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頭頸部癌における使用目的
体外診断用

PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」は、抗 PD-L1 ウサギモノクローナル
抗体 (Clone 28-8) を用いた免疫組織化学的手法を原理としたアッセ
イキットです。ダコ　Autostainer Link 48 (IHC 自動染色装置) を使用し、
ホルマリン固定パラフィン包埋 (FFPE) 非扁平上皮非小細胞肺癌およ
び頭頸部癌組織中の PD-L1 発現率の測定に使用することを目的と
しています。PD-L1 発現率は、添付文書の測定結果の判定法に記載
のとおり、強度を問わず部分的または完全に細胞膜が染色される
腫瘍細胞の割合により判定されます。

PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」 
染色結果判定マニュアルの使用方法 
本書は、病理医および検査室の技術者の方に正確で再現性のある
検査結果を得るためにお役立ていただくものです。PD-L1 IHC 28-8 
pharmDx「ダコ」で染色した頭頸部癌検体をスコアリングするための
要件を十分に理解していただくことを目的としています。参考のた
め、症例の顕微鏡写真も掲載しています。 

PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」の添付文書には、信頼性の高い染色
結果を得るための使用方法や注意事項が記載されています。 

本書の内容を確認いただくことで、PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」
で染色した頭頸部癌検体の結果判定に関する基礎知識を確実に身
に付けることができます。詳細については、PD-L1 IHC 28-8 pharmDx
「ダコ」に付属する最新の添付文書または www.agilent.com をご覧
ください。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

特に記載のない限り、掲載している顕微鏡写真は頭頸部癌のものです。

  
がん組織、細胞中の PD-L1 発現率の測
定 (非扁平上皮非小細胞肺癌患者お
よび頭頸部癌患者におけるニボルマブ 
(遺伝子組換え) の適切な投与を行うた
めの補助に用いる。) 

はじめに



PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」染色結果判定マニュアル   日本版6

PD-1

PD-1

不活性な細胞傷害性 T 細胞

不活性な細胞傷害性 T 細胞

活性化した細胞傷害性 T 細胞

PD-L1 発現細胞

腫瘍細胞

腫瘍細胞

PD-L1

PD-L1

抗 PD-1 療法

正常細胞への攻撃を阻害  
T 細胞を不活性化し、正常細胞への攻撃が 
阻害されます。

腫瘍の T 細胞による検知を回避  
T 細胞を不活性化することにより、腫瘍細胞
の検知を回避し、細胞死が抑制されます。

がん免疫療法が腫瘍を攻撃する 
免疫応答を利用

PD-L1 との結合を阻害することで、細胞傷害性 
T 細胞は腫瘍細胞を積極的に排除できるように
なります。

PD-1/PD-L1 パスウェイの役割 
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頭頸部癌患者における PD-L1  
発現は、ニボルマブの治療による 
全生存期間延長の程度に関連する 
可能性があります。 

PD-L1 発現率 1 % 未満   1 % 以上

ニボルマブ投与群 対照群 ニボルマブ投与群 対照群

OS 中央値 (95 % CI) 5.7 ヶ月 (4.4～ 12.7) 5.8 ヶ月 (4.0～ 9.8) 8.7 ヶ月 (5.7～ 9.1) 4.6 ヶ月 (3.8～ 5.8)

ハザード比 0.89 (95 % CI: 0.54～ 1.45) 0.55 (95 % CI: 0.36～ 0.83)

略語:CI = 信頼区間

表 1: PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」による PD-L1 発現レベルおよび投与群別の OS の要約
CA209141 試験 (N = 361) での事前規定予備解析 (N = 260) データ

頭頸部癌における 
PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」の臨床的価値

PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」の臨床的有用性は、第 III 相臨
床試験 (CA209141 試験) で検証されました。この試験では、プ
ラチナ製剤抵抗性の再発または転移性の頭頸部扁平上皮癌 
(SCCHN) 患者において、ニボルマブ療法と治験担当医師によっ
て選択された治療 (対照群) とを比較しました。 

ニボルマブ投与群は治験担当医師が選択した対照群の治療法
と比べて統計的に有意な生存率を示したことから、本試験の
主要評価項目が達成されました。 
  

第 III 相 試験 （CA209141 試験） では、事前に規定した中間解析 (最終解析に対して計画されたイベント数の 78 %) で、対照群と比較して統計
的に有意な生存率が実証されました。全生存期間 (OS) 中央値はニボルマブ群の被験者では 7.5 ヶ月、対照群の被験者では 5.1 ヶ月であり、
ハザード比は 0.70 でした。

PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」を用いて、事前に規定した探索的なサブグループ解析が行われました。解析結果を以下に示します。 
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PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」を用いて測定した PD-L1 発現率
が、ニボルマブの治療による全生存期間の延長に関連することが臨
床試験によって示されました。(1)  

頭頸部癌は世界で 6 番目に多く、毎年罹患数は約 55 万人、死
亡数は 30 万人と報告されています。初期に転移性疾患を呈す
る患者はほんの少数 (約 10 %、ステージ IV-C) であるものの、局
所進行性の状況で初期に治療された集団のうち約半数は、最
終的に腫瘍の再発がみられたり、難治性に至ったりします。  

プラチナ製剤を含む化学療法後の進行患者 (プラチナ製剤抵抗性
または耐性を示す疾患) の予後は不良であり、OS 中央値は約 4～
6 ヶ月であることから、再発性または転移性の頭頸部癌は依然とし
て、医学上高いニーズのある領域です。つまり、プラチナ製剤抵抗
性の再発または転移性の頭頸部癌患者に対して、延命効果をもた
らす有効な標準療法はありません。

