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潰瘍性大腸炎の炎症性発癌におけるDNA二壺鎖切断の意義
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析潟大学大学院医開学総合川'光科

分j亀 ・診断病理学分野

（指導：味岡洋・教授）
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要 旨

淡瘍性大II賜炎（以ドUC)の炎症粘ll塊には高頻度で大ll噺癖が発生-j-ること （炎症性発撫）が

知られている．本川究では， ヒト撫の発獅早期過程に簸喫な従i'11を果たしているとみえられて

いるI)NA－皇1職『i切IWi (I)NA(1()111)lestran(lbreak :以下I)SB)が, (DUC粘II塊で'kじているか

どうか,OUC帖ll蝋におけるI)SBと炎症の活動性との|塊l連, (3)UC1i'ill蝋におけるI)SBとUCW

忠期|ﾊlとの関連，を検jlした．ホルマリン脳l定全大|腸炎型UC外科Uj除例1()41#ll (UC群）のil!1:

ll聯またはS状結llﾙを対象とした. I[漁対照は，炎症性ll%疾心を合併しない火ll噺撫外科切除例50

例（非IBD群）のn!(II%またはS状結Iの非If場粘膜とした.UCIW,非IBI)腓の代表切片バラ

フインブロ.ソクから3/(111 1!'I巡統切片2枚を作成し,HE染色とI)SB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llf相は，寛解期，悩性祇助IUI,祇肋ﾘﾘlに分顛した． γ

H2AXの発現状態は，検索Uj片内の総陰窩敬に対するγH2AXI;肘|;l喰獅の;'llfi､ (7H2AXclypt

index :以下γH2AX-CI) として評illiした．①UC群は非IBI) ||に比べγH2AX-CIがｲi葱に

高値であった('|!JLIIII(でll.0%vs.0%,P<0.001).@UCの炎症時lll別のγH2AX-CIは，

寛解期：中央値4．4％，側性活肋!UI : ! | !央値13.7%,活肋IUI : !|!j&ll''i l5.3%であり，寛解期と

活助期との|H1には｛i患>闇があった(P<().001).③炎ﾘ,ii時ll l別にみたγI-12AX-CIとUC樅心年

数との|ﾊlにはｲ『恵な|11IMIはなかった． これらのことから,UCli'ill側ではll猟人lllj粘ll災に比べf『意
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に商頻度にI)SBが生じており，典にDSBの頻度は炎症の活肋性と関連していたことから，

I)SBはUCの炎症性発蝿に間逃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｛i恵なHIIMIがなかったことから，活肋性炎症で生じたI)SBは必ずしも罹患年数に応じて帯

h'iされて行く訳ではなく, I)NAlll側応群(DNA(lamageresI)011se :以下DDR)によI)修復さ

れることが派I唆された．すなわち,UCの炎症性発ﾙ輔には活肋性炎症によるDSBが必喫条件で

はあるものの, I)SBに対するI)I)Rの破綻が非可逆的な発撫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iﾘlにはI)SBとI)I)Rを併せた検討が必要と琴えられた．

キーワード：澗鳴性大|Iり炎，炎症性発撫, I)NA二亜鎖切断, yH2AX

傷応答(DNAdamageresponse :以卜DDR)が

発肋するが,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Iﾘlされている’6)'7）

すなわち,DSBが生じた細胞は,前撫柄変としての

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に荷I」し，

DSBの際に発現する核内ヒストン蛍IとIの一繩で

あるリン酸化H2AX(7H2AX)をマーカーとし

て,UCの火II附粘ll塊におけるDSBの発現状況と発

州危lifIIH･である炎症活動性およびUC樅悠年数

との関連について検討した．

緒 言

澗甥性大||り炎(Ulcerativec()lilis:以下UC)は

大I"'i膜の悩性持続性炎症を来たすlli(Ikl不Iﾘlの炎

症性腸疾心である】).UCによって悩性炎症に|雌

された大lllj粘膜には商額度で猟が発′liすることが

知られており2)3)，炎症性発ﾙ断と呼ばれている.l).

