比 1.09＜ 2.0
１細胞当たりのHER2遺伝子平均コピー数 2.9＜４.0
判定；陰性
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Invasive ductal carcinoma
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IHC法 ; 2＋

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会
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3/2
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2/2

3/1

2/3
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HER2 シグナル 74個 CEP17 シグナル26個
HER2/CEP17比 2.8 ＞2.0
１細胞当たりのHER2遺伝子平均コピー数 3.7＜４.0 
判定；陰性

DISH法 FISH法
HER2 シグナル 61個 CEP17 シグナル36個
HER2/CEP17比 １.7＜ 2.0
１個細胞当たりのHER2遺伝子平均コピー数 3.1＜４.0 
判定；陰性

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会
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IHC法 ;  1＋

Gastric carcinoma（生検)

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会



DISH法
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4/2

2/2

3/2

2/2
4/2

2/2

2/2

2/2

2/2 2/2

2/2

2/2

2/2

2/2

2/1

2/2

2/1

2/1

3/2

2/1

腫瘍細胞20個のシグナルをカウント
HER2 シグナル 46個 CEP17 シグナル 36個
HER2/CEP17比 1.3＜ 2.0
かつ１個細胞当たりのHER2遺伝子平均コピー数  2.3＜ 4.0
判定；陰性
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IHC法 ;  ３＋

Gastric carcinoma （切除検体）
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DISH法 FISH法

１細胞あたりのHER２遺伝子15～30個
判定；陽性

１細胞あたりのHER２遺伝子15個以上
判定；陽性
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IHC法; score 0

Gastric carcinoma（生検)



DISH法
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3/2

２/1

1/1

3/2

3/2

2/1

3/4

3/3

2/2

4/3

3/3
4/4

3/3

6/4

4/2

3/3

1/1

3/3

3/4

４/2

腫瘍細胞20個中  
HER2 シグナル 80個(→小クラスターと数えた場合）CEP17  シグナル 50個
HER2/CEP比 1.６＜ 2.0 かつ１個細胞当たりのHER2遺伝子平均コピー数 4.0≧４～＜６
さらに20個の腫瘍細胞をカウントする
HER2 シグナル 60個(→小クラスターと数えない場合）CEP17  シグナル 50個
HER2/CEP比 1.２＜ 2.0 かつ１個細胞当たりのHER2遺伝子平均コピー数 ３＜４
判定；陰性

9/2

18/4
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Gastric carcinoma（生検)

IHC法 ; ２＋
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16/3

13/32/2

3/2

27/2

17/5

14/6 14/4

12/3
14/1

14/2

11/4

12/2

6/3

7/2

18/2

24/2

7/2
14/2

14/3

腫瘍細胞20個中
HER2 シグナル 259個 CEP17 シグナル 55個
HER2/CEP17比 4.7≧ 2.0
１個細胞当たりのHER2遺伝子平均コピー数 13
判定；陽性

DISH法



Esophagogastric junctional carcinoma
(切除検体）

2 0 2 2 年  1 0 月  2 9 日 4 6

IHC法; ２＋
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腫瘍細胞20個中
HER2 シグナル 90個
CEP17 シグナル 88個
HER2/CEP17比 1.02＜ 2.0
かつ１細胞当たりのHER2遺伝子平均
コピー数 4.4
(17番染色体が４倍体と思われる）
判定；陰性

DISH法
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小活 ２

2 0 2 2 年  1 0  月  2 9 日

◆IHC法で２+(equivocal)と判定された症例を対象にDISH法 ・
FISH法を行う

◆IHC法の判定とDISH法・FISH法の結果が乖離する症例もある

◆特に消化管の生検などはIHC法で微妙な染色結果の場合もしばしば
みられ、DISH法などで遺伝子増幅の有無を確認している

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会 4 8



小活 3

2 0 2 2 年  1 0  月  2 9 日

◆腫瘍細胞を確実に抽出する

◆重なりの少ない腫瘍細胞を選ぶ

◆各シグナルの多い部位・細胞をカウントする

◆あとから見直せるように画像として残しておくとよい

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会

シグナルのカウントにはトレーニングが必要
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まとめ

2 0 2 2  年  1 0 月  2 9 日 5 0

◆ベンタナ DISH HER2キットは自施設内で行える遺伝子検査
簡便 ・ 再現性 ・ 長期保存 ・ TATの短縮

◆シグナルのカウントは複数人で
トレーニングが必要 ・ 細胞の重なりがなく HER2/CEP17比の高そうな部位の選択
シグナルを取りすぎないなど注意も必要

◆精度管理も重要
染色性 ・ カウントの仕方 ・ 内部精度管理も大切

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会
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◆カウントの自動化は現状では難しい
腫瘍細胞の選別 ・ 炎症細胞や間質細胞の除外

 重なるシグナル ・１個しかないシグナルのカウントの除外など…

◆タスクシフト/タスクシェア
診断業務の補助として関わることも可能

まとめ

令 和 ４ 年 度 第 ２ 回 病 理 細 胞 検査 研究 班合 同研 修会



ご視聴
ありがとうございました
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