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略 語 表 

FFPE formalin-fixed, paraffin-embedded ホルマリン固定パラフィン包埋 

IVD in vitro diagnostics 体外診断用医薬品 

LBC liquid-based cytology 液状化検体細胞診  

LDT laboratory-developed test 薬事未承認検査 

NBF neutral-buffered formalin 中性緩衝ホルマリン（液） 

NGS next-generation sequencing 次世代シークエンス法 
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「がんゲノム診療における細胞検体の取扱い指針（第 2 版）」改訂にあたり 

がんの分子標的療法の導入以来，がん細胞の遺伝子変異を症例ごとに調べ，変異に有効

な薬剤を検討する個別化医療が行われるようになった．本邦では，2019 年 6 月に複数の

遺伝子変異を一括して調べる遺伝子パネル検査が保険適用となり，検査結果を協議する

エキスパートパネルの開催も日常のものとなり，がんゲノム医療が完全に実装化された

状況にある．その中で，公益社団法人日本臨床細胞学会(以下，本学会)は，がんゲノム診

断での使用に耐えうる細胞診検体に関する『がんゲノム診療時代における細胞診検体の

取扱い指針（初版）』(以下，取扱い指針初版)を 2021 年 6 月に発刊した．この内容は

Guidelines for Handling of Cytological Specimens in Cancer Genomic Medicine として

2023 年に Pathobiology 誌に公表され，国際的にも注目されている．取扱い指針初版を発

刊後，細胞診検体を用いることのできる遺伝子パネル検査も実装化され，ますますがんゲ

ノム医療における細胞診検体の重要性が増しているといえよう． 

 取扱い指針初版では，アルコールを主体として固定されることの多い細胞診検体の核

酸品質が良好であることに着目し，がんゲノム医療における核酸ソースとしての細胞診

検体の取扱い上の注意点について，主に細胞株検体を用いた実証実験の結果をもとに解

説された．取扱い指針初版に掲載された実証実験以外にも，臨床検体を用いた実験や次世

代シークエンサーを用いた実験が並行して行われており，今回，それらの結果がある程度

得られた．そのため，これらの結果も含めて取扱い指針第二版を取りまとめることとなっ

た．これらの実証実験は多数の施設の参加のもと行われており，まだまだ検討中のものも

多い．今後も整理できたものを日本臨床細胞学会のホームページ上で会員の皆様との情

報共有を目的に随時追加公開していこうと考えている．これらの実証実験の結果が，新た

な手法や問題解決の方法の発展につながることを祈念する． 

最後に，がんゲノム医療時代における細胞診の重要性に注目され，がんゲノム診療時代

における細胞診のあり方検討ワーキンググループと，その中のゲノム時代における呼吸

器細胞診検体処理の精度管理ワーキンググループの立ち上げを決断された，青木大輔元

理事長に深謝申し上げる． 
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「がんゲノム診療における細胞検体の取扱い指針（初版）」発刊にあたり 

がんの薬物療法は急速に発展している．分子標的療法の導入以来，がん細胞の遺伝子変異

を症例ごとに調べ，変異に有効な薬剤がないか検討する個別化医療が行われるようになっ

ている．本邦では，2019 年 6 月に複数の遺伝子変異を一括して調べる遺伝子パネル検査が

保険適用となり，検査結果を協議するエキスパートパネルの開催も日常のものとなり，がん

ゲノム医療が完全に実装化されたと言えよう．そこで，公益社団法人日本臨床細胞学会(以

下，本学会)では，がんゲノム診断での使用に耐えうる細胞診検体に関する『がんゲノム診

療における細胞検体の取扱い指針』(以下，取扱指針)を発刊することとした． 

現在のがんゲノム医療における核酸のソースとなる検体としては，あくまでも組織をホ

ルマリン固定し，パラフィン包埋した検体が想定されている．しかし，遺伝子パネル検査の

経験値があがってきた現状では，ホルマリン固定パラフィン包埋検体の保管期間があまり

にも長いものや，適切な固定ができていない検体では芳しい結果を得ることが難しいと感

じることが多い．がんゲノム医療が実装化された現在で病理検体に求められる条件は，形態

的な判断のみならず，分子レベルの判断，つまり遺伝子変異の判定が可能な検体ということ

であり，細胞診検体にも当てはまる．組織のパラフィン包埋検体と比較して細胞診検体は，

アルコールを主体とした固定を行った場合などでは，核酸の品質保持に有利な検体と言え

る．このことから，細胞診検体は遺伝子パネル検査における有望な核酸ソースとなりうる．

しかし，適切な固定液，固定時間を守るといった pre-analytical な段階での注意などは当然

必要である． 

このような背景から，本学会では，青木大輔前理事長の英断により，がんゲノム診療時代

における細胞診のあり方検討ワーキンググループと，その中のゲノム時代における呼吸器

細胞診検体処理の精度管理ワーキンググループが立ち上げられた．これらのワーキンググ

ループでは，まずがんゲノム医療時代を念頭においた細胞検体の使用状況についてアンケ

ート調査を行い，次にがんゲノム診療に用いるために細胞診検体で注意すべき点を洗い出

すことを目的とした実証実験を多数の施設の参加のもと行っている．まだ検討中の事項も

多いが，ある程度の結果が出たものについては，臨床細胞学会のホームページ上で会員の皆
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様との情報共有を目的に公開していこうと考えている．用いる手法によってはがんゲノム

