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免疫染色によるp53蛋白過剰発現の評111i法について
－遺伝子変異との相関からみた検討一

横田陽子

新潟大学医ill学総合研究科分子・診断ｿiliIII!半分りi

（脂導：味岡洋一教授）
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要 旨

p53辿伝子変災はl,il蛍にl過剰発現として免疫組織学的に|両l定することが可能とされているが，

免疫染色に川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

蛍lLl過剰発現とするかについても一定の雌準はない．本{ill究では免疫染色による鎧ILI過剰発現

､ ll定法の確立をll的として, ili販・汎川されている2繩瀬(PAI)18()1,DO7)のモノクローナ

ル抗体を川いて，それぞれの染色態度と辿伝子変異とのｲ1IIMIを検討した．外科切除ホルマリン

l,!il定大II附進行癌29"ﾘ変，内視鏡的に切除された火II＄粘llflﾉﾘﾙI"53瓶変を対象とし, 2椰煎の抗

体を川いた免疫染色でII71一価城の染色態度を判定した．次に，各械域からマイクロダイセクシ

ョンによりDNAを杣出して,p53遺伝子のエクソン5-8をPCRでjWW,iし，シークエンス解析

により辿伝子変災を検索した．進行蝋29病変から42髄城，粘脱Iﾉjll!W53病変から237械域の

合わせて279恢城が検索対象として抽出された． 2種類の抗体iﾊlの免疫染色態度の対比では，

DO7染色はPAbl8()1染色に比べ陽性細胞頻度がより商く，染色強度がより強く表現される傾

lfilがあった.HILI過剰発現の判定は，川いる抗体により異なる.PAI)1801染色では, nested ("

性細胞が混在しない|珊性細胞災族巣が散在） とdimIse(陰性細胞が混在することなく陽性細胞

がびまん性にｲ〃1｛）が,DO7染色では, 11cstedとdiflilse/slrong(染色強陽性）が，他の染色態

度に比べ｛『意に商い過仏子変災率（71.1-93.8％）を示したことから， これらの染色態度を蛋

向過剰発現とすることが妥当と考えられた．蛍''1過剰発現を示す緬域の辿伝子変災はその大半

(69.2-100%)が，アミノ酸ir'!換を伴うmissensemutation (またはmissensemulalionを|､|畠う）

であり，変災型I)53蛍白が免疫染色により同定されたものと好えられた．他方,DO7染色では

diflilse/weak (染色弱|場性）のものに過伝子変災は認められず, liil染色態度を蛍白過剰発現と

しないよう注意が必'災である．一方，免疫染色陰性祇城でもPAbl801染色の5()%, I)()7染色

の77．3％には過伝イ･変異がI遡められ，それらの変異パターンはdeletion, inscrtioll, nonsense
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mulation, splicingsilcmutatio11など蛋白のtruncationをきたす変異であった. 1)53免疫染色陰

性例にもI)53蛍白不沽化をきたす遺伝子変災が存(fする可能性を琴脳する必哩がある．

キーワード: I)53ililfi過剰発現，免疫染色,PAbl801,DO7,"53週伝子変災

緒 言 免疫染色を病理診IWrjfli叶究に川いる際，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i(｝ない．

本研究は，免疫染色によるI)53蛋白過剰発現評

illi法の確立をll的として, Tli販・汎用されている

2伽類の抗体(PAbl801とDO7)をlll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週伝子変災とのIMI係を検討した．

