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Summary

　　We evaluated the stability of RNA stored in liquid–based cytology (LBC) medium for 
long periods. Specimens were taken from the five volunteers using LBC preparation meth-
ods. Experimental samples were preserved at one day, three days, seven days, one month, 
two months and three months in the medium at room temperature. The RNA was routine-
ly extracted from each specimen, and amplified using human β–actin after reverse tran-
scription method. In all cases, 186 bp β–actin bands were successfully detected until sev-
enth days. However, the detection of RNA was impossible in some cases of one–month, 
two–month and three–month groups. These results suggest that the LBC method is supe-
rior in the preservation of RNA.
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緒　　　言

　液状化検体細胞診（Liquid–Based Cytology: 
LBC）法は細胞診における検体の精度管理に有
効であり，米国ではLBC法で採取された検体を
用いて細胞採取が行われ，ベセスダシステムにて
細胞診の評価が成されている1,2）．また，LBC法の
利点は細胞形態の観察に優れるだけでなく，採取
された検体からDNAやRNAを回収できることも
挙げられている3,4）．婦人科領域では細胞形態を観
察する細胞診断だけでなく，子宮頸癌の発生に関
与するHPVの検索を分子生物学的手法にて行っ
ている5,6）．LBC法は婦人科を筆頭に乳腺，泌尿器
および呼吸器など様々な領域でその有用性の高さ
が示されている₇–10）．
　RNAは唾液や汗などの体液中に含まれる
RNaseによって分解される．RNaseはいたると
ころに存在するため，RNAは非常に分解されや
すく不安定であることが知られている．口腔内は
唾液や細菌および真菌等が常に存在しRNaseが
多量に存在するため，RNA抽出には不適な環境
である．我々は，このようなRNA抽出が困難な
口腔粘膜から，SurePath法を用いたLBC法で
RNA抽出が可能であることを報告している3）．し
かし，LBC法を用いた採取細胞のRNA保存性に
関する報告は少なく4），LBC保存液中でのRNA保
存性に関する検討は行われていない．
　そこで本研究は，口腔粘膜よりLBC法で採取
された細胞の保存期間によるRNA抽出への影響
について検討した．

材料と方法

　本研究は，松本歯科大学倫理委員会の承認（許
可番号：第0105号）を受けた後に，口頭と文書に
てインフォームドコンセントを行い同意の得られ
た健常成人男女計 5名を被験者として選定した．
　被験者の口腔粘膜を歯間ブラシで擦過し細胞を
採取した．歯間ブラシをSurePathTM保存液サイ
トリッチブルー（Becton Dickinson, Franklin 
Lakes, NJ, USA）に浸漬し，歯間ブラシより採
取細胞を保存液中に遊離させた．被験者あたりサ
ンプルチューブ（株式会社イナ・オプティカ，大
阪） 6本の合計30本の検体を採取した．各検体は
Case 1 からCase 5 の番号を無作為に付与し匿名

化を行った．すべての検体は室温（21℃）で 1日，
3日， ₇日， 1か月， 2か月および 3か月間静置
した．細胞の回収とRNA抽出は落合ら3）の方法に
従い行った．期間毎に 5例ずつを800G，10分間
遠心分離した後に上清を取り除き，回収した細胞
を実験に用いた．回収細胞にTRIzolＲ（Invitro-
gen, Carlsbad, CA, USA）を₇50µl加えフェノー
ル･クロロホルム法にてtotal RNAを抽出し，
RNace A（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）に
て処理しtotal RNAを調整した．回収したtotal 
RNAを吸光度計にて測定し定量した．定量結果
より 1 µgのtotal RNAを用いてSuperScriptTM 
First–Strand Synthsis System（Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA）の製品プロトコールに従い
cDNAを合成した．PCR反応液は，TAKARA EX 
TaqＲ（タカラバイオ株式会社，大津）の製品プ
ロトコールに従い，EX TaqＲを0.125µl，dNTP 
Mixtureを 2 μl，10 ×Ex Taq Bufferを2.5μl混和
した後にプライマー各 1 μl（最終濃度0.4μM）と
template DNA各50ngを加え，nuclease不含水で
全量25μlに調製した．PCR反応は，95℃で 3分
間予備加熱を行い，95℃で10秒間，60℃で30秒間，
₇2℃で 1分間を35サイクルの後に₇2℃で ₇分間伸
長反応を行った．プライマーは，Housekeeping 
Gene Primer Set（タカラバイオ株式会社，大津）
のβ–actin（増幅長186bp）を使用した．各PCR
産物10μlを100bp DNA Ladder（タカラバイオ株
式会社，大津）と共に1.5％アガロースゲル（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，Advance，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
射下で観察した．電気泳動の結果β–actinの
186bpに一致したバンドが認められたものを，
mRNAの検出が可能例とし，LBC保存液中で
RNAが保存されたものと判定した．

