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潰瘍性大腸炎におけるDysplasiaと散発性腺腫の鑑別のための

アポトーシスの有用性に関する研究
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Usefulness of Apoptosis for Differential Diagnosis of Dysplasia 
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酒癌性大腸炎に関連して発生した粘膜内臓癌,いわゆるdysplasia(U】cerativecolitis-associ-

ateddysplasia,以下UCAD)と散発性腺腫 (Sporadicadenoma,以下SA)の鑑別にアポ トーシ

スが有用かどうかを明らかにするため,我々はdysplasiaと散発性腺膿におけるアポ トーシス,

p53蛋白過剰発現 (p53proteinoverexpression,以下p530E)の有無,およびp53遺伝子変異に

ついて評価 した.23病変のUCADと38病変のSAについて,hematoxylineosin(HE)染色,

p53免疫染色,および DNAnickend豆abeling,さらにpo呈ymeraseChainreaction(PCR)and

d豆rectsequeneingにてpSS遺伝 子変異の検索を施行した.p530E陽性 UCAnとp530E陰性

ucADのアポ ト-シス数は,それぞれ 0蘭 は 0.64),0,20は 0.37)であり,有意差 (p-

0.020)を認めた.UCAD全体 (p530E陽性陰性を合わせたもの)ではO.35は 0.55)で,SA

の8.39(±12.01)と有意差 (p<0.01)を認めた また,p53遺伝子変異は,p530E陽性UCAD

とp530E陰性UCADでそれぞれ88.9%,72.0%であった.一方,SAでは全例でp53遺伝子変

異陰性であった.p53の主な機能の-一つがアポ ト-シスの誘導であり,UCADにおけるアポ ト

-シス数の低下は,p53遺伝 f-変異に関連している可能性がある.アポ ト-シスの評価,pSS遺
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転子変異の有無の推定,さらにはSAとの病理学的鑑別に有用である.

キーワード:潰癌性大腸炎,アポトーシス,dysplasia,p53,散発性腺腫

緒 言

潰癌性大腸炎 (UIcerativeco馳S,以NFUC)の

長期経過例では,炎症に関連した大腸癌のリスク

が増大する1)2).uc関連粘膜内膜噴 くUC-asso-

ciaもeddysplasia,以下UCAD)は,前癌病変およ

び癌発生の高リスクマ-カーとして重要である3).

特に隆起を望するUCAf)は,Dysplasia-associat-

edlesionormass(以下DALM)と呼ばれ,浸潤

癌を高率に伴うとされている隼 このためDALM

と診断されると,基本的に大腸全摘術が推奨され

ている5)6)

一方,散発性腺腫(Sporadicadenoma,以下SA)

は,通常の大腸粘膜と同様にUC粘膜にも発生し

得る.SAは通常,内視鏡的切除 (内視鏡的粘膜切

除術Endoscopicmucosalresection;EMRもしく

は内視鏡的粘膜下層剥鮭術 Endoscop豆csubmu-

cosald豆ssection;ESD)で治療される.このように

UCADとSAとでは,治療方針が全く異なる (前

者は大腸全摘術,後者は内視鏡的切除)ため,義

期雁恩UCにおけるUCADの診断は慎重でなけ

ればならない.

UCADとSAとの病理学的診断はしばしば困難

であるが,いくつかの鑑別点が報告されている.

これまでにp53,㌢catenin,bcl-2の発現等の相

違が報告されている7日 2)が,現時点で最も診断

の補助となるのがp53遺伝子変異の有無であろ

ラ,p53遺伝子変異は,UC関連腫壕発生過程

(dysp昔asia-carcinomasequenceと呼ばれている)

の早期段階で出現するとされている8)13).一方で,

通常のいわゆるadenoma-careinomasequence

では,その後期段階でpSS遺伝子変異が出現する

ことが多い8)9)14).すなわち,dysplasia-carc呈n0-

masequenceでは,dysplas豆aの段階でpSS遺伝子

変異が出現 し,adenoma-carcinomaSequenCeで

はadenomaの段階ではp53遺伝子変異はまだ出

現 していないことが多い.このため,pSS遺伝子

変異の有無がUCADとSAの鑑別として有用で

あるとされている.通常,p53遺伝子変異がある

と免疫染色で p53蛋白過剰発現 (p53protein

overexpression;以下p530E)としてとらえられ

る.しかし,全てのUCADがp530Eを望するわけ

ではなく,UCADの301800/Oで認められる14)117)

一方,SAではp530Eは0-150/Oでしか認められ

ない 8)9)1隼 p530E陰性のUCADの診断は大き

な問題となっている.過去の報菖によると,p53

0E陰性のUCADにおいてもしばしばp53遺伝子

変異を伴うとされている18).したがって,p530E

陰性は必ずしもpSB遺伝子変異のないことを意味

するわけではない.しかし,全ての病変でp53遺

伝子変異を検索することは,日常の病理診断上実

際的ではない.