医療の目的に現時点では十分応えることのできないこともあるが，問題のある点を明らか

にし，それを解決していく過程の一つとして捉え，これらの実証実験の結果をもとに，新た

な手法や問題解決の方法の発展につながることを祈念する． 

 

令和 3 年 6 月 6 日 
 

 

 公益社団法人 日本 臨床細胞 学 会 

 理事長   佐藤 之俊  

 がんゲノム診療時代における細胞診のあり方検討 

 ワーキンググループ委員長   森井 英一 
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［委員］第２版と同じ．［協力委員］松尾由紀子（北里大学），中村信之（国立がん研究センター東病院），

中井登紀子（国立がん研究センター東病院），福原萌（国立がん研究センター中央病院），時田和也（国

立がん研究センター中央病院），山口知彦（九州大学），竹中将貴（東京慈恵会医科大学），川端絢子（東

京慈恵会医科大学） ※所属は当時 
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1.   ゲノム診療における細胞検体利用への期待 

次世代シークエンサー（NGS）を用いたがん遺伝子パネル検査が 2019 年 6 月より保険

適用から 5 年が経過した．この間，様々な診療上の課題に直面したが，なかでも検査に用

いる組織・細胞検体に関する課題，そしてその解決への取り組みは，医療機関の病理部門

にとって極めて重要となっている．がん遺伝子パネル検査において最も多く用いられてい

るホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）組織検体については，検体処理方法や FFPE ブ

ロックの保管状況等によってその品質が左右され，NGS 検査において，使用不適や解析不

能となる場合が少なくない文献１．こうした背景を受け，細胞検体使用への期待が高まるな

か，当学会では取扱い指針初版を 2021 年 6 月に発出した． 

遺伝子関連検査における細胞検体のこれまでの使用状況は，病原体遺伝子検査（核酸検

査）では，婦人科検体を用いたヒトパピローマウイルス（HPV）検査で最も進んでおり，

これに使用する検査システムの多くは，すでに体外診断用医薬品（IVD）承認，保険適用さ

れている．体細胞遺伝子検査では，泌尿器検体（尿中細胞）を用いた膀胱癌の再発の診断

補助のための FISH 検査が，IVD 承認・保険適用されている．一方，呼吸器検体を対象と

した肺癌コンパニオン診断（CDx）では，これまで EGFR 変異検査等の PCR ベースの単一

遺伝子検査の一部で使用されてきたほか，近年，細胞検体に適した分析性能を有する NGS

検査システムが，取扱い指針初版発出後の 2023 年 1 月に臨床導入され，徐々に細胞検体

を用いた NGS 検査が増加している．また組織検体を用いた包括的がんゲノムプロファイ

リング（CGP）検査では，FFPE 組織検体での検査実施が難しい場合に，その代替として

細胞検体である FFPE セルブロック検体が利用されている．さらに海外では塗抹標本や液

状化検体細胞診（LBC）標本などの利用やそれに向けた検討も進んでいる文献 2-6．がんゲノ

ム診療において，組織検体と細胞検体は相互補完的であり，それぞれの特性を整理・把握

しておくことが重要である（表 1）． 

現在，国内における細胞検体の検体処理は，各施設において様々な工夫・改良がなされ

ている一方，複数の変法が存在している状況にある．また体細胞遺伝子検査では，前述の

ように EGFR 変異検査などの肺癌コンパニオン診断において細胞検体が比較的用いられて

いるが，これまでの単一遺伝子検査では，細胞検体に占める腫瘍細胞含有割合については

あまり意識されず検査がなされていた．NGS を用いた遺伝子パネル検査では，分析性能に

対応した腫瘍細胞含有割合が必要となっており，この評価・判定は重要なプロセスとなっ
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ている．現在のがん遺伝子パネル検査（CDx および CGP 検査）は治療選択を主目的とし

たものであり，検体処理の施設間差による核酸品質のばらつきや不適正検体での検査実施

は，誤った検査結果の発生による患者の治療機会の損失につながり，大きな不利益を被る

こととなることから，より厳格な検体取扱いが求められている．今後細胞検体の利用拡大

が予想されることから，医療機関が担う検査のプレアナリシス段階およびアナリシス段階

の標準化となお一層の精度管理が重要となっている． 

表 1 組織検体と細胞検体の特性比較 

  組織検体 細胞検体 

検体採取法 
手術切除 

内視鏡的切除 

生検採取 
穿刺吸引等 

穿刺吸引 ･擦過等 体腔液・洗浄液 等 

塗抹法 LBC 法 塗抹法 LBC 法 セルブロック法 

腫瘍細胞量 多 少 極少～少 極少～少 様々 様々 様々 

検体処理 
ホルマリン固定 
パラフィン包埋 

ホルマリン固定 
パラフィン包埋 

主に 95% 
エタノール 

18-67%  
エタノール/ 
メタノール 

主に 95% 
エタノール 

18-67%  
エタノール/ 
メタノール 

ホルマリン固定 
パラフィン包埋 

核酸品質 悪い場合あり 比較的良い かなり良い かなり良い かなり良い かなり良い 比較的良い 

腫瘍細胞含有

割合の確認 
易 易 

難しい症例 
がある 

易 
難しい症例 

がある 
易 易 

遺伝子パネル

の適用性 

様々なパネルに

対応可 

大型パネルを用

いた NGS 検査が 
不可な場合あり 

腫瘍細胞量が極少の場合は

NGS 検査が不可な場合あり  

腫瘍細胞量が極少の場合は

NGS 検査が不可な場合あり 

大型パネルを用い

た NGS 検査が 
不可な場合あり 
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2.   細胞検体の適切な取扱い 