炎症性発州では，災期の椛悠年激や炎ｿ,ii活肋性が

危険lkll'･とされており5)-()),欧米では，全火IIM

炎型UCの火ll叶州発生率は5.4%5), ･般人|]に

対する発州リスクは14.81135), UC苑ﾘ,i;後30年

で衆枇撫発/|§率は40％8）になるとされている．

欧米に比べ猟度は低いものの．本州でも大||ｻﾙW研

究会(MW55Iml)のアンケートリ誠l･ '0)では,UC

の2．6％（123/4,796例）は人ll＃猟を合併してお

り，発撫率は欧米と|nl様にUC経過年放が災いも

のほど商いことがWl告されている．他〃，炎1iii性

発癖のメカニズムについては，早｝＃lにj)53illl次子

異常が起きることや，辿術の火||附撫の発癌過椴で

あるadenoma-cal℃inomase(luenceにみられる

APC遺伝子変災は発癌後期に起きること’')'2）

などが知られているが，その詳糺llは解lﾘ'されてい

ない．

近『ド， ヒトの猟の発撫lil期過FI!におけるDNA

二輌釧切断(DNA(loublesII･andbl･eilk :以~ド

DSB)の菰要ﾔ|§が剛!iされている. I)SBは週伝子

の/f安定ﾔ|§をもたらす深刻なI)NAIII傷であり

'3)-'5), illl胞が炎症や放射線!!"lによる鮫化スト

レスや，ウイルス感染，その他化'¥:的な'lill激など

にI雌されたときにﾉkじる’5)． 刑||胞核|ﾉ､lに生じた

DSBに対しては，それを修復するためのI)NAlli

対象と方法

l .対象

1981ｲ|主から2011年までに新潟大学臨床病JII!学

分I!f (旧鯏‐ ･病理学教室）で病理診断された，人

l1ｻﾙ輔を合併しないホルマリンldil定公大ll陽炎型UC

外科切除例（全大ll蹄切除) 104例(UC群）を対

象とした．対象は全割もしくはilli令削され病理組

織学的検案がなされていたが,UCに合併する大

ll場癌の52～78%が直腸もしくはS状結I腸に発

生する18)19)ことを考慮し, rl:l1%もしくはs状結

|l易から代炎切片1～4切片を選択した． また, 111:

||場描またはS状結l1場癌を主病変として外科切除

された, UC等の炎症性腸疾忠(i,1nammalorv

boweldisCase: IBD)を合併しない大IIM50例（以

下｣|:IBI)li ）を対照群とし，直ll勝もしくはS状

結l腸の非llin癌性粘脱部から代表切片1切片を選択

した.UCII「，非IBD群の臨床事項を表lに示す．

UCW,非IBD群の代表切片を川いて，組織学的
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表l症例の臨床的事項

手術時年齢（銅
中央値（範回）

性別

(男冒女）
UC診断時年飴礒）
中央値（範回）

UC罹患年数
中央値（範回）

UC群(n=104) 51:52 34.0(10-76) 26(8-71)

非IBDS¥(n=50) 27:23 66.5(42-86)

4.0(0-20)

ー

鵜
図l UCの炎症時相分り加

寛解期(HE染色，×対物40).炎症細胞浸潤は慨唆であり杯糺ll胞粘液は保たれている．

12'|'I括動期(HE染色，×対物40)寛解MI,活動期のいずれにも当てはまらない．杯糺ll胞粘液は

減少し，粘膜固有肘には中等度の悩剛ﾐ炎ｿi"1l胞没淵を認めるが，好II'球没潤はなく, |陰窩炎や陰

禰膿鵬も認められない

活助期(HE染色，×対物40)職脱|!!il有lWに好II!球浸潤があり, |陰禰炎や|陰衡膿揚を認める．

非IBD群の非|匝甥粘服(HE染色×対物20).

Ａ
Ｂ

Ｃ
Ｄ

および免疫組織化学的検索を行った 組織学的検索

HE染色標本を川いて, UCの炎症活動性を以

下の3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1回|復、粘llfltl有解には好巾

球浸潤はなく，軽度の催性炎症細胞（リンパ球・

形質細胞）浸潤を認めるのみ．炎症活動期：陰衞

杯細胞釉液は著明に減少し，粘llj咽有層には好'|1

球浸潤があり，慢性炎症淵11胞浸潤は軽度～中等度

2．方法

代表切片のパラフィンブロックから3/4m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．
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結 果で，陰窩炎や|喚揃膿甥が認められる．炎症悩性活

肋期：活助期と寛解lﾘlのいずれにも分顛されない

もの． 1 ． UC群と非IBI)群のγH2AX発現

非IBI)IIではγH2AXI甥ﾔ|;illl胞はほとんどみら

れず（ 1 ' 1ﾘとlll'iO．0%, 1iUlIII ().0-4.5%), UCIW

(I|j央仙ll.()%, 1illlllO.0-82.8%) との間にはｲi

意差があった(P<0.001)(図2).UC腓では，炎

症寛解期および悩性活肋!911喚獅の深部もしくは'l!

