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Abstract

Hercep Test（DAKO）is an immunohistological screening kit to select cases of advanced

breast cancer with indication for treatment with a humanized mouse monoclonal antibody to

human epidermal growth factor receptor-2, trasthzumab（Herceptin）. We report a case of an

84-year-old female with invasive ductal carcinoma of the right breast, whose neoplastic cells

showed a unique staining pattern in Hercep Test. The cells showed an intracytoplasmic fine

granular staining pattern, instead of the membranous pattern of typical breast cancer cells.

This unique staining pattern suggested some special features of the neoplastic cells. This case

was finally diagnosed as invasive ductal carcinoma with focal neuroendocrine differentiation by

subsequent imunohistochemical and electron microscopic examinations. The neoplastic cells

showed positive reactivity for grimelius stain, chromogranin A, synaptophysin, and

neuronspecific enolase, as well as electron-dense neurosecretory granules（up to 150 nm in

diameter）. This unique staining pattern of the neoplastic cells with Hercep Test is a useful

clue to detect breast cancer with neuroendocrine differentiation, which is likely to be missed in

routine examination. Clinical and pathologic findings including immunohistochemical and

ultrastructural findings of this case are reported, together with a brief review of the literature.

（J Nippon Med Sch 2004; 71: 203―208）
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緒 言

