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要旨 

 

 SSA/P (sessile serrated adenoma/polyp)は鋸歯状管腔構造を特徴とする大腸の上皮性増

殖性病変のひとつであり、MSI-H (microsatellite instability-high：マイクロサテライト不安定)

大腸癌の前駆病変として位置づけられるようになってきた（serrated neoplasia pathway: 

SNP）。SNP では、BRAF 変異を initial mutation として、CpG  island methylation の蓄積（CpG 

island methylation phenotype: CIMP）、ミスマッチ修復遺伝子 MLH1 の methylation による

機能不全、MSI-H を経て大腸癌が発生・生長すると考えられているが、病理組織学的に SSA/P

に由来することが確認された大腸癌（SSA/P 由来癌）を対象として、これら遺伝子異常の網羅

的解析を行った研究はない。本研究では、外科切除および内視鏡的切除 SSA/P 内早期癌（SSA/P

由来癌）37 例を対象に、SSA/P 由来癌が実際に SNP で起きるとされている遺伝子変異を伴っ

ているのか、遺伝子変異のパターンに多様性があるのかどうか、について検討した。対照は、発

生部位と深達度をマッチングさせた腺腫内癌（腺腫由来癌）37 例とした。パラフィンブロック

から 3μm 切片で HE 染色、MLH1 蛋白に対する免疫染色を行い、10μm 切片から DNA を抽出

し、BRAF、KRAS、p53 の遺伝子変異の有無、CIMP と MSI の解析を行った。免疫染色では、

SSA/P 由来癌では腺腫由来癌に比べ有意に MLH1 蛋白の喪失が認められた（81.1% vs 0%: 

p<0.001）。遺伝子解析では、SSA/P 由来癌は BRAF 変異率（78.1%）、CIMP+頻度（94.6%）、

MSI-H 頻度（83.8%）が高く、腺腫由来癌とは有意差があった（P<0.001）。一方、SSA/P 由

来癌の KRAS 変異率（3.1%）、p53 変異率（9.4%）は腺腫由来癌に比べ有意に低かった

（P<0.001）。SSA/P 由来癌 32 例の遺伝子解析結果を層別化すると、SSA/P 由来癌は、A 群 

[BRAF+, KRAS-, CIMP+, MSI-H, p53-]：56.3% (18/32), B 群 [BRAF+, KRAS-, CIMP+, 

MSS, p53+ or -]：15.6% (5/32)、C 群 [BRAF-, KRAS-, CIMP+, MSI-H, p53-]：18.8% 

(6/32)、その他：9.3% (3/32)の４群に大別された。これらのことから、SSA/P 由来癌では、

半数以上で SNP で想定されている遺伝子異常を示す（A 群）ことが遺伝子変異の観点からも直

接検証されたが、遺伝子変異には多様性があり、MSI-H の代わりに p53 異常が癌化に関与する

ものや、BRAF 変異が必ずしも initial mutation ではないものも存在すると考えられた。SSA/P

由来癌で共通してみられる遺伝子異常は CIMP+であり、SSA/P を起点とする SNP は、CIMP+

で特徴付けられる大腸癌の発生経路と考えられた。 
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緒言 

 

