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研究成果の概要（和文）：潰瘍性大腸炎の慢性持続性炎症粘膜では正常粘膜に比べ高頻度にDNA損傷（DNA二重鎖切断）
が起きており、DNA損傷を背景に大腸癌が発生すると考えられる。潰瘍性大腸炎に発生した癌はDNA損傷に対する修復応
答の破綻により進行する。こうした炎症性発癌過程におけるDNA損傷に対する修復応答の破綻は、通常の大腸腫瘍に比
べより早期に起きていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Inflammatory mucosa in ulcerative colitis showed elevated level of DNA damages (DN
A double strand breaks) and cancerization in UC may be prepared in such DNA damaged mucosa.  Invasive carc
inoma in ulcerative colitis showed significantly low level of DNA damage response  than early phase of can
cerization process. In comparison with sporadic tumors, invasive carcinoma in ulcerative colitis showed si
gnificantly low level of DNA damage response. By these data, it is speculated that DNA damages and early f
ailure of DNA damage responese may occurred during inflammatory cancerization process in UC.
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１．研究開始当初の背景 
 近年、早期発癌過程における DNA 二重鎖
切断(DSB)の重要性が報告されており、発癌
過程では核内で DNA 損傷と DNA 損傷部の
修復が起こっており、細胞の DNA 損傷が修
復できない状態に陥ると癌化することが解
明されている（Gorgoulis VG, et al. Nature, 
2005）。DNA 損傷部位に ATM が動員され活
性化し、活性化された ATM はヒストン
H2AX(Ser139)をリン酸化する(Ser139 がリ
ン酸化されたヒストン H2AX は γ-H2AX と
呼ばれる)。γ-H2AX はリン酸化依存的なタン
パク質相互作用により 53BP1がDSB部位周
辺に動員され、Tudor ドメインを介してメチ
ル化ヒストンに結合し DNA 損傷部の修復を
行う（Schultz LB, et al. J Cell Biol. 2000）。
また、活性化された ATM によって Chk2 の
68 番目のスレオニン(Thr68)がリン酸化さ
れる。活性化されたChk2は、p53のSer20 を
リン酸化し p53 を安定化させることで、細胞
周期の停止やアポトーシスを誘導すること
が解明されつつあり、DNA 二重鎖切断
（double strand breaks: DSB）とそれに対す
る DNA 損 傷 修 復 応 答 (DNA damage 
response: DDR)の破綻が、ヒト癌の発生に重
要な役割を果たしていることが明らかにな
ってきた。 
 潰瘍性大腸炎の慢性持続性炎症粘膜には
高頻度に大腸癌が発生することが知られて
おり、炎症性発癌と呼ばれている。炎症性発
癌では dysplasia と呼ばれる粘膜内腫瘍を発
癌早期病変として、dysplaia の発生には高率
にp53遺伝子異常が関与しているとされてい
るが、その他の炎症性発癌に関わる分子メカ
ニズムは十分に解明されていない。他方、長
期罹患潰瘍性大腸炎の大腸上皮細胞では、
DSB の指標であるγH2AX の発現が増加し
ていることが報告されていおり、DSB とそれ
に対する DDR の破綻が炎症性発癌過程に関
与している可能性が想定されるが、これまで
ホルマリン固定材料を用いた多数例による
系統的検討はなされていない。 
 
２．研究の目的 
潰瘍性大腸炎の炎症性発癌過程において、

「DNA 損傷」とそれに対する「DNA 損傷応
答」の破綻が重要な役割を果たしていること 
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 DNA 二重鎖切断の指標としてγH2AX 発現、
DNA 損傷修復応答の指標としてγH2AS と
53BP1 の共局在を用いた。γH2AX の発現につ
いてはモノクローナル抗体による免疫染色
を行い、γH2AX と 53BP1 の共局在については
二重蛍光免疫染色を行った。 
はじめに、ホルマリン固定パラフィン包埋