Hercep Test（DAKO）（以下HTと略す）は進行

性乳癌に対する治療薬抗HER-2 ヒト化単クローン抗

体Trastuzumab（Herceptin）の適応例を選択するた

めに開発された免疫組織学的検出法である．癌遺伝子

HER-2/neu（以下HER2）は細胞膜貫通型蛋白をコー

ドし，細胞増殖や分化に関与するとされ，HER2 蛋白

の腫瘍細胞膜における過剰発現の有無を半定量的に検

索する．乳癌では 25～30％の症例でHER2 蛋白の過

剰発現が認められ1，これらの症例では予後不良，ホ

ルモン療法への抵抗性なども報告されている2．今回，

本検査施行中に特異な染色様式を呈し，その後の検索

により神経内分泌（以下NEと略す）成分を含む浸潤

性乳管癌であることが判明した乳癌症例を経験したの

で若干の文献的考察を含め報告する．

症 例

84 歳，女性．家族歴：両親：肺結核．既往歴：72

歳：胆石症にて胆�切除術．現病歴：右乳腺D領域
の腫瘤を主訴に平成 14 年 7 月 23 日当院外科を受診し

た．超音波検査にて，形状不整で辺縁は粗雑，境界エ

コーの肥厚，内部エコーは不均一，後方エコーの減弱

が見られ，マンモグラフィーでは右D領域に 2.2×1.5

cmの腫瘤を認め，多角形で辺縁は微細鋸歯状，内部

は高濃度で石灰化像を伴わず，悪性が示唆される所見

であった（図 1）．穿刺吸引細胞診が施行され，浸潤

性乳管癌と診断されたため，同年 8月 23 日乳房部分

切除およびリンパ節廓清術が施行された．穿刺吸引細

胞診所見：細胞採取量は豊富で，細胞密度の高い乳頭

状発育形態を示し，周辺には腫瘍細胞が孤立散在性に

多数認められた．Class V，推定診断：浸潤性乳管癌

（図 2a，b）．肉眼所見：摘出腫瘤は最大径 1.5 cmの

境界明瞭な乳灰白色，充実性腫瘍であった（図 3）．

組織学的所見：腫瘍組織は小型類円形の腫瘍細胞が敷

石状充実性に増殖し，周囲を繊細な間質が取り囲む充

実腺管癌が主体を占め，辺縁部では乳頭腺管癌の成分

も見られ浸潤性乳管癌（pT1pN0M0，Stage I）と診断

された（図 4）．

方 法

当施設では，乳癌症例のほぼ全例に対しHT，組織

学的ホルモンレセプター（以下HRと略す）検査に加

え，電顕試料作製を実施しており，本例も通常の病理

診断後，採取試料を用い各種検査を実施した．また，

HTにて胞体内に通常とは異なる顆粒状の陽性像を認

めたことからNE的性格を示す可能性を考慮し，特染

および免疫染色を施行した．

HT：表 1に示すごとくHTを施行した．HRに対

する免疫組織学的検査：HT用試料から連続切片を作

製しHR（ER，PgR）の免疫染色を施行した（表 2）．

電顕的検索：新鮮標本から採取された組織片を 2.5％

グルタールアルデヒドで固定，型のごとくエポン包埋

し超薄切片を作成．電子染色後観察した．免疫組織学

的検索：HT用試料から連続切片を作製し，LSAB 2

キットを用いて免疫染色を行った（表 2）．

結 果

HT：一部の腫瘍細胞胞体内に細顆粒状の陽性像を

認めた．陽性顆粒は細胞質辺縁に集簇するものから，

瀰漫性に分布するものまで見られた（図 5a）．しかし，

本来のHTの判定基準である細胞膜には陽性像を認め

ず判定は score 0 であった．HR：ER：3＋，PgR：2＋

と判定された．Grimelius 染色，chromogranin A，

NSE，synaptophysin 抗体による免疫染色において同

部位の腫瘍細胞に陽性像を認めた（図 5b，c）．電顕

的にも腫瘍細胞胞体内に最大径 150 nmまでのNE顆

粒を認めた（図 6）．以上の所見より最終的にNE成

分を含む浸潤性乳管癌と診断された．

考 察

当施設では進行例に加え初発乳癌症例においても，

予後予測，将来の治療方針決定時の情報提供としてほ

ぼ全例にHTを施行し結果を臨床に報告している．本

例は特異な染色様式を契機に，その後の検索により

NE的性格を示す乳癌であることが判明した症例であ

った．NE的性格を示す乳癌としては，1963 年 Feyrter

らが carcinoid growth pattern を示す乳癌を報告

し3，1977 年 Cubilla らが NE細胞への分化を示す

carcinoid 腫瘍を報告4 して以来，NE的形質を有する

乳癌が，carcinoid tumor，argyrophilic carcinoma，

adenocarcinoma with neuroendocrine differentiation，

small cell carcinoma として多数報告5 されている．文

献的に発生頻度は，乳癌の 3～25％6,7，浸潤性乳管癌

では 15～71％（粘液癌では 20～50％）8,9，浸潤性小葉

癌に限定すると 50～100％などの報告10 が見られる

が，現在では，Azzopardi ら11 の全乳癌症例の 5％前
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図 1 マンモグラフィー像 多角形で辺縁は
微細鋸歯状，内部は高濃度，石灰化像
は伴わない．

図 2 細胞像 細胞密度の高い乳頭状集塊（a）周辺に腫瘍細胞が孤立散在性に
多数認められる（b）．

図 5a 一部の腫瘍細胞胞体内に顆粒状の陽性像を認める（HER2）．
図 5b，c HER2 陽性像と同部位の腫瘍細胞に陽性像を認める（b: Chromogranin A，c: Grimelius 染色）．

図 7a，b，c 膵臓ラ氏島に陽性像を認める（a: HER2，b: Chromogranin A，c: Grimelius 染色）．

図 3 肉眼像 境界明瞭な乳灰白色，充実性腫瘍を認める．

図 4 組織像 小型類円形の腫瘍細胞が
敷石状充実性に増殖した浸潤性導
管癌を認める．
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表 1　Hercep Test 染色手順（DAKO）

新鮮な腫瘍組織片を 10％緩衝ホルマリンにて 24 時間固定Step1：
型のごとくパラフィン包埋後，4μmの薄切標本作製Step2：
脱パラフィン→水洗Step3：
抗原賦活処理（クエン酸緩衝液）Step4：
�抗原賦活液で 95 ～ 97℃の温浴槽（ヤマト科学製，ウォーターバ
スBM400）処理で 40 分間の前処理を行い，その後室温にて 20 分
間放置する．