p53遺伝子は染色体171)13に存在するII瘍抑llill

遺伝子で，細胞間期やアポ|､一シスを制御し，

DNA修復などのケノム安定ﾔ|維持に亜要な役削

を果たしており’)－3)，その変異は多くのヒト猫

の発生に|典l与していると琴えられている4)5)．野

生型p53蛋白は､卜減期が知く (30分程度) MII胞

内で速やかに分解されるが6)，変異型I)53frlは

分解時|H1が苫しく遅延し核|ﾉ1に鋳械される7)． こ

のため，変災型p53蛍臼は免疫組織学的に蛋1号l過

剰発現としてlril定することが可能であり8)9),逆

に蛋白過剰発現からj)53週伝子災術の仔在を推定

することが出来る. p53蛍臼に対するモノクロー

ナル抗体を川いた免疫染色は，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

祁々のII甥の病理診'析や， ル"1"l織像と悪性度と

の関係を検討する際の有川な『段として川いられ

てきた’0)-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lHlで多数の検体の検索が可能で，

過去に苔械された病理組織検体を利川できること

にある． しかし， ｜川越点として， |珊性。 |唆性の判

定が研究者により災なること，使II1するモノクロ

ーナル抗体の郁顛によっては必ずしも|両'一の結果

が得られないこと，がある. l)53免疫染色に関し

ても，文献により使川しているモノクローナル抗

体には&､々のものがある． また,"lf I過剰発現の

判定もカットオフ値を, 1I1AI以|名の|場性削llll(M'7)-19)

5％以上の陽性制II胞20), 10%以上の|珊性制1I胞

21)-23)， 50％以_|:の|甥性糾ll胞24)とするものや，

|甥性細胞の分布をIIi視するもの25), |;脇性細胞頻

度と染色強度を糺l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，異なる研究肖

間の結果の比較には注意を甥すると同llfに, p53

対象と方法

1 ．対象

外科切除ホルマリンl,'il定大ll附進行撫29症例29

揃変，内祝鏡的に切除された大||附粘IIMIﾉ1II!『瘍48

旅|91153病変（純粋蝿2柄変, ll鼎ﾙf内柵37病変，

櫛;状腺腋14病変）を対象とした．病変の病理組

識診断は大ll’撫取扱い規約に従った27).術前に

放射線または化学撫法が施行されていたものは対

象から除外した．

進行蝿はI|!心雌大illllili,粘IIjilﾉ1111f甥は全削而の

パラフィン包埋ブロックを川い, HE染色とp53

免疫染色川3/1m切片2枚，およびp53週伝子検

索川10'um切片（進行獅例は3枚，粘膜内If瘍例
は10枚）の連続切片を作製した．

2． I)53免疫染色

p53蛋|そlに対するモノクローナル抗体はPAb

1801 (Nov()c&Istl･a,LCic&l,UK) (希釈陪率40倍),

D()7(Novocastra,Leica,UK) (希釈倍率100倍）

の2種薊を川いた． 2抗体ともwild-type,

mutant-tyl)eのlll砿を1淵識し，エピトープはそれ

ぞれ， 32－79稀アミノ酸， 20－25瀞アミノ酸であ

る．

3"mパラフィン切II･を脱バラ水洗後, 0.01M

クエン酸緩伽液に没し, 121℃20分オートクレー
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negative

○染色陰性細胞
●染色陽性細胞

蕊
sporadic mosalc

△

diffusenested

図1 1)53免疫染色|場性細胞分布パターンの分畑

negative :陽性細胞なし, sporadic : |場性淵ll胞が散在性に存在,mosaic : 1場性細胞がびまん性に存rl

するが，陰性淵||胞が混在する, neste(1 :陰性淵ll胞が混在しないII脇性細胞集藤巣が散菰,diffilse e陰｜
淵||胞がほとんど混在することなく|場性細胞がびまん性に存在．

正常大ll勝組織とした. 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｜場性細胞分布パターンは以下の5つに分

