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Application of liquid-based cytology in diagnosis of oral precancerous lesion

KANEKO HIROYASU1），NAKAO JUNA2），EHARA MICHIKO2），
NAGAYAMA MOTOHIKO2），SUMITOMO SINICHIRO1）

口腔粘膜の細胞診は従来ブラシ等で粘膜の病巣を擦過し，そのままスライドグラスに塗抹し，その後，ア
ルコール等で固定あるいは風乾する方法，いわゆる従来法で行われていた 1）．この従来法では 1 回の検体収
量が少なく，基本的な Papanicolaou 染色（PAP 染色）と May-Giemsa 染色の 2 種類程度の検索しか行うこ
とができなかった．また，細胞がスライドグラスの一部に密集してしまうことも多く，塗抹後の標本の乾燥
や固定不足等の問題も回避できないものであった．これらの，従来法細胞診における問題点を解決するため
に，近年，採取に用いたブラシ等から直接専用の固定液に細胞を浮遊させ固定し，その後，専用の装置を用
いスライドグラスに均一に塗抹する液状化検体細胞診（liquid-based cytology，LBC）が導入されつつある 2）．

こ れ ま で 坂 野 ら 3） は 4-nitroquinoline 1-oxide（4NQO） を 用 い た ラ ッ ト 舌 発 が ん 実 験 に よ り，
heterogeneous nuclear ribonucleic protein K （hnRNP K）の検索を行ってきた．hnRNP K は，ラット第
17 番染色体に含まれるがん関連遺伝子の 1 つである RNA 結合タンパク hnRNP ファミリーの 1 つで，主に
mRNA と結合して mRNA の核外輸送，転写，翻訳および修飾に関与している 4，5）．ラット舌がんにおける
正常の粘膜組織と比較した mRNA 発現検討で hnRNP KmRNA は TP53mRNA に比較して上皮性異形成
において有意にタンパクの高発現がみられ，hnRNP K は前がん病変の診断マーカーとして組織学的に有用
であると報告されている 3）．

今回，ラット舌発がんモデルを用いて細胞診と組織診を比較し診断の精度について検討し，さらに
hnRNP K と p53 の免疫組織化学的染色や，mRNA 発現量比較検討への応用による診断精度向上の可能性に
ついても検討した .

キーワード：擦過細胞診，液状化検体細胞診，口腔がん，hnRNP K，p53

Oral cytology has been performed mainly by using the conventional method, in which the lesion of 
the mucosa is scraped, e.g., with a brush, and then the collected cells are smeared on a slide glass. Subse-
quently, the slide is fi xed with alcohol or air dry.1） However, in this method, a limited amount of cells can 
be obtained at one time, and only Papanicolaou and May-Giemsa staining can be used for examination. 
Also, obtained cells are more likely to overlap on the slide glass, and other inevitable problems include dry-
ing of the specimen and insuffi  cient fi xation. Liquid-based cytology （LBC） can be performed without these 
disadvantages; therefore, it has become widely used recently. In this method, cells are collected, e.g., with 
a brush, and it is placed directly into a fi xing solution. Then the cells can be evenly smeared on the slide 
glass in a laboratory. Sakano et al.3） have searched for heterogeneous nuclear ribonucleic protein K（hnRNP 
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遠心チューブ上部の余分な水分は濾紙で除去した．
4） 遠心分離（2 回目）：800 × g 10 分遠心した．
5） 上清をデカント：上清をデカントして除去した．

遠心チューブ上部の余分な水分は濾紙で除去した．
6） 撹拌：沈渣に精製水 1ml を加え，ボルテックスに

て撹拌した．
7） 塗抹：ピペットで 200µl を採取し，セットしてお

いたセトリングチャンバー内へ分注し 15 分間放置
した．

8） 洗浄：スライドラックを逆転させ過剰な水分を除
去し，さらに濾紙で除去した．セトリングチャン
バーの内壁に沿わせて 100% エタノールを 0.5ml
入れ，エタノールですすぐようにスライドラック
を揺り動かして洗浄した．さらに逆転させ，洗浄
したエタノールを捨てた．（この操作を 2 回繰り返
した）．