SSA/P (sessile serrated adenoma/polyp)は、2000 年以降に新たに確立された病理学的疾

患単位であり、鋸歯状管腔構造を特徴とする大腸の上皮性増殖性病変のひとつである。従来、鋸

歯状管腔構造を呈する大腸上皮性増殖性病変は過形成性ポリープ 1)（hyperplastic polyp：以下

HP）と呼ばれ、非腫瘍性で癌化のポテンシャルはないと考えられてきた 2) 3)。しかし、1990 年

に Longacre および Fenoglio-Preiser 4) により HP と同様に鋸歯状管腔構造を呈する腺腫（鋸

歯状腺腫）（serrated adenoma：以下 SA）の概念が提唱され、更に 1996 年に Torlakovic ら

5) により、腫瘍性細胞異型を示さないが腺管構造の異常と増殖帯位置異常を伴う HP を SSA 

(sessile serrated adenoma)として HP から分離することが提唱されて以降、鋸歯状管腔構造

を呈する病変の病理診断や生物学的性格に対しての再検討が行われるようになった。現在、WHO

腫瘍分類 6) では、鋸歯状管腔構造を呈する大腸上皮性増殖性病変は鋸歯状ポリープ（serrated 

polyp）と総称され、１）Hyperplastic polyp (HP)、２）Sessile serrated adenoma/polyp 

(SSA/P)、３）Traditional serrated adenoma (TSA)に 3 つに亜分類されている。SSA/P が

Torlakovic らの SSA に、TSA が Fenoglio-Preiser らの SA にほぼ相当する。 

 こうした病理学的疾患単位の再編成を背景として、SSA/P は、右側大腸に好発すること 7) 8)、

胃型粘液形質を発現していること 8) 9)、ミスマッチ修復遺伝子関連蛋白の発現消失があること 10) 

11)、BRAF 遺伝子変異頻度が高いこと 12) 13)、が明らかになった。これらは、ミスマッチ修復遺

伝子異常により発生するマイクロサテライト不安定（microsatellite instability high: MSI-H）

大腸癌と共通した所見であり、SSA/P は MSI-H 大腸癌の前駆病変として注目され、従来の

adenoma-carcinoma sequence 14) 15)（腺腫の癌化経路）とは異なる発癌経路（serrated 

neoplasia pathway: 以 下 SNP ） の 起 点 と し て 位 置 づ け ら れ る よ う に な っ て き た 。

Adenoma-carcinoma sequence では、大腸癌は腺腫を起点として、APC、KRAS、p53 等の遺

伝子の段階的変異により発生・生長すると考えられているが 16)、SNP では、大腸癌は HP もし

くは SSA/P を起点として、BRAF 遺伝子変異、CpG island methylation の蓄積 (CpG island 

methylator phenotype : CIMP)、ミスマッチ修復遺伝子の一つである MLH1 の機能不全によ

る MSI-H、により発生・生長すると考えられている 6) 13)。 

SNP は SSA/P と MSI-H 大腸癌との臨床病理学的および分子病理学的特徴の共通性から想定

されたものであったが、少数例ながら病理組織学的に SSA/P 内に発生した大腸癌（SSA/P 内癌、

すなわち SSA/P に由来する大腸癌）が報告されるようになり 17)-26)、その存在は確実なものと

なっている。しかし、これまでに SSA/P 内に発生した癌そのものを対象とした遺伝子検索は限

られており 17) 21) 22)、SNP で想定されている遺伝子変異の網羅的検索は行われていない。すな
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わち、SSA/P を発生起点とする大腸癌が、実際に SNP で起きるとされている遺伝子変異を伴っ

ているのか、遺伝子変異のパターンに多様性があるのかどうか、については明確にはされていな

い。本研究では、これらのことを明らかにするため、SSA/P に由来する早期大腸癌（SSA/P 内

癌）を対象として、BRAF、KRAS, p53, CIMP, MSI の遺伝子解析および MLH1 蛋白の免疫組織

学的検索を行った。 

 

 

対象と方法 
 

1. 対象 

1997 年～2014 年までに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、

外科切除および内視鏡的切除早期大腸癌 5,108 例から抽出された SSA/P 内癌 37 例（pTis (M)

癌 28 例、pT1 (SM)癌 9 例）を検討対象とした（図１）。家族性大腸腺腫症、遺伝性非ポリポー

シス大腸癌症例、炎症性腸疾患合併例は対象から除外した。対照は、発生部位と深達度をマッチ

ングさせた管状腺腫内癌（以下腺腫内癌）37 例とした。SSA/P 内癌、腺腫内癌は、それぞれ癌

部が SSA/P もしくは腺腫に半周以上囲まれているものとし、SSA/P 内癌と腺腫内癌の癌部をそ

れぞれ SSA/P 由来癌、腺腫由来癌と定義した。腺腫、癌の診断は大腸癌取扱い規約第 8 版 27)

に準じ、SSA/P の診断は WHO の診断基準 6) に準じた。 

 