材料を用いたγH2AX 発現（DSBs の指標）と
γH2AX と 53BP1 の共局在（DDR の指標）の検
討が可能かどうかについてについて、ホルマ

リン固定外科切除大腸の腺腫 63 病変、粘膜
内癌 12 病変、浸潤癌 56病変を対象とした予
備的検討を行った。 
予備的検討の後、正常大腸 50 例、潰瘍性

大腸炎（UC）117 例、炎症性腸疾患などを合
併しない大腸に発生した散発性腫瘍 128 例
（腺腫 63、粘膜内癌 12、浸潤癌 13）、UC に
発生した大腸腫瘍 38 例（dysplasia11、粘膜
内癌 14、浸潤癌 13）を対象として、炎症性
発癌における DSBs と DDR について検討した。 
UC の炎症時相は、寛解期、慢性活動期、活動
期に分類した。 
 免疫染色の評価法は以下の通りとした。γ
H2AX 発現率：正常粘膜および粘膜内病変に関
しては総陰窩（腺管）数に占めるγH2AX 陽性
細胞が 1個以上ある陰窩（腺管）の比率（%）。
浸潤癌に関しては、γH2AX 陽性細胞が出現す
る hot spot における総細胞数に対するγ
H2AX 陽性細胞の比率（％）。γH2AX と 53BP1
の共局在率：γH2AX 陽性細胞に占める 53BP1
との共局在細胞の比率（%）。 
   
４．研究成果 
予備的検討の結果：ホルマリン固定パラフ

ィン包埋切片でも、免疫染色によるγH2AX 発
現と、二重蛍光免疫染色によるγH2AX と
53BP1 の共局在の検出が可能であった。γ
H2AX の発現には、核内点状と核内びまん性の
2 つのパターンがあった。正常大腸粘膜では
γH2AX の発現はなく、腺腫および粘膜内癌の
粘膜内腫瘍では核内点状発現が 14%、びまん
性発現が 16%に、浸潤癌では核内点状発現が
37％、びまん性発現が 27％にみられた。二重
蛍光免疫染色では、核内に点状に発現するγ
H2AX は 53BP1 との共局在が確認されたが、び
まん性発現では共局在は観察されなかった。 
UC 粘膜を用いた DSB の検討では、(1) UC

大腸は正常大腸に比べγH2AX 陽性陰窩の頻
度が有意に高かった（p<0.001）。(2)UC 大腸
の炎症時相別の比較では、活動期のγH2AX 陽
性陰窩の頻度が寛解期に比べ有意に高かっ
た(p<0.001)。(3)UC 罹患年数とγH2AX 陽性
陰窩との間に有意な相関は見られなかった。
(4)dysplasia ではいずれも寛解期 UC 粘膜に
比べγH2AX 陽性陰窩頻度は有意に高かった
(p=0.015)。(5)炎症性発癌病変の DSB および
DDRの検討では、浸潤癌はdysplasiaに比べ、
γH2AXと53BP1の共局在率が有意に低かった
（p=0.015）。粘膜内癌と dysplasia との間に
は有意差は無かった。(6)UC に発生した腫瘍
と散発性腫瘍との比較では、UC の浸潤癌は通
常の浸潤癌に比べγH2AXと53BP1の共局在率
が有意に低く（p=0.002）、UC の粘膜内癌は通
常の粘膜内癌に比べ共局在率が低い傾向が
あった（p=0.089）。UC の dysplasia と腺腫と
の間には有意差はなかった。 
 以上のことから、ホルマリン固定パラフィ
ン包埋材料でもDNA損傷とそれに対する修復
応答の検討が可能であり、同材料を用いた多
数例の検討から、UC 粘膜では通常の大腸粘膜



に比べ高頻度に DSB が生じており、炎症の活
動性が高いほど DSB の頻度も高いこと、UC に
発生した腫瘍性粘膜でも同様に高いDSBが生
じており、炎症性発癌の背景には慢性持続性
炎症による DNA 損傷があること、DSB に対す
るDDRは粘膜内腫瘍に比べ浸潤癌で有意に低
く、炎症性発癌の進行には DDR の破綻が関与
していること、そして炎症性発癌における
DDR の破綻は通常の大腸癌の発育進展に比べ
より早期に起きていること、が明らかとなっ
た。炎症性発癌早期における高頻度のDSBは、
潰瘍性大腸炎に発生する癌の早期発見のた
めのバイオマーカーの一つとしても期待さ
れる。 
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