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ア ポト ー シ スの病理組織学的 検索には , c as pas e系酵素の 活 性化により 生 じ た 断片化 D NAを
認識する TU NEL 法が 汎用されてきた しかしTU NEL 法には 細胞壊死も 認識することや ． ア

ポト ー シ ス 指数 ( apo pto tic index: A. I. ) を 算 定する 際， どの大きさの 断片 核 まで を TU NEL 陽

性とと る かについての 基準が 無いこと から， A. I.には 客観 性が 乏しい， 等の 問題点があった ．

M3 0 c ytoDE ATH 免疫染色は ア ポト ー シ スの 際に c as pas e 3 で切断される 細胞骨格蛋 白 CK1 8

の エ ピト ープを特異的に 認識する 方法であり ． ア ポト ー シ スの早期 段階の 細胞 質に 陽 性とな り ．

壊死細胞には 染色されないこと から， A. I.の 客観的 算 定に 有用な 方法と 期 待されている ． 本研

究では ． 内視鏡的切除 ホル マ リ ン 固 定大腸腺腫 2 7 病変 を対象に , M3 0 c y toDE A TH 免疫染色

と TU NEL 法の 比較を行 うことで , M3 0 c ytoDE ATH 免疫染色が ア ポト ー シ スの病理組織学的
検索に 有用 かど う かについて 検討した ． パラフ ィ ン ブロ ッ ク からの 3 µ m切片に HE 染色， M3 0

c ytoDE ATH 免疫染色， TU NEL 法を 施行した . M3 0 c ytoDE A TH 免疫染色では， 細胞 質 全体

が び ま ん 性もしくは 顆粒状に 染色されるもの を 陽 性， TU NEL 法では， 茶色に発色された 顆粒

状もしくは 点状陽性物すべ て を TU NEL 陽性 ( All TU NEL 陽性）とし， それらの 中で形態学

的に ア ポト ー シ ス小体 ( apo pto tic bo dy: AB )と 判 定できるもの を AB TU NEL 陽 性， とした ．

TU NEL 法の All TU NEL 陽性では， 小点状陽性物が 複数集族して存在するものの 明ら かな ア
ポト ー シ ス小体を形成しないもの， 小型 点状陽性物が腺管 甚底側に び ま ん 性に出現するものな

どが みられた . M3 0 c ytoDE ATH 免疫染色では， 陽性判 定に 苦慮するものは少な かった . 2 4 例

の腺腫 から5 4 領域を 抽出し， 各領城の A. I. を 算 定した . All TU NEL 陽 性の A. I. ( All TU NEL 
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A.I .) は 9.49士 0.87%, AB TUNEL 陽 性 の A.I . (AB TUNEL A.I . ) は 3.73 士 0.29%, M30 
cytoDEATH 免疫染色の A.I . (M30 A.I .) は 2.53 士0.35% で， そ れ ぞれの間には有意差が あっ
た ( P<0.001) . M30 A.I. は, All TUNEL A.I . ,  AB TUNEL A.I . のいずれと も 有意に相関し
ていた ( P<0.001) . 以上のことから, M30 cytoDEATH 免疫染色はア ポ ト ーシスを正確に判定
しており， そ の判定の容易 さ や客観性の観点から， これ ま で汎用 さ れて き た TUNEL 法に代わ
り ． ア ポ ト ーシスの病理組織学的検索に有用な方法として期待 さ れる．

キ ー ワ ー ド： ア ポ ト ー シ ス ， M30, TUNEL 法， 免疫染色

緒 言

ア ポ ト ー シ ス (apoptosis)は， 不 要も し くは

DNA に損傷を受けた細胞を迅速かつ 効率良く生
体から除去するための， p53 1 l , c -myc, bc/-2 2) 3) 
等の遺伝子により 制御された細胞死であ り ， 細胞
の能動死も し くは programm ed c ell death と呼ば
れている 4) . ア ポ ト ー シ ス は様 々 な生理的も しく

は病的状態で生ずるが 見 それらの中でも腫瘍の
発生と生長過程において， ア ポ ト ー シ ス は重要な
役割を果たしている 6) 7). がん原物質などによる
外的要因や突然変異などにより DNA に損傷を受

けた細胞は ア ポ ト ー シ ス により 速やかに生体から
除去されるが， ア ポ ト ー シ ス 機構の障害により こ

う した DNA 損傷を伴 う 細胞の蓄積 ・ 増殖する こ
とが， 腫瘍の発生と生長要因の一つと考 え られて
t ヽる 7) .