9） 固定：スライドラックを逆転させたまま 20 秒間，
濾紙の上に置いた．その後セトリングチャンバー
を取り外し，塗抹面が乾燥しないうちに 95％エタ
ノールへ浸漬した．

2　染色と診断
口腔細胞診はベセスダシステムを応用した口腔診断

の診断基準に基づいて診断した 14）．そのフローチャー
トを図 1 に示す．

正常および反応性あるいは上皮内病変や悪性腫瘍
性変化がないもの（negative for intraepithelial lesion 
or malignancy）を NILM，低異型度上皮内腫瘍性病
変あるいは上皮性異形成相当（low-grade squamous 
intraepithelial lesion or low-grade dysplasia）を
LSIL，高異型度上皮内腫瘍性病変あるいは上皮性
異 形 成 相 当（high-grade squamous intraepithelial 
lesion or high-grade dysplasia）を HSIL，扁平上皮

材料および方法

1　ラットの発がん実験
（1）発がんモデル動物の作製

6 週齢の雄 Dark-Agouti ラット 36 匹に 0.001% に
希釈した発がん剤 4-Nitroquinoline 1-Oxide （4NQO）　

（和光純薬 , 大阪）を 180 日間経口投与した 3）．2 匹は
コントロール群として水を摂取させる通常飼育を同期
間行った．発がん剤投与期間中に急激な体重変化が見
られた場合や，または肉眼的に舌粘膜表面にびらんあ
るいは潰瘍が確認された場合には，その時点で屠殺し
舌の摘出を行い，それ以外は 180 日後に屠殺し，舌の
摘出を行った．なお，本研究は朝日大学実験動物倫理
委員会の承認を得て実施した（承認番号 15-002）．

（2）ラットの口腔細胞診
発がん実験を開始した 70 日目以降から 14 日間隔で

180 日まで，ラットの口腔粘膜をエンドサーベックス
ブラシ -S（日本 BD 社 , 東京）を用いて，擦過し細胞
を採取した．このブラシを SurePathTM Collection Vial

（Becton Dickinson, NJ, USA）に浸漬し，ブラシに付
着した採取細胞を Vial 中に遊離させた . 以下の手順に
従って SurePathTM（Becton Dickinson, NJ, USA）標
本を作製した .
1） 前準備：BDSurePathTM プレコートスライド（プ

レコートスライド），BDTM 遠心チューブ（遠心
チューブ）に検体番号を記入した .BD プレップス
テイン TM スライドラック J（スライドラック）に
プレコートスライド，BDTM セトリングチャンバー

（セトリングチャンバー）を取り付けた．
2） 遠心分離（1 回目）：200 × g 2 分遠心した . 必要

な細胞が下層へ，遮蔽物が上清へ分離した．
3） 上清をデカント：上清をデカントして除去した．

K）in a 4-nitroquinoline 1-oxide（4NQO）-induced rat tongue carcinogenesis. hnRNP K is a member 
of the hnRNP family, an RNA-binding protein of a cancer-related genes located on rat chromosome 17. 
This protein mainly binds to mRNA and is involved in nuclear transport, transcription, translation and 
modifi cation of mRNA.4, 5） In a study of mRNA expression between normal mucosa and cancer lesion in 
rat carcinogenesis model, in epithelial dysplasia, protein expression of hnRNP K mRNA was signifi cantly 
higher than that of TP53 and hnRNP K, indicating that hnRNP K was histologically useful as a diagnostic 
marker for precancerous lesions.3） Here, we investigated diagnostic accuracy between cytology and histology 
in rat carcinogenesis models and the possibility of the improvement of diagnostic accuracy of LBC by using 
immunohistochemistry of hnRNP K and p53 and analysis of mRNA expression level of these genes.

