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　17世紀のイギリスを代表する科学者であるロバート・フック（Rober t Hooke）は顕微鏡を発明

し、コルクの切片に“小さな部屋”が多数あるのを発見し、これをcell（小部屋の意味）と名付けた

ことは有名な話である（1）。このフックにより発明された顕微鏡は現在でも世界中の様々な分野

で使用されている。

　この顕微鏡を用いて病理学ばかりでなく近代医学の基盤の概念を細胞病理学（Cellular Pathology）

を通して築いたのが、ドイツのルドルフ・ウィルヒョー（Rudolf Virchow）である。ウィルヒョーは全て

の細胞は細胞から生じ（"omnis cellula e cellula"）、また細胞の異常が疾患を引き起こすことを提唱

した（2,3）。しかし意外と知られていない事として、当時はまだ組織や細胞の染色法が確立されておら

ず、標本／切片は“透明”であり顕微鏡の焦点を上下させることによって細胞の形態を見て判断してい

た事である。この後種々の染色液が導入され、細胞や組織を真の意味で可視化出来たのは19世紀後

半以降である。特に従来用いられてきた天然の染料に加えて、ドイツその他で目覚ましい発達があった

有機化学の成果から化学合成染料が生まれ、それが病理の分野に応用され現在でも用いられている

染色液が導入された背景がある。

　さて世界中の病理検査室において日常的に実施されている染色は、ヘマトキシリン‐エオジン染色

である。この染色法は全ての疾患における病理組織学的分類の基本的な染色法となっている事はよく

知られている。この染色に使われる染色液であるヘマトキシリンはメキシコのユカタン半島の近く

にあるCampeche州のみで採れるマメ科の植物ヘマトキシリン（Hematoxylin Campechianum）の

チップの芯材から作成されている。1865年にBohmerがこの植物由来の色素にアルミニウムを入れて

初めてヘマトキシリン染色に成功した（4,5）。その後Ehrilichが1886年、Harrisが1990年、続いて

Meyerが1903年に改良法を提唱し、現在のヘマトキシリン‐エオジン（HE）染色に至っている（4）。

すなわちこの染色法は100年以上の歴史を有しており、現在でも病理診断学の領域では基本中の

基本となっている染色法である（6）。

　さてこのHE染色の染色性はヘマトキシリンとエオジン間の微妙なバランスやコントラストにより顕微

鏡下で観察される組織／細胞が「見やすい」かどうかで評価される。すなわち極めて主観的な評価に

なりやすく、その個人差も大きく客観的な評価は極めて難しい。そこで今回我々は複数の観察者に

より、異なる技法で染色されたHE標本の染色性の評価を一種の“Delphian approach”により定めた

項目を用い初めて試みた。このアプローチは客観性、再現性などの面で種々のご批判はあるかとは

思われるが、今後のHE染色標本の評価の参考としていただければ幸いである。

は じ め に

ヘマトキシリン -エオジン/HE染色は　

①化学的親和性：色素と組織 /細胞成分中の化学

的官能基との結合状態 

②濃度：色素が結合する組織成分中の化学的官能

基の濃度

③透過性：色素の大きさと組織構築の密度関係の

3要素が密接に関連して染色の結果が生み出さ

れる（7）。

また、前処理や検査室側での標本作成段階の要因

としては、

①固定条件

②切片の厚さ

③色素、試薬のロット番号や状態（古さ）、室温、試

薬調整、水洗に使用する蒸留水や水道水の状態

など、標本や染色時の条件がHE染色標本の結果に

大きな影響を与えることはよく知られている。

病理組織診断においてはエオジン（好酸性：

e o s i n o p h i l i c）染色も重要ではあるが、特に

ヘマトキシリンの核への染色動態（好塩基性：

basophi l ic）で病理組織診断が全く異なる場合

HE染色に影響を及ぼす要因

が実際の病理組織診断そのものを含む評価にどの

ような影響を与えるかについて検討する事が極めて

重要になる。以上より今回我々は以下に示す複数の

観察者による比較評価を試みた。
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もあり、日常的に行われているHE染色の均てん化

が現在何よりも求められている。

そこで今回開発されたベンタナ HE600では、調整

済みの試薬が各スライド毎個別に滴下されるので常

に新しい状態の試薬で染色され、用いる水道水の

水質変化や染色液調整の作業精度、経時的な劣化

などの影響を全く受けない。この点で技術的には

かなり均てん化に向けて進歩があるが、従来病理検

査室で長年用いられてきた用手法との染色性はどう

違うのか、また更に重要な事としてこの両者の差異

が実際の病理組織診断そのものを含む評価にどの

ような影響を与えるかについて検討する事が極めて
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表1. 評価標本の一覧
表中の赤字は悪性腫瘍（n=11）（ICD code 3 or 2）、黒字は非悪性疾患（n=19）を示す