ア ポ ト ー シ ス を来 し た細胞では， caspas e 系 酵

素の活性化により ， DNA の断片化が生 じ 8) , 組
織学的には細胞容積の縮小， 核ク ロ マ チ ンの凝縮，
核濃縮， 核の断片化， 細胞質 内のア ポ ト ー シ ス 小
胞の形成 9) 10) , 等の所見で認識する ことがで き る．
細胞膜が消失し ， ア ポ ト ー シ ス 小胞のみの状態は
ア ポ ト ー シ ス 小体(apoptotic body) n) 12) と 呼 ば

れる． しかし ， 核ク ロ マ チ ン凝縮や核濃縮などの
所見は細胞壊死でも生ずる現象であ り ， ヘ マ ト キ

シ リ ン ・ エ オ ジ ン染色(HE 染色） では ア ポ ト ー

シ ス としての客観的評価が困難であ り ， ア ポ ト ー

シ ス 小体は内分泌細胞や上皮 内に浸潤したリ ンパ

球との鑑別が必ず し も 容易ではない 13) . これら

の ことから ア ポ ト ー 、ン ス の組織学的評価には，
DNA 断 片 化 を 直 接 検 出 す る TUNEL(terminal 
deoxynucleotidyl transferas e - mediated deoxyuridin e 

triphosphate - biotin nick and labeling)法 4) , in situ 
nick translation (ISNT)法 14) , ア ポ ト ー シ ス 細
胞に集積する単鎖 DNA を免疫組織学的に検出す

る ssDNA(singl e - strand DNA) 法， caspas e 系

酵素により分解された細胞内蛋 白に対する各種免
疫染色法 15) 等が考案されて き た．

ア ポ ト ー シ ス を 同 定 す る 方 法 の 中 で は，
TUNEL 法が最 も 汎 用 されている 16l . TUNEL 

法では核ク ロ マ チ ン濃縮から核の断片化， ア ポ ト
ー シ ス 小体形成 までのア ポ ト ー シ ス の比較的後期

の段階の核および断片化核に陽性 シ グ ナ ルが得ら

れるが， TUNEL 法には壊死細胞や 自 己融解細胞
も陽性となること 17), ホ ル マリン固定時 間が長 時
間になると偽 陰性となり やすい こと 18), 断片化核
の陽性シグナルの定量的評価に再現性が乏しい こ
と 19) 20) 等の問 題 点が指摘されていた． 特に断片
化核の大 き さは様 々であり， 病 変によっては小 型
断片核が無数に出現する場合もあり(nuclear dust 

と呼ばれる） 21l ,  TUNEL 陽性の小型断片核の一

つ 一つが 1 個の細胞のア ポ ト ー シ ス の結果を表現
しているのか ど う かについては明確な判定指針は
ない． 従って， TUNEL 法で算定された ア ポ ト ー

シ ス 指数が， 細胞集団の中で ア ポ ト ー シ ス を来 し
た細胞の頻 度を正確に反映しているか ど う かにつ

いては疑問が残る所である．
M30 cytoDEATH 免疫染色は， caspas e 3 によ

り 切断される細胞骨格蛋 白 CK18 のエ ピ ト ー プを
特異的に認識する方法であり 22), ア ポ ト ー シスの
早期段階の細胞の細胞質に陽性となり， 壊死細胞
には染色されない 22)_ また， 染色法が比較的安定