Key words：scraping cytology, liquid-based cytology, oral cancer, hnRNP K, p53
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癌（squamous cell carcinoma）を SCC と示す．
（1）Papanicolaou 染色
1） 95% エタノール固定された標本を水道水にて 5 分

間水洗した .
2） 蒸留水（MiliQ）に 10 秒間浸漬した .
3） Gill’s Hematoxylin V （武藤化学 , 東京）を 2 倍希

釈したものに 2 分間浸漬し核染を行った .
4） 水道水にて 5 分間水洗した．
5） 0.002％塩酸・70％アルコールに 3 秒浸漬した .
6） 水道水にて 5 分間水洗した .
7） 蒸留水（MilliQ）に 10 秒間浸漬した .
8）80％アルコールに 5 秒間浸漬した .
9）95％アルコールに 5 秒間浸漬した（3 回）.
10）OG-6（武藤化学 , 東京）に 8 分間浸漬した .
11）95％アルコールに 5 秒間浸漬した（3 回）.
12）EA-50（武藤化学 , 東京）に 16 分間浸漬した .
13）95％アルコールに 5 秒間浸漬した .
14）無水アルコールに 5 秒間浸漬した（3 回）.
15）無水アルコールに 5 分間浸漬した（3 回）.
16）キシレンに 5 分間浸漬した（3 回）.
17）Mount-Quick（大同産業 , 東京）で封入した .

図 1　ベセスダシステムにおける口腔細胞診の基準

（2）組織学的判定
薄切したラット舌組織に HE 染色を施し，WHO 上

皮性異形成診断基準（2017）をもとに病理組織学的
に診断した．16 項目中に該当する所見が 4 項目以上
8 項目以下であったものを Mild epithelial dysplasia，
9 項目以上 13 項目以下であったものを Moderate 
epithelial dysplasia，および 14 項目以上であったもの
を Severe epithelial dysplasia とした．基底膜を超え
て間質側に浸潤したものを SCC とした．コントロー
ルとして通常飼育を行ったものを Normal とした．さ
らに，屠殺時の細胞診の結果と，組織診の結果を比較
検討した．以下に HE 染色の方法を示す．
1）脱パラフィン後，水道水にて水洗した．
2）蒸留水（MilliQ）に 10 秒間浸漬した．
3）ヘマトキシリンにて核染色を 6 分間行った .
4）水道水にて 10 分間水洗した．
5）エオジンにて細胞質染色を 3 分間行った．
6）70％アルコールに 5 秒間浸漬した．
7）90％アルコールに 5 秒間浸漬した．
8）100％アルコールに 5 秒間浸漬した（3 回）．
9）キシレンに 5 分間浸漬した（3 回）．
10）Mount-Quick（大同産業 , 東京）で封入した .
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（3）免疫染色
1）5 分間水道水にて水洗した .
2） 3％過酸化水素水・メタノールに 20 分間浸漬し , 

内因性ペルオキシターゼ活性阻害した .
3）5 分間水道水にて水洗した .
4） 抗原賦活処理（citrate heat , EDTA heat）を 150

秒間行った後，15 分間自然冷却した .
5） 0.14M NaCl含0.01M phosphate buff er saline（PBS） 

に 15 分間浸漬した .
6） BSA（1％Alb+PBS）でブロッキングを30分間行った.
7）PBS に 15 分間浸漬した .
8） PBS で希釈した一次抗体（hnRNP K, p53）を 30

分室温で反応させた . なお使用した一次抗体は表 1
に示すものを使用した．

9）PBS で 60 分浸漬した（3 回）.
10） 二次抗体シンプルステインMAX-PO（M）（Nichirei 

Bioscience, Tokyo）を 30 分間室温で反応させた .
11）PBS で 30 分浸漬した（3 回）．
12） 発 色 基 質 3,3Diaminobenzidine（DAB） （Dako, 

Glostrup, Denmark）で 6 分間室温反応させた .
13）5 分間水道水にて水洗した .
14）核対比染色はヘマトキシリンで 6 分間行った .
15）5 分間水道水にて水洗した .
16）100% アルコールにて脱水した .
17）Mount-Quick（大同産業 , 東京）で封入した .
18） hnRNP K および p53 による細胞診の判定基準

は，ラベリングインデックス（LI）を用いた．
hnRNP K は核が染色されていないものを NILM，
50％以下の核染色率を LSIL，60 ～ 80％を HSIL，
90％以上を SCC とした． 

3　遺伝子解析
（1）細胞診検体からの RNA 抽出

SurePath vial 中に保存されたラット舌粘膜細胞よ
りReliaPrepTM RNA Cell Miniprep System （Promega, 
WI, USA）を用いてRNAの抽出を行った．正常群1例，
NILM1 例，LSIL2 例，HSIL2 例，SCC1 例をサンプ
ルとした．

1） 1.5ml チューブにバイアル中のサンプル液を 1ml
入れて 500 × g 5 分遠心した .