本指針では，細胞診断領域におけるがんゲノム診療の臨床導入への速やかな対応をとる

ため，今後の細胞検体の利用普及に向け，診療を専らとする一般医療機関において要求さ

れうる細胞検体の適切かつ標準的な取扱い方法を以下に定める．細胞検体処理は，多種多

様な方法が現在用いられているが，本指針では，とりわけがん遺伝子パネル検査などゲノ

ム診療で利用が期待される細胞検体の処理・作製法文献 6 や，腫瘍細胞含有割合評価に基づ

く検査適性の判定法等に焦点を絞り解説することとした（図参照）． 

 

図 ゲノム診療で用いることが想定される主な細胞検体/標本種 

   (   )内の番号は本章の推奨記載項目に対応 

 



 10 

本指針は，後述の実証データや文献情報等に基づき，以下の凡例に従い推奨するもので

あり，「診療ガイドライン」等に見るような EBM に基づいた推奨グレードは挙げていない．

推奨については，日常診療におけるベストプラクティスとして推奨される事項（clinical 

recommendation; C）と，ゲノムスクリーニング（網羅性の高いゲノム解析）に基づいた

介入研究や保険診療外のゲノム診断等への利用が考慮される場合に推奨される事項

（research recommendation; R）に区分した．なお本推奨は今後のゲノム診断状況を踏ま

え，適時改訂・更新が必要であると考える． 

凡 例  

(C)： 日常診療において推奨される事項 

(R)： 臨床研究等への利用を考慮する場合に推奨される事項 

(N)： 回避すべき事項 
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2.1   検体処理前の取扱い 

《検体採取から検体処理開始までの取扱い》 

1. 塗抹，擦過，穿刺吸引などで採取された細胞検体は，可及的速やかに検体処理を

開始する (C) 実証データ① 

2. 生理食塩水に浮遊させた細胞検体の場合，冷蔵（4℃）で保管し，可及的速やかに

核酸抽出を行うことが望ましい (C) 実証データ① 

3．液状化検体細胞診（LBC, liquid based cytology）検体は，採取後に可及的速やか

に LBC 保存液で処理する (C) 実証データ① 

4．LBC 保存液に浮遊させた細胞検体の場合，常温ないし冷蔵（4℃）で保管し，速や

かに核酸抽出を行うことが望ましい (C) ※「3.2 LBC 検体」および実証データ④⑤⑥参照 

5．凍結する場合は，液体窒素やドライアイスアセトン法などで急速に凍結し，マイ

ナス 180℃ないしマイナス 80℃にて保管し，速やかに核酸抽出することが望まし

い (R)文献 7 

6.  未処理の細胞検体を室温で放置することは極力回避する (N) 実証データ① 

7.   LBC 保存液に浮遊させた細胞検体の保管は，直射日光を避け，高温，多湿環境を

回避する (N) 

8.  凍結検体の場合は，融解・凍結の繰り返しは回避する (N)文献 7 

《その他の注意点》 

9. 細胞検体のコンタミネーションを回避するために，作業環境を整える (C)文献 7 

10．複数の腫瘍や腫瘍内で異なる性状部位から採取する場合は，部位が同定できるよ

うに識別符号を付与する (C)文献 7 

11. 体腔液（胸水，腹水など），尿などの液状検体は，検体量と含まれる細胞量によ

り適切な検体処理法を選択することが望ましい (C)  

12．形態学的に標的細胞の有無および変性の程度を確認することが望ましいが，検体

量が少ない場合，細胞形態診断とゲノム診断のどちらを優先するかは，あらかじ

め取り決めをしておくことが望ましい (C) 実証データⅡ－①, ②  

13．検体量と細胞量が十分な場合は，複数の保管方法を併用することを考慮してもよ
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い (R) ※「3.2 LBC 検体」参照 

14．液状検体の核酸品質は採取法等により異なることを考慮する(C) 実証データⅡ－③ 

 

[補足説明] 