傾した． negative :陽性；ll1胞なし, sporadic : |%

性細胞が散在性に存在,mosaic : |場性細胞がびま

ん性に存在するが，陰性l1l胞が混在する, nest-

ed :陰性細胞が混在しない|場性細胞集籏巣が散

在, diffilse :陰性細胞が混在することなく|場性細

胞がびまん性に存在（図1)．染色強度は以下の2

ブで抗原賦活を行った．内因性ぺルオキシダーゼ

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(MUIJrl)ニチレイ）を室温30分間

反応させ, 0.02%DAB.4HC1･ 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|場性細胞と

し，染色陰性コントロールは対象切片に含まれる



新潟医学会雑誌第130巻第2号平成28年（2()16） 2月112

零
－覇

塑戦･〆

▼

▲
且
●
ｆ
６

ノ

丹

ご
麟

瀕
安
全
Ｆ
‐
。
〃
‐
・
鯵

穐

勾
『
〆
も

ロ
、
ａ
生
年

Ｊ

・
ｒ
勘

亀

，
潤
蝿
譲
野
“
塚
戯

画

且

Ｆ

ｐ

、

Ｂ
“
”
・
慶
糾

こ
む

、
山
Ｆ
か
鐸
膣

守

,鰯
戸

凶

be画

･&* r

？噂、
』 、

』

鉛
．
蝿
津
一

毎
画
一
参
、
識

町

少
竺

〆
タ

寂
。
一

目
■
猷
〆
一

６
群
一
一
一

d 鞭

図2 p53免疫染色強度の分類

(sh･0n9)．核が濃染し,光撒対物4倍視野で明らかに陽性と判定できるもの．

(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

光顕対物10倍以上の視野で|場性と判定できるもの

強|甥性

弱陽性

できず，

Ａ
Ｂ

表l p53免疫染色の陽性細胞分布パターンと|場性細胞頻度

陽性細胞頻度％

平均士標準偏差（晨少-呈大）
染色パターン 、

sporadic

mosalc

nested

diffuse

9.9士4.5（2.0-18.6）

39.7士8.3(29.4-51.0）

59.3士5.4(49.4-68.3）

89.0士5.9(73.6-96｡2)

20

12

15

34

各群間で有意差あり(P<0.0001)

つに分類した．強陽性(st,･ong) :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|場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|場性細胞と弱|場性細胞とが混

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1場

性；lll胞分布パターン別の|場性細胞頻度を，細胞

1,000個以上をカウントして定量評Ⅲiした． ｜場性

糾|胞頻度は, sporadic,mosaic, nested, diffUseそ

れぞれの群間で有意差があり （表1), spo,･adicは

陽性細胞頻度20％以下に,mosaicは30-50%

に, nestedは50-70%に, diflilseは70%以上に

それぞれ分布していた（図3)．
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diffusenestedsporadic mosalc

図3 I)53免疫染色|場性細胞分布パターンと|甥性細胞頻度

sporadicは陽性細胞額痩20%以下に,mosaicは30-50%に, nestedは

50％-70％に, (limlseは70%以上に分布している．

屯負(泳動し，増幅を確認の後, EXoSAP-ITIu

(USBm,USA)で糖製し， これをテンプレートと

してABIPRISMR)BigDye(DTerminatorvl.1Cycle

SequencingKits (AppliedBiosystems,USA)を川

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,Gel･many)

で桁製した後, GeneticAnalyser3500 (Applied

Biosystems,USA)を川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週伝子の変異を確定し

た．

4. p53遺伝子変異の検索

10/(m切片（進行癌例は3枚，粘膜内脈瘍例は

10枚）を用い，免疫染色態度別にマッピングされ

た髄域から，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 I、 （和光純莱工業）でDNAを抽出

した28)．陰性コンロールは|司一切片のll;常大IIM

粘ll災とした. p53遺伝了･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,AmpliTaqi'('GoldDNAP()lymerase (Applied

BiosystemS,USA)を川いてPCRにて塒I脇した．

それぞれのエクソンの増'l'同に川いたプライマーを

表2に示す． PCR産物は, 3%アガロースゲルで

5．統計解析

統計解析にはPeal･sollのカイニ乗検定または
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表2 PCRプライマーの臘埜配列

sense(5'→3')

antisense(3'→5『）
Exon

5－1

(codonl26-166)

9actttcaactct9tctccttc

t9act9ctt9tagat99cca

5－2

(codonl42-187)

cct9t9ca9ct9t999tt9att

ca9ct9ctcaccatc9ctatct

6－ユ

(codonl87-222)

ccag9cctct9attcctcactgat

9ctcatagggcaccaccacactat

6－2

(codonl87-224)

tctggcccctcctcagcatcttat

tcccagagaccccagttgcaaa

7－1

(codon225-258)

tg9cCtcatcttgggcctgtgtta

ccagtgt9atgatggtgagga

7－2

(conon228-261)

actgtaccaccatccactac

agtgtgcagggtggcaag

8－1

(codon261-295)

act9cctctt9cttctct廿士c

a99ctcccc廿士ctt9c99agatt

8－2

(codon266-307)

ac99aaca9cttt9a99t9c9t

tt99tctcctccacc9cttctt

表3 PA1)1801抗体とDO7抗体を用いたI)53免疫染色態度の比較

A.陽性細胞分布パターン

DO7
PAbl801

negative sporadic mosaic nested diffuse

22negative

sporadic

mosalc

nested

diffuse

哩
一
加

３
餌

１
轌
幻
６
｜
“

9

16

一致率133/279(47.7%)

