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要 旨

p53遺伝子変異は同蛋白過剰発現として免疫組織学的に同定することが可能とされているが、

免疫染色に用いられるモノクローナル抗体にはさまざまなものがあり、どのような染色態度を蛋

白過剰発現とするかについても一定の基準はない。本研究では免疫染色による蛋白過剰発現判定

法の確⽴を目的として、市販・汎用されている 2種類（PAb1801、DO7）のモノクローナル抗

体を用いて、それぞれの染色態度と遺伝⼦変異との相関を検討した。外科切除ホルマリン固定⼤

腸進⾏癌 29病変、内視鏡的に切除された⼤腸粘膜内腫瘍 53 病変を対象とし、2 種類の抗体を

⽤いた免疫染⾊で同⼀領域の染⾊態度を判定した。次に、各領域からマイクロダイセクションに

より DNA を抽出して、p53遺伝子のエクソン 5-8 を PCR で増幅し、シークエンス解析により

遺伝⼦変異を検索した。進⾏癌 29 病変から 42 領域、粘膜内腫瘍 53 病変から 237 領域の合わ

せて 279 領域が検索対象として抽出された。2 種類の抗体間の免疫染色態度の対比では、DO7

染色は PAb1801 染色に比べ陽性細胞頻度がより⾼く、染⾊強度がより強く表現される傾向があ

った。蛋⽩過剰発現の判定は、⽤いる抗体により異なる。PAb1801 染色では、nested（陽性細

胞が混在しない陽性細胞集蔟巣が散在）と diffuse（陰性細胞が混在することなく陽性細胞がび

まん性に存在）が、DO7 染色では、nested と diffuse/strong（染色強陽性)が、他の染⾊態度

に⽐べ有意に⾼い遺伝⼦変異率（71.1-94.4%）を示したことから、これらの染⾊態度を蛋⽩過

剰発現とすることが妥当と考えられた。蛋白過剰発現を⽰す領域の遺伝⼦変異はその大半

（86.2-100%）が、アミノ酸置換を伴うmissense mutation（またはmissense mutation を

伴う）であり、変異型 p53 蛋白が免疫染色により同定されたものと考えられた。他方、DO7 染

色では diffuse/weak（染⾊弱陽性）のものに遺伝⼦変異は認められず、同染⾊態度を蛋⽩過剰

発現としないよう注意が必要である。⼀⽅、免疫染⾊陰性領域でも PAb1801 染色の 50%、DO7

染色の 77.3%には遺伝⼦変異が認められ、それらの変異パターンは deletion、insertion、

nonsense mutation、splicing site mutation など蛋白の truncation をきたす変異であった。

p53免疫染⾊陰性例にも p53蛋⽩不活化をきたす遺伝⼦変異が存在する可能性を考慮する必要

がある。
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緒 言

p53遺伝子は染色体 17p13 に存在する腫瘍抑制遺伝子で、細胞周期やアポトーシスを制御

し、DNA 修復などのゲノム安定性維持に重要な役割を果たしており
1)-3)、その変異は多くのヒ

ト癌の発生に関与していると考えられている 4)5)。野生型 p53 蛋白は半減期が短く（30 分程度）

細胞内で速やかに分解されるが 6)、変異型 p53 蛋白は分解時間が著しく遅延し核内に蓄積され

る 7)。このため、変異型 p53 蛋白は免疫組織学的に蛋白過剰発現として同定することが可能で

あり 8)9)、逆に蛋白過剰発現から p53 遺伝⼦異常の存在を推定することが出来る。p53 蛋白に

対するモノクローナル抗体を⽤いた免疫染⾊は、ホルマリン固定パラフィン包埋切⽚でも可能な

ことから、これまで種々の腫瘍の病理診断や、病理組織像と悪性度との関係を検討する際の有⽤

な手段として用いられてきた 10)-16)。

免疫染⾊の利点は、遺伝⼦検索に⽐べ簡便・安価であり、短時間で多数の検体の検索が可能

で、過去に蓄積された病理組織検体を利⽤できることにある。しかし、問題点として、陽性・陰

性の判定が研究者により異なること、使⽤するモノクローナル抗体の種類によっては必ずしも同

一の結果が得られないこと、がある。p53 免疫染色に関しても、文献により使用しているモノ

クローナル抗体には種々のものがある。また、蛋白過剰発現の判定もカットオフ値を、1個以上

の陽性細胞 17)-19)、5%以上の陽性細胞
20)、10%以上の陽性細胞

21)-23)、50%以上の陽性細胞

24)とするものや、陽性細胞の分布を重視するもの 25)、陽性細胞頻度と染⾊強度を組み合わせる

もの 26)など多岐にわたっている。これらのことから、異なる研究者間の結果の⽐較には注意を

要すると同時に、p53 免疫染⾊を病理診断や研究に⽤いる際、どのような染⾊態度を過剰発現

と判定すれば良いのかに苦慮せざるを得ない。

本研究は、免疫染色による p53 蛋白過剰発現評価法の確⽴を⽬的として、市販・汎⽤されて

いる 2 種類の抗体（PAb1801 と DO7）を用いて、それぞれの免疫染色態度の比較およびモノ

クローナル抗体別に p53遺伝⼦変異との関係を検討した。

対象と方法

1．対象

外科切除ホルマリン固定⼤腸進⾏癌 29 症例 29 病変、内視鏡的に摘除された大腸粘膜内腫瘍

48 症例 53 病変（純粋癌 2病変、腺腫内癌 37 病変、管状腺腫 14 病変）を対象とした。病変の

病理組織診断は大腸癌取扱い規約に従った 27)。術前に放射線または化学療法が施⾏されていた

ものは対象から除外した。

進⾏癌は中⼼最⼤割⾯、粘膜内腫瘍は全割面のパラフィン包埋ブロックを用い、HE染色とp53

免疫染色用 3μm切⽚ 2 枚、および p53遺伝⼦検索⽤ 10μm切⽚（進⾏癌例は 3 枚、粘膜内腫

瘍例は 10枚）の連続切⽚を作製した。
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2．p53免疫染色