頭頸部癌に対する PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」の臨床的有用性
は、臨床試験 CA209141 (プラチナ製剤抵抗性の再発または転移性
の頭頸部癌に対してニボルマブと治験担当医師が選択した治療法 
(対照群) とを比較するための無作為化、第 III 相臨床試験) の登録
患者の検体を用いて評価されました。

ベースライン (試験開始前) の腫瘍組織検体は、 無作為割付け前
に採取されました。 

治験の主要目的:

 再発または転移性の SCCHN 患者で、プラチ
ナ製剤 (アジュバント療法、ネオアジュバント
療法、原発性 (切除不能で局所進行性) また
は転移性のいずれか) を投与中または投与か
ら 6 ヶ月以内に疾患の進行が認められた患
者に、ニボルマブまたは対照薬剤を投与した
際の OS を比較すること。

 
治験の副次的目的:
 ニボルマブ投与群の無増悪生存率 (PFS) を 
対照群と比較すること。

 ニボルマブ投与群の客観的奏効率 (ORR) を 
対照群と比較すること。

頭頸部癌患者に対する  
PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」の試験データ 
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CA209141 試験で、無作為化した全被験者について事前に規定した各ベースラインレベルの 
PD-L1 発現頻度を表 2 に示します。 

表 2: SCCHN を対象とした CA209141 試験の定量可能*なサンプルでの PD-L1 発現率

原発腫瘍  
 

29.7 %  
(97/327)

転移性腫瘍 

52.0 %  
(170/327)

報告無し 

18.3 %  
(60/327)

表 3: ベースラインの SCCHN 検体の由来 - CA209141 試験 (1)

腫瘍検体は、本試験の組み入れ要件に従い、原発性または転移性のいずれかの部位の SCCHN 腫瘍から採取されました。被験者 327 名 (総
被験者 361 名) のベースラインで採取された腫瘍組織は、次のような部位別比率でした:  
  

15 ヶ国の 55 施設で、361 名の患者が、2 投与群 (ニボルマブ投与群 240 名、対照群 121 名) のうちの1つに無作為化され、セツキシマブの投
与歴 (あり/なし) に基づいて層別化されました。CA209141 試験の主要有効性評価項目は OS でした。さらに有効性評価項目として、無増悪
生存率 (PFS) および客観的奏効率 (ORR) が含まれました。

PD-L1 発現率
ニボルマブ投与群

(N = 161)  
対照群 

(N = 99)  
合計

 (N = 260) 

PD-L1 発現率 1 % 以上の被験者数 88 (54.7 %) 61 (61.6 %) 149 (57.3 %) 

PD-L1 発現率 1 % 未満の被験者数 73 (45.3 %) 38 (38.4 %) 111 (42.7 %) 

* CA209141 試験において 361 例のサンプル中 327 例で PD-L1 が定量可能でした。
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PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」には、ダコ　Autostainer Link 48 (IHC
自動染色装置) と PT Link 前処理システムを用いて FFPE 組織切片の 
IHC 染色を完了するために必要な、最適化された試薬とプロトコー
ルが含まれています (図 1 を参照)。検体を一次抗体または一次抗
体陰性コントロールと反応させた後、一次抗体に特異的なリンカー
試薬と反応させます。次に、デキストランポリマー骨格に二次抗体
分子とパーオキシダーゼ (HRP) 分子を結合させた検出試薬を反応
させます。

その後、発色試薬を添加すると、酵素変換により生成された反応生
成物の沈殿物が抗原部位に形成されます。発色反応の色は DAB エ
ンハンサー試薬により変化します。さらに、検体を対比染色し、カ
バーガラスで封入します。検査結果は光学顕微鏡を使用して判定し
ます。キットには、染色過程を検証・確認するのに役立つ、ホルマ
リン固定パラフィン包埋されたヒト細胞株 2 種類が貼付されたコン
トロールスライドが含まれています。

抗原

一次抗体

リンカー試薬

ポリマー試薬

ポリマー試薬

DABDAB DABDAB
抗原

Application of Primary Antibody.

Application of Visualization Reagent.

Application of DAB+ Substrate Chromogen Solution.

Application of Linker.

PD-L1

DABDAB DABDAB

Application of DAB Enhancer.

一次抗体を添加 リンカー試薬を添加 ポリマー試薬を添加

図 1: PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」の染色手順

PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」の概要
型番 : SK00521-5J
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基質溶液を添加 DAB エンハンサー試薬を添加

抗原

一次抗体

リンカー試薬

ポリマー試薬

ポリマー試薬

DABDAB DABDAB
抗原

Application of Primary Antibody.

Application of Visualization Reagent.

Application of DAB+ Substrate Chromogen Solution.

Application of Linker.

PD-L1

DABDAB DABDAB

Application of DAB Enhancer.

PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」には、コントロールスライド 15 枚と 
50 テスト分の試薬が含まれています (図 2)。

  濃縮抗原賦活液 

  ブロッキング試薬 

  一次抗体: 抗 PD-L1 ウサギモノクローナル抗体 (Clone 28-8) 

  一次抗体陰性コントロール 

  リンカー試薬 

  ポリマー試薬 

  基質緩衝液 

  発色基質 

  DAB エンハンサー試薬 
  コントロールスライド

この他、ダコ　Envision FLEX　洗浄液 (20 x) (型番: K800721-2) およ
びダコ　EnVision FLEX　ヘマトキシリン (AutostainerLink 用) (型番: 
K800821-2) が別途必要です (キットには含まれません)。必要な試薬
および装置の全リストについては、添付文書をご覧ください。 
 

図 2: PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」キットの内容

PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」はダコ　Autostainer Link 48 (IHC 自動染色装
置) で使用します。染色結果の信頼性を保証するため、添付文書の記載内
容に従って使用してください。   
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最適な染色性は、PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」プロトコール
に準拠することにより得ることができます。以下に最適な染色性を
得るためのヒントを示します。PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」の検査
結果に影響をおよぼす要因は、染色前の検体前処理や、本製品を
使用する染色工程にあります。これらの要因を最小限に留めるため
本章では、検体処理技術の留意点と本製品使用上の注意点につい
て述べます。

検体採取と処理
検体は、免疫組織化学染色に適した状態に保つことを主眼に取り
扱われる必要があります。検体採取後すみやかに処理し、組織を染
色して結果を判定してください。組織ブロックの PD-L1 免疫反応の
安定性は評価されていません。組織は時間の経過とともに PD-L1 免
疫反応性が失われていく可能性があります。腫瘍形態が診断するに
ふさわしいインタクトな状態に保持され、評価に十分な細胞の数が
存在していることを確認してください。検体はすべて推奨方法に準
じて処理してください。

コントロール組織
検査室内での組織検体の処理および包埋方法のばらつきは、検査
結果の不安定さの原因となります。染色ラン毎に、本製品のコント
ロールスライドに加え、施設内組織を用いた陽性対照および陰性対
照のコントロール組織標本を染色する必要があります。

陽性対照および陰性対照のコントロール組織は、新鮮な頭頸部癌
検体から選択してください。 患者検体と異なる方法で処理した組
織では、試薬の性能評価はできても、標本の作製状態の良し悪しを
確認することはできません。最適な陽性対照のコントロール組織と
して、弱から中等度に PL-D1 発現を示す症例が理想的です。また、
多くの組織に存在する多様な細胞は、内因性陰性対照のコントロー
ルとして機能しますが、この検証は各自施設内で実施する必要があ
ります。最適な頭頸部癌の陰性対照のコントロール組織では、腫瘍
細胞に染色性を認めず、マクロファージやリンパ球などの免疫細胞
が染色されます。

組織の前処理
検査には、ホルマリン固定パラフィン包埋組織が適しています。検体
を厚さ 3～ 4 mm に切り出し、10 % 中性緩衝ホルマリンで固定しま
す。次に、アルコールとキシレンの一連の処理後、パラフィンを浸透

させます。組織切除後遅くとも 30 分以内に固定を開始し、その後、
10 % の中性緩衝ホルマリンに 24～ 48 時間浸漬することを推奨し
ます。パラフィンの温度が 60° C を超えないようにします。組織の脱
灰操作が PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」の染色結果に及ぼす影響
は検証されていないため、推奨しません。組織検体は 4～ 5 µm に
薄切します。薄切した組織をコーティングスライドに載せ、58 ± 2 °
C で 1 時間ベーキングします。抗原性を保つために、スライドにのせ
た組織切片は 2～ 8 ° C または室温 25 ° C 以下の暗所で保管し、薄
切から 4 ヶ月以内に染色してください。スライドの保管および取り扱
い条件は、抗原性を保つために、常に 25 ° C 以下にしてください。

PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」の染色手順
PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」の試薬とプロトコールは、最適な検
査結果が得られるようあらかじめ設計されています。正しく検査を
実施するためにも、試薬を希釈したり、反応時間や温度または機器
を変更しないでください。 

試薬の保管 
使用時以外は、本品中のコントロールスライドを含む PD-L1 IHC 28-8 
pharmDx「ダコ」のすべての構成試薬を 2～ 8 ° C の暗所で保管して
ください。

試薬の調製  
すべての構成試薬を使用前に室温 (20～ 25 ° C) に戻し、パッケージ
外側に印刷されている使用期限を遵守して使用してください。

濃縮抗原賦活液
濃縮抗原賦活液を精製水で 1:50 に希釈します。30 mL の濃縮液ボ
トル 1 本で PT Link タンク 1 つ分にあたる 1.5 L を調製できます。1 回
あたり最大 24 枚のスライドの処理が可能です。調製後の pH は 6.1 
± 0.2 でなければなりません。抗原賦活液は 3 回使用したら廃棄し、
希釈後 5 日を過ぎたものは使用しないでください。

洗浄液 
ダコ　Envision FLEX　洗浄液 (20 x) を、精製水で 1:20 に希釈します。
希釈後未使用の洗浄液は 2～ 8 ° C で保管し、1 ヶ月以内に使い切っ
てください。この洗浄液は 25 ° C で最大 7 日間保管することもでき
ます。洗浄液が濁った場合は、使用せず廃棄してください。

PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」を適切に 
使用するために～技術的な留意点～
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基質溶液 
基質緩衝液 1 mL あたり 1 滴の発色基質を加え、混合します。調製
済みの基質溶液は 2～ 8 ° C の暗所で保管すれば、5 日間有効です。
使用前に十分混合してください。溶液中に沈殿物が生じても、品質
には影響しません。
 
 基質緩衝液のボトル全量を使用する場合は、発色基質を 9 滴
加えます。基質緩衝液のラベルには、7.2 mL と記載されていま
すが、これは使用可能な容積を示しており、実際には、Dead 
volume 分の余分な基質緩衝液が含まれています。 

 発色基質は、透明からラベンダーブラウンに変色する場合があ
りますが、変色しても製品の性能には影響しません。上記のガイ
ドラインに従って希釈します。基質緩衝液に過剰に発色基質を
加えると、陽性染色が損なわれます。