脂肪織炎 子宮内膜（正常） 子宮頸部（正常） 子宮筋腫 真珠腫性中耳炎

前立腺過形成 子宮頸部異形成
（CIN3）

非浸潤性乳頭状尿路上皮癌
（TURBT）

リンパ節（正常） 大腸癌

淡明型腎細胞癌 Bowen病 胎盤（正常） 卵管（正常） 前立腺癌

胆嚢炎 胸壁血管腫 歯肉壊死組織 胃癌 胃癌リンパ節転移

脂漏性角化症 石灰化上皮種 小腸びまん性大細胞性
B細胞リンパ腫

外耳道乳頭腫+真菌 Barett 食道

浸潤性乳管癌 前立腺針生検
（腫瘍なし） 乳腺線維腺腫 唾液腺炎 歯肉癌

評価方法の概要は以下の通りである。

評価標本：30例（表1）

評価方法：5段階（１低評価⇒ 5 高評価）

評  価  者：4名

病理医3名（経験年数30年、15年、7年）

と臨床検査技師1名（医学博士、助教）

各症例の連続切片をベンタナHE600（プロトコール

設定 H2A1E5 Option1）と用手法（病理標本作製

経験 30年超の臨床検査技師による染色）にて標

本を比較評価した。染色法の差異や他の評価者の

評価結果による先入観を出来るだけ無くすために、

全ての標本はブラインドで、すなわち別々に独立

して評価を実施した。

ヘマトキシリン -エオジン染色の客観的な評価軸

（すなわち何を評価すべきか）については、上述の

ように明確な基準は存在していない。この事から

本検討では様々な疾患・症例に関して観察 /検討

が可能であり、かつ病理診断で差異が重要になり

うる項目に関し評価者に別々に問い合わせ、最も

一致が認められた以下の6項目を抽出した。そして

これら6項目全てで色調の判定しやすさなど主観

的ではあるが、個々の今までの経験に基づき5段

階評価を実施した。そしてこれらの評価が4名の観

察者間でどのぐらい一致するかによりHE染色の均

てん性を評価する事とした。

評価方法

評価項目
①赤血球 ②細胞核 ③細胞質
④膠原繊維 ⑤血漿蛋白 ⑥血管平滑筋
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図1. 項目間のスコア比較。　すなわち各評価者による所見の見やすさをスコア化した。
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ベンタナHE600と用手法によるHE染色標本の比較

各項目の評価結果を分析した結果を図1（Mann-Whitney検定）に示す。

この比較検討の結果から、膠原繊維や細胞核、細胞

質、血漿蛋白の見やすさについては、ベンタナ 

HE600と用手法間では有意差のない評価が得られ

た。しかし、赤血球、平滑筋の色合い、すなわち見

やすさは　ベンタナ HE600による染色がより評価

が高い結果が得られた。いずれも好酸性の組織（エ

オジン好性組織）であり、エオジンに染まりやすい

組織においてHE600を用いたHE染色がより見や

すいことが今回の検討からは推察された。

また、各評価項目の評価の相関性を2つの染色法で

比較検討した（表2；Spearman順位相関係数）。

その結果、用手法では膠原繊維の色合い vs血管

平滑筋の色合いで有意な相関が認められた。一方

ベンタナHE600では膠原繊維の色合い vs血管平

滑筋の色合いに加えて、赤血球の色合い vs 血管

平滑筋の色合い、膠原繊維の色合い vs細胞質の

色合いの3つの組み合わせで有意な相関が認めら

れた。（p<0.05）

以上のようにベンタナHE600染色標本では特にエ

オジン好性組織でスコアが相関する、すなわちより

一致する結果が得られた。しかし何故このような結

果となったのか、すなわちHE600の試薬の組成の

違い、染色機構の違い、染色条件の違い等、いずれ

の要因によるものなのかの特定には至っておらず今

後の検討が必要と判断された。

評価結果の分析
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図2. 各項目スコアの比較（悪性腫瘍組織：n=11）
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表2. 各HE染色法における評価スコアの相関性
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評価結果の分析

次に重要な事としては、このような「HE染色の見や

すさの違い」が悪性腫瘍（n=11）（ICD code 3 or 

2）と、非悪性疾患（n=19）の病理組織診断に及ぼ

す影響があるのかどうかの検討があげられる。そこ

で今回対象とする組織の特性による染色性スコア

の比較・相関性を分析した。その結果図2および

図 3に示すとおり、スコアの傾向（HE600染色

で赤血球など好酸性組織が見やすい）は、組織の

特性（悪性腫瘍 vs非悪性組織）には一切依存し

なかった。
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悪性腫瘍

非悪性腫瘍

用手法 HE600

： 細胞核 vs 血漿蛋白
（正の相関） （正の相関）
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図3. 各項目スコアの比較（非悪性組織：n=19）

