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REVIEW ARTICLE

FISHにて 9p21 ホモ接合性欠失を示す胸膜悪性中皮腫細胞の
形態学的特徴
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ABSTRACT━━ Background and Objective. The cytologic diagnosis of malignant pleural mesothelioma (MPM) in
effusion smears is important, as most patients first present with pleural effusion. However, the lack of both well-
established immunocytochemical markers and definite cytological criteria for MPM makes it difficult to discrimi-
nate MPM from reactive mesothelial cells (RMC) in effusion. Moreover, the presence of both MPM cells and RMC
in effusion specimens from the same patient makes differentiation more difficult. The homozygous deletion of the
CDKN2A�p16 gene in the 9p21 locus frequently occurs in MPM but has never been reported in RMC. The aim of
this study was to define the cytomorphological characteristics of MPM cells in effusion by identifying them on the
basis of the presence of p16 homozygous deletion by means of fluorescence in situ hybridization (FISH). Study De-

sign. For the above purpose, cells on smear preparations were recorded using a virtual microscope system, and
then analyzed by FISH. Thereafter, p16 homozygous deletion-positive cells were identified in the recorded virtual
slides, followed by analysis of their morphological characteristics. Results. Compared with p16 deletion-negative
RMC, p16 homozygous deletion-positive mesothelioma cells exhibited significantly more frequent cell-in-cell en-
gulfment including hump formation, multinucleation (in particular, more than 3 nuclei), and larger multicellular
clusters composed of more than 10 cells. Conclusion. The above findings were useful in the cytological differentia-
tion of MPM from RMC cells. The combination of virtual microscopy and FISH was also shown to be useful for tu-
mor morphological analysis.
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要旨━━背景と目的．悪性胸膜中皮腫（MPM）患者の
多くは胸水にて発症するので，胸水細胞診による診断は
重要である．しかし，MPMに対する免疫細胞化学的マー
カーの欠如と細胞診上の確固たる診断基準が未確立であ
るため，MPMと反応性中皮細胞（RMC）の鑑別を困難

にしている．さらに胸水中にMPM細胞もRMCもとも
に存在することがその鑑別を一層困難にしている．染色
体の 9p21 領域に存在する CDKN2A�p16遺伝子のホモ
接合性欠失は，MPMにおいて高頻度に認められるが，
RMCにおいてはいまだに報告がない．この研究の目的
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Figure　1.　A. Role of the p16 tumor suppressor gene in cell cycle regulation. p16 regulates the phos-
phorylation of the Rb protein through inhibition of cyclin-dependent kinase 4 (Cdk4). B. The outline of 
p16 (9p21 locus) on FISH. A normal pattern shows 2 signals in each in a nucleus for the red 
fluorescence-labeled 9p21 locus probe and the green fluorescence-labeled centromere probe. Homozy-
gous and heterozygous deletion demonstrates loss of both or one of the 9p21 signals (red), respectively.

は，fluorescence in situ hybridization（FISH）を用いて，
胸水細胞診標本から，p16のホモ接合性欠失を有する
MPM細胞を同定し，その形態学的特徴を明確にするこ
とである．研究計画．上記の目的のため，胸水細胞診標
本をバーチャルスライド化して，その形態を保存した後，
同標本を用いてFISHを行った．FISHにて p16遺伝子の
ホモ接合性欠失を示す細胞をバーチャルスライド上より
同定し，その形態学的特徴を解析した．結果．p16遺伝子
のホモ接合性欠失を示すMPM細胞は，p16遺伝子欠失

のないRMCと比較して，有意に多くの細胞相互封入所
見（ハンプ形成を含む），3核以上の多核細胞，10 個以上
の細胞より成る大型の細胞集塊を認めた．結論．今回の
研究より，上記の細胞の特徴がMPM細胞とRMCの鑑
別に有用であることが明確となった．また，バーチャル
スライドとFISHの組み合わせが腫瘍細胞の形態学的解
析にとって有用であることも示された．
索引用語━━胸膜中皮腫，細胞診，FISH，9p21 ホモ接
合性欠失，p16

はじめに

悪性胸膜中皮腫は生物学的に aggressive な腫瘍で，予
後が悪く，診断されてからの平均生存期間は 9～17 ヶ月
と報告されている．1 予後の悪さは，少なくとも一部は早
期における診断の難しさによっている．54～89％と報告
によって幅はあるが，胸膜中皮腫患者の多くは胸水にて
発症するので，画像手段は有用でなく，細胞診が最初の
診断を担うこととなる．2-4 肺癌との鑑別は適切な免疫細
胞学的マーカーパネルの選択によって可能であるが，反
応性中皮細胞との鑑別は，確固たる形態学的 criteria が
いまだに確立されていないことや適切な免疫細胞学的