染色評価のためのコントロール
PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」の染色結果が適切で、試薬が正しく
機能していることを判断するために、コントロールスライドを使用す
ることを推奨します。各染色ラン毎に、以下のコントロールスライド
が必要です。 

 一次抗体で染色した PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」コントロー
ルスライド 1 枚 

 陽性対照のコントロール組織スライド 2 枚 (一次抗体および一
次抗体陰性コントロール試薬で染色したスライド各 1 枚) 

 陰性対照のコントロール組織スライド 2 枚 (一次抗体および一
次抗体陰性コントロール試薬で染色したスライド各 1 枚) 

 一次抗体で染色した組織検体ごとに、一次抗体陰性コントロー
ル試薬で染色した組織検体の連続切片 

染色プロトコール
スライドを設定し、DakoLink ドロップダウンメニューの選択肢から 
PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」染色プロトコールを選択します。必
要な全ステップと各反応時間は、DakoLink ソフトウェアにあらかじめ
プログラムされているプロトコールを使用します。 スライドラベル
を印刷し、各スライドに貼付します。 

脱パラフィン、親水化、抗原賦活 
PT Link 前処理システムを使用して、脱パラフィン、親水化、抗原賦活
の 3 つを 3-in1 処理で行います。

 「Preheat and Cool」を 65 °C に設定し、抗原賦活処理温度を 97 °C、
20 分間に設定します。 

 PT Link タンクに、抗原賦活液を1.5 L 調製して充填し、65 ° C に
予熱します。

 検体スライドをセットした Autostainer ラックを PT Link 内の予熱済
み抗原賦活液に浸漬します。PT Link のプログラムを開始し、97 °
C で 20 分間抗原賦活処理を行います。 

 処理が完了し、タンク内の温度が65 ° C まで冷却されたら、PT 
Link からスライドラックを取り出し、すぐに室温の洗浄液の入った 
PT Link リンスステーション (型番: PT10930) に入れます。 

 スライドは、リンスステーション内で 5 分間浸漬します。

染色と対比染色
検体スライドをセットした Autostainer ラックをダコ　Autostainer Link 48 
にセットします。この際、ランの開始前にスライド表面が乾燥すること
がないように、洗浄液をかけて湿潤状態を保つ必要があります（切
片が乾燥すると、非特異的な染色が増強する可能性があるため）。

PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」プロトコールを実行します。ダコ　
Autostainer Link 48 は、適切な試薬を滴下し、反応時間の制御、およ
び各ステップ間のスライド洗浄を適切に実行します。 対比染色には、
ダコ　EnVision FLEX　ヘマトキシリン (AutostainerLink 用) を使用しま
す。封入前にスライドを乾燥させないでください。

封入
非水溶性封入剤を使用します。退色を最小限に抑えるために、スラ
イドは室温 (20～ 25 ° C) の暗所で保管します。 

 

95 % EtOH (1 分)
95 % EtOH (1 分)
100 % EtOH (1 分)
100 % EtOH (1 分)
 キシレン  (3 分)
 キシレン  (3 分)

Autostainer 稼働終了後から封入操作の間に、スライドを乾燥させないでくださ
い。 キシレンの代替品として Histo-Clear 溶液を使用することもできます。 

適切な脱水手順例
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施設名

氏名および職名 

ダコ　Autostainer Link 48 シリアル番号     ソフトウェアバージョン 

ダコ　Autostainer Link 48 および PT Link の定期保守点検を実施していますか?    はい         いいえ  

PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」をプロトコールに従って実施するにあたり、必要な機器・試薬などがすべて 
用意されていますか ?         はい         いいえ  

PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」は、パッケージ外装に印字された使用期限内のものを使用していますか?   はい         いいえ  

本品中のコントロールスライドを含む PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」のすべての構成試薬を 2～ 8 ° C の暗所で 
保管していますか?            はい         いいえ  

免疫染色前に、コントロールスライドを含む PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」のすべての構成試薬を室温  
(20～ 25 ° C) に戻していますか ?             はい         いいえ  

頭頸部癌から選別された適切な陽性対照および陰性対照のコントロールをそろえていますか?        はい         いいえ  

組織は、10 % 中性緩衝ホルマリンで固定していますか?           はい         いいえ  

組織へのパラフィン浸透は 60 ° C 以下で実施しましたか?          はい         いいえ  

組織は 4～ 5 µm に薄切し、コーティングスライドを使用していますか?     はい         いいえ  

組織切片を、58 ± 2 ° C で 1 時間 ベーキングしましたか ?           はい         いいえ  

保管されていた未染スライドを使用した場合、そのスライドは、薄切後 4 ヶ月以内かつ暗所で 2～ 8 ° C または 
室温 25 ° C 以下で保管していたものですか?       はい         いいえ  

抗原賦活液は、適切に調製されていますか? (希釈後の抗原賦活溶液の pH は 6.1 ± 0.2 である必要があります) はい         いいえ   
ダコ　Envision FLEX　洗浄液 (20 x) は適切に調製されていますか?     はい         いいえ  

基質溶液は適切に調製されていますか?        はい         いいえ  

PT Link を使用して、脱パラフィン、親水化、および抗原賦活を 3-in-1 処理で実施していますか?   はい         いいえ  

染色前にスライド表面が乾燥しないように、ダコ　Autostainer Link 48 にスライドをセットする際、スライドガラスに 
洗浄液をかけ湿潤状態を保っていますか?        はい         いいえ  

ダコ　Autostainer Link 48 で PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」プロトコールを選択していますか?   はい         いいえ  

