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ORIGINAL ARTICLE

マイクロウェーブ処理ホルマリン固定後の二糖類液浸漬法による
含気型微小肺癌の術中病理診断の検討
―容易に部位が同定でき断端評価も確実な迅速診断法の検証―

細田 裕1・川原 譲2・若山 恵3・篠原直宏4
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Improved Pathological Diagnosis During Surgery
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ABSTRACT━━ Objective. It is difficult to accurately define the size of lung lesions based on ground-glass opacities
by computed tomography (CT), and diagnosis is usually made pathologically. Even the commonly use interpreta-
tions of prevalent frozen-section technique has some difficulties in the diagnosis detection of lesions appearing as
ground-glass opacities, and in obtaining pathological information for a definitive diagnosis. In this study, we aimed
to make a precise pathological diagnosis of lesions using the Noguchi classification, and accurately determine safe
surgical margins by new fixation methods. Methods. We evaluated a microwave frozen section followed by su-
crose steeping of small adenocarcinoma of the lung specimens intraoperatively. We examined 15 patients with
early lung cancer undergoing video-assisted thoracic surgery with CT guidance followed by frozen-section exami-
nation. All resected lung specimens were fixed by an injection of 20％ formalin solution that had been warmed by
microwave irradiation to a minimum temperature of 65̊C. Expanded and fully fixed specimens were cut into 2-3
mm sections, enabling easy detection of small lesions. Specimens were washed and steeped in 20％ sucrose solu-
tion or trehalose solution for 30-60 seconds, to avoid crystallization of the water in the specimen, and then thin
sliced sections were obtained using the usual cryostat method. All frozen specimens were compared with corre-
sponding permanent sections regarding the diagnosis, the distance from the cut end of the specimen, fixation and
staining ability, including immunohistochemical assessment. Results. All frozen section specimens were consistent
with the corresponding permanent sections from the point of view of morphology. There was no significant differ-
ence in the distance from the lesion to the surgical margin on the lung specimens. Conclusion. The method de-
scribed was not only helpful for locating small adenocarcinoma that cannot be detected by palpation, but also pro-
vided easy evaluation of its morphology according to the Noguchi classification, as well as the surgical margin.
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要旨━━目的．CTで発見されるすりガラス状陰影
（GGO）を呈する微小肺癌様病変の診断は結局，病理組織

診断に依存する．しかし，現在広く行われている凍結標
本を用いた迅速病理診断では，含気臓器である肺は，一
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Figure　1.　CT scan reveals a ground-glass opacity, which 
was not detected by palpation, in the left upper lobe.

度割を加えると虚脱し，切除した肺のどこに病変がある
のか特定できない場合がある．このような症例に対して
我々はマイクロウェーブ処理ホルマリン固定と二糖類液
（蔗糖またはトレハロース）浸漬法で術中病理診断法を
行っている．今回その有用性について評価した．方法．
我々の施設において過去 5年間に行ったCTガイドマー
キング併用鏡視下肺部分切除症例 15 例について検討を
行った．切除標本は，切除後ステープラーをはずさず注
射器で 20％ホルマリンを十分注入する．マイクロウェー
ブを照射加熱し 65℃まで加温し，2～3 mm厚で連続切
片として切り出す．これにより，病変は容易に発見でき
る．病変部の切片を 20％蔗糖液（現在は 20％トレハロー

ス溶液）に浸漬した．次いで通常通りクライオトームで
薄切し，これを迅速診断とした．一方対応する面の標本
はそのままパラフィン包埋切片とし，後日その診断なら
びに，断端の距離の計測を行った．結果．迅速標本にお
ける野口分類を含む病理診断ならびに，切除縁の断端距
離などに差はなく，ほぼ同等のものと評価できた．考察．
我々の鏡視下部分切除に際して行っている迅速診断法
は，病変の検出，野口分類を含む病理診断，病巣から切
除までの距離の評価では非常に有用と思われた．
索引用語━━マイクロウェーブ固定，蔗糖浸漬，トレハ
ロース，凍結標本，肺癌

緒 言

近年，画像機器の急速な発展によって画像診断や手術
の方法に関しては，さまざまな工夫がなされている．当
施設においても肺癌検診におけるヘリカルCTや人間
ドックなどで 10 mm前後の微小の含気型腺癌が頻繁に
見つかるようになってきている．このような症例に対し
て，すべて胸腔鏡下肺部分切除などの手術を行うことは
コンセンサスを得られた方法ではないと考えられる．し
かし微小病変については結局病理診断を経なければ結論
を出せないこともまた事実である．我々は，このような
症例に対して，CTガイドマーキング併用胸腔鏡下肺部
分切除を行ってきたが，手術に際し，これまで行ってき
たマイクロウェーブ処理ホルマリン固定と，蔗糖溶液浸
漬法で凍結標本を作製する微小含気型肺癌の迅速病理診
断法の検証を行った．
この診断法の必要性は次の点から生まれた．
1．CTガイド下マーキングをしていても，実際には位

