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要旨 

 

 潰瘍性大腸炎（以下 UC）の炎症粘膜には高頻度で大腸癌が発生すること（炎症性発癌）が知ら

れている．本研究では，ヒト癌の発癌早期過程に重要な役割を果たしていると考えられている DNA

二重鎖切断（DNA double strand break: 以下 DSB）が，①UC 粘膜で生じているかどうか，②UC

粘膜における DSB と炎症の活動性との関連，③UC 粘膜における DSB と UC 罹患期間との関連，

を検討した．ホルマリン固定全大腸炎型 UC 外科切除例 104 例（UC 群）の直腸または S 状結腸を

対象とした．正常対照は，炎症性腸疾患を合併しない大腸癌外科切除例 50 例（非 IBD 群）の直腸

または S 状結腸の非腫瘍粘膜とした．UC 群，非 IBD 群の代表切片パラフィンブロックから 3μm

厚連続切片 2 枚を作成し，HE 染色と DSB のマーカーであるγH2AX に対する免疫染色を行った．

UC の炎症時相は，寛解期，慢性活動期，活動期に分類した．γH2AX の発現状態は，検索切片内の

総陰窩数に対するγH2AX 陽性陰窩の割合（γH2AX crypt index: 以下γH2AX-CI）として評価した．

①UC 群は非 IBD群に比べγH2AX-CIが有意に高値であった（中央値で 11.0%  vs. 0%, P<0.001）．

②UC の炎症時相別のγH2AX-CI は，寛解期：中央値 4.4%，慢性活動期：中央値 13.7%，活動期：

中央値 15.3%であり，寛解期と活動期との間には有意差があった(P<0.001)．③炎症時相別にみ

たγH2AX-CI と UC 罹患年数との間には有意な相関はなかった．これらのことから，UC 粘膜では

正常大腸粘膜に比べ有意に高頻度に DSB が生じており，更に DSB の頻度は炎症の活動性と関連し

ていたことから，DSB は UC の炎症性発癌に関連しているものと推定された．一方，DSB と UC 罹

患年数との間には有意な相関がなかったことから，活動性炎症で生じた DSB は必ずしも罹患年数に

応じて蓄積されて行く訳ではなく，DNA 損傷応答（DNA damage response: 以下 DDR）により

修復されることが示唆された．すなわち，UC の炎症性発癌には活動性炎症による DSB が必要条件

ではあるものの，DSB に対する DDR の破綻が非可逆的な発癌過程への進行には必須であり，炎症

性発癌メカニズムの解明には DSB と DDR を併せた検討が必要と考えられた． 

 

 

 

緒言 

 

 潰瘍性大腸炎（Ulcerative colitis: 以下 UC）は大腸粘膜の慢性持続性炎症を来たす原因不明の炎

症性腸疾患である 1)．UC によって慢性炎症に曝された大腸粘膜には高頻度で癌が発生することが

知られており 2) 3)，炎症性発癌と呼ばれている 4)．炎症性発癌では，長期の罹患年数や炎症活動性

が炎症性発癌の危険因子とされており 5)-9), 欧米では，全大腸炎型 UC の大腸癌発生率は 5.4%5)，
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一般人口に対する発癌リスクは 14.8 倍 5)，UC 発症後 30 年で累積癌発生率は 40％ 8)になるとさ

れている．欧米に比べ頻度は低いものの，本邦でも大腸癌研究会（第 55 回）のアンケート集計 10)

では，UC の 2.6%（123/4,796 例）は大腸癌を合併しており，発癌率は欧米と同様に UC 経過年

数が長いものほど高いことが報告されている． 他方，炎症性発癌のメカニズムについては，早期

に p53 遺伝子異常が起きることや，通常の大腸癌の発癌過程である adenoma-carcinoma 

sequence にみられる APC 遺伝子変異は発癌後期に起きること 11) 12)，などが知られているが，そ

の詳細は解明されていない． 

近年，ヒトの癌の発癌早期過程における DNA 二重鎖切断(DNA double strand break: 以下 DSB)