結　　　果

　結果をFig. 1 に示す．固定期間 1日群では，全
例でβ–actinの186bpに一致するバンドが得られ
た．Case 3 とCase 5 でやや検出感度が良い傾向
を認めた（Fig. 1 ：lane 1 ）． 3日と ₇日間固定
した群でもβ–actinの186bpに全例バンドが確認
でき，Case 2 とCase 3 でやや濃いバンドが得ら
れた（Fig. 1：lane 2 ， 3 ）．固定時間 1か月群
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では，Case 1 とCase 3 およびCase 5 で186bpの
僅かなバンドが確認されたが，Case 2 とCase 4
では検出できなかった（Fig. 1 ：lane 4 ）． 2か
月間固定群はCase 5 で186bpにバンドが確認でき
たが，Case 2 では僅かでありCase 1 とCase 3 　
およびCase 4 では明らかなバンドを認めなかっ
た（Fig. 1：lane 5 ）．最長固定期間である 3か
月群は，Case 2 でβ–actinの弱いバンドが，ま
たCase 4 でも僅かなバンドの発現があったが，
他では確認できなかった（Fig. 1：lane 6 ）．検
出率の結果をTable 1 に示す．固定期間 ₇日目ま
では，全例でRNAの検出が可能であった（Ta-
ble 1： 1 日から ₇日）． 1か月間固定群は 3例で
RNAの検出が可能で，検出率は60％だった（Ta-
ble 1： 1 か月）．固定期間 2か月と 3か月では 2
例のRNAが検出可能で，検出率は40％であった
（Table 1： 2 か月と 3か月）．以上のように，
固定期間が 1か月を超えると検出率の低下がみら
れた．

考　　　察

　細胞検査において世界的に普及しつつある
LBC法は，形態観察だけでなく様々な検査への
応用が検討されている．腫瘍の診断における遺伝
子解析の重要性は非常に高く，肺癌に代表される
anaplastic lymphoma kinase（ALK）の融合遺

伝子を分子生物学的に検索し分子標的薬の適応を
評価することで癌治療に大きな効果が示されてい
る11,12）．このように遺伝子検査の適応は感染症，
造血器や固形腫瘍および遺伝性疾患の診断のみで
なく腫瘍性疾患の治療法選択にまで拡大してい
る13）．口腔領域における病変でも今後遺伝子解析
に基づく診断や治療が行われることが期待され
る．本研究は，細胞診検体から遺伝子検索を行う
際に問題となる遺伝子の保存期間について検討し
たものである．
　組織中のRNAを抽出する際には，組織採取後
直ちに抽出作業に入るか，それができない場合に
は急速に凍結し，－80℃以下で保存することが推
奨されている14）．遺伝子解析が必要とされる病理
検査、細菌検査およびウイルス検査でも検体の保
存は液体窒素，－80℃および 4℃と低温保存が推
奨されている15,16）．しかし日常の歯科臨床におい
て，細胞採取後直ちに遺伝子抽出作業を行うこと
や，超低温で細胞を保存するための設備を設置す
ることは困難であろう．そこで，検体の保存方法
や運搬に関して検出目的や検体別に様々な報告が
なされている16,1₇）．RNAの抽出を目的とする検体
の取扱いは，RNaseの変性処理やRNA劣化防止
を目的としてグアニジンチオシアネートなどで処
理した後に－80℃で保存するとしている18）．本研
究では採取細胞に特別な前処理を行わずLBC保

Fig. 1：RT–PCR法による遺伝子発現の検出
lane 1 ： 1 日群，lane 2 ： 3 日群，lane 3 ： ₇ 日群，lane 4 ： 1 か月群，
lane 5 ： 2 か月群，lane 6 ： 3 か月群

Table 1：各期間での検出率

1日 3日 7日 1か月 2か月 3か月

検出率 100%
（5/5）

100%
（5/5）

100%
（5/5）

60%
（3/5）

40%
（2/5）

40%
（2/5）
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存液のみを用いて保存したが， ₇日群までは全例
で，さらに 3か月群でもRNAの検出が可能で
あった．自然尿を用いて温度条件を変えて遺伝子
保存性を検討した報告では， 4℃ないし－20℃で
は11日間保存した検体からRNAが検出できると
報告されている19）．本研究では室温（21℃）で行っ
たが，自然尿よりも長期間の保存性が確認され
た．また，培養細胞の保存にLBC保存液を使用
した場合，実験的に ₇日間まではDNAとRNAの
検出が可能であると報告されている4）．口腔から
採取した細胞であってもこれらの研究と同様に ₇
日間までは安定してRNAの検出が可能であった．
この結果からLBC保存液が細胞形態の保存のみ
でなく遺伝子に関しても優れた保存性を有するこ
とが明らかになった．また， ₇日以内であれば
RNA抽出が可能であることから，歯科診療所で
採取された細胞を専門の検査機関へ運搬した後で
も遺伝子解析が可能となるであろう．
　LBC保存液中で長期間保存した細胞からge-
nome DNAやHPVを検出する研究が行われ20），
最長期間で 2年半経過した症例からでもDNAの
検出は可能であったと報告されている21）．しかし，
1か月以上の長期間室温保存した細胞からRNA
を検出した報告は，我々が検索した範囲ではみら
れなかった．本研究の特徴はLBC保存液中で 3
か月間という長期の保存期間について検討した点
で， 1か月を経過するとRNA検出率が低下する
ことを明らかにした．一般に低温保存でも 1か月
以内に抽出作業を行うことが推奨されているが，
これはRNAがきわめて分解されやすい性質を有
していることに基づいている．しかし，この実験
では 3か月間経過後もRNAの検出が可能であっ
た例が存在した．このことは極めて興味深いがど
のような条件がRNA保存性に影響するかは不明
である．採取条件，採取細胞の量，固定までの時
間および保存温度等が影響すると考えられる．今
後は，温度条件，採取細胞量および固定までの時
間などがRNAの保存性に与える影響を検討する
必要があろう．

結　　　語

　LBC法で採取された口腔粘膜細胞は，室温で
₇日間まではRNA抽出に影響がなかった．この
期間は，医療機関と検査機関での輸送および保存

期間の目安として応用が可能であると思われる．
今後，温度条件等を検討することで，より精度の
高い保存条件を設定することが可能となり，検体
の精度管理の改善につながると考えられる．
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