1 補 生理食塩水の浮遊細胞検体を用いた実証実験では，DNA 品質は保管時間が長くなると

低下する傾向があり，可及的速やかな核酸抽出の開始が推奨される．検体処理まで時

間がかかる場合は，室温ではなく冷蔵（4℃）で保管することで品質低下を抑えること

ができる文献 8． 

1 補 細胞検体での保管時間，温度が核酸品質に及ぼす影響に関する検証実験の結果は病理

組織検体を用いた実証実験と同様の傾向であり，細胞検体も組織検体に準じた迅速な

検体処理が推奨される文献 7． 

4 補 冷蔵や冷凍保管は，酵素や微生物による分解や腐敗の抑制効果があるとして古くから

知られている．ホルマリンを含む LBC 保存液を用いた残検体は，速やかに追加処理す

ることができなければ，冷蔵で一時的に保管し DNA の断片化のリスクを低減するこ

とが推奨される (C) 文献 8．また，採取後直ちに冷凍保管後，ないし LBC 処理後凍結保

管後の検体を用いて遺伝子検査を行うことも可能である文献 9, 実証データⅡ－④．超低温下で

の長期保管した未処理細胞検体および LBC 保存液処理後の細胞検体の核酸品質に関

して，少なくとも 6 か月から 2 年程度の保管においては，一定の DNA および RNA 収

量・品質が得られることが示されている実証データ⑥参照, 実証データⅡ－④①．細胞検体を LBC 保

存液で処理後，2 週間以内に細胞をペレットとし，マイナス 80℃で凍結保管後，この

凍結ペレットから核酸抽出しゲノム検査を行うことも可能である実証データⅡ－⑤．ただし，

検査に必要な核酸量や品質はゲノム検査により異なるため，注意を要する． 

12 補 目的とする検査法が単一遺伝子検査か遺伝子パネル検査かにより，求められる検体の

品質基準が異なるため，目的に応じて適切な方法を選択する．例えば，パネル検査の

場合，腫瘍細胞含有割合が基準の一つとなるため，その評価ができる方法を選択する．

単一遺伝子検査の場合，例えば既知の EGFR 等変異陽性がんの場合，髄液や胸水検体

で腫瘍細胞が確認できない場合でも遺伝子検査が診療方針決定に有用な場合があり，

臨床医と病理検査室・遺伝子検査室が連携して検査方法を選択することが望ましい． 

13 補 LBC 保存液には，組成の異なる複数の試薬が存在するが，がんゲノム検査を目的とし

た検体処理方法は現時点では確立されていない．よって，検体が十分採取できた場合
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には，複数の保管方法を併用することも考慮される(R) ※「3.2 LBC 検体」参照．  

13 補 保存試薬の種類，核酸抽出方法はいまだ標準化の過程であり，最適な方法が確立され

ていないことから，複数の方法を併用してもよいが，労力，手間がかかり，また保管

場所も必要となるため，実施できる施設は限られる． 

14 補    採取法別による体腔液検体の DNA 品質は概ね安定しているため，遺伝子検査へ提出

する際には腫瘍含有率を考慮するとよい．検体によっては RNA 品質の低下を示すこ

とがあるので，可能な限り新鮮な体腔液検体を遺伝子検査に提出することが望ましい

実証データⅡ－③． 
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2.2   液状化検体細胞診（LBC）検体 

2.2.1 LBC 検体作製 

《各 LBC 標本について》 

1. ゲノム解析に必要十分な数の有核細胞の回収を行う (C) 文献 7 

2. 採取された細胞は速やかに LBC 保存液で浮遊固定する (C) 

3. 固定時間に関しては各社 LBC の取扱いに従う (C) 

4. 腫瘍細胞の分布や比率の評価が形態学的に容易な標本作製法が望ましい (C) 

2.2.2 腫瘍細胞含有割合の評価 

5. パパニコロウ染色や免疫細胞化学染色などで腫瘍細胞を確認する (C)実証データ② 

2.2.3 核酸抽出法 

《ホルマリンを含む LBC 保存検体における核酸抽出》 

6. 市販の FFPE 組織用 DNA 抽出キットを用いて LBC 保存液から DNA を抽出する

場合，プロテイナーゼ K 溶液によるタンパク質の溶解は核酸の収量や質に影響す

るため，適切な条件で実施する (C) 実証データ③, 文献 10 

7. 市販の FFPE 組織用 DNA 抽出キットを用いて LBC 保存液から DNA を抽出する

場合，長時間の加熱による核酸とホルマリンのクロスリンクの除去は核酸の質の

低下につながるため，適切な条件で実施する (R)実証データ③   

《ホルマリンを含まない LBC 保存検体における核酸抽出》 

8. 市販の FFPE 組織用 DNA 抽出キットを用いて LBC 保存液から DNA を抽出する

場合，プロテイナーゼ K 溶液によるタンパク質の溶解は，キット手順書より短時

間で行うことができる (R) 実証データ③   

9. 市販の FFPE 組織用 DNA 抽出キットを用いて LBC 保存液から DNA を抽出する

場合，加熱による核酸とホルマリンのクロスリンクの除去を省略することができ

る (R)実証データ③   
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2.2.4 核酸の収量と品質 