p53 蛋白に対するモノクローナル抗体は PAb1801（Novocastra、Leica、UK）（希釈倍率 40

倍）、DO7（Novocastra、Leica、UK）（希釈倍率 100 倍）の 2種類を用いた。2抗体ともwild-type、

mutant-type の両者を認識し、エピトープはそれぞれ、32-79 番アミノ酸、20-25 番アミノ酸

である。

3μm パラフィン切⽚を脱パラ⽔洗後、0.01M クエン酸緩衝液に浸し、121℃20 分オートク

レーブで抗原賦活を⾏った。内因性ペルオキシダーゼのブロッキングを 0.3%過酸化水素加メタ

ノール室温 20分間で⾏い、⼀次抗体をそれぞれの希釈倍率で 4℃一晩反応させた。その後、酵

素標識⼆次抗体（ヒストファインシンプルステイン MAX-PO(MULTI) ニチレイ）を室温 30 分

間反応させ、0.02%DAB.4HCl・0.02%過酸化水素・0.05Mトリス緩衝液 pH7.6 で発色の後、

ヘマトキシリンで後染色した。

3. p53 免疫染色標本の評価

核が茶⾊に染⾊されるものを染⾊陽性細胞とし、染⾊陰性コントロールは対象切⽚に含まれる

正常大腸組織とした。2種類の抗体を⽤いた免疫染⾊標本で同⼀領域の染⾊態度を判定した。

染色態度の異なる領域は、独⽴した領域としてマッピングし、後述する遺伝⼦検索では別個のサ

ンプルとしてDNA を抽出した。染色態度は、陽性細胞分布パターンと染⾊強度の組み合わせで

評価した。陽性細胞分布パターンは以下の 5つに分類した。negative：陽性細胞なし、sporadic：

陽性細胞が散在性に存在、mosaic：陽性細胞がびまん性に存在するが、陰性細胞が混在する、

nested：陰性細胞が混在しない陽性細胞集簇巣が散在、diffuse：陰性細胞が混在することなく

陽性細胞がびまん性に存在（図１）。染⾊強度は以下の２つに分類した。強陽性 (strong)：核が

濃染し、光顕対物 4 倍観察下で明らかに陽性と判定できるもの、弱陽性 (weak)：核の染色性

が薄く、光顕対物 10 倍以上の観察下で陽性と判定できるもの（図２）。強陽性か弱陽性かの判

定に苦慮するものは弱陽性とした。強陽性細胞と弱陽性細胞とが混在する領域の染⾊強度は弱陽

性とした。免疫染色標本の評価は、著者と研究指導者の 2名で⾏った。

予備的検討として、進⾏癌症例を対象に、各陽性細胞分布パターン別の陽性細胞頻度を、細胞

1000 個以上をカウントして定量評価した。陽性細胞頻度は、sporadic、mosaic、nested、diffuse

それぞれの群間で有意差があり（表１）、sporadic は陽性細胞頻度 20%以下に、mosaic は

30-50%に、nested は 50-70%に、diffuse は 70%以上にそれぞれ分布していた（図３）。

4．p53遺伝⼦変異の検索

10μm切⽚（進⾏癌例は 3 枚、粘膜内腫瘍例は 10 枚）を用い、免疫染色態度別にマッピング

された領域から、顕微鏡観察下のマニュアル操作でマイクロダイセクションを⾏い、DNA アイ

ソレーターPS キット（和光純薬工業）で DNA を抽出した
28)。陰性コンロールは同⼀切⽚の正

常大腸粘膜とした。p53遺伝⼦変異の多くは DNA結合ドメインであるエクソン 5〜8 に生じる