置がずれることが多く，微小病変検索に，ストレスを感
じる．発見不能でなくとも，かなり病巣を損傷すること
がある．
2．通常の迅速診断法では，野口分類1 が難しい．（上記

の理由も関与）
3．非固定凍結標本では切除断端の評価が不正確であ

るため，根治性の評価ができない．
4．マイクロウェーブを使用したホルマリン固定のみ

では，肺胞内の水分は氷晶化してクライオトームによる
薄切切片の作製が困難である．

対 象

2004 年 6 月から 2008 年 11 月までに当院で手術を
行った肺癌症例のうち，切除標本の触診で，病変部位の

特定が困難と予想された肺野末梢型，小型肺癌症例 15
例を対象とした．今回の症例に関しては他院を含め，2
年以上 CTでフォローされ，患者側の希望にて手術を選
択した症例で，かつ，病理学的特徴，予想される経過な
どに関して十分なインフォームドコンセントを得た症例
についてのみ検討を行った．

方 法

触診では局在を確認しにくいと思われる病変を対象
（Figure 1）としているため，全例，CTガイド下にマーキ
ングを行ってから，胸腔鏡下に病変を自動縫合器で切除
（楔状部分切除）をしている．切除された肺に自動縫合器
のステープルのついたまま，シリンジを用いて 20％緩衝
ホルマリンを注入し（Figure 2），十分に肺を膨張させる．
そしてビーカーなどの耐熱容器に入れ，マイクロウェー
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Figure　2.　Injection of 20% formalin into the resected 
specimen.

Figure　3.　Microwave irradiation of the specimen, and 
fixation for 3 minutes at around 65℃.

Figure　4.　A small adenocarcinoma can be seen on the 
cut surface of the specimen.

Figure　5.　Steeping in 20% saccharose or trehalose solu-
tion reduced the water crystallization of the lung speci-
men. This step yielded adequate frozen sections even after 
formalin fixation.

ブオーブンに入れ 500 W，80 秒加温し，65℃程度で急速
固定を行う（Figure 3）．固定後，2～3 mmで切り出し，
病巣を発見する（Figure 4）．そして切除断端の評価を行
いながら，20％蔗糖（またはトレハロース）溶液に浸漬
する（Figure 5）．これにより，凍結時の氷晶（クリスタ
ル）形成を防止する．この工程がないと，通常のクライ
オスタットによる薄切ができない．蔗糖溶液を軽くぬ
ぐった後，凍結用包埋剤（OCTコンパウンド）に包埋し
て，液体窒素で凍結する．十分凍結し，通常通り，クラ
イオトームで薄切が可能である．2

ホルマリン加温固定の場合，スライドグラスから脱落
しやすいので，シランコートのスライドグラスを使用し
て，脱水，染色を行い，検鏡する．

結 果

対象症例は 15 例で，男性：女性＝7：8であった．組織
型は気管支肺胞上皮型（BAC）が 14 例，乳頭状腺癌が 1
例であった．野口分類では type A 6 例，type B 5 例，type
C 2 例であった．
腫瘍の大きさは，6.0～22.0 mmで平均 11.7±5.4 mm

であった．凍結標本における切除断端距離は 9.0±4.0
mm，パラフィン標本における切除断端距離は 9.3±3.7
mmであった（Table 1）．
病巣の探索について，マイクロウェーブ処理ホルマリ

ン固定法を用いた術中迅速診断では，触診で局在が不明
確な病変について，検出率は 100％で，診断不能の症例
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Figure　6.　Frozen section: microscopic image of a frozen 
section (hematoxylin-eosin [HE] stain ×10) reveals the 
ground-glass opacity to be bronchioloalveolar carcinoma. 
The lesion measured 8 mm in maximum dimension.

Figure　7.　Immunohistochemical staining of the frozen 
section was easily performed with CEA. CEA: carcinoem-
bryonic antigen.

Table　1.　Patient Characteristics

Case Age Gender Pathology Noguchi
classification

Maximum
tumor dimension FS margin PS margin Final

procedure
Multiple
lesions

 1 54 f BAC A  9 mm  8 mm 12 mm partial resection
 2 71 f BAC B-C  9 mm  6 mm  6 mm lobectomy ＋
 3 41 m BAC A  6 mm  8 mm 10 mm partial resection
 4 54 f BAC A 15 mm  6 mm  9 mm segmentectomy ＋
 5 64 f BAC B  8 mm  7 mm  9 mm partial resection
 6 44 f BAC A  7 mm 11 mm 16 mm partial resection
 7 65 f BAC A  6 mm  5 mm  6 mm partial resection
 8 58 m BAC A  6 mm  9 mm  8 mm partial resection
 9 78 f BAC B 10 mm 11 mm 10 mm partial resection
10 58 f BAC B-C 15 mm  3 mm  3 mm lobectomy
11 68 m PAP C 15 mm 16 mm 16 mm lobectomy
12 70 m BAC C 20 mm  7 mm  6 mm lobectomy
13 82 m BAC B 18 mm 18 mm 13 mm partial resection
14 60 m BAC B 10 mm 12 mm  7 mm partial resection
15 66 m BAC B 22 mm  8 mm  9 mm lobectomy ＋

62.2 m 7, f 8＊ 11.73 mm 9.0±4.0 mm 9.3±3.7 mm 9 P, 5 L, 1 S†
＊m: male, f: female, †P: partial resection, L: lobectomy, S: segmentectomy.