そこで我々は,アポ ト-シスに着冒した. アポ

トーシスの誘導はp53蛋白の機能の一つである19)

野生型p53蛋白が正常に機能すれば,DNA損傷

に反応 してアポ トーシスが誘導 される. しかし

pSS遺伝子変異が生じると,アポ トーシスの誘導

に障害が生 じる.DNA損傷を伴う魔境性病変に

おいてアポ トーシスが正常に誘導 されないこと

は,p53遺伝子変異の存在を予想させる.以上去

り我々は,p53遺伝子変異に関連 して,SAより

UCAI)においてよりアポ ト-シスが抑制 されて

いるのではないかと仮説をたてた.UCADとSA

の病理学的鑑別においてアポ トーシスが有用であ

るかどうかを検討するため,UCA血 とSAにおけ

るアポ ト-シスとp530E,およびp53遺伝子変異

について評価した.

材料と方法

1.検討対象

15症例 23病変のUCAD (図IA)および炎症
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図1A-B

(A)消癌性大腸炎関連粘膜内臓癌UCADと
(ら)散発性腺腫SAの組織

性腸疾患や家族性大腸腺腫症を伴わない38症例

38病変のSA(図 1B)における,フォルマリン固

定されたパラフィン切片組織を用いた,15症例の

UC患者 (撃津F.9例,女性 6例,年齢中央値40歳)

は全て,併存 した炎症関連大腸浸潤癌ない し

DALMのために全天腸切除術 が施行されていた.

38病変のSA (男性24例,女性 14例,年齢中央

値71歳)には,併存浸 潤癌のために大腸部分切

除 されたもの (23例)と内視鏡的切除 されたも

狗 (15例)が含まれていた.また,Riddellらの分

類3)にそって,23病変のUCADはlow-grade

dysplasia(LSD)14病変,high-gradedysplasia

冊GD)7病変,両者いずれも含まれるもの2病

変に分類された,全ての検体は,3/Lmの厚さで薄

切した後,hematoxy豆ineosin(HE)染色,p53免

疫染色,およびDNAnickendlabelingが施行さ

れた.また,p53遺伝子変異の検索も施行した.

2.p53免疫組織化学

p53免疫染色は,p53抗体 (Fab1801,Leiea

miCrosystems,Newcast豆eUponTyne,United

Kingdom)を脚 ､て,sb･eptavidin-biotinifrmunO-

peroxidasemethod(HistofineSAB-POkit,

Nichire量,Tokyo,Japan)によって施行した20).陽性

対照として,びまん性陽性を示すことが既知であ

る大腸癌組織を用いた.

p53陽性細胞は,その強さにかかわらず桟が茶

色に発色することと定義した.その分布によって,

陽性細胞を全く認めないものをnulHype, つ も

しくは少数の陽性細胞を集族せず散在性に認める

ものをsporadictype,腺管底部に限Jiさして陽性細

胞を集旅して認めるものをbasaltype,腺管びま

ん性に陽性細胞を認めるものをdiffusetypeと4

パターンに分類 (図2A-D)し,本検討では後2

着をp530E陽性と定義した20)21)

3.DNAnickandlabelingとアポ ト-シスの

評価

アポト-シス細胞は,Gavrieliらが報告した20)22),

terminaldeoxynucleotidyltransferase(TdTト

mediatedbiotinylateddeoxyuridine-triphosphate

もしく瀬粒状に茶色に染色されたものとして認識

した.典型的には,基底膜に囲まれたTUNEL陽

性の核片が集旅したものを一つのアポ トーシス細

胞とした (図3B朱印).光学顕微鏡にて対物レン

ズ40倍を1視野として,アポ ト-シス数を数え

た.1病変は,組織型とp53免疫染色パタ-ンに

よっていくつかの領域に分け,領域ごとにランダ

ム3視野のアポ トーシス数を数え,その平均値を

もってその領域のアポ ト-シス数と定義した (図

3A).
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4♯pSS遺伝子変異の検索

各病変から10/1mの厚さで薄切された連続切片

3つを脱パラフィン化し,各領域毎にmicrodisSecー

tionを施行した.DNA抽出は,DNAisolatePS氾t

(W汝oPureChem呈cal臨dustdes,ud.,Osaka,JapaJl)

を用いて行った.その後,以前報告したように23),

2種類の画merを用いてpolymerasechainreaction

(PCR)によって遺伝子増幅 した. さらにABI

PRISM310GenetieAnaiyzerを抑 1て,e又on5-8に

おけるp53遺伝子変異を検索した.