B染色強度

DO7
PAbl801

negative weak strong

－
１

negative

weak

strong

15

141

１
廻
一
師

一致率250/279(89696)
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布パターンの一致率は47．7％（133/279）であっ

た.DO7染色はPAbl801染色に比べ陽性細llu頻

度がより尚頻度に表現される傾向があった.PAb

l801染色negativeの38弧城中16緬域(42.1%)

はDO7染色陽性であり, sporadic,mosaic,nest-

edの175領域中36領域(20.5%)ではDO7染

色はdimlse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商かつ

たが,DO7染色はPAbl801染色に比べ染色強度

が強く表現される傾向があった．

Fisherの直接確立計算法,Mann-WhimeyのU

検定を川い, p<0.05を有意差ありとした．

結 果

l .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

激の微域が存在するため，免疫染色態度とp53ili

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1f"53病変か

ら237価城の合わせて279仙域が抽出された．

3.PAbl801染色の染色態度とp認遺伝子変異

との相関

PAbl801染色の染色態度とp53週伝子変異と

の関係を表‘1に示す．進行猫，粘脱lﾉ1腫瘍いずれ

も染色態度はsporadicとmosaicはweakが，

2．異なる抗体を用いたp53免疫染色態度の比較

PAbl801抗体とDO7抗体を用いたp53免疫染

色（以降，それぞれPAbl801染色, DO7染色と

略す）の染色態度を比較した（表3)．陽性糺||胞分

表4 PAbl801抗体を川いたp53免疫染色態度と遺伝子変異

粘膜内腫癌進行癌梁色態度

分布パターン 強度 n 遺伝子変異(+） 変異パターン n 遺伝子変異(+） 変異パターン

deletion(3)

insertion(1)
26 11(42.3％）

nonsence(5)

spl idngsite(2)

insertion(3)

nonsense(4)

spl icingsite(1)

12 8(66.7牝）negative

mlssense（1

missence+silent(1)

nonsense(3)

si lent(1)

spl lcingsite(1)

116 7(6.0%)weak ll 0

sporadに

sbong

24 1(4.2%) missence+nonSenCe(1)weak l 0

mosalC

1 1(100%) missence(1)strong -

2 1(50.0%) nonSence(1)

13 12(92.3%) missence(12)

weak

sb･on9 7 7(100%) mlssence(7)
nested

weak

missence(36)

missence+nonsence(3)

missence+sllent(1)
55 44(80.0粥）

missence+deletlon(1)

missence+spliOngslte(1)

nonsenCe(2)

diffuse

sbong ll lO(90.9%) missence(10)

いずれの染色分布態度でも、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
は無い。
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図4 p53免疫染色(PAbl801抗体）による染色態度と辿伝子異附

A： nested/strong,B？ diffUse/strong，C： 11egative、 nested/sh･ongとdrliIse/strong
の染色態度を示す領域では,p認辿伝子に高頻度で(50～100%)アミノ酸置換を伴う

変異(missensemutaUon)がみられる．他方inegativeの染色態度を示す領域では，蛋

白のtl･ancationを来すdeletio11, insel･tion, nonsensemutation, splicingsitemutationな
どの変異が起きていることがある（42.3～66．7％)
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表5 PAbl801抗体を川いたp53免疫染色態度と辿伝子変異との相関

p53遺伝子変異染色陽性細胞

分布パターン ＋
■■■

19(50‘0％）negative 19

7(5,5％）

2(7.7％）

20(90.9％）

54(81.8％）

sporadic 120
.S

24mosalc

＊

nested 2

.Sdiffuse 12

* :p<0.0001, (sporadic,mosaic)vs(nested,diffuse)
n.s:notsignincant
negativeは他の全てのパターンとの間に有意差有り(P<0.001)

変異であった（図4-C).