の重要性が報告されている．DSB は遺伝子の不安定性をもたらす深刻な DNA 損傷であり 13)-15)，

細胞が炎症や放射線照射による酸化ストレスや，ウイルス感染，その他化学的な刺激などに曝され

たときに生じる 15)．細胞核内に生じたDSBに対しては，それを修復するための DNA損傷応答 (DNA 

damage response:以下 DDR)が発動するが，DSB に対する DDR の破綻により細胞の癌化が起き

ることが解明されている 16) 17)．すなわち，DSB が生じた細胞は，前癌病変としてのポテンシャル

を有していると考えることができる． 

本研究では，発癌過程における DSB に着目し，DSB の際に発現する核内ヒストン蛋白の一種で

あるリン酸化 H2AX (γH2AX)をマーカーとして，UC の大腸粘膜における DSB の発現状況と発癌

危険因子である炎症活動性および UC 罹患年数との関連について検討した． 

 

 

対象と方法 

 

１．対象 

 1981 年から 2011 年までに新潟大学臨床病理分野（旧第一病理学教室）で病理診断された，大

腸癌を合併しないホルマリン固定全大腸炎型 UC 外科切除例（全大腸切除）104 例（UC 群）を対

象とした．対象は全割もしくは亜全割され病理学組織学的検索がなされていたが，UC に合併する

大腸癌の 52～78 % が直腸もしくは S 状結腸に発生する 18)19)ことを考慮し，直腸もしくは S 状

結腸から代表切片 1～４切片を選択した．また，直腸癌または S 状結腸癌を主病変として外科切除

された，UC 等の炎症性腸疾患(inflammatory bowel disease: IBD)を合併しない大腸 50 例（以下

非 IBD 群）を対照群とし，直腸もしくは S 状結腸の非腫瘍性粘膜部から代表切片 1 枚を選択した．

UC 群，非 IBD 群の臨床事項を表１に示す．UC 群，非 IBD 群の代表切片を用いて，組織学的およ

び免疫組織学的検索を行った． 

 

表 1 
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2. 方法 

 代表切片のパラフィンブロックから 3μm 厚の連続切片 2 枚を作成し，1 枚はヘマトキシリン・

エオジン染色（HE 染色），１枚はγH2AX に対する免疫染色を施行した． 

組織学的検索 

HE 染色標本を用いて，UC の炎症活動性を以下の４時相に分類した（図１）．炎症寛解期：陰窩

杯細胞粘液が正常まで回復．粘膜固有層には好中球浸潤はなく，軽度の慢性炎症細胞（リンパ球・

形質細胞）浸潤を認めるのみ．炎症活動期：陰窩杯細胞粘液は消失し，粘膜固有層には好中球浸潤

があり，慢性炎症細胞浸潤は軽度～中等度で，陰窩炎や陰窩膿瘍が認められる．炎症慢性活動期：

活動期と寛解期のいずれにも分類されないもの． 

免疫組織学的検索 

γH2AX に対する免疫染色は酵素ポリマー法を用いて施行した 20)．切片は脱パラフィンおよび脱

水後に，10mM のクエン酸緩衝液 (pH 6.0) 中で 121 ℃，20 分間オートクレーブをかけ，抗原を

賦活化した．0.3 % H2O2 メタノールで 20 分間インキュベートして内因性ペルオキシダーゼを除

去し，10 % 正常ヤギ血性で 30 分間インキュベートして非特異的反応のブロッキングをした後，

マウス抗 γH2AX 抗体 (Milipore Inc, JBW3, 使用濃度 1:500) を 4 ℃で一晩反応させた．二次抗

体にはヒストファインシンプルステイン MAX-PO (ニチレイバイオサイエンス社) を用い，室温で

30 分インキュベートした．発色剤にはジアミノベンジジンを，核染色にはヘマトキシリンを用いた．

エタノールで脱水，キシレンで透徹後，カバーガラスで封入した． 

 γH2AX に対する免疫染色（以下γH2AX 染色）標本を用い，代表切片内の総陰窩数に対するγH2AX

陽性細胞を含む陰窩数の割合を，γH2AX crypt index（以下γH2AX-CI）として算出し，γH2AX 発

現状態の指標とした．なお，粘膜最表層被蓋上皮細胞は増殖活性はなく管腔内に脱落する運命にあ

り 21)22)，腫瘍化との関連性に乏しいと考えられることから，評価対象からは除外した． 

 