照に少数敵ｲf性にγH2AXI珊性細胞が認められた．

一方，炎症活勤期では，粘IIMIIIilｲi解の好'l!球没澗

が高度な伽域に存ｲfする|壌獅や陰衡炎， |唆揃鵬瘍

部に陽ﾔMIllll世が災旅して,'l1現する傾向があった

(図3)．

免疫組織学的検索

7H2AXに対する免疫染色は門絲ポリマー法を
Ⅲいて施行した2())． 切片は脱パラフィン後に，

lOmMのクエン腋緩伽液(1)H6.()) ｢|!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%H',().,メタノールで20分|H1インキュベ

-l､してlﾉ､l囚性ベルオキシダーゼを除去し, 10%

正端ヤギ血性で30分lAlインキュベー卜して非特

異的反応のブロッキングをした後，マウス抗γ

H2AX抗体(Miliporelnc, JBW3,使川濃度l :

500)を4℃で・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）を川い，塞渦で30分

インキュベー卜した．発色向'l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．

7H2AXに対する免疫染色標本をllll,,代表切

片|ﾉ1の総陰禰散に対するγH2AX陽性糺ll胞を含む

陰窩数の割合を, ),H2AXcI･yl)t index (以下γ

H2AX-CI)として卵ll｝し, 7H2AX発現状態の指

標とした．なお，粘II囎雌炎附被誰上皮刑ll胞はjWi''i

活性はなく祷腔lﾉ1に脱落する巡命にあり21)22）

1K瘍化との関述性に乏しいと琴えられることか

ら，評価対象からは除外した．

2．炎症時相とγII2AX発現

UCIIにおける炎症IIMI別のγH2AX-CIは，

寛解期('' : 28)(!|!央lll'i4.4%,範朋0.0-32.0%),

慢性活肋IUI ('' : 24)(!|!央ll''i l3.7%,"llllO．0-

64．2％)，活伽UI ('' : 52) (! | !央値15.3%, 1tlml

0.0-82.8%)であり，炎椛の活肋性が商いほどγ

H2AX発現険揃の猟庇がil.liかつた．統計学的には，

寛解!＃lと悩性活勁期，悩性活肋期と活肋期との|Al

には有意蕊はなく，寛解期と活肋1りlのlHiにのみ有

意差がみられた(P<0.001)(図4).

p<0.001
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3．統計解析

各群間のγH2AX-CIはマン・ホイツトニーの

U検定(ilil1lll)を, 7H2AX-CIと樅恕fl激との

関係はスピアマンのlll1i位｜11IAI係散を川いて検定し

た．有意水峨は， 2脚|Hlの比岐のj州合は0.05, 3岬

|H1の比較の賜介は，ボンフェローニ法を川いて

0.017とした．全ての統門|､検定はIBMSSAPsta(is-

tics22を川いた．

非IBD UC
(n=50) (n二 104)

図2 JI; IBI)僻およびUCIIにおけるγH2AX-CI

7H2AX-CI (cIyl)l ill(lex)はUCIIド (!|!典仙11.()%)

が非IBI) II (l,ilO.0%)に比べｲI.恵に商い(p<0.001)

(マン・ホイツトニーのU検定， ｛i意水準().05)．
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図3 UC1i'i膜および非IBD粘膜のγH2AX免疫染色
覚解期（×対物40)ごく少数の|場性細胞を認める．

個性活動期（×対物40). l"'IMIIIluが少数散在する

活動期（×対物40)．多数のγH2AXI場性細胞を認める．
非IBD症例（×対物20). 7H2AX|場性細胞はほとんど認められない

Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ

UC群の炎症粘1l蝋を寛解期，慢性活動期，活動期

に分け，それぞれでUC樅忠年数とγH2AX発現
との関係を検討したが，どの炎症ll!寺相でも両吉の

間に有意な相関は認められなかった（図5)．

p<0.001
100

’

０
０
０
０

８
６
４
２

（
達
５
１
〉
鼻
詞
工
苓

考 察

，|蓮性炎症は上!､の癌発生におけるリスクlｼ〈l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|郷連していると考えられている

16) .炎症と発ｿ瀞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隈素や活性窒素が

DNAを直接傷脊し,DNA ･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

l､カインn－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l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

■■■■ﾛ■
0
－－

寛解期
(n=28)

慢性活動期
(n=24)

活動期
(n=52)

図4炎症時相別ののγH2AX-CI

UC聯におけるγH2AX-CI (c'yptmdex)は，
活動期が寛解期に比べ有意に高い(p<0.001)

(マン・ホイットニーのU検定，有意水難

0.017)