PAbl801染色では，同一の|場性細胞分布パター

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|場性糺ll胞分ｲliパターンのみで代表

させ， それらと遺伝子変異とのN1関を検討した

(表5)．染色|甥性例では, sI)oradic (遺伝子変異率

5.5％）とmosaic(I可7.7%), nested (同90.9%)

とdifiilse (11181.8%)の問で辿伝子変異率に有

意差は無く, nestedとdiffuseはsporadicと

mosaicに比べ有意に辿伝子変異率が高かった

(p<0.0001).他方，染色陰性のnegativeの遺伝

子変災率（50.0％）はsI)oradicとmosaicより有

意に高く (p<0.001),nestedとdifiilseよりも有

意に低かった(p<0.()01).

nestedとdiffuseはstrongが大部分を占めた．

染色陽性領域では, sporadicとmosaicの分ｲli

パターンを示すものは遺伝子変異|場性頻度が低

く，進行ﾘ淵で0％（0/11） と0％（0/1)，粘ll塊内

IIf瘍で6.0%(7/116)と8.0%(2/25)であった．

一・方,nestedとdifnlseの分布パターンを示すものは

遺伝子変異|場性率が高く，進行癌で1㈹％（7/7）

と”､9％（10/11)，粘膜内脈癌で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，進行蝿と粘I朧内I嘘瘍との

間に遺伝子変異陽性率で有怠兼はなかった．遺伝

子変異のパターンは，進行撫では全価域がアミノ

酸侭換を伴うmissensemutationであり，粘脱内

I匝瘍でも87．9％（58/66）がmissensemutation

もしくはmissensemutationを伴うものであった．

他方，染色陰性のnegativeでも進行蝿の66.7%

(8/12)，粘膜内lif甥の42.3%(11/26)に遺伝子

変異が認められた. negative領域に認められた辿

伝子変異パターンは染色陽性領域とは異なり，全

てdeletion, insertion, nonsensemutation, splic-

ingsitemutationなど蛋白のtruncatiollをきたす

4． I)07染色の染色態度とp詔遺伝子変異との

相関

DO7染色の染色態度とp53辿伝子変異との関

係を表6に示す．進行棚，粘膜内ll亜瘍いずれも染

色態度はspol･adicとmosaicはweakが, nested

はslrongが大部分をIliめたが, difiilseにはweak
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表6DO7抗体を川いたI)53免疫染色態喚と辿伝-j亀変災

染色パターン 進行悪 粘頒内腫瘍

分布パターン 強度 n 遺伝子変異(+） 変異パターン n 遺伝子変異(+） 変異パターン

irBeltbn(3)

mIBense(4)

印Iにi『Ugte(1)

"letion(3)

i『石ertbn(1)

m『石erre(5)

10 8(80.0%)negative 12 9(75.0％）

m1s史にe+glent(1)

glert(3)

"liCim罰te(1)

weak 6 37 5(13.5％）0

sporadic

strong -

１Ｃｎ ｅ嘩

可
、
り
り

〃
Ｉ
＋
Ｊ
１
ｆ
ｔ

唾
唾
睦
罹

垂
塞
唾
垂

ｍ
ｍ
ｍ
ｍ

weak 9 99 4(4.0%)0
mosalc

1 1（100％）strong

weak

strong 5 5(100%) mi=erxe(5)
醍辻国 mls垂『にe(9)

1] 10(90.9%) mnseirei1)
weak l 0

ｊ
く １１

く
１
ｔ

３
、
Ｊ
ｅ

ｅ
、
Ｊ
〃
１
劃

ｊ
函
岬
函
華
亜

王
、
北
壷
羽
刃

ｆ
Ｉ
＋
＋
＋
＋
ｆ
ｌ

ｅ
ｅ
ｅ
ｅ
ｅ
ｅ

に
砿
に
唯
砿
虻

垂
塞
垂
垂
垂
睦

叩
・
叩
、
、
．
、
ｍ

１％２

０
９く６４５

２
５
１
６｡i価』se

stron9 11 9(81.8%) mi=erre(9)