マーカーがないこともあって困難なことが多い．4 さら
に細胞診標本上に腫瘍細胞のみならず反応性中皮細胞も
存在することも問題を難しくしている．
中皮腫における染色体 9p21 領域の欠失が 1994 年に

報告されて以来，5 報告によってばらつきはあるが，中皮
腫の 22～92％に欠失陽性と報告されており，組織や細胞
診 標 本 に お け る fluorescence in situ hybridization
（FISH）によるこの欠失の検出が診断に有用だと指摘さ
れている．4-12 9p21 領域にはサイクリン依存性キナーゼ
阻害因子 2A�p16 遺伝子（CDKN2A�p16）が含まれてい
る．p16 は INK4 ファミリーの 1つで（p16INK4a），Cdk4
と結合し，そのキナーゼ活性を阻害するインヒビターと
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Figure　2.　An overview flowchart of the morphological 
analysis of p16 homozygous deletion-positive mesothelioma 
cells.

して同定された（Figure 1A）．13 FISHでは，相同染色体
上の 9p21 領域を 2つとも欠失するホモ欠失と，1つだけ
を欠失するヘテロ欠失として認められる（Figure 1B）．こ
の 9p21�p16欠失の重要な点は，組織にしても細胞診に
しても，反応性中皮組織�細胞ではいまだに陽性例の報告
はないという点である．4,6,7,9-12

この研究の目的は，細胞診標本上に存在する中皮腫細
胞と反応性中皮細胞を区別するために，FISHにて 9p21�
p16欠失陽性を示す中皮腫細胞のみを選択し，その形態
学的特徴を解析して，細胞診による中皮腫診断に役立て
ようというものである．まず p16 FISHの方法改良に取
り組み，ホモおよびヘテロ接合性欠失のカットオフ値を
設定して，細胞診に応用した．細胞診標本ではバーチャ
ルスライドとFISHの組み合わせで欠失陽性細胞の同定
を行った．

方 法

Figure 2 に示すように悪性中皮腫および反応性中皮
過形成組織を用いて p16 FISHのカットオフ値設定を行
い，それに基づいて細胞診標本の検討�判定も行った．中
皮腫細胞診標本は，まずパパニコロー標本をバーチャル
スライド（NanoZoomer 2.0-HT，浜松ホトニクス）化して
保存した後，同標本を用いて p16 FISHを行った．次にホ
モ接合性欠失を示す細胞を保存したバーチャルスライド
上でマークし，その細胞の形態解析を行った．同様に，

反応性中皮細胞を含む標本からは正常パターンを示す細
胞をマークして，コントロールとして用いた．
用いた標本は，胸膜中皮腫組織 45 例（上皮型 33 例，

肉腫型 4例，二相型 5例，lymphohistiocytoid variant 1
例，desmoplastic variant 1 例，well differentiated papil-
lary variant 1 例），反応性中皮過形成組織 36 例（ブラ切
除例），胸膜中皮腫細胞診 10 例（上皮型 10 例），反応性
中皮細胞診 10 例（結核性胸膜炎 4例，肺癌 3例，乳癌 1
例，循環器疾患 1例，ブラ 1例）である．細胞診標本は
すべて組織学的に診断の確認された症例を用いた．
FISHプロトコール

Vysis 社 の CDKN2A（p16）probe（LSI p16�CEP 9
probe）（Abbott Japan）を用いた． 組織標本は脱パラ後，
蒸留水に浸漬．細胞診標本は，キシレン，アルコール処
理後，蒸留水に浸漬し，カルノア液にて再固定（室温 15
分）後，蒸留水に浸漬．これより両標本ともに共通の過
程となる．2×SSC溶液に馴染ませた後，前処置液
（DAKO）にて 95℃ 10 分（組織）80℃ 15 分（細胞診）の
処理を行う．次にTris-buffered saline（TBS）に馴染ませ
た後，酵素処理（ペプシン，DAKO）を行い，10％中性
緩衝ホルマリンにて後固定（室温 5分）．2×SSCに浸漬
後，TBSで洗浄．アルコール（70％―80％―100％）浸漬
（各 1分）後，乾燥させ，プローブを添加．加熱変性（85℃
5 分）後，ハイブリダイゼーションを行う（37℃ 48 時間）．
2×SSCに浸漬後，Washing I 液（0.3％ Tween 20 加 2×
SSC，72～75℃ 2 分）およびWashing II 液（0.1％ Tween
20 加 2×SSC，室温 5分）にて混和洗浄．2×SSCおよび
蒸留水で洗浄後，冷風にて乾燥し，4’,6-diamidino-2-
phenylindole（DAPI）で封入．
各症例とも少なくとも 100 個の細胞の欠失の有無を解