3. 統計解析 

 各群間の γH2AX-CI はマン・ホイットニーの U 検定（両側）を，γH2AX-CI と罹患年数との関係

はスピアマンの順位相関係数を用いて検定した．有意水準は，2 群間の比較の場合は 0.05，3 群間

の比較の場合は，ボンフェローニ法を用いて 0.017 とした．全ての統計検定は IBM SSAP 

statistics 22 を用いた． 

 

 

 

 

図 1 
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結果 

 

1. UC 群と非 IBD 群のγH2AX 発現 

 非 IBD 群ではγH2AX 陽性細胞はほとんどみられず（中央値 0.0%，範囲 0.0-4.5%），UC 群（中

央値 11.0%，範囲 0.0-82.8%）との間には有意差があった(P<0.001)（図２）．UC 群では，炎

症寛解期および慢性活動期陰窩の深部もしくは中層に少数散在性にγH2AX 陽性細胞が認められた．

一方，炎症活動期では，粘膜固有層の好中球浸潤が高度な領域に存在する陰窩や陰窩炎，陰窩膿瘍

部に陽性細胞が集蔟して出現する傾向があった（図 3）． 

 

2. 炎症時相とγH2AX 発現 

 UC 群における炎症時相別のγH2AX-CI は，寛解期（n:28）（中央値 4.4%，範囲 0.0-32.0%），

慢性活動期 (n:24) (中央値 13.7%，範囲 0.0-64.2%)，活動期 (n:52) (中央値 15.3%，範囲

0.0-82.8%)であり，炎症の活動性が高いほどγH2AX 発現陰窩の頻度が高かった．統計学的には，

寛解期と慢性活動期，慢性活動期と活動期との間には有意差はなく，寛解期と活動期の間にのみ有

意差がみられた(P<0.001)（図 4）． 

 

3. UC 罹患年数とγH2AX 発現 

 前項の検討より，γH2AX 発現と炎症時相との間には有意差もしくは有意な傾向があるため，UC

群の炎症粘膜を寛解期，慢性活動期，活動期に分け，それぞれで UC 罹患年数とγH2AX 発現との関

係を検討したが，どの炎症時相でも両者の間に有意な相関は認められなかった（図 5）． 

 

  

 

考察 

 

 慢性炎症はヒトの癌発生におけるリスク因子であることが知られており，ヒトの癌の少なくとも

三分の一が炎症と関連していると考えられている 16)．炎症と発癌を結びつけるメカニズムとして，

炎症によって発生する活性酸素や活性窒素が DNA を直接傷害し，DNA 一重鎖切断や二重鎖切断 

(DSB) を引き起こすことや 23)-26)，炎症性サイトカイン IL-6 を介する DNA のメチル化経路 23) が

知られている．また，抗炎症剤であるメサラミンが，過酸化亜硝酸による DSB 発生を抑える 27) と

同時に，人体において抗腫瘍効果を示すこと 28) が知られており，このことから逆に炎症によって

引き起こされる DSB が腫瘍発生の引き金となりうることが想定される． 

図 2 

図 3 

図 4 

図 5 
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 UC が大腸癌の好発現状態であることは，これまでの多数の疫学的研究 2)-10)からも明らかである