図１

図２

表１

図 3
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29)とされているため、本研究でもこれら 4 つのエクソンを、AmpliTaq® Gold DNA

Polymerase(Applied Biosystems)を用いて PCR にて増幅した。それぞれのエクソンの増幅に

用いたプライマーを表 2 に示す。PCR 産物は、3%アガロースゲルで電気泳動し、増幅を確認

の後、ExoSAP-IT®(USB®,USA)で精製し、これをテンプレートとして ABI PRISM®

BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kits (Applied Biosystems, USA)を用いてサイ

クルシークエンス反応を⾏い、反応産物を NucleoSEQ (MACHEREY-NAGEL, Germany)で精

製した後、Genetic Analyser 3500 (Applied Biosystems, USA)を用いてシークエンス解析を

⾏った。いずれのサンプルも、sense、antisense の配列を決定することで p53遺伝⼦の変異を

確定した。

５．統計解析

統計解析には Pearson のカイ二乗検定または Fisherの直接確⽴計算法、Mann-Whitney の U

検定を用い、p<0.05 を有意差ありとした。

結 果

1. 検索対象領域

同⼀病変でも異なる p53 免疫染⾊態度を⽰す複数の領域が存在するため、免疫染⾊態度と

p53遺伝⼦変異との関係を検討するサンプルとして、進⾏癌 29 病変から 42 領域、粘膜内腫

瘍 53 病変から 237 領域の合わせて 279 領域が抽出された。

2. 異なる抗体を用いた p53免疫染色態度の⽐較

PAb1801 抗体とDO7 抗体を用いた p53 免疫染色（以降、それぞれ PAb1801 染色、DO7 染

⾊と略す）の染⾊態度を⽐較した（表３）。陽性細胞分布パターンの⼀致率は 47.7%（133/279）

であった。DO7 染色は PAb1801 染⾊に⽐べ陽性細胞頻度がより⾼頻度に表現される傾向があ

った。PAb1801染色negativeの38領域中16領域（42.1%）はDO7染色陽性であり、sporadic、

mosaic、nested の 127 領域中 36 領域（28.3%）ではDO7 染色は diffuse と判定された。染

⾊強度の⼀致率は 89.6% (250/279)と分布パターンに比べ高かったが、DO7 染色は PAb1801

染色に⽐べ染⾊強度が強く表現される傾向があった。

３．PAb1801 染色の染⾊態度と p53遺伝⼦変異との相関

PAb1801染⾊の染⾊態度と p53遺伝⼦変異との関係を表４に示す。進⾏癌、粘膜内腫瘍いず

れも染⾊態度は sporadic と mosaic は weak が、nested と diffuse は strong が大部分を占め

た。

表２

表３

表４
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染⾊陽性領域では、sporadic と mosaic の分布パターンを⽰すものは遺伝⼦変異陽性頻度が