2） 下層に沈殿した細胞沈渣を確認し上清を取り除き，
滅菌済みの冷却した 1 × PBS で洗浄し，300 × g 
5 分間遠心した．

3） BL+TG Buff er 250µl とイソプロパノール 85µl を
加えたのち撹拌した．

4） Collection Tube にミニカラムをセットして 3）を
サンプルに加えて，14,000 × g 30 秒間遠心した .

5） RNA Wash Solution を 500µl 加 え て 14,000 × g 
30 秒間遠心した . DNase Incubation Mix（Yellow 
Core Buff er+MnCl20.09M+DNaseI） を 30µl 加 え
て室温で 15 分間反応させた．200µl の Column 
Wash Solution をミニカラムに加えて 14,000 ×
g 30 秒間遠心した．さらに 500µl の RNA Wash 
Solution を加えて 14,000 × g 30 秒間遠心した .

6） ミニカラムを新しいCollection Tubeに移し替えて，
300µl の RNA Wash Solution を加えて，13,000 ×
g 30 秒間遠心した .

7） ミニカラムを Elution Tube 移し，Nuclease-Free 
Water を 30µl 加えて 13,000 × g 1 分間遠心した．

（2）細胞診検体における RNA 解析
抽 出 し た total RNA は NanoDrop2000（Thermo, 

Wilmington, USA）で濃度測定を行い，光学的に
260nm と 280nm の吸光度の比が 1.7 以上であること
を確認した .

（3）RT-PCR 法による mRNA 発現量の解析
抽 出 し た Total RNA は High Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit （Life Technologies, 
Carlsbad, USA）を用いて，逆転写反応を 25℃ 10 分間，
37℃ 120 分間行った後，85℃ 5 分間で酵素失活反応を
行い cDNA の合成を行った .

TaqMan Fast Universal PCR Master Mix （Life 
Technologies, Carlsbad, USA），TaqMan Gene 
Expression Assays （Life Technologies, Carlsbad, 
USA） お よ び 得 ら れ た cDNA を 用 い て Applied 
Biosystems StepOneTMReal time PCR systems （Life 
Technologies, Carlsbad, USA）のΔΔ Ct 法による
相対定量的リアルタイム PCR 解析を行った．なお
TaqMan Gene Expression Assays は表 2 に示したプ
ライマーを使用した．RT-PCR 用のプレートデザイ
ン例を表 3 に示す．

6　統計解析
各解析後のデータ間において Student -t 検定を行

表 1　ラット口腔細胞診の免疫染色用 1 次抗体
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い，p＜0.01および p＜0.05の場合を有意差ありとした．

結　　果

1　ラットの発がん実験
（1）肉眼所見（図 2）

対照群は正常な舌粘膜であるが，発がん剤投与群で
は舌の中央から後方の舌背粘膜に腫瘤および潰瘍と
いった粘膜の変化が認められた．

（2）舌組織の HE 染色による組織学的分類（図 3）
Mild epithelial dysplasia は 4 例 Moderate epithelial 

dysplasia は 5 例， Severe epithelial dysplasia は認め
られず，SCC は 25 例であった．コントロールとして
通常飼育を行ったもの 2 例は Normal とした．

2　各種染色実験
（1）ラットの細胞診の細胞像

実験開始後 70 日目には NILM は 6 例，LSIL は 12
例，HSIL は 9 例，SCC は 9 例であった．84 日目には 
NILM は 4 例，LSIL は 11 例，HSIL は 8 例，SCC は
13 例であった．98 日目には NILM は 3 例，LSIL は 6
例，HSIL は 7 例，SCC は 20 例であった．屠殺時 120

表 2　TaqMan Gene Expression Assay リスト

表 3　RT-PCR 用のプレートデザイン例

コントロール 過形成

上皮性異形成 扁平上皮癌

図 2　発がん実験ラット舌組織の肉眼写真
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日目の擦過細胞診において，NILM は 2 例，LSIL は
1 例，HSIL は 7 例，SCC は 26 例であった．