ダコ　Envision FLEX　ヘマトキシリンで対比染色していますか?      はい         いいえ  

上記のいずれかの質問で「いいえ」を選択した場合は、アジレントテクニカルサポート担当者にご相談ください。 

特記事項

PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」テクニカルチェックリスト
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PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」のスコアリングは、添付文書に記載
されている手順に従い、 最適な方法で、病理医の経験を考慮した上
で実施してください。 
 
この検査は、浸潤性の頭頸部癌組織サンプルに対して検証されてお
り、異形成または上皮内癌の病巣に対して検証されていません。HE 
染色されたスライドは、それぞれの PD-L1 染色サンプルとともに用
いることで、浸潤性腫瘍、上皮内癌、および隣接する正常な上皮を
正しく鑑別することができます。 

検体の陽性腫瘍細胞の染色割合により、PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダ
コ」の染色結果が判定されます。図 3 に、スコアリングガイドライン
と推奨される報告例を示します。PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」の
病理報告例については、20 ページをご参照ください。 
 

PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」 
スコアリングガイドライン

図 3: PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」の染色結果のスコアリングおよび報告に関するガイドライン

染色強度は問わず、完全または部分的な細胞膜染色
を呈する適切な腫瘍細胞の割合が1 % 未満

染色強度は問わず、完全または部分的な細胞膜染色
を呈する適切な腫瘍細胞の割合が 1 % 以上

PD-L1 発現 1 % 未満 PD-L1 発現 1 % 以上



PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」染色結果判定マニュアル   日本版16

PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」の結果判定には、次の順序でのスライド評価を推奨します。  
詳しくは、18～ 19 ページをご参照ください。

1 2 3A

3B

HE で染色した組織検体 
組織構造と細胞形態の保存状態を確認  

本品中のコントロールスライド
一次抗体で染色

陽性対照のコントロール組織
一次抗体で染色

陽性対照のコントロール組織
一次抗体陰性コントロールで染色

条件を満たす 条件を満たす 条件を満たす

PD-L1 陽性対照の 
コントロール

PD-L1 陰性対照の 
コントロール

条件を満たす

PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」の 
推奨スライド判定順序  
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4A 5 6

4B

陰性対照のコントロール組織
一次抗体で染色

組織検体  
一次抗体陰性コントロールで染色

組織検体
一次抗体で染色

陰性対照のコントロール組織
一次抗体陰性コントロールで染色

スコアリングには 100 個以上の腫瘍細胞
が必要。

スコアリング対象:  

 強度を問わず細胞膜が完全または 
部分的に染色されている適切な腫瘍 
細胞を陽性対象としてスコアリング 

 検体全体に対する陽性腫瘍細胞の 
割合 (発現率) を算出

スコアリング対象外:  
 細胞質染色
 免疫細胞
 正常細胞
 壊死細胞
 上皮内癌 (異形成)

条件を満たす 条件を満たす 条件を満たす

条件を満たす
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PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」の評価は、病理医が明視野顕微鏡を
使用して実施します。組織検体で PD-L1 の染色性評価をする前に、
組織検体での HE 染色ならびに本品中のコントロールスライドの染
色性評価をすることが必須です。HE 染色組織検体では、組織構造 
(組織型) と細胞形態の保存状態を確認評価します。次に、本品中の
コントロールスライド、陽性対照および陰性対照のコントロール組
織スライド、一次抗体陰性コントロールおよび一次抗体で染色した
各検査条件のスライドを観察します。最後に、一次抗体陰性コント
ロールおよび一次抗体で染色した組織検体を調べ、腫瘍細胞の染
色の割合を評価します。

PD-L1 の染色では、強度を問わず部分的または完全な細胞膜染色
が確認されている腫瘍細胞を陽性と判定します。本製品に含まれ
るのは、PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」コントロールスライドのみで
す。陽性対照および陰性対照のコントロール組織スライドは、施設
ごとに用意します。施設で用意した陽性対照および陰性対照のコン
トロール組織は、組織検体として同じスライド上に乗せることも可
能です。

1.HE 染色した組織検体
組織構造および細胞形態の保存状態は、HE 染色標本で評価します。
PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」を用いた染色は、HE 染色と同一パラ
フィンブロックの連続切片に対して実施します。

異形成と上皮内癌の病巣はスコアリングの対象外です。HE 染色標
本をともに用いることで、浸潤性腫瘍、上皮内癌、および隣接する
正常な上皮を正しく鑑別することができます。

2.PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」 
コントロールスライド
本品中のコントロールスライドは、試薬が正しく機能していることを
確認するために用います。各スライドには、PD-L1 発現陽性および
陰性の腫瘍細胞セルブロック標本が貼付されています (図 4)。コン
トロールスライドで良好な染色が得られない場合は、該当するすべ
ての組織検体結果を無効と見なします。コントロール組織は、患者
の染色結果を判定するための染色参考例として使用しないでくだ
さい。 

本品中のコントロールスライドの PD-L1 陽性対照の培養細胞切片で
は、以下の染色結果を妥当とします (図 5 参照)。

   80 % 以上の腫瘍細胞の細胞膜に平均強度 2+ 以上の染色を認める 

   バックグラウンド染色が強度 1+ 未満に抑えられている 

本品中のコントロールスライドの PD-L1 陰性対照の細胞培養切片で
は、以下の染色結果を妥当とします (図 6 参照)。

   細胞膜染色を認めない 

   バックグラウンド染色が強度 1+ 未満に抑えられている 

陰性コントロール細胞内に数個の染色された細胞を観察する場合
があります。その場合でも、10 個以下または、強度 1+ 以上の細胞
質染色細胞が観察された細胞を認めても、条件を満たすものと判
断します。