図4. 各HE染色法における評価スコアの相関性（悪性腫瘍 vs 良性疾患）

観察する組織によって、スコアの相関性は異なる。（観察者「見（視）方」による違い？？）

HE600
（n=11）

5.0

4名の
平均スコア値

4.0

3.0

2.0

1.0

0.0
用手法
（n=11）

P<0.0001

P<0.05 ： 細胞核 vs 血管平滑筋P<0.05

： 細胞核 vs 血漿蛋白P<0.1 ： 細胞核 vs 血管平滑筋P<0.05

HE600
（n=11）

5.0

4.0

3.0

2.0

1.0

0.0
用手法
（n=11）

P=0.4567

HE600
（n=11）

5.0

4.0

3.0

2.0

1.0

0.0
用手法
（n=11）

P=0.3068

HE600
（n=11）

膠原繊維の色合い
5.0

4.0

3.0

2.0

1.0

0.0
用手法
（n=11）

P=0.2127

HE600
（n=11）

血漿蛋白の色合い
5.0

4.0

3.0

2.0

1.0

0.0
用手法
（n=11）

P=0.0622

HE600
（n=11）

血管平滑筋の色合い

赤血球の色合い 細胞核の色合い 細胞質の色合い

5.0

4.0

3.0

2.0

1.0

0.0
用手法
（n=11）

P=0.0700

ベンタナHE600と用手法によるHE染色標本の比較

図4に観察する組織（悪性腫瘍vs良性疾患）の差異

と、評価スコアの相関性をまとめた。観察する組織に

よって得られたスコアの相関性は異なっていたが、全

体を通して HE染色標本における「見やすさ」という

評価軸が主観的なものである事から、この結果をもっ

て明確に染色性の良し悪しを決定づけるものではな

い事をここに強調したい。しかし、評価結果全体とし

て、ベンタナHE600の染色性が東北大学で30年以

上の病理組織標本作成の経験を有する臨床検査技

師の用手法の染色性と比べても遜色ないレベルで

あったとは思われる。
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図5. 大腸癌マクロ像

図6. 大腸癌HE染色（弱拡大）（A: ベンタナ HE600染色、B: 用手法染色）

図7. 大腸癌HE染色（強拡大）（A: ベンタナ HE600染色、B: 用手法染色）

A B

A B

染色標本の比較　

症例1 大腸癌
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図11. 胎盤（正常）HE染色（A: ベンタナ HE600染色、B: 用手法染色）

A B

図9. 歯肉扁平上皮癌HE染色（A: ベンタナ HE600染色、B: 用手法染色）

図8. 歯肉扁平上皮癌マクロ像

図10. 胎盤（正常）マクロ像

A B

ベンタナHE600と用手法によるHE染色標本の比較

症例3 胎盤（正常）

症例2 歯肉癌
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図13. 胆嚢炎HE染色（弱拡大）（A: ベンタナ HE600染色、B: 用手法染色）

図14. 胆嚢炎HE染色（強拡大）（A: ベンタナ HE600染色、B: 用手法染色）

A B

A B

図12. 胆嚢炎マクロ像

染色標本の比較　

症例4 胆嚢炎
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症例1. 大腸癌HE染色（図6,7）で比較してみると、

核や核小体、核膜、クロマチンの密度については、

両染色法の標本において大きな違いは無いことが

分かる。一方、赤血球や線維を比べてみると好酸性

の色合いがベンタナHE600染色標本のほうが強く

出ている傾向が認められた。

症例2. 扁平上皮癌では図9のように癌真珠が見ら

れることがある。主観的な評価ではあるが、ベンタ

ナHE600染色のほうが異常角化や癌真珠が浮き上

がって見えることが分かる。

症例3. 胎盤において、塩基性の強い細胞質や核の

見え方はほとんど変わっていない。

やはりベンタナHE600染色では好酸性の色合いが

強く出ている傾向が認められた。（図11）

症例4. 胆嚢炎のHE染色像を比較してみても核自

体の染色性は変わっていないが、炎症部位で見られ

る好塩基性の形質細胞の色合いは用手法のほうが

若干強く出る傾向があるようにも見える。好酸性の

好酸球などはベンタナHE600染色でより強くでる

ことが確認された。
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□ ベンタナHE600によるHE染色の自動化によりスタッフの手技・経験によらず安定した染色性が得

られ、試薬調整等の手間や管理に要する労力も軽減される事が期待される。また、ベンタナ HE600
では1260通りのプロトコールの微調整が可能であり、個々の病理医の“好み”によりプロトコールを

微調整することができる。

□ ベンタナHE600のHE染色は、宮城がんセンターの佐藤先生にご協力いただきました。この場を借り

てお礼申し上げます。
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