10. ホルマリンを含まない LBC 保存液で処理された検体から RNA を抽出する場合 

は細胞用の RNA 抽出キットを用いることが推奨される（C）実証データⅡ－⑥ 

11. ホルマリンを含む LBC 保存液で処理された検体や FFPE 用の RNA 抽出キットは 

検査に適した RNA を得られない可能性がある（R）実証データⅡ－⑥ 

12. 保存液の種類と抽出キットの組み合わせだけでなく，検体の性状や量も核酸の収量 

や品質に影響を及ぼす可能性がある（R）実証データ⑥，実証データⅡ－④，⑤，⑥ 

2.2.5  LBC 保管方法 

≪ホルマリンを含む LBC 保存検体における保管≫ 

13. 臨床検体で 6 ヶ月以上の長期保管が見込まれる場合，核酸収量の保持が必要な際

はセルブロック，もしくはマイナス 80℃での保管が望ましい（R）実証データⅡ－⑦, ⑧, 

⑨, ⑩, 文献 11 

14. 臨床検体で 6 ヶ月以上の長期保管が見込まれる場合，DNA 品質の保持が必要な際

はマイナス 80℃での保管が望ましい（R）実証データⅡ－⑦, ⑧, ⑨, ⑩, 文献 11 

15. セルブロック作成でパラフィン包埋をする際の温度上昇は，ヌクレアーゼ活性など 

の影響により核酸が断片化するため，室温での作業時間の長さや温度上昇には注意

が必要である（N）実証データⅡ－⑦, ⑧, 文献 11 

16. 手術切除検体からの擦過材料では，冷虚血時間の影響が大きいため，検体摘出後は

速やかに冷蔵（4℃）で保管し，可及的速やかに材料を固定する（R）実証データⅡ－⑦, 

⑧，文献 11 

≪ホルマリンを含まない LBC 保存検体における保管≫ 

17.  臨床検体で DNA 品質の保持において 12 ヶ月程度以内であれば室温保管で比較的

安定しているが,長期保管が見込まれる場合は，冷蔵（4℃）での保管が望ましい（R）
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実証データⅡ－⑩, ⑪, 文献 12 

18.  臨床検体で RNA 品質の保持には冷蔵（4℃）での保管が望ましい（R）実証データⅡ－⑫ 

2.2.6 その他留意点 

19.  概ね 6 か月以上長期保管した LBC 検体をゲノム検査に用いることは極力回避す

る (N) 

 

[補足説明] 

1 補 ゲノム解析に必要十分な数の有核細胞数を回収し，腫瘍細胞の分布や比率の評価には

従来法の塗抹標本作製との併用が推奨される(C) ． 

1 補 生検時にえられた残余検体を LBC で固定した場合，概ね 6 ヶ月ほど経過した検体から

でも単一遺伝子検査が可能なため，採取後は速やかに固定し冷蔵（4℃）で保管するこ

とが望まれる（C）文献 13 

2 補  LBC 固定材料からのセルブロック作成は選択肢の一つで，各種コンパニオン診断を

想定した遺伝子解析が可能である（R）文献 14 

2 補 細胞量過少，不適切な細胞採取部位，溶血法や固定法の相違による細胞の変性を極力

回避する(N) ． 

2-3 補 各社の LBC によって得られる細胞形態は異なるため，LBC 標本の細胞形態に慣れて

おくことが求められる (R)実証データ④⑤⑦．  

3 補 メタノールやエタノールを主剤とする LBC 保存液はメタノール/エタノール系保存液

と呼ばれ，一方，微量のホルマリンを含有している LBC 固定液はホルマリン系固定液

と呼ばれている．LBC 保存液は種類によって核酸品質への影響が異なる実証データ⑧～⑬．

各社の LBC 保存液は，製品によって組成や溶血作用が異なっているが，LBC 保存液

からのセルブロック作製は可能である実証データ⑦, 文献 15, 14．※「6. 補遺（補表 3 および 4）」参照 

4-5 補 腫瘍細胞の分布評価にはパパニコロウ染色を基本とするが，追加で免疫細胞化学染色

や特殊染色による評価が推奨される(C) ． 

6 補 QIAamp DNA FFPE Tissue Kit [キアゲン社]のキット手順書には「56℃で 1 時間ある
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いはサンプルが完全に溶解するまで」と記載がある．サンプルが完全に溶解していれ