図 4: 本品中に含まれる各コントロールスライドには、PD-L1 発現が
陽性および陰性の細胞の切片が含まれています。

細胞膜の陽性腫瘍細胞の割合とその染色
強度を評価してください。下記を参考に、
全体的な染色強度を評価してください。 
 

PD-L1 陽性 

PD-L1 陰性

PD-L1 IHC  
28-8

xxxxx
   0 陰性

   1+ 弱陽性

   2+ 中等度陽性

   3+ 強陽性

頭頸部癌に対する PD-L1 IHC 28-8 pharmDx 
「ダコ」の結果判定に関する推奨事項  
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3.陽性対照のコントロール組織スライド
頭頸部癌の陽性対照のコントロール組織 (一次抗体または一次抗
体陰性コントロールで染色したスライド各 1 枚) を観察し、組織が適
切に作製され、試薬が正常に機能していることを確認します。バッ
クグラウンド染色は、染色強度が 1+ 以下でなくてはなりません。評
価する際は、壊死または変性した細胞を除外します。陽性対照のコ
ントロール組織で良好な染色が得られない場合は、該当するすべて
の組織検体結果を無効と見なします。コントロール組織は、患者の
染色結果を判定するための染色参考例として使用しなでください。

4.陰性対照のコントロール組織スライド
頭頸部癌の陰性対照のコントロール組織 (一次抗体または一次抗
体陰性コントロールで染色したスライド各 1 枚) を観察し、非特異
染色がないことを確認します。バックグラウンド染色は、染色強度が 
1+ 以下でなくてはなりません。陰性対照のコントロール組織で、腫
瘍細胞の細胞膜に染色が認められた場合は、該当する組織検体の
結果を無効と見なします。コントロール組織は、患者の染色結果を
判定するための染色参考例として使用しなでください。

5.一次抗体陰性コントロールで染色した 
組織検体 
一次抗体陰性コントロールでの染色は、組織検体に非特異的バック
グラウンド染色が存在しうるかを評価するのに有用です (一次抗体
で染色した該当組織検体と比較することでより正確に判定すること
が可能)。一次抗体陰性コントロールで染色した組織検体を観察し、
非特異的な バックグラウンド染色を確認します。一次抗体陰性コン
トロールで染色した場合、 細胞膜染色は陽性を示さず、非特異的
バックグラウンド染色は 1+ 以下である必要があります。良好な染色
が得られない場合は、組織検体の結果を無効と見なします。

6.一次抗体で染色した組織検体 
染色の評価は、 一次抗体陰性コントロールで染色した組織検体と
比較しながら実施します (特に組織検体に生じる非特異的染色の有
無を判別するのに有効)。PD-L1 染色をスコアリングするにあたり、
100 個以上の適切な腫瘍細胞が存在している必要があります。  

ヒントおよび注意事項
   PD-L1 発現評価には標本全体を対象とします

   細胞の鑑別および細胞膜染色が認められない領域は、高倍率で 
    確認します

   4 倍や 10 倍の倍率では見落とす可能性のある強度 1+ の弱い 
    染色に注意します

不適正検体: 腫瘍細胞が 100 個未満の場合、その検体は判定不適
正としてください。同じブロックの別の切片あるいは同患者の別の
ブロックから、PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」の評価用に十分な量
の腫瘍細胞が存在する検体が必要となる場合があります。 

判定不可検体: 腫瘍細胞の細胞膜は、検体前処理の不適当さから
ではなく腫瘍組織検体の生物学的理由で除外されます。例えば、腫
瘍細胞の強い細胞質染色は、細胞膜染色のスコアリングの妨げと
なる可能性があります。別の薄切片または同患者の別のブロックの
切片が、PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」の評価用に必要となる場合
があります。 

図 5: 条件を満たす染色性を示す陽性 PD-L1 コントロール

図 6: 条件を満たす染色性を示す陰性 PD-L1 コントロール

1

2

3

4 倍の倍率で検体全体の腫瘍領域を注意深く観察してください。検
体の腫瘍細胞の全領域を評価してください。細胞質の染色は判定
対象外とします。免疫細胞、壊死細胞、正常細胞、および上皮内癌
はスコアリングから除外します。 

対物レンズの10～ 20 倍の倍率を用いて、細胞膜がPD-L1で染色され
た陽性腫瘍細胞の割合を判断します。必要に応じて、確認用に 40 
倍の倍率を使用することができます。腫瘍細胞は、染色強度を問わ
ず細胞膜が完全または部分的に染色されている場合、PL-D1 陽性と
判断されます。 

検体の PD-L1 発現率が 1 % 未満か 1 % 以上かを記録します。PD-L1 
発現率を算出する場合、分子は染色された腫瘍細胞の数であり、
分母は検体中の腫瘍細胞の総数です。

PD-L1 発現率 = 
PD-L1 陽性の細胞膜染色を示した腫瘍細胞数 

 
切片内の腫瘍細胞の総数
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注意事項: PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」は、浸潤性の頭頸部癌組織検体のために検証されており、異形成または上皮内癌の病巣のために
検証されていません。HE 染色されたスライドは、それぞれの PD-L1 染色サンプルとともに用いることで、浸潤性腫瘍、上皮内癌、および隣接
する正常な上皮を正しく評価することができます 

頭頸部癌に対する PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」の染色結果報告時の推奨記載事項 

PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」、(型番: SK00521-5J) 検査内容など: 

