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Summary

　The　aim　of　this　study　was　to　evaluate　the　utility　of　liquid－based　cytology（1．BC）for　diag－

nosis　of　oral　mucosal　lesions，　compared　with七he　conventional　smear　cytology．　Specimens

were　taken丘om　the　same　pa七ient　by　the　both　conventional　and　LBC　preparation　methods．

Samples　were　stained　with　papanicolaou　and　PAS　s七ainings　according　to　standard　meth－

ods．　RNA　and　protein　were　isolated　from　LBC　samples．　The　cytological　features　of　LBC

samples　showed　similar　quality　to　those　of　conventional　ones．　In　addition，　RNA　and　protein

could　be　detec七ed　firom　LBC　samples．　In　conclusion，　LBC　specimens　are　usefu1　not　only　for

cytological　diagnosis　but　also　fbr　gene　and　protein　analyses　in　oral　lesions．

緒 言

擦過細胞診は，生検よりも外科的侵襲が少ない

ため被験者にとって負担が少なく病変部の細胞状

態を観察できる優れた検査方法であり，口腔領域

だけでなく婦人科や呼吸器科などで広く普及して

（2010年10月18日受付　2010年12月2日受理）
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いる．婦人科領域では，子宮がん検診で細胞診を

検査方法として使用し，病変の早期発見に繋がり

死亡率が低下することは知られている1）．しか

し，細胞診の診断は熟練が必要であり，診断に苦

慮する症例も多くみられる．また，採取細胞の状

態によって診断が困難となることも少なくない．

こうしたことから，最近では検体および診断の規

格化が進められ，米国ではべセスダシステムを導

入することによって精度管理を行っている2）．本

邦においても婦人科領域の細胞診ではべセスダシ

ステムを用いた診断が普及しつつある3）．

　細胞診の細胞採取には，ブラシ，綿棒，穿刺吸

引等が用いられ，採取細胞を直接スライドガラス

へ塗抹することによって細胞を診断する直接塗抹

細胞診（conventional　cytology）が多く用いられ

ている．しかし，細胞塗抹時に細胞の乾燥や破壊

などによって診断困難な不適切標本が存在するな

どの問題点がある4・5）．そこで近年，検体の精度管

理に有効である液状化細胞診（Liquid－Based

Cytology，　LBC）法の導入が勧められている3）．

LBC法は，採取細胞を液状化処理し標本作製を

行う方法である．従来の直接塗抹細胞診に比べ検

体の均一化，検鏡・診断時間の短縮や不適切標本

の減少などの利点が挙げられているが，標本作製

の手技が煩雑で，試薬等が高価なことなどが問題

点として指摘されている4・5）．一方で，LBC法は，

細胞検査だけでなく，ウイルス感染等の検査にも

応用可能で，子宮頸癌の発生に関与するといわれ

るHPVの同定にも使用されている6）．

　婦人科領域でのLBC法は普及しつつあるが，

口腔領域で実施する施設はいまだに少ない7・8）．そ

こで，口腔領域におけるLBC法の細胞診断と分

子生物学的診断への有用性を検討した．

方 法

細胞診標本の作製

　擦過細胞診を必要とする成人の検査対照者5例

と，口腔粘膜に病変を持たない成人1例の細胞を

用いた．通常の擦過細胞診と同様に，口腔粘膜を

歯間ブラシで擦過して細胞を採取した．LBC法

はSurePath［「M法（Becton　Dickinson，　Fran］din

Lakes，　USA）のBDサイトリッチ標本作製手順

に準じて行った．今回我々は，SurePathTM法に

若干の方法を改変した我々独自の変法（以下

MDU変法）を用いた．　MDU変法では，2mlの

SurePathTM保存液サイトリッチブルーを分注し

た5mlのサンブルチューブ（BIO－BIK，大阪）

を用いた．採取細胞は，歯間ブラシに付着させた

まま5m1のサンプルチューブ内の保存液中に浸

漬し，常温で30分間固定を行った．固定後，撹拝

機にて歯間ブラシから細胞を完全に分離した後

に，ブラシを除去した．保存液を常温で800G，10

分間遠心分離した後に上清を除去し，スライド硝

子1枚につき精製水200plの割合で懸濁した．専

用のラックとチャンバーは使用せず，プレコート