低く、進⾏癌で 0%（0/11）と 0%（0/1）、粘膜内腫瘍で 6.0%（7/116）と 8.0%（2/25）

であった。一方、nested と diffuse の分布パターンを⽰すものは遺伝⼦変異陽性率が⾼く、進

⾏癌で 100%（7/7）と 90.9%（10/11）、粘膜内腫瘍で 86.7%（13/15）と 80.0%（44/55）

であった（図４-A、B）。なお、いずれの染⾊態度でも、進⾏癌と粘膜内腫瘍との間に遺伝⼦変

異陽性率で有意差はなかった。遺伝⼦変異のパターンは、進⾏癌では全領域がアミノ酸置換を伴

うmissense mutation であり、粘膜内腫瘍でも 87.9％（58/66）がmissense mutation もし

くはmissense mutationを伴うものであった。他方、染色陰性のnegativeでも進⾏癌の66.7%

（8/12）、粘膜内腫瘍の 42.3%（11/26）に遺伝⼦変異が認められた。negative 領域に認めら

れた遺伝⼦変異パターンは染⾊陽性領域とは異なり、全て deletion、insertion、nonsense

mutation、splicing site mutation など蛋白の truncation をきたす変異であった（図４-C）。

PAb1801染⾊では、同⼀の陽性細胞分布パターンで異なる染⾊強度を⽰す領域が極めて少な

いため、染⾊態度を陽性細胞分布パターンのみで代表させ、それらと遺伝⼦変異との相関を検討

した（表５）。染⾊陽性例では、sporadic（遺伝⼦変異率 5.5%）とmosaic（同 7.7%）、nested

（同 94.4%）と diffuse（同 81.8%）の間で遺伝⼦変異率に有意差は無く、nested と diffuse

は sporadic と mosaic に⽐べ有意に遺伝⼦変異率が⾼かった（p<0.0001）。他方、染色陰性

の negative の遺伝⼦変異率（50.0%）は sporadic と mosaic より有意に高く（p<0.001）、

nested と diffuse よりも有意に低かった（p<0.001）。

４．DO7染⾊の染⾊態度と p53遺伝⼦変異との相関

DO7染⾊の染⾊態度と p53遺伝⼦変異との関係を表 6に⽰す。進⾏癌､粘膜内腫瘍いずれも

染⾊態度は sporadic と mosaic は weak が、nested は strong が大部分を占めたが、diffuse

にはweak（14.7%、13/89）と strong（85.3%、76/89）の２つのパターンがみられた。

染⾊陽性領域では、sporadic と mosaic の分布パターンを示すものは遺伝⼦変異陽性頻度が

低く、進⾏癌で 0%（0/6）と 0%（0/9）、粘膜内腫瘍で 13.5%（5/37）と 5%（5/100）で

あったが、diffuseでも染⾊強度が weakなものは進⾏癌、粘膜内腫瘍ともに遺伝⼦変異は認め

なかった（0%、0/13）。一方、nested の分布パターンと diffuseの分布パターンで染⾊強度が

strongのものは遺伝⼦変異率が⾼く、進⾏癌で 100% (5/5)と 81.8%（9/11）、粘膜内腫瘍で

90.9% (10/11)と 69.2%（45/65）であった。遺伝⼦変異のパターンは、進⾏癌では全領域が

アミノ酸置換を伴うmissense mutation であり、粘膜内腫瘍でも 86.2％（56/65）がmissense

mutation もしくはmissense mutation を伴うものであった。いずれの染⾊態度でも、進⾏癌

と粘膜内腫瘍との間に遺伝子変異陽性率で有意差はなかった。他方、染色陰性の negative でも

進⾏癌の 80.8%（8/10）、粘膜内腫瘍の 75.0%（9/12）に遺伝⼦変異が認められた。negative

領域に認められた遺伝⼦変異パターンは染⾊陽性領域とは異なり、全て deletion、insertion、

nonsense mutation、splicing site mutation など蛋白の truncation をきたす変異であった。

図４

表５

表６
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DO7 染色でも、sporadic、mosaic、nested の陽性細胞分布パターンでは異なる染⾊強度を