しており， 判定の客観性も高いことが報告されてい

る 23)_ しかし これ まで， M30 cyto DEATH 免 疫

染色とこれ まで汎 用されてきた TUNEL 法との比
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較を行った研究は限られている 24). 本研究では，
内視鏡的に 切除されたホ ル マ リ ン固定大腸腺腫症
例 を 用 い て， M30 cytoDEA TH 免 疫 染 色 と
TUNEL 法の比較を 行うことで ， ア ポ ト ー シスの
病理組織 学的検索に お ける M30 cytoDEA TH 免
疫染色の有用性に ついて検討した．

対象 と 方法

1 .  対象
内視鏡的に 切除され， ホ ル マ リ ン固定の後， 新

潟大学臨床病理学分野 （旧第一病理学教室） で病
理診断された大腸管状腺腫24 例を対象とした．
内視鏡的治療前に， 化学療法や放射線療法を施行
されていた症例， 炎 症性腸疾患併存例， は対象か
ら除外した． 腺腫および その異型度 （低異型度と
高異型度）の判定は大腸癌取扱い規約第 8 版 25)

に 準 じ た． 対象例の年齢は 66.0 土 6.8(平均 土 標
準偏差）， 男性 16, 女 性 8, 大きさは 19.4 士 3.2

mm (平均 土 標準偏差）であった．

2 .  方法
対象例のパ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク から 3µm 厚連続

切片 3 枚を作 成し， ヘ マ ト キ シ リ ン ・ エ オ ジ ン染
色 (HE 染 色 ）， M30 cytoDEA TH 免 疫 染 色，
TUNEL 法による染色を施行した．

抗 M30 cytoDEA TH 抗 体 (Roche Diagnostic, 

Mannheim, Germay) (希 釈 倍 率 1 : 10) を 用 い，
MAX - PO (ニ チ レ イ バ イ オ サ イ エ ンス社） 法に
て 免 疫 染 色 を 行 っ た. TUNEL 法は ApopTag

Perox i dase In S i tu T U N E L  K i t  (Chemicon  

International, USA) を 用い， 既報 11) に 従って行
った. M30 cytoDEA TH 免疫染色の評価は細胞 質
全体がびまん性もしくは顆粒状に 茶色に 染色され
るものを 陽性とした． 管腔面に脱落した細胞は判
定から除外した 22). TUNEL 法では， 茶色に発
色された 顆 粒 状も し くは点状 陽性物す べてを
TUNEL 陽性 (All TUNEL 陽性） としたが， そ
れらの中で ， ア ポ ト ー シス小体 （濃縮 ・ 断片化核
の周 囲に 空包が存在するもの） (apototic body: 以
下 AB) と判定で きるものを AB TUNEL 陽性と

した．
HE 染色標本で ア ポ ト ー シス小体が認められる

領 域 を 選 択 し， M30 cytoDEA TH 免 疫 染 色 と
TUNEL 法染色で 同 一視野領城を対物 40 倍で 観
察し， それぞれの陽性細胞頻度を ア ポ ト ー シス指
数 (apoptotic index: 以下 A.I.) として算定した．

3 . 統計解析
M30 cytoDEATH と TUNEL 法による AI の比

較には， Mann- Whitney U test を， 両者の相関の
検定には spearman の順位相関係数を 用いた. P

値 <0.05 を統計的有意とみなした． 統計 ソ フ ト は
IBM SPSS 22 (IBM, Armonk, NY) を 用いた．

結 果

1 .  TUNEL 法 と M30 cytoDEATH 免 疫 染 色 の
染色態度

TUNEL 法では，顆粒状もしくは点状陽性物は，
周囲に明らかな空包を形成する AB と， 小点状陽
性物が複数集族して存在するものの周囲を明らか
な空包で 囲まれていないものや， 単独で 隣接核に
直接接っしているものなど， 様々な染色パ タ ー ン
がみられた． 前 2 者は腺管底部もしくは中層に 散
在性に 出現していたが ， 後者は陽性物の大きさが
明らかに 小さく， 腺管基底側にびまん性に 出現し
ていた （図 I ) . 

M30 cytoDEA TH 免 疫 染色では， 陽性細胞は
細胞 質全体に わたって， び ま ん性または顆粒状
に 染色され， 陽性判定に 苦慮するものは少なか
った （図 2 ) .