いずれの染色分布態度でも、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
は無い。

(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, spora(lic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，進行ﾙ崎で0％（()/6） と0%(0/9),粘l1塊内

If瘍で13.5％（5/37） と5%(5/100)であった

が, diffilseでも染色強度がweakなものは進行癖，

粘1I境内ﾙI癌ともに辿伝子変災は認めなかった

(0％， 0/13)．一方, 11estedの分布パターンとdif-

lilseの分術パターンで染色強庇がst1.0n9のもの

は遺伝子変異率が尚く，進行柵で100％（5/5）

と81.8%(9/11),Wi11塊内IK鳩で90.9%(10/11)

と69．2％（45/65）であった．過伝子変災のパタ

ーンは，進行癌では全領域がアミノ骸|f.i摸を伴う

missensemutalionであり， 粘脱Iﾉ1II瘍でも

86.2％（56/65）がmissensemutatio11もしくは

missensemulalionを伴うものであった．いずれ

の染色態度でも，進行猟と帖膜内ﾙK癌との間に遺

伝子変異|場性率で有意兼はなかった．他方，染色

陰性のnegaliveでも進行蝿の80.0%(8/10),粘

膜内脈甥の75．0％（9/12）に辿伝子変異が認め

られた. negaUve彼域に認められた遺伝子変災パ

ターンは染色|甥性価域とは異なり，全てdeletion,

msertion, 11ollsclIsemutation, sI)licingsitemuta-

tionなど蛍lf1のtruncationをきたす変異であっ

た．

DO7染色でも, spol･adic,mosaic, nestedの|場

性細胞分布パターンでは災なる染色強度を示す領

域は極めて少ない． しかし, (limlseはPAbl801染

色とは災なり染色強度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I更を脇性細胞分｛liパターンのみで代表
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表7DO7抗体を川いたp53免疫染色態度と遺伝Ia変異との相IHI

p53遺伝子変異染色陽性細胞

分布パターン ＋
ー

17(77.3％） 5negative

5（11‘6％）

5(4.6％）

0

sporadic 38
S

104mosalc

diffuseweak 13
＊

nested l5(93.896)

diffusestrong 54(71.1％）

1

､S22

* :p<0.0001, (sporadic,mosaic,diffuseweak)vs(nested,
diffusestrong)
n.s:notsignincant

negativevs(sporadic,mosaic,diffuseweak):p<0.0001,
negativevs(neSted,diffusestrong):n.s

な抗I)53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梛類以上あるが，各抗体

を川いた論文をPubMe(1 (～2009年）で検索す

ると， その80％以上でPAbl801, DO7, DO1,

PAb240のいずれかが用いられている1())-26).本

研究ではそれらの中でも最も汎用されている

PAbl801とDO7の2種獺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，同一彼域のPAbl801染色とDO7染

色の染色態度を比鮫した（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

があることは報侮されてきたが'9)21)，具体的な

染色態度の述いについての比絞検討はされていな

い．本研究結果では, PAbl801染色とDO7染色

では染色態度が異なり （|珊性細l1世分布パターンの

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|珊性

例では, sporadic (遺伝子変異率11.6%),mosaiC

(同4.6%),diffuse/weak(同0%)のIIII, ''ested

(同93．8％） とdifh,se/strong(同71.1%) との

間で辿伝子変異率に有意差は無く, nestedとdif-

fuse/sh℃ngはspomdic,mosaic, (limlse/wefkに比べ

有意に遺伝ｲ変異率が高かった(I)<0.(Xml).

他方，染色陰性のnegativeの遺伝子変災率

(77.3％）はsporadic,m()saic, diffUseweakより

有意に高く (p<0.001), ''estedとdifiilse/stl･ong

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j'l!切片で使用可能
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一致率は47．7％，染色強度の一致率は89．6％)，

DO7染色はPAbl801染色に比べ陽ﾔ|;WII胞頻度が

より高く，染色強腰がより強く表現される側向が

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災なる

(PAbl801は32-79番アミノ酸, DO7は20-25

番アミノ鮫） ことにも起因していると推定される

が, p53蛍'二|の組織学的同定という脱点からは，

DO7染色はPAbl801染色に比べより感度が商い

染色と考えることができる. IIM々の施設，研究者

によりp53免疫染色に川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，災なる抗体

を川いた他施設の免疫染色標本を検祁lする機会も

少なくない．その際には,PAbl801染色,DO7染

色に関しては，上述した染色態度の述いを念頭に

置く必要がある．

p53免疫染色の病理診断や病FI!組織学的liﾙ究に

おけるfi.川性は．蛍白過剰発現の同定から背餓に

ある過伝イ変災を椛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lf l過剰発現と

するかについての共通』,嘩準は確立されていない．

p53免疫染色による過剰発現は，週伝子変災とｲl.