細胞像において，NILM はケラトヒアリン顆粒を
含むオレンジ G 好染・ライトグリーン好染の表層細
胞を認め，核や細胞の大きさは均一であった（図 4）．
LSIL は軽度の光輝性を有する細胞質を持った表層角
化細胞と細胞異型を認めた（図 5）．HSIL は角化細胞
集団の核に多様性を認めた（図 6）．SCC は深層型異
型細胞集団を多数認めた（図 7）．

さらに屠殺時の細胞診と組織診での対応を検討し
た．細胞診で NILM と判定された 2 例すべてが組織

診で Normal は 2 例であった．細胞診で LSIL と判定
された1例は組織診でMild epithelial dysplasiaであっ
た．細胞診で HSIL と判定された 7 例のうち組織診で
Moderate epithelial dysplasia は 4 例であった．細胞
診で SCC と判定され 3 例は組織診で，すべて SCC で
あった（表 4）．

（2）ラットの免疫染色
hnRNP K の免疫染色による判定では，NILM は表

層細胞の細胞質に強陽性（図 8），LSIL は表層細胞の
細胞質と核に陽性（図 9），HSIL と SCC は角化型異

 

 

図 3　発がん実験によるラットの病理組織像
（a：Normal, b：Mild epithelial dysplasia, c：Moderate epithelial dysplasia, d：SCC）

図 4　NILM（PAP 染色） 図 5　LSIL（PAP 染色）
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型細胞と深層型異型細胞の核に強陽性を示した（図
9，10）．なお，HSIL と判定したもののうち，組織診
で Moderate epithelial dysplasia に分類されたものは
細胞質への陽性を認めたが，SCC に分類されたもの
では細胞質へ陽性は認められなかった（図 11）．p53
の免疫染色では，PAP 染色で判定したものの，NILM
で陰性，LSIL ではごく少数の核に陽性であり，HSIL
でLIは30％（図12），SCCでLIは70％（図13）であった．

3　細胞診からの mRNA 発現量の解析
（1）相対定量的リアルタイム PCR 解析

Normal で発現した hnRNP K の NILM における
mRNA 量を 1 とした場合，LSIL では 2.44 倍，HSIL
では 6.26 倍，SCC では 8.83 倍の発現量を示した（図
14）．また Normal で発現した TP53 の NILM にお
ける mRNA 量を 1 とした場合，LSIL では 0.86 倍，
HSIL では 1.58 倍，SCC では 8.15 倍の発現量を示し
た（図 15）．

表 4　組織診と細胞診の診断の対応

図 6　HSIL（PAP 染色）

図 8　NILM（hnRNP K） 図 9　LSIL（hnRNP K）

図 7　SCC（PAP 染色）
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図 10　HSIL（hnRNP K）

図 12　HSIL（p53, LI: 30%）

図 14　RT-PCR の解析による hnRNP K mRNA 発現量

図 13　SCC（p53, LI: 70%）

図 11　SCC（hnRNP K）
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考　　察

現在日本の口唇，口腔および咽頭領域に発生する悪
性腫瘍による死亡者数は，平成 24 年度に 7,167 名であ
り過去 5 年間で微増を続けている 6）．過去 50 年間で
比較すると男性が約 10 倍，女性が約 7 倍に増加した．
口腔・咽頭領域のがん死亡率（1 年間に人口 10 万人
あたり何人死亡するか）は，男性が 8.4 人，女性が 3.1
人であり，1993 ～ 2002 年までに口腔がんと診断を受
けた患者の 5 年生存率はほぼ横ばいで 50％ 7）であるに
も関わらず，口腔がんの早期発見は，いまだに確立さ
れていない．したがって，口腔がんによる死亡者を減
少させるためには，前がん病変ないし早期がんの段階
で発見する，いわゆる早期発見に務める必要性がある．