3.統計解析

統計解析には,IBM SPSS17softwarepackage

(SPSSJapanlne.,anIBMcompany,Tokyo,Japan)

を用いて,Mann-WhiheyU-testおよびPearson's

chトsquaretestにて行った また,p<0.025をもっ

て有意差ありとした.

結 果

l暮P530E

P53免疫染色の結果は,図1に示した.23病変

55領域のUCADのうち30領域でp530Eを呈 し

た.残りの25領域ではp530E陰性であった.38

病変106傾城のSAは全てにおいてp530E陰性

であった.

望.アポ ト-シス (泰1,図3B,C,図4)

p530E陽性 UCAD,p530E陰性 UCAD,SA田

アポ ト-シス数の平均値は,それぞれ0.舶 (±

0.64),0.20(±037),8.39(±12.01)であった.

p530E陽性UCADとp530E陰 性UCADのアポ

ト-シス数に有意差 (p-0.020)を認めた.ま

た,UCAD全体 (035±0.55)とSAのアポ トー
シス数に有意差 (P〈O.01)を認めた.UCADのア
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図3A-C

(A)病変Iesion,領域 area,視野view和昭係とTUNEL法によるアポ ト-シスの橡 ;

(B)散発性腺腫SA,(C)酒癌性大腸炎関連粘膜内膳塙UCAD.

表 1

滴癌性大腸炎関連粘膜肉腫療UCADと散発性腺腫SAにおける,p53蛋白過

剰発現 (p530E),アポ ト-シス数 (平均値±標準偏差),およびp53遺伝子
変異 (exons5-8)

L,_i:i0I-, ＼いIl,rL".Ll｣l ～.--1､叩叩lい､il /LII-llご州LltiH一一uLiltlい=

UCAD (23はsions) 什) 3() t).4鞍上0.64奉

り 25 0.2批 0.37*帝

SA(38lest0rlS)

24/27膵H.9%汁

悌25(72.0%)す†

I+) 0

(-) 106 8.39j=12.01車** 0/106日0%)

癖 v s 串串､p-0.02;癖 vs 率車革ゥP棚,Olニ**vs***,P輔.Ol;千vsi'††P･>af)5.
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滴癌性大腸炎関連粘膜内藤壕UCAD と散発怪腺腫SAにおける

アポ トーシス数の分布

表2 酒癌性大腸炎関連粘膜内膜塙UCADにおける組織型とp53遺伝子変異

No.ofarea /,_i-メlu州ぐtiH11Ll【こIli川1

2t)i那 (7H.4%)*

131!15(86.7%)**

1｣(_;l),ll)WgllこIJL､d.V.<l)lこl.<illこH(lTt).hitLrh粁エー(lHl.vL<Plil.<iこlこ★＼･.<'*.P>0.Orl.

ポ ト-シス数は全例で3以下と低値を示した.

3.p53遺伝子変異 (衰 1,表2,図5)

p53遺伝子変異は,p530E陽性UCADだけで

なく,p530E陰性UCADにも同程度認められた

(それぞれ88.9%,72.0%).ナンセンス変異,フ

レ-ムシフト変畢 (欠失 挿入)は,p530E陰性

UCADにのみ認めた.LGDとHGDとの間でp53
遺伝子変異の頻度は同程度であった (それぞれ

78.4%,86.70/a)(蓑2).SAでは全例でp53遺伝
子変異を認めなかった.

考 察

本研究では,UCApのアポ トーシス数はSAに

比 し着意に低値であった.またUCADではp53

0E陽性または陰性に関わらず,p53遺伝子変異

を高率に認めた 一方でSAではpsB遺伝子は全
例で野生型であった.このことから,アポ トーシ

スの減少はp53遺伝子変異と関連していることが

示唆された.つまり,アポ ト-シスの減少をとら

えることで,pSS遺伝子変男を直接検索すること

なく,pSS遺伝子変異わ存在を推定できる可能性

がある.アポ ト～シスが,p530E陰性UCAD診
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図5A柵C

酒癌性大腸炎関連粘膜内肺癌UCADにおけるp53遺伝 子変異のパタ…ン ;

(A)p53蛋自適剰発現 (p530E)陽樹 札 (B)p530E陰性手札 および

(C)ナンセンス変異の具体例 (exori8の codon306においてTGAがCGAに

変化している)

断のためのマ-カーとなることが期待される.注

意すべき点として,本研究ではSAの中にもアポ

トーシス数が低値であるものが少なからず存在し

たため,アポ ト-シス数が低値である時には,

UCADともSAとも言えない.逆にアポ トーシス

数が高値であればUCADよりもSAである可能

性が高いといえる.