意に商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,PAbl801染色に関

しては, 11estedもしくはdillilseの染色態度を過

剰発現とすることが妥当と考えられた. PAbl801

染色では賜性細|胞分Ⅲjパターンと染色強度はほぼ

対応しており (sI)oradicとmosaiCはweak, nest-

edとdifhlseはst,･o,1g), spo,･adic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neste(IとdifhIseの遺伝子変災率は90.9%,

81.8％と,断頻度であり，向群|ﾊlには有怠差があっ

た（表5)．他方,DO7染色に|仏lしては, neslcdと

difhlse/Stl･()I1輿を過剰発現とすることが妥当と考

えられた. I)07染色ではPAbl801染色とl,il様に，

sporadicとmosaicはweakに, neste(Iはsll･ong

にほぼ対応していたが, diffuseにはweakと

stronRの2つの染色強度があった．従ってDO7

染色では(lifiilseをweakとstrongの2つに分け，

染色態度と辿伝子変異との相|兇|について検討し

た. spora(lic,m()saic, dimlse/weakの辿伝子変異

率は11.6％， 4.6％、 0％と低頻度で，それに対し

てneste(1と(liffuse/strongの辿伝子変災率は

93.8％と71.1%と高頻度であり, 11ili間には有意

蕊があった（表7).DO7染色では, |珊性細ll2分布

パターンがdiffilseであっても染色鋤|甥性のもの

は蛍白過陥ll発現としないよう注意を要する．

PAbl8()1染色, DO7染色いずれも虚I＆l過剰発

現が妥当とされる染色態度仙域の辿伝子変異は，

進行癌，粘膜lﾉ1ﾙ､癌ともに大半がアミノ骸i耐換を

伴うmissc'Isemutation (またはmissensemuta-

ti()11を|､ドう）であり，変異型1)53"121が免疫染色

で|司定されたものと考えられる. ･ ･",DO7染色

で(lim'se/weakの場合に過伝子変災が検出され

なかった理山は，上述したようにDO7染色が

PAbl801染色に比べ感度が商いことにあると想

定される.DO7染色では,PAbl801染色では検出

できないl!f'|型p53蛋白の発現も認識している可

能性が商いと号えられる．

l)53蛍|と|過剰発現の判定にIAIしては， これまで，

|珊性細胞猟度で規定するもの17)-24l),陽性細胞

の分布を1R祝するもの25), I珊性細ll@M度と染色

強度を細み合わせるもの26)など多岐にわたって

いる．本{ilf究で川いた|場性糺ll胞分1iパターン分類

では, spol･adiCは陽性細胞頻庇20%以1r,mosaic

はli7130-50%, nestedは同50-70%, dimlseは

Inl70%以上に対応している （図3).本研究結果

から， ｜;洲|州||胞猟度の点ではいずれの染色でも

50%(11esled, (liffilse)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|簾には更に染色強哩(difiilse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，蛍臼過剰発現とは逆に，免疫染色陰性瓶

変でも1()－30％にはp53遺伝f変災が報告され

ている18)21)-23)30)31).本研究でも, PAbl801染色

negativeの50%(19/38),I)()7染色Ilegaliveの

77.3%(17/22)に遺伝子変)'!↓が認められ（表5,

表(i), PAI)1801染色でnegativeの辿伝子変異率

は，蛍白過剰発現とされるnestedjfJ(liflilsCに比

べても｛i葱に商頻度であった．

免疫染色negaliveにみられた過伝-:j変災は，そ

の全てが(lcletio11, inscrtion, 11011seIIsemutation,
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