析した．

結 果

組織標本を用いた p16 FISH

反応性中皮過形成組織におけるホモまたはヘテロ接合
性欠失，正常パターンを示す細胞の割合はそれぞれ 5％，
35％，65％で（平均値），ホモおよびヘテロ接合性欠失に
対して平均＋3 SD（標準偏差）でカットオフ値を設定す
ると，それぞれ 10％，50％となった（Figure 3）．中皮腫
症例の 93％（42�45）がホモ接合性欠失を示し，ヘテロ接
合性欠失は 24％（11�45）に認められた．ヘテロ接合性欠
失陽性症例は 1例を除いてすべてホモ接合性欠失も陽性
であった．つまりホモ接合性欠失陰性症例のうち 1例は
ヘテロ接合性欠失陽性であった．従って感度は 95％（43�
45），特異度は 100％である．これまでの報告と比較して
問題はなく，この判定に従って細胞診標本の解析も行っ
た．
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Figure　3.　p16 FISH patterns in tissue sections of reactive mesothelial hyperplasia 
(RMH) (A) and malignant pleural mesothelioma (MPM) (B). The numbers of cells exhibit-
ing each p16 FISH pattern are shown (mean±standard deviations of the mean). Based 
on the results shown in A, cutoff values for homozygous and heterozygous deletions 
were set as 10% and 50%, which are shown as dotted lines in B. In MPM, homozygous 
or heterozygous deletion-positive tumors were 93% (42/45) and 24% (11/45), respectively.

細胞診標本における p16 FISH

中皮腫細胞診標本は上記のカットオフ値に従って判定
すると，全例ホモ接合性欠失陽性で，ヘテロ接合性陽性
症例も 2例認めた．反応性中皮細胞症例は全例陰性で
あった（Figure 4）．
中皮腫細胞診標本上には中皮腫細胞とともに反応性中

皮細胞も含まれていると考えられる．そこで，p16 FISH
にてホモ接合性欠失を示す細胞，言い換えれば腫瘍細胞

として矛盾のない細胞のみを，あらかじめ記録しておい
たバーチャルスライド上より選択し，その形態学的特徴
を正常中皮細胞と比較検討した．対照となる正常（反応
性）中皮細胞は，反応性中皮細胞診標本上で p16 FISH
にて正常パターンを示した細胞を，これもあらかじめ記
録しておいたバーチャルスライド上より選択してその形
態を解析した．Figure 5 に細胞診 FISHの実例を示す．
p16ホモ接合性欠失陽性の中皮腫細胞では反応性中皮細
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Figure　4.　p16 FISH patterns in cytologic preparations of reactive mesothelial hyperplasia 
(RMH) (A) and malignant pleural mesothelioma (MPM) (B). According to the cutoff values de-
termined in p16 FISH in tissue, all MPM cases were homozygous deletion-positive, whereas all 
RMH cases were negative for both homozygous and heterozygous deletions. Two cases of 
MPM were also positive for heterozygous deletion.

胞に比べて，ハンプ形成を伴う相互封入所見（Figure
5A，5B）を高頻度に認め，この差は統計学的に有意であっ
た（Figure 6A）．同中皮腫細胞には多核細胞（Figure 5C）
も多く認めた．2核までの細胞は反応性中皮細胞にも認
め得るが，3核以上の細胞は中皮腫細胞に有意に多く見
られた（Figure 6A）．細胞集塊の大きさと数の比較にあ
たっては，FISHによるホモ接合性欠失は細胞の重なり
の少ない辺縁でのみしか確認できない．そこで，90％以

上がホモ接合性欠失細胞より成る症例において（7例），
その大きさと数の検討を行った．10 個あるいは 100 個以
上の細胞より成る集塊は有意に中皮腫に多く認められた
（Figure 6B）．また，中皮腫の集塊はより 3次元的で，球
形，乳頭状を成すが，反応性中皮ではより平面的で小さ
な集塊が多く認められた．
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Figure　5.　Cytologic features of mesothelioma cells harboring homozygous deletion on p16 FISH. The right-sided 
photos are p16 FISH photos, while the left-sided ones are Papanicolaou-stained smears. The same cells are shown in 
the right- and left-side photos of A, B and C, respectively. Cell-in-cell engulfment with (B) or without (A) hump forma-
tion and bi- or trinucleation (C) are shown.