検査日    PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」ロット番号 

染色 Log ID     検体 ID 

患者番号 
 
検査タイプマニュアル判定による IHC 染色

その他 

組織タイプ 
 
PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」に加えて実施された検査 

PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」コントロール結果:

PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」コントロールスライド  合格         不合格  

陽性対照のコントロール組織スライド   合格         不合格  

陰性対照のコントロール組織スライド   合格         不合格  

組織検体、陰性対照のコントロール組織スライド  合格         不合格  

PD-L1 染色結果: 頭頸部癌患者における PD-L1 発現は、ニボルマブの 
治療における全生存期間延長の程度に関連する可能性があります。

腫瘍細胞の存在                    100 細胞以上                  不適正 
                    

   PD-L1 発現率が 1 % 未満:  
部分的または完全な PD-L1 の細胞膜染色がみられた頭頸部癌細胞の割合が 1 % 未満
 

   PD-L1 発現率が 1 % 以上: 
部分的または完全な PD-L1 の細胞膜染色がみられた頭頸部癌細胞の割合が 1 % 以上 

PD-L1 発現腫瘍細胞の割合 %
 
担当医師 (臨床医) へのコメント 

結果の報告
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次の画像は、PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」で染色された頭頸部癌腫瘍検体の例を表しています。

図 7: PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」で染色した扁桃組織の扁平上皮腫瘍の例。ここでは様々な PD-L1 染色パターンを示しています。 
この検体は陽性対照のコントロール検体として、分析感度の微妙な変化の検出に使用することができます。ここに示されているのは、 
部分的 (赤矢印) または完全な (黒矢印) 細胞膜染色です。 
対物レンズ 20 倍

頭頸部癌における  
PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」の免疫染色例 
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図 8: 喉頭の扁平上皮腫瘍。PD-L1 発現 1 % 未満。対物レンズ 10 倍

図 9: 喉頭の扁平上皮腫瘍。PD-L1 発現 1 % 以上。対物レンズ 10 倍
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図 11: さまざま強度で PD-L1 陽性の染色を示す鼻咽腔の腺癌。対物レンズ 10 倍

図 10: 1 % 以上の PD-L1 陽性を示す唾液腺の腺癌。対物レンズ 10 倍
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図 13: 免疫細胞の染色および腫瘍内の陽性染色を示す、舌の扁平上皮腫瘍。対物レンズ 20 倍 

図 12: 腫瘍周囲に会合する免疫細胞に (黒矢印) 強い染色が認められる咽頭の扁平上皮癌。ただし、腫瘍細胞は PD-L1 陰性。 
腫瘍内組織球 (赤矢印) の染色。PD-L1 陽性スコア判定の対象外です。対物レンズ 20 倍 
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図 15A: 喉頭の扁平上皮腫瘍の HE 染色 
 

図 15B: 浸潤性の扁平上皮腫瘍 (黒矢印) の強い陽
性の細胞膜染色この場合、上皮内成分 (赤矢印) は 
PD-L1 陽性ではありません。染色の有無にかかわらず、
上皮内成分は、検体の PD-L1 陽性スコアを判定するた
めの分母には含まれません。浸潤性の部分のみが評
価対象です。対物レンズ 10 倍 

図 14A: 舌の扁平上皮腫瘍の HE 染色 
 

図 14B: 強い PD-L1 の陽性染色が、浸潤性の扁平上皮
腫瘍 (黒矢印) に認められます。この場合、正常な扁平
上皮 (赤矢印) にも染色が認められます。正常な扁平
上皮の染色はPD-L1 陽性の腫瘍染色割合の計算に含
まれません。対物レンズ 10 倍
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図 16: 舌の扁平上皮腫瘍。細胞膜染色のない腫瘍細胞の細胞質中の顆粒状染色は、陽性とみなしません。対物レンズ 20 倍 

非特異的バックグラウンド染色  
バックグラウンド染色とは、組織検体の広範囲にみられる非特異的
染色と定義されます。これには、さまざまな要因が関与します。例
えば、検体の固定などの前処理や組織検体作製時のプロセスが正
しく実施されなかったり、脱パラフィン不良やスライドの洗浄不良な
どからも引き起こされます。

10 % 中性緩衝ホルマリン以外の固定液を使用することもバックグラ
ウンド染色の原因となることがあります。

バックグラウンド染色を生じうる要因 
 スライドの染色前の乾燥 (ダコ　Autostainer Link 48 へスライドを
のせる際、機器の稼動前にスライドが乾いてしまうことを防ぐた
め、スライド表面に洗浄液をかけ、湿潤状態を保つ) 

 脱パラフィン不良

 スライドの洗浄不良

陰性対照のコントロールと、組織検体上のバックグラウンド染色状
態を照らし合わせることで、その程度を把握することができます。検
体はすべて非特異的バックグラウンド染色が 1+ 以下である必要が
あります。

免疫細胞
腫瘍中の浸潤した炎症細胞に強い染色が認められることがありま
す。炎症細胞は腫瘍の陽性染色割合の判定対象外です。

壊死
壊死組織は非特異的染色を示す場合があるため、腫瘍陽性割合の
スコアリング対象から外します。  

扁平細胞の鑑別
この腫瘍タイプでは、細胞分化により、様々なサイズの細胞が認め
られる可能性があります。細胞サイズにばらつきがあるため、染色
領域により陽性染色のおおよその割合を掴もうとすると、スコアが
不正確になる場合があります。一次抗体で染色された組織検体の
スコアリングの手順については、19 ページをご参照ください。

PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」では評価が 
困難な頭頸部癌の例 
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図 17: 舌の扁平上皮腫瘍。腫瘍の細胞膜染色が認められ、非特異的な細胞質染色から鑑別することが可能です。対物レンズ 20 倍   