はなかった．
薄切前に蔗糖液浸漬工程を省略すると，標本が氷晶化

して，検鏡可能な切片の作製は不可能であった．
切除断端の距離評価に関しては，凍結標本と，パラフィ

ン包埋標本で，ほとんど差はなく（paired t-test；p＝
0.654），ほぼ同等な評価が可能であった．迅速診断後の永
久標本ではHE染色（Figure 6）のみならず，CEA免疫
染色（Figure 7）や EVG染色性も問題なかった．

考 察

肺野末梢型の小型肺癌（特に 1 cm前後の ground-
glass opacity；GGO）の病変を発見したらすぐに切除す
ることは，risk-benefit の見地から必ずしも推奨される方
法とはいえない．実際に経過を観察していると，2年以上
全く変化しない病変も多いうえ，炎症や forcal fibrosis
であった例もある．一方，野口分類1をふまえた画像診断
法の精度も十分と考えられ，3 早期の微小腺癌（野口A～
B型）では，縮小切除が行われている．4-6 また，近年の報
告で，腺癌のmicropapillary pattern 型や，mixed sub-
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type など，画像診断上は比較的小さなGGOを呈してい
るにもかかわらず，予後不良な例もあり7可及的速やか
な診断と治療を要する場合もある．従って，必要な場合
に的確かつ簡便な方法で術中迅速病理診断が可能かどう
かは重要な問題となってくる．
触知できない病巣切除標本における病巣の探索に，

レーザービームとCTを用いた標本の 3次元的切り出し
法などの報告8も見られるが，特殊な施設のみに限定さ
れると考えられる．また迅速診断における野口分類診断
法1に関しても組織構築の評価が重要であるから，虚脱
した肺では特殊な経験が必要と考えられる．術中迅速病
理診断に際して迅速弾性線維染色を行い，線維化の程度
を評価する方法なども報告があり，9 含気型肺癌病巣を
上手く切り出せた場合は優れた方法と考えられる．
切除断端の評価に関しても，虚脱肺の迅速標本では，

断端の洗浄細胞診で実績を出している施設もあるが，10

特殊な施設での難易度の高い検査であると考えられる．
我々は，肺の胸腔鏡下生検ないし切除において，自動

縫合器を用いて部分切除した肺標本を術中診断するにあ
たり，CTマーキングの精度やマーカーの術中migration
の経験，すなわち必ずしもマーカーは腫瘍近傍にないと
いう問題，標本に割を入れ，肺が虚脱すると，病変が行
方不明になるという問題，虚脱肺では組織学的に切除断
端の評価が難しいといった問題を解決すべく，臨床的に
必要な病理学的情報を簡便にかつ的確に得ることを目的
として工夫を行った．
マイクロウェーブ処理ホルマリン固定法自体は，通常

の凍結標本と比べてその利点について報告がなされてい
る．11,12 しかし含気型の肺病変における問題は，マイク
ロウェーブ処理ホルマリン固定後の肺胞内の水分が凍結
した組織の氷晶化であった．クライオトームでは氷晶を
多量に含む組織の薄切は非常に困難であり，野口分類1

の正確な評価は期待できなかった．これを可能にしたの
は，蔗糖液によるわずか 30～60 秒の浸漬によるもどし工
程であり，非常に単純な工程の追加のみで容易な標本作
製が可能となった．
第 1例目の報告2以来，少しずつ工夫を重ねてきたた

め氷晶防止の蔗糖液や，ホルマリン溶液濃度などが現在
と異なるが，基本的な作業工程にはほぼ変更なく 10 年を
経ている．また，現在は蔗糖液浸漬の代わりに，20％ト
レハロース溶液を用いた浸漬法を導入しているが，切片
作製時の凍結標本の粘性を低減することができ，さらに
切片の作製が容易となった．染色性にも問題はない．ま
た，最近ではマイクロウェーブ処理によるホルマリン固
定標本でも遺伝子の解析なども可能になってきており，
培養が必要な病変以外は，局在，組織構築診断，断端評

価がすべて簡便にかつ迅速に行うことができている．迅
速標本と後日作製した通常のパラフィン包埋標本を比較
した結果でも，野口分類や腫瘍の大きさ，断端距離など
において差はなく，必要な免疫染色による評価も問題な
かった．以上の観点から，ごく微小な肺癌，特に含気型
の早期腺癌の探索法と，臨床的な病理診断法にとって有
用な方法と考えられた．
留意点として，加熱ホルマリン蒸気による環境汚染に

対しては十分な設備上，安全管理上の注意と対策が必要
であることはいうまでもない．
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