ば，56℃で 30 分でも収量・品質を確保できる (R)実証データ③, 文献 10, 16．また，この手順

を省略すると収量・品質が著しく低下する (N)実証データ③． 

6 補 Maxwell FFPE Plus DNA Kit [プロメガ社]）のキット手順書には「70℃で 1 時間～

overnight インキュベートする」と記載がある．LBC 保存検体を用いる場合，この時

間は 1 時間～4 時間で十分である (R)実証データ③．Overnight による収量と品質への影響

は未検証である．また，この手順を省略すると収量・品質が著しく低下する (N)実証デー

タ③． 

6-7 補 ホルマリンを含む LBC 保存液とは，具体的に CytoRich Red 保存液（BD 社）等を想

定している． 

7 補 QIAamp DNA FFPE Tissue Kit [キアゲン社]のキット手順書には「90℃で 1 時間イン

キュベートする」ように記載がある．LBC 保存検体を用いる場合，この時間を 10 分

に短縮することで，より収量・品質の向上が期待できる (R)実証データ③．この手順を省略

すると収量と品質が低下する可能性がある (N) 実証データ③, 文献 17, 18． 

8 補 QIAamp DNA FFPE Tissue Kit [キアゲン社]のキット手順書には「56℃で 1 時間ある

いはサンプルが完全に溶解するまで」と記載がある．サンプルが完全に溶解していれ

ば，56℃で 30 分でも収量・品質を確保できる (R) ．また，この手順を省略することも

場合によっては可能であるが，蛋白分解酵素の本来の役割を考慮すれば省略しないほ

うがよい実証データ③． 

8 補 Maxwell FFPE Plus DNA Kit [プロメガ社]）のキット手順書には「70℃で 1 時間～

overnight インキュベートする」と記載がある．LBC 保存検体を用いる場合，この時

間は 30 分で十分である (R)．この時間を 4 時間まで延長しても収量と品質に影響がな

いと考えられる(R) 実証データ③．Overnight による収量と品質への影響は未検証である．

また，この操作を省略することも場合によっては可能であるが，蛋白分解酵素の本来

の役割を考慮れば省略しないほうがよい． 

8-9 補 ホルマリンを含まない LBC 保存液とは，具体的に CytoRich Blue 保存液（BD 社），

ThinPrep PreservCyt 液（ホロジック社），Cellprep バイアル（ロシュ社）等を想定し

ている． 

9 補 QIAamp DNA FFPE Tissue Kit [キアゲン社]のキット手順書には「90℃で 1 時間イン
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キュベートする」ように記載があるが，この手順を省略することで，品質の向上が期

待できる (R)実証データ③． 

10 補 LBC 検体は適正な条件下での長期保管が可能であるが，ゲノム検査に用いる場合は長

期保管検体を用いることは極力回避する (N)． 
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2.3   ホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）セルブロック検体 

2.3.1 セルブロック作製 

《検体提出時および検体処理後の取扱い》 

1. 適正な細胞量を回収し必要な前処理を適切に行ったのちに，可及的速やかにホル

マリン固定液に浸透し固定を行うことが望ましい (C) 実証データ Ⅱ－⑬, ⑭なお，溶血法

は核酸品質に影響を及ぼすため極力回避する（C）実証データ Ⅱ－⑬, ⑭ 

2. 診断後に FFPE セルブロックを作製する場合，残検体は冷蔵（4℃）保管を行うこ

とが望ましい (C) 文献 8 

《ホルマリン固定液の組成》 

3. ホルマリン固定液の組成は，10％中性緩衝ホルマリン（NBF）溶液であることが

望ましい (C) 文献 7，実証データ Ⅱ－⑬, ⑭ 

《ホルマリン固定液における許容処理時間》 

4. 細胞検体では，組織生検と同様に 6～24 時間程度の固定を行うことが望ましい 

(C) 文献 19，実証データ Ⅱ－⑬, ⑭ 

5. 遠心分離細胞収集法の遠心管法によるホルマリン重層固定では，多量の沈査検体

を用いた場合，沈渣深層部が未固定になりやすいため固定不良（固定不足）によ

る品質劣化を回避しなければならない (N) 

《FFPE セルブロックの作製法の選択》 

6. 遠心分離細胞収集法と細胞凝固法などさまざまな作製法が存在し，2 種類以上の

セルブロック方法を準備しておくことが望ましい (C) 文献 15 

《FFPE セルブロックのプロセッシング》 

7. 固化しにくいセルブロックによるコンタミネーションの影響を極力回避する(N)  

2.3.2 腫瘍細胞含有割合の評価 

《セルブロック標本の腫瘍細胞含有割合評価》 

8. 腫瘍細胞の分布や比率の評価が形態学的に容易なセルブロック作製法が望ましい 
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(C) 実証データ⑭, 文献 7, 文献 19 

9. ゲノム解析に必要十分な有核細胞回収と適正な固化を行う (C) 

10. HE 染色やパパニコロウ染色，PAS 反応などにより腫瘍細胞を確認する (C) 

11. 免疫細胞化学染色などの補助的検査を追加し腫瘍細胞を確認する (C) 

12. サンプリングエラーや固定前処理による細胞の変性を極力回避する (N) 

13. 室温にて 1 日以上保管した検体は極力回避する (N） 実証データ Ⅱ－⑬, ⑭ 

2.3.3 核酸抽出法 

《FFPE セルブロック検体における核酸抽出》 

14. 市販の FFPE 組織用 DNA 抽出キットを用いる場合，キット手順書に従って行う

ことが望ましい(C) 実証データ⑮ 

15. プロテイナーゼ K 溶液によるタンパク質の溶解と，核酸とホルマリンのクロスリ

ンクの除去を，定温のインキュベーションで同時に行う市販の FFPE 組織用 DNA

抽出キットを用いる場合，長時間のインキュベーションは核酸の質を低下させる

可能性があり，適切な条件で実施することが必要である (C) 実証データ⑮  

2.3.4 その他留意点 

16. FFPE セルブロックの保管は，FFPE 組織と同様に室温でよいが，高温多湿を避け

冷暗所保管（3 年未満）が望ましい (C) 文献 7, 8，実証データ Ⅱ－⑬, ⑭ 

 

[補足説明] 

1 補 LBC 保存液から 10％NBF 固定せずにセルブロックを作製している報告もあるが (R) 