2 .  TUNEL 法 と M30 cytoDEA TH 免 疫 染 色 よ
る A.I. の比較

24 例の腺腫から 54 領城を 抽 出 し， 各領城の
A.I. を算定し比較した． 算定細胞数は 418-1174 個
（平均 681 個）であった．

TUNEL 法で 全ての染色陽性物を TUNEL 陽性
とした場合の A.I. (All TUNEL A.I.) は 9.49 士
0.87%, ア ポ ト ー シス小体を形成したもののみを
陽性 (AB TUNEL 陽性） とした場合の AI (AB 
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A 

c → 

b → 

図 1 TUNEL 法
A :  様 々 な 染色パ タ ー ン を 示す 顆粒状 も し く は点状陽性物 は， 周 囲 に 明 ら か な 空包 を 形成 す る AB (a → ) ， 小点状陽
性物が複数梨族 し て 存 在す る も の の 周 囲 を 明 ら か な 空包で囲 ま れて い な い も の (b → ) ， 単独で隣接核 に 直接接 っ し て
い る も の (c →） . B :  腺管 基底側 に 小点状陽性物が び ま ん 性 に 出 現 （→ ) ．

図 2 M30 cytoDEATH 免疫染色
細胞質全体 に わ た り ， び ま ん性 （実線矢印） ま た は 顆粒状 （破線矢印）
に 染色 さ れ る ．
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図 3 TUNEL 法 と M30 cytoDEATH 免疫染色に よ る A.I. の相関
A : All TUNEL A. I .  と M30 A.I. と の相関. B : AB TUNLE A. I .  と M30 A.I. と の相関

TUNEL A.I.)は 3.73士 0.2 9%, M30 cytoDEA TH 
免疫染色の A.I.(M30 A.I.)は2 .53土 0.35% であ
り， それぞれの間で 有意差があった(P <0.001).
M30 A . I .  は， All TUNEL A . I . ,  A B  TUNEL 
A.I. いずれとも有意な相関がみられた(P <0.001)

（図 3 ) .

考 察

ア ポ ト ー シスを 来した細胞は， 特徴的な形態学
的変化を 来すため 9) 10) , 通常の HE 標本でも理論
的には認識可能である． しかし， 実際の HE 標本
の観察で ア ポ ト ー シスを認識で きるのは， 細胞膜
や核膜が消失し， 断片化した核が空包内に存在す
る ア ポ ト ー シス小体 11) 12) を 形成する ア ポ ト ー シ
スの後期の段階に 限られる． しかし， 内分泌細胞
や上皮内浸潤 リ ンパ球もア ポト ー シス小体と類似し
た組織 所見を示すため， これらを HE 標本のみで
鑑別することは必ずしも容易ではない． ア ポト ー シ
スをより客観的に 同 定する方法としては， 断片化
DNA を直接検出する TUNEL 法 4) が 汎用されて
きた 16) .

TUNEL 法では断片化した二重鎖 DNA の切 断
端に t erminal deoxynucl eotidyl transf eras e (TdT) 

を 用いて ビ オ チ ン 標識を 付加させ， ビ オ チ ン 化
DNA 伸長鎖に ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ標識スト レ プ ト

ア ビ ジ ン を 結 合 さ せ た 後 に ジ ア ノ ミ ベ ン チ ン
(DAB)で発色させるため， DNA の断片化が生 じ
ている核が 茶色に染色される り そのため， 内分
泌細胞や上皮内浸潤 リ ン パ球との鑑別が容易であ
ると同時に， 細胞や核の形態が 保たれている段階
でのア ポ ト ー シスも同定が 可能である． しかし一

方で ， ア ポ ト ー シスの終末像に 出現する様々な大
きさの断片化核も陽性となるため， TUNEL 法で
同定される陽性物 質の一つ一つが ア ポ ト ー シスを
来した細胞に対応しているのか， 1 個の細胞の核
が 断片化したものをみているのかについては分か
らないという問題点がある． 本研究では検討対象
として大腸腺腫を 用いたが ， これまでの TUNEL
法を用いた大腸腺腫と大腸癌でのア ポ ト ー シスの
比較研究では， 両者の間に有意差があるとするも
のと無いとするものとがあり， 一定の結論は得ら
れていない 24) . その原 因の一 つには， ア ポ ト ー