が，UC における DSB の検討は少数例散見されるのみに過ぎない 29)-31)．こられ先行研究の中で

Risques ら 29)と Shon ら 30)は，UC では正常大腸粘膜に比べγH2AX 発現が高い傾向にあると報告

しているが，いずれも生検組織を対象とした検討であり，UC の炎症時相とγH2AX 発現との関連に

ついての十分な検討はなされていない．UC の炎症状態は炎症罹患範囲全体を通じて必ずしも均質

ではなく，小さな生検標本では UC の炎症状態を正確に評価することは困難なことも多い．UC の炎

症状態をより包括的に判定するためには，外科切除材料を用いた検討が必須と考えられる． 

 外科切除材料を用いた本研究では，UC 群は正常大腸粘膜（非 IBD 群）に比べγH2AX 陽性陰窩の

頻度が有意に高く，先行研究 30) 31)と同様に，UC の慢性持続性炎症粘膜では DSB が生じているこ

とが確認された．更に炎症時相との関連では，炎症の活動性が高いほど DSB も高頻度に起きている

ことが明らかとなった．このことは，DSB は炎症による酸化ストレスにより引き起こされるという

研究の結果 23)-26)とも一致する．また，UC の発癌リスクは炎症の活動性が高いと上昇する 5)-9)とさ

れているが，本研究結果から，UC における炎症性発癌は，活動性炎症の持続による大腸上皮細胞

の DSB を出発点とすることが考察される． 

 このことからは，免疫組織学的に同定される DSB が，UC における炎症性発癌高危険群を拾い上

げるための有用な臨床病理学的マーカーになりうる可能性があることも示唆される． 

 他方，炎症の活動性と同様に，UC の罹患年数も炎症性発癌の危険因子であることが知られてい

る 2) 4) 5)が，本研究結果では，いずれの炎症時相においても，UC の罹患年数とγH2AX 発現陰窩頻

度との間には有意な相関はみられなかった．このことは，活動性炎症により生じた DSB は必ずしも

罹患年数に応じて蓄積されて行く訳ではないことを示している．DSB に対しては，DNA 損傷部位

の修復，アポートーシスや細胞老化への誘導などの DDR（DNA 損傷応答）が発動されている 16) 17)．

実験的にも，放射線照射による DSB に発生した γH2AX は，照射 24 時間後にはほとんど消失する

ことも示されている 32)．これらのことから，炎症性発癌には活動性炎症による DSB が必要条件で

はあるものの，DSB に対する DDR の破綻が非可逆的な発癌過程への進行に必須であり，今後は DSB

と DDR を併せた検討を行うことが UC の炎症性発癌メカニズムの解明に必要と考えられる． 

 

 

結論 

 

 UC 粘膜では正常大腸粘膜に比べ有意に高頻度で DSB が生じており，DSB の頻度は炎症の活動性

と関連していたが，UC の罹患年数と DSB との間には有意な相関はなかった．これらのことから，

UC の炎症性発癌には活動性炎症による DSB が必要条件であるものの，非可逆的な発癌過程への進
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行には DSB に対する DDR の破綻が必須と考えられた．UC の炎症性発癌メカニズムの解明には，

DSB と DDR を併せた検討が必要である．  
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図表 

 

図 1: UC の炎症時相分類 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A: 寛解期 (HE 染色，x 対物 40)．炎症細胞浸潤は軽度であり，杯細胞粘液は保たれている．B:活

動期(HE 染色，x 対物 40)．粘膜固有層に好中球浸潤があり，陰窩炎や膿瘍を認める．C: 慢性活動

期(HE 染色，x 対物 40)．寛解期，活動期のいずれにも当てはまらない．杯細胞粘液は減少し，粘

膜固有層には中等度の慢性炎症細胞浸潤を認めるが，好中球浸潤はなく，陰窩炎や陰窩膿瘍も認め

られない．D: 非 IBD 群の非腫瘍粘膜(HE 染色，x 対物 20)．   



11 

 

 

 

図 2: 非 IBD 群および UC 群におけるγH2AX-CI 

 

                                             

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

γH2AX-CI (crypt index) は UC 群 (中央値 11.0 %) が非 IBD 群 (同 0.0 %) に比べ有意に高

かった． (p < 0.001) (マン・ホイットニーの U 検定，有意水準 0.05)．  
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図 3: UC 粘膜および非 IBD 粘膜のγH2AX 免疫染色 

                                          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A: 寛解期（x 対物 40)．ごく少数の陽性細胞を認める．B: 慢性活動期 (x 対物 40)．陽性細胞が

少数散在する．C: 活動期 (x 対物 40)．多数のγH2AX 陽性細胞を認める．D: 非 IBD 症例 (x 対物

20)．γH2AX 陽性細胞はほとんど認められない． 
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図 4: 炎症時相別ののγH2AX-CI 

 

                                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

UC 群におけるγH2AX-CI (crypt index)は，活動期が寛解期に比べ有意に高かった． 

 (p < 0.001) (マン・ホイットニーの U 検定，有意水準 0.017)．  
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図 5: 炎症時相別にみたγH2AX-CI と UC 罹患年数との関係 

 

                                                          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A: 寛解期．B: 慢性活動期．C: 活動期．いずれの炎症時相でも，γH2AX-CI (crypt index) と UC 

罹患年数に相関はみられなかった． (寛解期: rs = 0.157, p = 0.424. 慢性活動期: rs = -0.269, p 

= 0.204. 活動期: rs = 0.044, p = 0.757) (rs: スピアマンの順位相関係数，有意水準 0.05) 
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表 1: 症例の臨床的事項 

 

                                                      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