⽰す領域は極めて少ない。しかし、diffuse は PAb1801染⾊とは異なり染⾊強度weakと strong

の２つのパターンがみられるため、sporadic、mosaic、nestedでは染⾊態度を陽性細胞分布パ

ターンのみで代表させ、diffuse は weak と strong に分け、それらと遺伝⼦変異との相関を検

討した（表７）。染⾊陽性例では、sporadic（遺伝⼦変異率 11.6%）、mosaic（同 4.6%）、diffuse/

weak（同 0%）の間、nested（同 93.8%）と diffuse/ strong（同 71.1%）との間で遺伝子

変異率に有意差は無く、nested と diffuse /strong は sporadic、 mosaic、diffuse/ weak に

⽐べ有意に遺伝⼦変異率が⾼かった（p<0.0001）。他方、染色陰性の negativeの遺伝⼦変異率

（77.3%）は sporadic、mosaic、diffuse weak より有意に高く（p<0.001）、nested と diffuse

strong とは有意差はなかった。

考 察

ホルマリン固定パラフィン包埋切⽚で使⽤可能な抗 p53 蛋白モノクローナル抗体には、市販

されているものだけでも 30種類以上あるが、各抗体を⽤いた論⽂を PubMed(〜2009 年)で検

索すると、その 80%以上で PAb1801、DO7、DO1、PAb240 のいずれかが用いられている
10-26)。

本研究ではそれらの中でも最も汎用されている PAb1801 と DO7の 2種類の抗体を用いた免疫

染⾊を⾏い、それぞれの免疫染色の染⾊態度の比較および p53遺伝⼦変異との相関を検討した。

はじめに、同⼀領域の PAb1801 染色とDO7 染色の染⾊態度を⽐較した（表３）。これまで、

使⽤するモノクローナル抗体により染⾊陽性率に解離があることは報告されてきたが 19)21)、具

体的な染色態度の違いについての比較検討はされていない。本研究結果では、PAb1801 染色と

DO7 染色では染⾊態度が異なり（陽性細胞分布パターンの⼀致率は 47.2%、染⾊強度の⼀致率

は 89.6%）、DO7 染色は PAb1801 染色に比べ陽性細胞頻度がより⾼く、染⾊強度がより強く

表現される傾向があることがわかった。このことは、２つのモノクローナル抗体が認識するエピ

トープが異なる（PAb1801 は 32-79 番アミノ酸、DO7 は 20-25 番アミノ酸）ことにも起因し

ていると推定されるが、p53 蛋白の組織学的同定という観点からは、DO7 染色は PAb1801 染

色に⽐べより感度が⾼い染色と考えることができる。個々の施設、研究者により p53 免疫染色

に⽤いるモノクローナル抗体はほぼ⼀定していると考えられるが、異なる抗体を⽤いた他施設の

免疫染色標本を検討する機会も少なくない。その際には、PAb1801 染色、DO7 染色に関しては、

上述した染色態度の違いを念頭に置く必要がある。

p53 免疫染⾊の病理診断や病理組織学的研究における有⽤性は、蛋⽩過剰発現の同定から背

景にある遺伝⼦変異を推定できることにある。しかし、これまで、どのような染色態度を蛋白過

剰発現とするかについての共通基準は確⽴されていない。p53 免疫染色による過剰発現は、遺

伝⼦変異と有意に⾼い⼀致率を⽰す染⾊態度をもって規定されるべきであろう。本研究では、

PAb1801 染色に関しては、nested もしくは diffuseの染⾊態度を過剰発現とすることが妥当と

表７
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考えられた。PAb1801染色では陽性細胞分布パターンと染⾊強度はほぼ対応しており（sporadic