シ ス指 標(apoptotic index: A.I.)を 算 定 す る 際
に， 様 々な大きさの TUNEL 陽性断片化核をど
のように扱うか （断片核全てを ア ポ ト ー シスとす
るか， 一定の大きさ以上の断片核のみを ア ポ ト ー

シスとするか） についての基準がないこと， すな
わ ち A.I. の客観性が 担保されていないことがあ
る． 本研究で も， TUNEL 法では大小様々な顆粒
状もしくは点状陽性物が認められた． 病変によっ
ては nucl ear dust 21> と呼ばれる小点状陽性物が
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腺管基底側に無数に 出現するものもあり， その個
数を 全て算定することは汎用化で きる作業とは言
えない． 従って， TUNEL 法で ア ポ ト ー シスを 同
定する際には， ア ポ ト ー シス小体を形成している，
という組織学的所見を加味した判定になら ざるを
えない 11) 12) 26) のが現状である．

M30 cytoDEA TH 免疫染色はア ポ ト ー シスの際
に切断された細胞骨格蛋白 CK18 を認識しており
22) , 陽性所見は細胞 質に現れるること， 早期のア
ポ ト ー シスの段階の細胞で 陽性となるため細胞形
態が 十分に 保たれていること 22) , 等から A.I. の

客 観 的 評 価 は 容 易 で る． 本 研 究 で は， M30

cytoDEATH 免疫染色が ア ポ ト ー シスを 正確に 反
映しているかどうかを確認するため， TUNEL 法
で 染色された全ての顆粒状 ・ 点状物を ア ポ ト ー シ
スとみなした場合と， 組織像を加味してア ポ ト ー

シス小体を形成した顆粒状 ・ 点状染色物のみを ア
ポ ト ー シ スとみなした場合とで A.I.(それ ぞれ
All TUNEL A.I. と AB TUNEL A.I.) を算定し，
M30 cytoDEATH 免疫染色の AI (M30 A.I) との
比較 を 行 っ た 上 述 し たよ う に ， All TUNEL 

A.I. は必ずしも実際のア ポ ト ー シス細胞の頻度を
表現しているとは限らず， AB TUNEL AI も組
織形態像を 加味した値であるが ， いずれも その多
寡はア ポ ト ー シス細胞の多寡を定性的には反映し
て い る も の と 考 え ら れ る. M30 A.I. は All

TUNEL A.I., AB TUNEL A.I. とも有意に相関し
ており (P<0.001), M30 cytoDEA TH 免疫染色は
ア ポ ト ー シス細胞の頻度を 反映しているものと考
えられた．

M30 cytoDEA TH 免疫染色により同定されるア
ポ ト ー シスは， その早期の段階のみを捉 え ている
22) た め A.I. は低い値で 表現される． そのため，
質的に 異なる病変の AI を比較検討する際には，

実際のア ポ ト ー シスの違いが 十分に 反映されなく
なる可能性も否定で きない． 今後， 良性腫瘍 ・ 悪
性腫瘍 ・ 非腫瘍性病変などを包括した検討の追加
が 必 要 である． し か し， 従 来 汎 用 されて きた
TUNEL 法に比べ判定の容易さや客観性の観点か
ら， M30 cytoDEA TH 免疫染色はア ポ ト ー シスの
病理組織学的検索法として有用なものとして期待

される．

結 論

M30 cytoDEATH 免 疫 染 色 に よ る A.I. は
TUNEL 法で 算定した A.I. と も 有意 な 相 関 を 示
し， ア ポ ト ー シスを 正確に 反映している． また，
その判定の容易さや客観性の観点から， これまで
汎用 されてきた TUNEL 法に 代 わ り， ア ポ ト ー

シスの病理組織学的検索に有用な方法として期待
される．
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