細胞診は，Papanicolaou が 1942 年に細胞診染色法
である Papanicolaou 法を発表し，子宮頸がん症例で
異型細胞を報告したのが最初である．国内では細胞診
正診率は 92% といわれているが，口腔領域において
は，擦過細胞診の必要性が疑問視されたことにより口
腔細胞診の普及が遅れた．しかし，口腔がん死亡率が
微増し続けている状況より，口腔がん検診が展開され
始めた．細胞診の手法のひとつとして，液状化検体細
胞診（liquid-based cytology；LBC）も行われている 8）．
細胞診を用いた口腔がん検診によるがん発見率は 0.1
～ 1.1% であり，他臓器がんと比べても遜色ない値で
ある 2）．口腔がんを発見する機会は歯科医師が圧倒的
に多く，その 9 割以上が歯科医院で歯科医療に従事し
ている．かかりつけ歯科医が細胞診を習得し，口腔が

ん受診率を上げることが課題である．
これまで細胞診の診断基準は Papanicolaou クラス

分類が用いられてきたが，子宮頸部で発達してきた
Papanicolaou 分類は，がんの発育過程の異なる口腔
には不向きで，従来のクラス分類の II あるいはⅣに
曖昧な点が多かったことにより，子宮頸部細胞診の
報告様式（ベセスダシステム）の根底にある 1．標本
適不適の評価，2．推定診断を目指した記述用語の使
用，3．教育的注釈と提案の追加も重視した新報告様
式が採用された 9-11）．その判定区分は（1）検体不適正，

（2）検体適正，1）正常および反応性あるいは上皮内
病変や悪性腫瘍性変化がない NILM，2）低異型度上
皮内腫瘍性病変あるいは上皮性異形成相当 LSIL，3）
高異型度上皮内腫瘍性病変あるいは上皮性異形成相当
HSIL，4）扁平上皮癌 SCC，5）鑑別困難 IFN（indefi nite 
for neoplasia）となっている．

本区分の特徴は LSIL，HSIL を設けたことにある 2）．
LSIL は，従来 Class Ⅱとされた症例に少なからずが
んが包含されることの是正のため設定された．細胞診
で腫瘍性変化を的確に判定，治療方針の指針となるこ
と，一般歯科診療所で患者に根拠ある説明を可能にす
ることも目的としている．口腔粘膜擦過では表層細胞
のみ採取されることが多い．HSIL は口腔がんの特徴
である表層分化型の上皮内がんを，角化あるいは表層
細胞のみでも拾い上げることを目的とし設けられた．
従来の Class Ⅳより腫瘍性変化に重点を置き高次医療
機関で早期に積極的な治療を可能にすることをも目的
としている．しかしながら，これらの診断基準にも判

図 15　RT-PCR の解析による TP53 mRNA 発現量
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定者によって誤差が生じることは不可避である．また，
前がん病変における明確な基準になり得る新規マー
カーについての検討は，これまでに多くは行われてい
ない．

これまでに北野ら 12-15）は Dark-Agouti（DA）ラッ
トおよび Wistar/Furth（WF）ラットによる，舌が
んの発がんモデル実験を行い，DA ラットは舌がん感
受性が高いことを明らかにした．さらに，舌がん関
連遺伝子の個別解析についても検討し，ラット第 17
番染色体（RNO7）に含まれる発がん関連の候補遺伝
子 hnRNP K の研究を行い，hnRNP K 抗体が前がん
病変の診断マーカーとして有用であると示唆した 3）．
hnRNP K はクロマチンの再形成や mRNA への転写
後，mRNA と結合して核外への輸送，修飾および翻
訳に関係し，hnRNP K homology（KH）ドメインを
3 カ所有する RNA 結合タンパク質である．合成され
た直後の mRNA と結合して核と細胞質との間で往復
輸送を行うため，hnRNP K は核と細胞質の両方に存
在している．Moumen4）らは hnRNP K の誘導は，特
に DNA 損傷時に反応して活性化されることを示唆し
ているが，これまでの研究で明らかになった発がん
剤 4NQO による DNA 損傷に対する hnRNKP K タン
パクの高発現は，それを裏付ける結果であり上皮性異
形成や SCC において核が陽性を示したのは，p53 と
hnRNP K が共存的に DNA 損傷部の修復を行い，転
写を活性化させているためである 4）．相対定量的リア
ルタイム PCR 解析でも hnRNP K mRNA 量は有意に
増加し，過形成および上皮性異形成で hnRNP K タン
パクが発現していた免疫染色結果を裏付けている 16）．
細胞損傷時に hnRNP K は p53 と共に損傷を受けた細
胞の DNA の p53 プロモーター領域に共依存的に結合
し mRNA を抑制するだけでなく，p21 の誘導にも関
与し，細胞周期チェックポイントの抑制を行ってい
る 17）．さらに，ATM および ATR によって p53 と共
にリン酸化される標的となり，MDM2 を分解へと進
ませる．それは DNA 損傷後の p53 による転写抑制
の一部を hnRNP K が担っていることを示唆するもの
であるが，免疫染色において p53 の発現を検出する
ことは組織固定などの面で困難であることが多い 3）．
これまでの研究で，p53 と共依存的に働く hnRNP K 
mRNA の検出により，DNA 損傷による細胞修復およ
び転写抑制が行われる病態が明らかになった 3）．特に
hnRNP K mRNA および hnRNP K が過形成および上
皮性異形成の DNA 損傷において高発現することは，
診断ならびに腫瘍マーカーとして有用であるといえ
る．様々なタイプのがんにおいて，hnRNP K と p53
が高発現することは，hnRNP K と p53 の関係性より