図 18: 舌の扁平上皮腫瘍。これは、スコアリングを妨げる過剰な細胞質の染色による判定不可検体の例です。腫瘍の細胞膜染色が 
認められますが (黒矢印)、検体の多くの部分で細胞質が過剰に染色されています (赤矢印)。対物レンズ 10 倍 
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図 20: 壊死領域を示す、喉頭の扁平上皮腫瘍。隣接する腫瘍細胞は PD-L1 陽性染色の評価対象となります。壊死領域ではなく、判定対象と
なる腫瘍細胞のみをスコアリングの対象としてください。検体が過度に壊死している場合、不適正とみなします。検体を評価するには、 
100 個以上の腫瘍細胞が存在する必要があります。対物レンズ 20 倍

図 19: 高度～中程度に分化し角化した、舌の扁平上皮腫瘍。異物巨細胞 (FBGC) の細胞膜染色に注意してください。この腫瘍の性質上、
FBGC は高分化扁平上皮癌に認められ、間質に溢流した腫瘍細胞によって産生されたケラチン塊などの異物に対する反応であることを 
示します。FBGC はマクロファージの融合によって形成されます。FBGC は腫瘍の PD-L1 陽性染色評価のスコアリング対象から除外して 
ください。対物レンズ 20 倍
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図 22: 下咽頭の扁平上皮腫瘍。この例では、密集した類基底細胞が、PD-L1 陽性を示していますが、高分化扁平上皮細胞は陰性を 
示しています。染色された表面積に基づいて腫瘍の陽性割合を判定すると、この例では、スコアを誤って 20 % と記録してしまいます。 
しかし、正しいスコアリングアルゴリズムを使って、腫瘍細胞の総数から陽性染色された腫瘍細胞数を計測すると、正しい PD-L1 陽性割合で
ある 60 % が得られます。対物レンズ 20 倍

図 21: 喉頭の扁平上皮腫瘍に認められる PD-L1 陽性の染色。陽性の割合をスコアリングする場合、割合は領域ではなく陽性染色された 
細胞数によって判定します。この例では、密集した類基底細胞は染色されておらず、同数の陽性染色された高分化扁平上皮細胞が占める 
面積よりも小さい面積を占めています。細胞の大多数が表面的には陽性に見えますが、細胞を数えてみると、陽性の腫瘍細胞は 30 % のみ
です。対物レンズ 20 倍
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問題 考えられる原因 推奨される処置

1 コントロールスライドも検体スライド
も染色されない

1a プログラミングエラー
PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」用のプロトコールが選択されていることを
確認する

1b 基質溶液との反応不足 
 基質溶液が適切に調製されていることを確認する

1c 非推奨の洗浄液に含まれるアジ化ナトリウム
ダコ　Envision FLEX　洗浄液 （20 x） 型番: K800721-2) を使用しているか
確認する

1d 本品中のコントロールスライド自体の劣化 パッケージ外装に印字されているキットの使用期限と保管条件を確認する  

2 検体スライドの染色が弱い 

2a 不適切な固定方法 適切な固定液と固定方法で実施していることを確認する

2b 試薬量の添加不足 組織切片のサイズと試薬添加量を確認する

2c 不適切な洗浄液を使用
ダコ　Envision FLEX　洗浄液 （20 x） (型番: K800721-2) を使用しているか
確認する

2d 試薬の温度が使用時に低かった 染色前に試薬を室温 (20～ 25 ° C) に戻す

3
組織検体スライド、または本品中の
陽性対照のコントロールの染色が 
弱い

3a 抗原賦活が不十分 ダコ　PT Link 上での 3-in-1 処理が正しく行われたことを確認する

3b 不適切な洗浄液を使用
ダコ　Envision FLEX　洗浄液 （20 x） (型番: K800721-2) を使用しているか
確認する

4 スライドのバックグラウンドが過剰に
染色されている

4a 脱パラフィン不良 ダコ　PT Link 上での 3-in-1 処理が正しく行われたことを確認する

4b ダコ　Autostainer Link 48 へ装填時にスライドが乾燥した
機器への装填時、または染色開始前にスライドが湿潤状態に置かれてい
ることを確認する (スライド表面に緩衝液をかけ乾燥を防止しているか?)

4c 試薬の非特異吸着 (反応)
固定が適切に行われているか、また、壊死の強い検体でないことを 
確認する  

4d 不適切な固定方法 適切な固定液と固定方法で実施していることを確認する

5 組織がスライドから剥離する
5a 不適切なスライドガラスを使用 コーティングスライドを使用する

5b 不適切な検体処理 薄切した切片を染色前に 58 ± 2 ° C のオーブン内で 1 時間ベーキングする

6 染色が強すぎる

6a 不適切な固定方法 適切な固定液と固定方法で実施していることを確認する

6b 不適切な洗浄液を使用
ダコ　Envision FLEX　洗浄液 （20 x） (型番: K800721-2) を使用しているか
確認する

6c 染色試薬の温度が高すぎる 試薬は染色前に 20～ 25 ° C の温度に戻すことを推奨します  

7 加熱時に抗原賦活液が濁って見える 7 加熱時に抗原賦活液が濁って見える これは正常であり、染色には影響しない

8 染色時の気泡の混入をもたらす 
検体のアーチファクト 8 スライド封入前のスライドの脱水が不十分 

 
適切なスライド脱水手順を確認する本マニュアル内に脱水手順の一例が
記載されています。

PD-L1 IHC 28-8 pharmDx「ダコ」の 
トラブルシューティングガイド 
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