とmosaicはweak、nestedとdiffuseはstrong）、sporadicとmosaicの遺伝⼦変異率は5.5%、

7.7%と低頻度で、それに対して nested と diffuseの遺伝⼦変異率は 94.4%、81.8%と⾼頻度

であり、両群間には有意差があった（表５）。他方、DO7 染色に関しては、nested と diffuse/

strong を過剰発現とすることが妥当と考えられた。DO7 染色では PAb1801 染色と同様に、

sporadic とmosaic は weak に、nested は strong にほぼ対応していたが、diffuse には weak

と strongの２つの染⾊強度があった。従って DO7 染色では diffuse を weak と strong の２つ

に分け、染⾊態度と遺伝⼦変異との相関について検討した。sporadic、mosaic、diffuse/ weak

の遺伝⼦変異率は 11.6%、4.6%、0%と低頻度で、それに対して nested と diffuse/ strong

の遺伝⼦変異率は 93.8%と 71.1%と⾼頻度であり、両群間には有意差があった（表７）。DO7

染色では、陽性細胞分布パターンが diffuse であっても染色弱陽性のものは蛋白過剰発現としな

いよう注意を要する。

PAb1801 染色、DO7 染⾊いずれも蛋⽩過剰発現が妥当とされる染⾊態度領域の遺伝⼦変異

は、進⾏癌、粘膜内腫瘍ともに⼤半がアミノ酸置換を伴うmissense mutation（またはmissense

mutation を伴う）であり、変異型 p53 蛋白が免疫染色で同定されたものと考えられる。一方、

DO7 染色で diffuse/ weak の場合に遺伝⼦変異が検出されなかった理由は、上述したように

DO7染色がPAb1801染⾊に⽐べ感度が⾼いことにあると想定される。DO7染色では、PAb1801

染色では検出できない野生型 p53蛋⽩の発現も認識している可能性が⾼いと考えられる。

p53 蛋白過剰発現の判定に関しては、これまで、陽性細胞頻度で規定するもの
17-24)、陽性細

胞の分布を重視するもの 25)、陽性細胞頻度と染⾊強度を組み合わせるもの 26)など多岐にわたっ

ている。本研究で用いた陽性細胞分布パターン分類では、sporadic は陽性細胞頻度 20%以下、

mosaic は同 30-50%、nested は同 50-70%、diffuse は同 70%以上に対応している（図３）。

本研究結果から、陽性細胞頻度の点ではいずれの染色でも 50%（nested 、diffuse）が蛋白過

剰発現とするためのカットオフ値であり、DO7 染色で過剰発現を判定する際には更に染⾊強度

（diffuse の場合の strong）を組み合わせることが必要と考えられる。

一方、蛋白過剰発現とは逆に、免疫染色陰性病変でも 10-30%には p53遺伝⼦変異が報告さ

れている 18)21)-23)30)31)。本研究でも、PAb1801 染色 negative の 50%（19/38）、DO7 染色

negative の 77.3%（17/22）に遺伝⼦変異が認められ（表 5、表 6）、PAb1801 染色で negative

の遺伝⼦変異率は、蛋⽩過剰発現とされる nested や diffuseに⽐べても有意に⾼頻度であった。

免疫染色 negative にみられた遺伝⼦変異は、その全てが deletion、insertion、nonsense

mutation、splicing site mutationなど蛋白の truncationをきたす変異であった。Yemelyanova

ら 31)は p53 染色で陽性細胞頻度が 60-100%のものと完全に陰性のものには遺伝⼦変異が存在

するとしており、本研究結果とほぼ合致する。truncated 蛋白により抗 p53 モノクローナル抗

体では認識できない染⾊陰性例も、変異型 p53 蛋白を同定する蛋白過剰発現と同様に、その背

景には p53蛋⽩不活化をきたす遺伝⼦変異が存在する可能性を考慮する必要がある。
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結 論

p53 免疫染色による p53 蛋白過剰発現の判定は、⽤いるモノクローナル抗体により異なる。

PAb1801抗体を用いた免疫染色では、nestedとdiffuseの陽性細胞分布パターンを示すものを、

DO7 抗体を用いた免疫染色では、nested と diffuse/ strong の陽性細胞分布パターンと染色強

度を⽰すものを、遺伝⼦変異を背景に持つ蛋⽩過剰発現とすることが妥当と考えられた。DO7

抗体を用いた免疫染色では、diffuse な陽性細胞分布パターンを⽰すものでも染⾊強度が weak

なものに遺伝⼦変異はなく、同染⾊態度を蛋⽩過剰発現と判定しないよう注意すべきである。一

⽅、免疫染⾊陰性例にも遺伝⼦変異が存在することに留意する必要がある。
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図の説明

図１ p53 免疫染色陽性細胞分布パターンの分類

negative: 陽性細胞なし、sporadic: 陽性細胞が散在性に存在、mosaic: 陽性細胞がびまん性

に存在するが、陰性細胞が混在する、nested: 陰性細胞が混在しない陽性細胞集蔟巣が散在、

diffuse: 陰性細胞がほとんど混在することなく陽性細胞がびまん性に存在。

図２ p53免疫染⾊強度の分類

A: 強陽性 (strong)。核が濃染し、光顕対物 4倍視野で明らかに陽性と判定できるもの。B: 弱

陽性 (weak)。核の染色性が薄く、光顕対物 4 倍視野では明らかに陽性とは判定できず、光顕

対物 10 倍以上の視野で陽性と判定できるもの。

図３ p53免疫染⾊陽性細胞分布パターンと陽性細胞頻度

sporadic は陽性細胞頻度 20%以下に、mosaic は 30-50%に、nested は 50%-70%に、diffuse

は 70%以上に分布している。

図４ p53 免疫染色（PAb1801抗体）による染⾊態度と遺伝⼦異常

A: nested /strong, B: diffuse/ strong, C: negative。nested/ strong と diffuse/ strong の

染⾊態度を⽰す領域では、p53 遺伝⼦に⾼頻度で(50〜100%)アミノ酸置換を伴う変異

(missense mutation)がみられる。他方、negative の染⾊態度を⽰す領域では、蛋⽩の

truncation を来す deletion、insertion、nonsense mutation、splicing site mutation などの

変異が起きていることがある(42.3〜66.7%)。
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