結 論

この研究によってまず特筆すべきは，これまで亀井ら
によって指摘され，14,15 またこの 3年間にわたって日本
肺癌学会細胞診改定委員会 中皮腫細胞診評価ワーキン
ググループ（亀井グループ長）の大規模研究（中皮腫細
胞診 200 例の検討）によって中皮腫細胞の特徴だと示さ
れたものが，p16 FISHにてホモ接合性欠失を示す腫瘍細
胞の特徴とほぼ同じであることが確認されたことであ
る．今後 20～30 年間にわたって中皮腫症例の増加が想定
される中，臨床医の努力によって早期の段階で発見され
る症例が増えてきつつあるが，その診断において胸水細
胞診の果たす役割は益々大きなものになると考えられ
る．その診断の基準作りにおいて，ワーキンググループ
によって示された提案に一定の科学的裏付けを与えるこ
とができたと考えている．
これまで p16 FISH法の改良に取り組み，現在のプロ

トコールで組織標本を用いた検討では感度約 95％，特異
度 100％である．これまでの報告との比較をTable 1 に
示す．6,7,9-12 9p21�p16欠失の最大の特徴はその特異度に
あり，反応性中皮にはいまだに陽性症例の報告がないこ
とである（0�161）．標本の古さと感度に関しては，我々
のプロトコールによってシグナルを得られる率は，パラ

フィン包埋組織標本では 10 年前のものでも約 93％であ
るが，細胞診標本（パパニコロー染色標本）では 1～2
年前のもので 25％，3年以前のものでは全く得られなく
なる．プロトコールのさらなる改良とともに，臨床的に
中皮腫の想定される症例では，パパニコロー染色標本作
製時に p16 FISH用にアルコール固定未染標本も作製し
ておき，パパニコロー染色標本の検鏡にて中皮腫の疑わ
れる際には迅速にFISHにまわすこと，また量的に可能
であればセルブロック標本を作製し，これをFISHにま
わすことが肝要だと考える．セルブロック標本では，複
数枚の同じ標本の作製が可能となるので，FISHの際の
酵素処理の微調整が可能となり，現在までのところほぼ
全例でシグナルが得られている．
近年 p16 FISHにおいて，ホモ接合性欠失のみならず

ヘテロ接合性欠失のカットオフ値の設定によって，ヘテ
ロ接合性欠失を有する中皮腫の診断が可能になるとの報
告がある．7,11 その中には p16のmethylation の確認され
たものもある．我々の検討でも，組織での p16 FISH陽性
症例の中で，ヘテロ接合性欠失が優位な症例が 16 例（16�
45，36％）認められた．そのうち 11 例ではヘテロ接合性
欠失は 50％以上（陽性）で，ホモ接合性欠失は 40％未
満である．組織標本でのヘテロ接合性欠失カットオフ値
は約 50％である一方，細胞診標本では現時点で約 30％
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Figure　6.　Cytologic features of mesothelioma cells with 9p21 homozygous deletion and reac-
tive mesothelial cells with a normal 9p21 pattern. A. The presence of cell-in-cell engulfment 
with or without hump formation and multinucleated cells was examined in mesothelial cells 
demonstrated to have 9p21 homozygous deletion on FISH analysis (total, 1198 cells from 10 me-
sothelioma cases), and reactive mesothelial cells shown to have the normal 9p21 pattern on 
FISH analysis (total, 1131 cells from 10 reactive pleural effusion cases). For this purpose, cells 
with 9p21 homozygous deletion or a normal pattern were marked on the photos recorded by 
the virtual microscope system, and were then subjected to morphological analysis. B. The 
numbers of multicellular clusters were examined according to their sizes in 1731 cells obtained 
from 9p21 homozygous deletion-predominant mesothelioma cases and 1939 cells from reactive 
pleural effusion cases with the normal 9p21 pattern.

Table　1.　p16 (9p21) Deletion in Mesothelioma - Assessment by FISH

T/C

Homozygous deletion Heterozygous deletion

mesothelioma RMC mesothelioma

Chiosea et al. 2008 T 35/52 (67%) 0/40 (0%)
Dacic et al. 2008 T 21/35 (60%)
Takeda et al. 2010 T 35/40 (88%) 0/18 (0%)
Illei et al. 2003 C 12/13 (92%) 0/19 (0%)
Onofre et al. 2008 C 16/33 (48%) 0/39 (0%) 14/33 (42%)
Chung et al. 2010 T 23/54 (43%) 0/11 (0%) 10/54 (19%)
Our study T 42/45 (93%) 0/34 (0%) 11/45 (24%)

RMC, reactive mesothelial cells; T, tissue; C, cytology.
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であるので（未発表データ），組織においては約 20％程
度のアーチファクトの存在も考えられるが，ヘテロ接合
性欠失優位の中皮腫がある可能性も現時点では否定でき
ない．特に早期の中皮腫ではその割合が高いかもしれず，
今後の検討課題と考えている．
細胞診標本のバーチャルスライド化と p16 FISHの組

み合わせによるホモ接合性欠失細胞の形態解析の試みは
我々の渉猟し得た限り初めての試みである．新たな方法
論として他の腫瘍の形態解析にも応用可能であろう．

本論文内容に関連する著者の利益相反：なし
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