文献 20, 21，その FFPE ブロックの保管期間の影響などは未検証である．肺癌コンパニオ

ン診断においては，10%NBF 固定が必須であるため，今後 LBC 保存液から作製した

FFPE ブロックにおける核酸品質の検証が必要である． 

2 補 冷蔵や冷凍保管は，酵素や微生物による分解や腐敗の抑制効果があるとして古くから

知られている．細胞の残検体は，速やかに追加処理することができなければ，冷蔵で

一時的に保管し DNA の断片化のリスクを低減することが推奨される (C) 文献 8 , 実証データ

Ⅱ－⑬, ⑭． 
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3-4 補 コンパニオン診断において，10％NBF 固定が推奨されている (C) 文献 7．がん細胞は 10％

NBF においても時間依存的に核酸品質に影響を受けるため，固定時間には注意が必要

である実証データ⑬, 実証データ Ⅱ－⑬, ⑭．また，10％NBF による固定時間は，生検組織と同等あ

るいはそれより短い時間で固定が完了するので注意が必要である文献 22． 

5 補 遠心管法による重層固定では細胞量を調整する必要がある．特に沈渣量が多い場合は，

複数の試験管を準備し沈渣を適量分けてセルブロックを作製することが求められる． 

6 補 国内外においてさまざまな FFPE セルブロックの作製法が知られている文献 17．国内に

おいて FFPE セルブロック作製法は大別して遠心分離細胞収集法（遠心管法やコロジ

オンバッグ法）と細胞固化法（寒天法やアルギン酸ナトリウム法）が使用されており，

この中にそれぞれ複数の方法が存在する．いずれの手法においても長所や短所があり，

すべての方法における核酸品質の充分な比較データは得られていない．ホルマリン液

や LBC 保存液で混和固定された細胞は，検体量によっては固化しにくいことがある

ため，２種類以上のセルブロック作製法を準備しておくとよい．（補遺 1 および補遺 2

参照） 

7 補 さまざまな細胞材料を使用するため，検体の状態によって固化することが困難な検体

に遭遇することもある．FFPE セルブロックを作製する際は，密閉式自動固定包埋装

置内のコンタミネーション（がん細胞の漏れ出し）に配慮する必要がある文献 25．FFPE

ブロックの薄切時には，他検体のコンタミネーションに十分注意する文献 7． 

8 補 体腔液材料に関しては，遠心分離法による細胞沈渣に 10％NBF を重層し，垂直割断

面観察による細胞比重差を応用した腫瘍細胞の分布や比率の評価が推奨される文献 219． 

8-9 補細胞の固定法や溶血処理によってセルブロック内の細胞分布に変化を伴うことがあり，

腫瘍細胞の分布や比率の評価には注意を要する (R)． 

10 補 腫瘍細胞の分布評価には HE 染色を基本とするが，パパニコロウ染色にて評価するこ

とも推奨される．また細胞質内の粘液の証明には PAS 反応やアルシアン青染色の評価

が推奨される(C)． 

11 補 体腔液細胞材料の場合，活動性中皮細胞等との鑑別において，免疫細胞化学染色，FISH

法などによる中皮細胞マーカーや上皮細胞マーカー，腫瘍マーカーの補助的検査の追

加評価が望ましい (C) ． 
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12 補 細胞量過少，不適切な細胞採取部位，溶血法や固定法の相違による細胞の変性を極力

回避する(N) ． 

13 補 固定前に室温で 1 日以上保管した検体を用いたゲノム解析は極力回避する(N) 実証データ 

Ⅱ－⑬, ⑭． 

14 補 QIAamp DNA FFPE Tissue Kit [キアゲン社]を用いる場合，加熱による核酸とホルマ

リンのクロスリンクの除去は，90℃で 1 時間インキュベートするようにキット手順書

に記載があるが，FFPE セルブロック検体を用いる場合は 90℃のインキュベーション

は 30 分まで短縮することが可能である (R) 実証データ⑮．また，この手順を省略すると収

量・品質が低下する可能性がある (N) 実証データ⑮． 

15 補 Maxwell FFPE Plus DNA Kit [プロメガ社]を用いる場合，プロテイナーゼ K 溶液によ

るインキュベーションを，70℃で 4 時間以上行うと品質が低下する可能性がある (R) 

実証データ⑮． 

16 補 FFPE セルブロックの長期保管は，FFPE 組織と同様に核酸品質に影響を及ぼす文献 21，

実証データ Ⅱ－⑬, ⑭．そのため，可能な限り室温（25℃前後）の冷暗所による保管すること

が推奨される (C)． 
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2.4   塗抹標本 

2.4.1 既染標本の取扱い 

1. 既染細胞診標本を用いる遺伝子検査は，精度管理され，検査法に習熟した施設で

の実施が望ましい (R) 文献 7 

2. 既染標本から細胞を回収する場合には，細胞の逸失，コンタミネーションに注意

し，それを回避する（R） 

3. 概ね 6 か月以上の長期間が経過した既染細胞診標本を用いるゲノム検査は極力回

避する (N) 実証データ⑯ 

4. 既染標本を遺伝子検査に用いる場合は，細胞像をバーチャルスライドや顕微鏡写

真などの形で保存することが望ましい (R) 

5. 既染標本の固定法，染色法，封入の有無，保管法，核酸抽出までの時間などの記

録が望ましい (R） 

2.4.2 未染標本の取扱い 

6. 未染細胞診標本を用いる遺伝子検査は，精度管理され，検査法に習熟した施設で

の実施が望ましい (R) 