2. 方法 

 対象例のパラフィンブロックから 3μm 厚切片 2 枚、10μm 厚切片 10 枚、3μm 厚切片 1 枚

の連続切片を作成した。1 枚目と最後の 3μm 切片にはヘマトキシリン・エオジン染色（HE 染

色）を、2 枚目の 3μm 切片には MLH1 蛋白に対する免疫染色を施行し、10μm 切片は DNA 抽

出に用いた。 

組織学的検索 

 １枚目の HE 染色標本を用いて、SSA/P 内癌と腺腫内癌それぞれの癌部のマッピング（マー

カーペンによる領域分け）を行った。また、後述する DNA 抽出の際に、異なる病理診断領域の

DNA が混在しないことを担保するため、最後の切片の HE 染色標本を検鏡して、1 枚目の HE

染色標本でマッピングした各領域にずれがないことを確認した。 

免疫組織学的検索 

 ミスマッチ修復遺伝子の一つである MLH1 の蛋白発現状態を検索するため、抗 MLH1 モノク

ローナル抗体 (clone G168-15, 1:50; BD Biosciences, Pharmingen, San Diego, CA, USA)

図 1 
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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（以下 MLH1 染色）を行っ

た。MLH1 染色の評価は、核染色性が正常大腸陰窩と比べ明らかに消失もしくは減弱しているも

のを発現喪失とした 28)。 

遺伝子検索 

10μm 未染切片を用い、マッピングされた癌領域から、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 PS キット（和光純薬工業）で DNA を抽出し

た 29)。陰性コントロールは同一切片の正常大腸粘膜とした。 

KRAS（exon 2）、BRAF（exon 15）、p53（exon 5 から 8）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１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各遺伝子エクソンの変異を確定

した。 

MSI (microsatellite instability)解析は National Cancer Institute が推奨する BAT25、

BAT26、D2S123、D5S346、D17S2505 の 5 つのマイクロサテライトマーカーパネルを用い

た既報 30) の手法で行った。2 個以上のマーカーで不安定性が確認されるものを MSI-H、1 個以

下のマーカーのみで不安定性が確認されたものを MSS (MSI stable)と定義した 30)。 

CIMP (CpG island methylator phenotype) 解析は、8 つの CIMP マーカー (CACNA1G, 

IGF2, NEUROG1, RUNX3, SOCS1, MLH1, CDKN2A, CRABP1)とリファレンス遺伝子 ALU を

用いて行った 31)。プライマーは既報のものを使用した 32)。DNAをEpiTect Bisulfite Kit (Qiagen, 

Hilden, Germany) で ビ ス ル フ ァ イ ト 処 理 し た 。 DNA methylation レ ベ ル は EpiTect 

MethyLight PCR kit (Qiagen)を用いた定量 PCR で測定した 32)。8 つのマーカー中 6 つ以上で

PMR (percentage of methylated reference)>4 を呈するものを CIMP+と定義した 31) 33)。  

 

3. 統計解析 

連続変数には Mann-Whitney U test を用いた。免疫染色発現の比較には Fisher’s exact test

または chi-square test を用いた。P 値<0.05 を統計的有意とみなした。全ての統計は IBM SPSS 

22 を用いた。 

 

 

表 1 
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結果 

 

1. 検討症例の臨床病理学的特徴 

SSA/P 内癌の 31/37 例 (83.8%)は右側結腸に発生しており、9/37 例 (24.3%) が pT1 (SM)

癌であった。発生部位と深達度をマッチングさせた腺腫内癌との間には、平均年齢で有意差があ

ったが（77.0 歳 vs 70.0 歳、P<0.05）、性別、平均腫瘍径、癌組織型には有意差はなかった。

癌組織型は SSA/P 内癌、腺腫内癌ともに全て分化型腺癌（管状腺癌高分化・中分化）であった

（表 2）。 

 

2. MLH1 蛋白発現 

 SSA/P 内癌の癌部（SSA/P 由来癌）では、粘膜内部、SM 浸潤部ともに 30/37 例 (81.1%)

で MLH1 蛋白の発現は喪失していた（図 2）。一方、腺腫内癌の癌部（腺腫由来癌）では MLH1

発現喪失はなく、SSA/P 由来癌とは有意差を認めた（P<0.01)。後述する MSI 解析との対比で

は、SSA/P由来癌におけるMLH1蛋白喪失とMSI-Hとの一致率は97.3% (36/37例)であった。

1/37 例では、MSI 解析では MSI-H であったが、MLH1 の蛋白発現喪失は認めなかった。 

 