3．UC罹患年数とγH2AX発現

前項の検討より, 7H2AX発現と炎症時ｲ1:lとの

間には有意差もしくは有意な傾向があるため，



新潟医学会雑総第130巻第10号平成28年(2016) 1011586

C 活動期BA 慢性活動期寛解期
1【、1m1m

卸
釦
如
卸
０

（
巴
】
。
‐
×
く
翠
一
卜

釦
釦
扣
和
０

翁
冨
○
ｌ
ｘ
迂
観
エ
ト

、
、
釦
和
０

倉
旨
。
‐
×
く
齢
エ
ト

、 酒10 15

罹曇年散(年）

r＄＝O“
p＝0面

0 5加 15 釦

罹遷年数(年）

「g二℃麺
クニO狐

5 10 15 、

播是年敗(年）

rゴー0．157
p＝0，“

500

図5炎症IIWI別にみたγH2AX-CIとUC樅忠年数との関係

A:寛解期.B :側ﾔ|§活肋IUl.C :活肋期．いずれの炎症時相でも, 7H2AX-CI (clyl)i

i,'(lex) とUC樅忠年数に|11IMIはみられなかった（寛解期: rs=0.157,p=0.424.側ﾔ|§

活肋IUl : rs=-0.269, I)=0.204.活助期: 1･s=0.044,p=0.757)(1･s :スピアマンのIIII

|㈱|関係激，〃葱水唯0.05）

引き起こされるI)SBがIIII甥発生の引き金となり

うることが想定される．

UCに大||協撫が好発することは， これまでの多

激の疫学的研究普)－10）からもIﾘlらかであるが，

UCにおけるDSBの検討は少放例散見されるの

みに過ぎない29)－31)． こられ先行lill究の中で

RiSqUesら29)とSh()I1ら3())は, UCでは正常大

II"'ill蝋に比べγH2AX発現が商い|噸向にあると報

告しているが，いずれも生検糸M縦を対象とした検

討であり,UCの炎朧ll*NI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

の炎症状態は炎症樅忠範IIII余体を辿じて必ずしも

均腐ではなく，小さな生検隙本ではUCの炎症状

態を正雌に評illiすることは|ｲ1雛なことも多い．

UCの炎症状態をより包括的に判定するためには，

外科切除材料を川いた検討が必須と考えられる．

外科切除材料を川いた本研究では,UC群は正

粥大ll附粘脱（非IBDIW)に比べγH2AXI場性陰衞

の噸度がｲｧ意に商く，先行liⅡ究3())31)と同様に，

UCの似'i'li持続性炎椛粘II蝋ではDSBが生じてい

ることが|職&された．更に炎唯IIMIとの関連では，

炎症の活助‘|'|§が商いほどI)SBもi断頻度に起きて

いることが|ﾘlらかとなった． このことは,DSBは

炎症による樅化ストレスにより引き起こされると

いう{ijf究の結果23)-26)とも一致する． また、UC

の発ﾙ輔リスクは炎症の活肋性が商いと上今|､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，活肋'|'|§炎旋の持続による大IIM

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|両l定される

DSBが,UCにおける炎症'|'|光蝋商危険群を姶い

上げるための有川な'臨床病111学的マーカーになり

うる可能性があることもホll愛される．

他方，炎症の活助性と|同l様に,UCの樅AM2Mk

も炎症性発癌の危険|ﾉ《l-f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IIMI

においても,UCの椛忠年激とγH2AX発現陰獅

頻度との間には有意な相|fl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帯被されて行く訳ではない

ことを示している.DSBに対しては, I)NAllil"

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枇傷応答）が発肋されている

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2411fllll後にはほとんど洲

失することも示されている32)． これらのことか

ら，炎症性発癖には活動'|'|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

綻が非可逆的な発撫過程への進行に,必領であり、

今後はDSBとDI)Rを併せた検討を行うことが

UCの炎症'|'|発撫メカニズムの解|ﾘlに必甥と考え

られる．
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UC帖膜ではllﾐ術大II場粘膜に比べ有意に,l."'IIII

でDSBが生じており,DSBの猟度は炎症の活肋

性と|11迎していたが,UCの椛悠年激とDSBとの

|H1にはｲ徳な相|腱lはなかった． これらのことから，

UCの炎症'ド|発撫には活動性炎ﾘ,i:によるI)SBが

必要条件であるものの、非可逆的な発癌過脚への

進行にはDSBに対するDDRの破綻が必？(Iとぢ

えられた.UCの炎症性発撫メカニズムの解Iﾘlに

は,DSBとDDRを併せた検討.が必要である．
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