また,LGDとHGDとの間で,pSB遺伝子変異

率に有意差を認めなかったことは,UC関連発癌

過程においてp53遺伝 子変異が早期に (LGDの

段階で既に)生じているという過去の報告 14)に

合致すると思われる.

p530E陰性UCADでは,p530E陽 性UCADに

比しアポ ト-シス数がより低値であった.これは,

p530E陰性 UCADにおいてのみ,ナンセンス変

異やフレ-ムシフト変異といった比較的稀な変異

がみられたことと関係Lでいる可能性がある.

続いて,p53遺伝子変異とp530Eとの関係に

ついて考察する∴---磯 的に,変異したp53遺伝子

によって合威された変異p53蛋白は,半減期が野

生型p53より異常に長く,p53免疫染色にて蛋白

過剰発現として認識される.しかし,ある血走の

条件下で2種類の不一致が存在する.すなわち,

pSS遺伝 子変異が認められるのにかかわらずp53

0E陰性を呈する場合と,p53遺伝子変異が認め

られない翻 こかかわらずp530E陽性を呈する場

合の 2つである.前者については,ナンセンス変

異やフレームシフト変異によって説明できる.チ

ンセンス変異では,いわゆるストソプコドンによ

って蛋白合成が中断され,p53蛋白が合成されな

い.フレ-ムシフト変異では,塩基の欠失や挿入

によって,全く異なった蛋白が合成されてしまう.

このような状態では,p53遺伝子変異が存在する

にも関わらず,p53蛋白発現が認められないもの

と考えられる.さらにYoshidaらは,サイレント

変異によっても前者のような不一致が生じると述
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べている2隼 他の可能性としては,スプライシン

グ部位の変異が挙げられる,この変異があると成

熟 mRNAが生成 されず,蛋白が合成 されない.後

者については,検索範囲外の exonに変異がある

場合が考えられる.本研究で検索 したp53遺伝子

は最も変異の頻度が高いとされるexon5-8であ

り,他のexon内の変異があった場合,後者の原

因となり得る.さらに,Mdm2や p14ARFに関連 し

たp53不活性化システムの不具合も原因として考

えられる25ト27),他に,フォルマリン固定時間や

遺伝子検索や免疫染色といった技術的問題もこれ

らの不一致の原因として考えられるであろう.

アポ ト-シスに関して,p53非依存性のアポ ト-

シス経路 (例えば,p73によって誘導 される経路

など)について も考慮 しなければならない 28)

p53非依存性経路では,p53遺伝子変異の存在下

でもアポ ト-シスが誘導 される.我々の結果では,

p53遺伝子変異を伴うUCADにおいてもアポ ト-

シスが少数ながら認められたが,これらの病変で

は,p53非依存性のアポ トーシス経路が機能 して

いた可能性がある.

以上のようにp530E陰性でもp53遺伝子変異

が存在 しないとは限 らず, これがp530E陰性

UCADの診断を困難にしている一因となってい

る.p530E陰性 UCADが疑われた場合,TUNEL

法を用いたアポ トーシスの評価によって,p53遺

伝子変異の有無を推定 し,その診断の補助とする

ことができると我々は考える. しかしながら本研

究では,アポ トーシス数が低値を示 したSAも存

在し,注意を要する.一方,UCADではアポ トー

シス数が高値を示すものは認めず,高頻度のアポ

ト-シスは,UCADよりSAを示唆する所見と考

えてよいと思われる.また,本研究で検討 したSA

は炎症性腸疾患を合併 しないものだけを選択 した

が,今後,UC粘膜に発生 したSAも加えた検討が

必要である.

読

TUNEL法を用いたアポ トーシスの評価は,PBB

遺伝子変異の有無の推定, さらにはUC関連粘膜

内腺癌 (いわゆるdysplasia)と散発性腺腫の鑑
別に有用である.すなわち,アポ ト-シスが高頻

度であればより散発性腺腫 を疑 うことがで き,

p53免疫染色と組み合わせて用いることで,鑑別

困難例が減少することが期待 される.
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