3. 遺伝子解析 

SSA/P 由来癌と腺腫由来癌の BRAF, KRAS, p53 遺伝子変異、MSI 解析、CIMP 解析の結果を

表に示す。SSA/P 由来癌の 5/37 例では、癌部が極めて小さく、BRAF、KRAS、p53 遺伝子に

ついては十分な精度での解析が得られなかった。 

 SSA/P 由来癌の BRAF 変異率（78.1%、25/32)、CIMP+頻度（94.6%、35/37)、 MSI-H

頻度（83.8%、31/37)、は、腺腫由来癌に比べ有意に高かった（全て P<0.001）。腺腫由来癌

では、BRAF 変異、MSI-H はなく、CIMP-H も 2.7% (1/37)にみられたのみであった。一方、

SSA/P 由来癌の KRAS 変異率（3.1%、1/32)、p53 変異率（9.4%、3/32)は腺腫由来癌に比

べ有意に低くかった（P<0.001）（表 3）。 

 SSA/P 由来癌 32 例の遺伝子解析結果を層別化した。SSA/P 由来癌は、A 群 [BRAF+, KRAS-, 

CIMP+, MSI-H, p53-]：56.3% (18/32), B 群 [BRAF+, KRAS-, CIMP+, MSS, p53+ or -]：

15.6% (5/32)、C 群 [BRAF-, KRAS-, CIMP+, MSI-H, p53-]：18.8% (6/32)、その他：9.3% 

(3/32)の４群に大別された（図 3）。 

 

 

 

表 2 

図 2 

表 3 

図 3 
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考察 

 