�水洗後，洗浄液に 5分間浸漬．
内因性パーオキシダーゼのブロッキング（過酸化水素水）Step5：
�ブロッキング試薬を滴下し，室温 5分間反応．
�水洗後，洗浄液に 5分間浸漬．

一次抗体の反応Step6：
� 抗ヒトHER2/neu・ウサギポリクローナル抗体を滴下し，常温
にて 30 分間反応．
�洗浄液にて洗い流し，洗浄液に 5分間浸漬．
�新しい洗浄液に交換し，更に 5分間浸漬．

ポリマー試薬の反応Step7：
�ポリマー試薬（パーオキシダーゼ標識デキストラン結合抗ウサギ
イムノグロブリン）を滴下し，常温にて 30 分間反応．

�洗浄液にて洗い流し，洗浄液に 5分間浸漬．
�新しい洗浄液に交換し，更に 5分間浸漬．

発色基質液の反応Step8：
�基質緩衝液（イミダゾール緩衝液，過酸化水素水）1ml に発色
基質（3, 3’―ジアミノベンチジンテトラヒドロクロライド）を1滴
滴下し混和．

�切片上に滴下し，常温にて 10 分間反応．
�精製水にて洗い流す．

対比染色と脱水・透徹・封入Step9：
� マイヤーのヘマトキシリンにて核染色（1分間）
�脱水・透徹・封入

表 2　使用一次抗体

前処理免疫動物希釈倍率メーカー

95℃MW処理 40 分間MOUSE× 50DAKOER
95℃MW処理 40 分間MOUSE× 50DAKOPgR

RABBIT× 100DAKOChromogranin A
DAKO Proteinase K 常温 10 分間MOUSE× 100DAKOsynaptophysin
95℃MW処理 40 分間MOUSE× 200DAKONSE

MW：日新EM MWF-2 クエン酸緩衝液 pH6.0 にて処理

後が妥当とされている．しかし，grimelius 染色によ

り好銀性を示す報告例には，他の検索でNE的性格を

証明しえない例も含まれており，真のNE的性格の証

明には，免疫組織学的，電顕的検索が必須と考えられ

る12,13．一方，文献的にもNE組織や腫瘍におけるHER2

蛋白の発現を検討した報告14―17 が散見され，我々も同

様の検索を行ったところ，膵臓のラ氏島において

chromogranin A，grimelius 染色と同様の染色様式を

示すHER2 蛋白の陽性像を認めた（図 7a，b，c）．

以上より，HTに用いられる一次抗体がNE的性格を

示す細胞内物質を認識している可能性が強く示唆され

る．Mori ら18 は，乳癌培養細胞株を用い，胞体内に

顆粒状にHER2 蛋白の陽性像が得られた細胞に免疫

電顕的観察を行い，細胞膜，粗面小胞体，ゴルジ装置，

核膜にHER2 蛋白の局在を認めたと報告している．

NE細胞内に抗HER2 蛋白抗体の結合性を示す機序と

しては，HER2 蛋白の細胞内における役割の解明とと

もに，共通抗原の存在や抗体の交叉反応性などの可能

性も含め更に検討が必要と考えられる．

最後に，NE細胞への分化の有無による乳癌の予後

に関しては，大差はないとする報告5,19 がある一方，

腋窩リンパ節転移，再発率や死亡率はNE成分を伴う
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乳癌が，陰性乳癌より高いとする報告7 があり，今後，

NE的性格を有する乳癌の細胞学的，組織学的特徴お

よび反応物質の性格について検討してゆきたいと考え

る．

結 論

HT施行に際し特異な染色様式を示した乳癌症例を

経験し，その後の検索によりNE的性格を有する成分

を含むことが示された．HER2 蛋白を認識する抗体

が，NE成分とも反応することが示されたことから，

HTにおける染色標本の詳細な観察が通常では見逃さ

れ易いNE的性格を有する乳癌の検出に有用であるこ

とが示唆された．
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