スライド（Bec七〇n　Dickinson，　Frank　lin　Lakes，

USA）にダコペン（Dako，　Glostrup，　Denmark）

にて細胞塗抹範囲（25x25　mm）を設定し，懸

濁液を分注し10分間静置した後に，95％エタノー

ルにて固定を行った．染色は通法に従い，パパニ

コロウ染色およびPAS染色を行った．対照群

は，直接塗抹細胞診標本を用いて比較した．

RT－PCR
　採取した細胞をSurePathTM保存液サイトリッ

チブルーで常温30分間固定した．固定後800G，

10分間遠心分離し，上清を除去し実験に用いた．

対照には，未固定の細胞を用い，PCR反応には

陽性コントロールを用いた．Trizol（invitrogen，

Carlsbad，　USA）を500μ1加えフェノール・クロ

ロフオルム法にてtotal　RNAを抽出した．　Super－

ScriptTM　First－Strand　Synthsis　System（invi－

trogen，　Carlsbad，　USA）の製品プロトコールに

従ってcDNAを合成し，ハウスキーピングジー

ンであるHumanβ一actin　RT－PCR　primer　set

（TOYOBO，大阪）増幅長645　bpとHuman　G　3

PDH　RT－PCR　primer　set（TOYOBO，大阪）増

幅長983bpのプライマーにてPCR法でDNAを

増幅した．PCR反応液は，　Premix　Taq⑧

一XTaq（T㎜，滋賀）25μ1にプ
ライマー各1μ1（0．4pM），　template　DNA各1

μ1を加え，陽性コントロールにはprimer　setに

付属のPositive　Control　DNAを1μ1（107copies／

μ1）加え，nuclease不含水で全量50μ1に調製し

た．PCR反応は，95℃で3分間を予備加熱と

し，95℃で15秒間，60℃で1分間を35サイクル行

い最後に72℃で7分間伸長反応を行った．各

PCR産物！0μ1をDNAサイズマーカー（100bp

DNA　Ladder，　TAKARA，滋賀）と共に2％アガ
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ロー・一スゲル（アガロースME，岩井化学，東京）

にて100vで30分間電気泳動（i－Mupid　J，　Ad－

vance，東京）の後に，エチジウムブロマイドで

染色を施し紫外線照射下にて撮影した、

Western　blot

　採取した細胞をSurePath［［M保存液サイトリッ

チブルーで常温30分間固定した．固定後に常温で

800G，10分間遠心分離した細胞をSample　Buffer

（invitrogen，　Carlsbad，　USA）で溶解し，タン

パク質を抽出した．細胞採取後に未固定でSam－

ple　Bufferに溶解した細胞を対照とした．　Nu－

PAGE⑧　MES　SDS　Running　Buffer（invitrogen，

Carlsbad，　USA）を用い，　NuPAGE⑧　4－12％Bis

－Tris　Gel（invi七rogen，　Carlsbad，　USA）でSDS

－PAGEを行った．泳動終了後，タンパク質を

セミウエット法にてpolyvinylidene　difluoride

（PVDF）膜（invitrogen，　Carlsbad，　USA）に30

V，80分間で転写した．転写終了後，5％skim

milkを含む0．1％Tween　20／TBS緩衝液を用いて

常温で60分間ブロッキングを行った．0．1％

Tween　20を含むTBS緩衝液で3回洗浄後，抗

Cytokeratin　5抗体（Leica，　Newcastle，　UK）を

4℃，12時間反応させた．抗体の希釈倍率は，1：

1000で行った．その後，0．1％Tween　20を含む

TBS緩衝液で3回洗浄し，　horseradish　peroxi－

dase標識抗マウスlgG抗体（GE　Heal七hcare，

Buckinghamshire，　UK）を常温で60分間反応さ

せた．0．1％Tween　20を含むTBS緩衝液で3回

洗浄し，ECL　（GE　Healthcare，　Buckingham－

shire，　UK）を作用させ，　X線フィルム上でタン

パク質を検出した．

結 果

　LBC法では，多数の多角形で小型核を有する

表層細胞がパパニコロウ染色で確認できた．これ

らの細胞は，オレンジGで淡赤色ないし橿赤色

に染色する上皮表層細胞とライトグリーンで淡青

緑色に染色される表層細胞に染め分けされた（図

1A）．直接塗抹標本でも同様に上皮表層細胞が

採取され，染色性も淡赤色ないし榿赤色に染色さ

れる細胞と淡青緑色に染色される表層細胞に染め

分けされた（図1B）．直接塗抹標本と比較して

LBC法は，1視野で観察される細胞数は多かっ

た（図1A，　B）．　LBC法では，赤血球は淡赤色
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に染まり軽度に溶血し，赤血球が上皮細胞等と重