明らかである 18）．そこで本研究は，液状化検体細胞診
を用いて，前がん病変の診断に有用な新規マーカーの
検索を行ったものである．

本研究の液状化検体細胞診の標本における hnRNP 
K の免疫染色による診断基準は，核への染色率を用い
た．その染色結果はこれまでの研究 3）における組織診
での結果と一致した．また今回 p53 は HSIL と SCC で
核への染色性を示したが，これは p53 が SCC 組織診
標本において，基底細胞層や傍基底細胞層の核へ染
色性を示すことと関連していると考えられる．擦過細
胞診で常に基底細胞層の細胞を採取することは組織
学上にも不可能である．しかし高度上皮性異形成の病
変になって上皮内の構造が乱れることによって初めて，
擦過細胞診時に基底細胞層や傍基底細胞層細胞採取
が可能となる．このことから細胞診で p53 の発現をみ
る段階は，SCC に近い状態であると推測される．また
mRNA の発現結果において，hnRNP K は TP53 と比
較し軽度の前がん病変の段階で発現を示しており，こ
のことも過去の組織診での研究結果 3）に一致している．

本研究での結果により，hnRNP K は組織診診断だ
けでなく，細胞診診断においての新規マーカーとして
も有用性を持っていると考えられた．今回細胞診での
免疫染色における hnRNP K の発現は，核が染色され
ていないものを NILM，50％以下の核染色率を LSIL，
60 ～ 80％を HSIL，90％以上を SCC として判定をし
た．この判定基準は NILM と SCC では判断が容易で
あると思われるが，LSIL から HSIL の境界病変にお
いては誤差が生じやすい．境界病変における hnRNP 
K の染色性は細胞質から核へ移行していく過程にあ
るため，現在は明確な染色の判定基準が確立されてい
ない．今後より精細な診断基準の確立を行うことで，
hnRNP K の前がん病変診断への有用性向上が期待で
きる．液状化検体細胞診において PAP 染色による判
定に加え，診断の補助的因子として免疫染色や遺伝子
学的検索を併用することによって，さらに高精度なス
クリーニングが可能になると考えられる．

結　　論

液状化検体細胞診において免疫染色や RT-PCR を
用いて比較検討を行った結果，以下の結論を得た .

1． 液状化検体細胞診は，hnRNP K や p53 の免疫染色
が可能であることに加え，沈渣（細胞数）の量に
応じて RNA 抽出時プロトコールを応用し，RT-
PCR 法が可能であることで，診断への応用が期待
できる．
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2． 免 疫 染 色 で hnRNP K の 核 へ の 発 現 の 移 行
は，LSIL よ り 発 現 を 示 し， そ の 発 現 程 度 は
NILM<LSIL<HSIL<SCC の順を反映していた．さ
らにこの結果は組織診での染色結果と一致した．
よって hnRNP K は細胞診における前がん病変の
判定にも有用であると考えられる .

3． 液状化検体細胞診で hnRNP K と TP53 の mRNA
発現量を定量比較することは，口腔前がん病変の
細胞診の精度向上に寄与することが期待できる .
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