7. 未染標本に標的病変が含まれていることを確認することが望ましい (R) 

8. 未染標本から細胞を回収する場合には，コンタミネーションに注意し，それを回

避する (R) 

9. 概ね 6 か月以上の長期間が経過した未染細胞診標本を用いるゲノム検査は極力回

避する (N)   

10.  未染標本の保管法，核酸抽出までの時間などの記録が望ましい (R) 

 

[補足説明] 

1-5 補 既染標本を用いる遺伝子検査は実施可能であるが，組織検体よりも解析不成功率が高

い文献 24, 25．検査に習熟した施設での実施が推奨される．また，結果の解釈には，偽陰

性，偽陽性の可能性も考慮し，慎重に対応すべきである．また，長期保管検体では，
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核酸品質の低下があるため，概ね 6 か月以上経過した検体ではパネル検査などには不

向きである実証データ⑯． 
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5.   参考資料：補表 

 補表 1 各種セルブロック法*（五十音順） 

*日本臨床細胞学会実施全国アンケート結果に基づき，実証データでは遠心管法とアルギン酸ナトリ

ウム法を用いて検討した. 

 

 

 

 

 

  

遠心分離細胞収集 細胞凝固・固化 

遠心管法（試験管法） アルギン酸ナトリウム法 

遠沈管法 寒天法 

クライオバイアル法 グルコマンナン法 

クロロホルム重層法 セルロース法 

コロジオンバック法 ゼラチン法 

サンプルチップ法 フィブリン析出法 

綿棒チューブ法 ポリエチレングリコール法 

パラフィン・寒天サンドイッチ法 ポリビニールアルコール法 
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 補表 2 主なセルブロック作製法 

工程 遠心管法（試験管法）# アルギン酸ナトリウム法 

1 細胞浮遊液を 3,000 rpm, 3 分間 遠心分離 細胞浮遊液を 3,000 rpm, 3 分間 遠心分離 

2 上清を除去 上清を除去 

3 10％NBF を用いて 24 時間重層固定  
10％NBF を用いて浮遊固定* 

（LBC 検体は各社保存液で少なくとも 1 晩浮遊固定）** 

4 ホルマリンを除去 蒸留水にて洗浄 3,000rpm, 5 分間 遠心分離 

5  ― 
1％アルギン酸ナトリウム数滴（約 0.5ml）添加後

によく混和 

6  ― 3,000rpm, 5 分間 遠心分離 上清除去 

7 容器上部にて水平に割断 １M 塩化カルシウムを 2～3 滴加え固化（数分） 

8 沈渣を容れた容器ごと垂直割断面作製 蒸留水を入れ沈渣を浮遊させる 

9 脱水・パラフィン浸透 脱水・パラフィン浸透 

10 割断面にて包埋 包埋 

#：10％ NBF 重層・垂直割断面観察法 

*：固定時間は 6～24 時間程度が望ましい 

**：LBC 保存液からホルマリン再固定が不要な場合もある 
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 補表 3 LBC 標本作製法の比較 

標本作製法 フィルター転写法 遠心沈降法 

メーカー名 ホロジック社 ロシュ社 BD 社 MBL 社 武藤化学社 

製品名 ThinPrep Cellprep SurePath TACAS LBC PREP 

自動塗抹機器 有 有 有 有 無 

用手法 不可 不可 可 可 可 

スライドガラス 専用 専用 専用 専用 専用 

固定液 2 種類 5 種類 2 種類 3 種類 2 種類 

最低固定時間* 15 分以上 30 分以上 30 分以上 30 分以上 30 分以上 

*：一晩 LBC 保存液で固定すると安定した細胞像が得られる． 

BD 社：ベクトン・ディッキンソン社 

MBL 社：医学生物学研究所社 
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 補表 4 LBC 保存液の組成および成分* 

各種 LBC 保存液 

化学名または一般名 

エタノール メタノール 
ホルム 

アルデヒド 

イソプロパ 

ノール 

エチレン 

グリコール 

ThinPrep（ホロジック社）      

婦人科用プレザーブサイト液 

非婦人科用プレザーブサイト液 
 35～55％    

Cellprep（ロシュ社）      

婦人科用・口腔用， 

呼吸器用， 

尿・髄液用， 

穿刺吸引・体腔液用 

26～31%    2～3% 

尿用バイアル（Type D） 67%    2%** 

SurePath（BD 社）      

婦人科・口腔用シュアパス保存液 20～25% 1～2%  1～1.5%  

非婦人科用サイトリッチレッド  8～9% 0.4～0.5% 18～20% 7～8％ 

TACAS（MBL 社）      

婦人科用 GYN Vial 20～30％ <10％    

非婦人科用 Amber 40～50％ <10％    

非婦人科用 Ruby 20～30％ <10％ ≦1.0%   

LBC PREP（武藤化学社）      

婦人科用 LBC プレップ  30％    

非婦人科用 LBC プレップ 2  30％ 0.09%   

*安全データシート（SDS）情報を参考に作成 

**ポリエチレングリコール 

BD 社：ベクトン・ディッキンソン社 

MBL 社：医学生物学研究所社  
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