なること無く細胞観察が容易に行えた（図1

C）．一方，直接塗抹標本の赤血球は赤色に染ま

り，他の細胞と重なることで細胞観察が困難だっ

た（図1D）．　LBC法での傍基底細胞は，濃青緑

色に染色される核および暗青紫色から暗赤色に染

色される核小体が観察できた（図1E矢印）．直

接塗抹標本でもLBC法と同様に，核や核小体が

明瞭に確認できた（図1F矢印）．　LBC法は，細

胞観察に障害となる過度な染色性の悪化や細胞の

破壊等はみられなかった．しかし，細胞の形態は

LBC法で採取された細胞が軽度に萎縮し，染色

性もやや過染色される傾向があった（図1E，
F）．

　LBC法のPAS染色では，青紺色に染色される

核を持つ上皮細胞が観察された（図2A）．上皮

細胞内には赤紫色に染色されるカンジダの仮性菌

子が明瞭に確認できた（図2A矢印）．直接塗抹

標本の上皮細胞においてもLBC法と同様の染色

性を示し（図2B），仮性菌糸の染色性にも明ら

かな違いはなかった（図2B矢印）．

　LBC法で固定を行った細胞から抽出した遺伝

子は全例で，β一actinは645bpに，　G3PDHは983

bpにバンドを確認した（図3）．未固定細胞から

も同様にβ一actinとG3PDHを検出した．陽性

コントロールは，β一actinの645bp，　G3PDHの

983bpに一致してバンドを認めた（図3）．　LBC

法と未固定の細胞から抽出した遺伝子は，陽性コ

ントロールと同じ増幅長を得た．しかし，LBC

法では，β一actinに比べG3PDHのバンドがやや

細く，G3PDHの検出率が劣る傾向が伺えた．

　LBC法で固定した細胞は，58kDaにCy－
tokeratin　5のバンドを検出した．未固定の細胞

も同様にCytokeratil15を検出した．　LBC法と

未固定の細胞共に全例でタンパク質が検出された

（図4）．だが，LBC法に比較し，未固定の細胞

ではややバンドが薄かった．未固定の細胞では，

検出感度が劣る傾向が伺えた．

考 察

　細胞診検査において液状化細胞診が注目され普

及しつつある．本研究では，ロ腔粘膜病変に対し

て擦過細胞診が必要とされた症例について直接塗

抹法とLBC法を細胞学的に比較し，さらにLBC
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　　　　　　　　　　　　　　　　図1：直接塗抹法とLBC法のパパニコロウ染色
　オレンジGに好染の表層細胞からライトグリーンに淡染する中層細胞がLBC法（A）と直接塗抹法（B）で染色された．出血

性背景は直接法に比べLBC法では軽減され細胞観察が容易であった（図C，　D）．核の形態や染色性はLBC法（図E）と直接塗

抹法（F図）で差は無く，核小体も明瞭であった（図E，F矢印）．

　スケールバー：50μm（A，B，　C，　D）．スケールバー：10μm（E，　F）．
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　　　図3：RT－PCR法による遺伝」㌘発現の検出