近年、大腸癌には、病理組織学的および分子生物学的に多様な発生機序があることが明らかに

されてきた 34)。その中で、鋸歯状ポリープを前駆病変とする SNP (serrated neoplasia 

pathway)は、HP もしくは SSA/P を起点として、BRAF 遺伝子変異、CpG island methylation

の蓄積（CpG island methylator phenotype: CIMP）、CIMP によるミスマッチ修復遺伝子 MLH1

のメチレーション、MLH1 の機能不全に起因する MSI-H（microsatellite instability-high、マ

イクロサテライト不安定）、を経て発生・生長すると考えられており 6) 13)、全大腸癌の 20-30%

を占めると推定されている 35)。病理組織学的にも、SSA/P に由来したことが確定できる病変

（SSA/P 内癌）も報告されており 17)-26)、SNP の存在は確実なものと言える。しかし、SSA/P

内癌の報告症例数は意外と少なく 10～20 例程度にとどまっており 17)-26)、SNP で想定されてい

る遺伝子変異の網羅的検索についても行われてはいない。 

 本研究では、SSA/P に由来したことが確実な SSA/P 内癌 37 例の癌部を対象として、SNP で

想定されている主要な遺伝子異常を網羅的に検索したと同時に、SNP とは全く異なる大腸癌の

発生機序である adenoma-carcinoma sequence14) 15)に関連していると考えられている KRAS, 

p53 遺伝子異常 16) についても検索した。その結果、BRAF 変異、CIMP+、MSI-H、MLH1 遺伝

子の methylation により生ずる MLH１蛋白の発現喪失、の頻度は 78.1% (BRAF 変異率)～

CIMP+ (94.6%)と高く、いずれも対照とした腺腫由来癌とは有意差があった（p<0.001）。他

方、SSA/P 由来癌の KRAS、p53 変異率は 3.1%、9.4%と低く、腺腫由来癌（それぞれ 35.1%

と 64.9%）とは有意差があった（P<0.001）。SNP は、SSA/P と MSI-H 大腸癌との臨床病理

学的および分子病理学的特徴の共通性から想定されたものであるが、本研究は SSA/P が SNP

の起点となることと、SNP が adenoma-carcinoma sequence とは明らかに異なる大腸癌の発

生機序であることを、遺伝子変異の観点からも直接検証したものであると考えられる。 

 他方、個々の症例の遺伝子解析結果の層別化から、SNP に関連する遺伝子異常には多様性が

存在することも明らかとなった。SNP で想定される BRAF 変異、CIMP+、MSI-H の全てを認め

た SSA/P 由来癌（図 3 の A 群）は 56.3%に過ぎなかった。SNP では、BRAF 変異を持つ SSA/P

に CpG island methylation が蓄積され (CIMP+)、その結果 MLH1 の methylation が引き起こ

され MSI-H 癌が発生するとされている 6) 13)。しかし、本研究の SSA/P 由来癌の 15.6%では

BRAF 変異と CIMP+はみられるものの（図 3 の B 群）MSI-H はなかった(MSS: microsatellite 

instability stable)。また、18.8%では CIMP+、MSI-H であったものの、BRAF 変異は認めら

れなかった（図 3 の C 群）。B 群は、SSA/P 由来癌の中で唯一 p53 遺伝子異常が存在していた

ことから、CIMP+であっても MSI-H に移行しないものでは、MSI-H の代わりに p53 異常が癌



8 

 

の発生や生長に関連している可能性が示唆される。また、C 群のように BRAF 変異陰性の SSA/P

由来癌が存在したことからは、BRAF 変異は必ずしも SNP に必須な遺伝子異常ではないことも

想定される。BRAF 変異と CIMP+との分子生物学的因果関係は未だ不明であり、HP でも BRAF

変異が高頻度に出現していること 36) 37) を考慮すると、BRAF 変異は必ずしも SSA/P の癌化に

とっての initial mutation とは言い切れず、単なる副現象である可能性も示唆される。他方、A

群～C 群までの多様性の中で、唯一共通した遺伝子異常は CIMP+であった。このことから、

SSA/P を起点とする SNP は、CIMP+で特徴付けられる大腸癌の発生経路と考えられる。今後、

より多数例の解析によりこのことを裏付ける必要があると同時に、CIMP+の分子生物学的機序

を明らかにすることが、SSA/P を起点とする SNP の全容を解明するための課題と考えられた。 

 

結論 

 SSA/P 由来癌の BRAF、KRAS, p53, CIMP, MSI の遺伝子解析および MLH1 蛋白の免疫組織

学的検索結果から、SSA/P が SNP の前駆病変として重要な役割を果たしていることを直接検証

した。しかし SSA/P 由来癌の遺伝子解析結果から、SNP に関連する遺伝子異常には多様性があ

り、MSI-H を介さず p53 遺伝子異常で癌化する経路や BRAF 変異が関与しない経路があること

も推定された。一方で、CIMP+は SSA/P 由来癌にほぼ共通して認められることから、CIMP+

が SSA/P を起点とする SNP を特徴付けるものと考えられた。 
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図表 

 

 

図１ SSA/P 内癌 

                                                                                                   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A: pT1 SSA/P 内癌のルーペ像。癌部（CA)は SSA/P に囲まれて存在する。B: A の＊部分。管

状腺癌高分化～中分化（tub1, tub2)が粘膜下層（SM）に浸潤している。粘膜内癌部（M）は脱

落せずに残存している。C: A の**部分。癌部を取り囲む SSA/P。鋸歯状管腔構造を呈すること

では過形成性ポリープに類似するが、分岐や腺管深部の拡張などの構造異常を示す。 
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図 2 SSA/P 内癌の MLH1 免疫染色 

                                                                                                    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A: pT1 SSA/P 内癌。B：A の MLH1 免疫染色。SSA/P 部分は染色陽性（核が茶色に発色）で

MLH1 蛋白が発現していることが分かるが、癌部は染色陰性で、蛋白発現は消失している。 
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図 3 SSA/P 由来癌の遺伝子解析結果の層別化 

                                                                                                                                                                                      

 

 

                                                                                        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

各症例で BRAF, KRAS, p53 遺伝子変異があるもの、CIMP+、MSI-H は赤色で示した。 
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表１ PCR プライマーの塩基配列 
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表２ 検討症例の臨床病理学的特徴 
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表 3 SSA/P 由来癌と腺腫由来癌の遺伝子解析結果 

 

 