　p－actinとG3PDHのmRNAはt　LBC法，未固定および
陽性コントロールで検出した．

　レーン1：LBc法，　レーン2　：未1・lfl定，　レーン3　：1場ヤ1・

コントロール

　　図4：Western　blotによるタンパク質検出．

Cytokeratin　5をLBC法と未固定の検｛イsより検出した．

レーン1：LBC法，　レーン2　：未固定

法の分子生物学的な診断への応川を検討した．

　現在，日本で主に使川されているLBC法には

SurePathTM法，　ThinPrep’Esノ？去，　TACASTiM法　が

ある／t．いずれのLBC法でも，標本作製に煩雑

なf’順ないし高価な専用機器が必要であるという

欠点がある．特にThinPrep［IR／，法では，塗抹操作

が1’1動化されるが，専川の標本作製機器Thin－

Prepcv，プロセッサが必要で，検体数の少ない施設

では経費的な理由で導入が困難である．　・方，

ThinPrep・iV法は検体処理の精度管理が良好であ

り、短時間で標本作製が可能である．他のLBC

法でも細胞塗抹操作には専川のホルダー等が必要

とされる．我々のMDU変法でも，採取した細

胞を固定液中に浸漬した後に遠心分離を行うた

め，遠心分離機などの機器が必要であるが，スラ

イドガラスへの塗抹手技は細胞塗抹範囲をペンで

設定するだけと容易で，設備投資も安価なので，

いかなる施設でも実施可能であろう．

　今回、パパニコロウ染色とPAS染色を行い比

較したが，直接塗抹法とLBC法の染色性に大き

な差異は無かった．細胞の形態については，細胞

学的にLBC法では，細胞が軽度に萎縮し，核が

やや過染される傾向がみられたが，その変化は僅

かであり診断ヒ問題はなかった．細胞採取irtに関

する報告では，直接塗抹法に比べLBC法はより

多くの細胞をスライドガラスに塗抹できるため

に，病変の全体像の把握には優れた方法であると

報．告されている‘1．本研究においてもLBc法で

は，1視野で観察される細胞数が多かった．これ

は，採取細胞の多くを効率良くスライドガラスに

塗抹でき，なおかつ細胞塗抹範囲の狭いLBC法

の利点が反映されたのであろうと考える．LBC

法で出血性背景が軽減されることは，既に報告が

なされているL1，）．本研究においてもLBc法では

赤1flL球が軽度に溶1「［Lするために背景の明度がヒ昇

し，細胞の詳細な観察が可能であった．このこと

は，擦過1時に出lfll．することが多い日腔癌の細胞診

においてLBc法の有川性は高いと考えられる．

　LBC法は，細胞を直接固：ii　l夜に懸濁するため

細胞を乾燥させる必要のあるギムザ染色には不適
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である．血球の観察に優れるギムザ染色の必要な

悪性リンパ腫等の血液疾患を疑う場合には直接塗

抹法を選択する必要があり，臨床診断等の事前情

報を臨床医と共有することが重要であると考え

る．また，血液疾患では遺伝子異常がよく知られ

ているため，ギムザ染色と併用してLBC法を行

い同時に遺伝子検索も行うことは診断上極めて有

用である．

　LBC法による遺伝子の保存性に関する報告で

は，培養細胞を用いてDNAとRNAの検出が可
能であると報告されている11）．本研究においても

LBC法からRNAの検出が可能であった．しか

し，増幅長が長くなるとやや検出感度が悪くなる

傾向がみられた．対策としてプライマーを設計す

る際に増幅長を短く設計を行うことも一案であ

る．今回用いた方法でWestern　blot法を行うこ

とによりタンパク質を検出することで，LBC法

の新たな可能性が示唆されたが，タンパク質の検

出に差がみられた．これは，LBC法が細胞の採

取量に依存するために生じたものと考えられる．

定量的な解析を行うための方法を今後検討してい

く必要があろう．

結 語

　ロ腔疾患におけるLBC法は，子宮癌等と同様

に検体の精度管理や，細胞観察の障害となる出血

等の問題を軽減できる優れた検査方法であると考

える．さらに本研究で用いたMDU変法は，他

のLBC法と比較しても煩雑な標本作製を簡略化

し経費を最小限に抑えることができた．また

RNAやタンパク質の保存性も良く，遺伝子異常

に基づく疾患などの補助的診断のためにLBC法

を取り入れることは非常に有用であると考えられ

た．今後はさらに多くの症例でLBC法を用いた

分子生物学的な診断について検討していく予定で

ある．

　本研究の一部は2009年度松本歯科大学推進研究

費の補助を受けて行った．また，本研究は松本歯

科大学倫理委員会の承認を受けて行った．
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