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研究成果の概要（和文）：DNA二重鎖切断(DSB)やDNA損傷応答(DDR)の破綻が、潰瘍性大腸炎の炎症性発癌のリス
クを予測するのバイオマーカーとなりうるかについて検討し、本研究にて炎症性発癌を伴う症例では伴わない症
例よりもDSBが高頻度で発生していること、潰瘍性大腸炎の非腫瘍性粘膜では他の炎症性腸疾患と比較してDDRの
破綻が高度にみられること、DDRの破綻は、罹患年数が長くなるにつれて高度となることを見出した。また、直
腸では部位によるDDR破綻の程度にばらつきは少なく、直腸生検標本でのDDRの検討がバイオマーカーとして再現
性のあるものであることを確認した。今後は、直腸生検標本のDSB, DDRを検討する予定である。

研究成果の概要（英文）：We investigated whether DNA double strand break (DSB) and DNA damage 
response (DDR) can be biomarkers predicting the risk of cancer or not. We revealed (1) In 
cancer-bearing cases, the frequency of DSB is higher than non-cancer-bearing cases, (2) In mucosa of
 ulcerative colitis, the activity of DDR is lower than that of other inflammatory bowel disease, (3)
 DDR correlates with disease duration of ulcerative colitis, (4) The activity of DDR have small 
variation rerated with location in rectum, then we considered that DDR have reproducibility as the 
biomarker predicting the risk of cancer. We are going to examine DSB and DDR with rectal biopsy 
specimen.

研究分野：人体病理学

キーワード： 潰瘍性大腸炎　大腸癌　DNA2重鎖切断　DNA損傷応答
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、潰瘍性大腸炎における炎症性発癌と、DNA二重鎖切断 (DSB)やDNA損傷応答 (DDR)の関連について調
査した。DSBやDDRが発癌リスクを予測するバイオマーカーとして有用であるかについては、さらなる検討が必要
であるが、有用であれば、学術的には炎症性発癌の分子メカニズムの解明に向けての基礎データとなり、社会的
には潰瘍性大腸炎患者に行われるサーベイランスの効率化、患者の肉体的負担や、医療経済的負担の軽減に寄与
する可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
（１）潰瘍性大腸炎の大腸癌発生リスクと発癌リスク予測バイオマーカーの必要性 
潰瘍性大腸炎は、原因不明で慢性持続性の難治性炎症性腸疾患であり、長期経過例には大腸癌
の発生リスクがある。こうした慢性持続性炎症を背景とした発癌は炎症性発癌と呼ばれるが、炎
症性発癌の分子メカニズムの詳細は明らかにはなっていない。 
長期経過（罹患年数が 7年以上）の潰瘍性大腸炎に対しては、炎症性発癌早期発見のための内視
鏡的サーベイランスが必要とされているが、潰瘍性大腸炎は本邦において近年急増しており、頻
回な検査は患者にも医療経済的にも大きな負担となりつつある。また、炎症性発癌早期病変は内
視鏡的発見が困難なこともあり、現行のサーベイランスは必ずしも効率的とは言えない。サーベ
イランス症例の効率的な選別のため、発癌リスクを予測するためのバイオマーカーの開発が期
待されている。 
（２）発癌早期過程における DNA 二重鎖切断と DNA 損傷応答 
近年、発癌早期過程における DNA 二重鎖切断 (double strand breaks: DSB)とそれに対する 
DNA 損傷応答（DNA damage response: DDR）の破綻、の重要性が明らかになってなってきた。
DSB が発生すると、それに対する DNA 損傷部の修復、細胞周期の停止、あるいはアポトーシスの
誘導といった DDR が起こる。しかし、DDR の機能不全により細胞の DNA 損傷が未修復、不完
全あるいは不正確な修復が行われることにより、癌化に至る重篤な遺伝子変異が蓄積されると
考えられている。 
（３）潰瘍性大腸炎の発癌予測バイオマーカーとしての DDR と DSB の破綻 
 応募者の施設の研究から（Takabayashi H, et al. Human Pathology 2013;44:1038-1046）、
DDR と DSB は、同部に動員されるγH2AX と 53BP1 に対する特異的抗体を用いた免疫染色で、組
織標本上での可視化が可能である。また、γH2AX と 53BP1 の共局在を二重蛍光免疫染色により
観察することで、DSB の状態（維持または破綻）を解析することができる。応募者は、潰瘍性大
腸炎外科切除材料に対してこれらの手法を用い、①炎症粘膜には高頻度に DSB が発生している
こと、②発癌早期病変の発生や進展には DDR の破綻が関与していること、を明らかにしてきた。 
 これらのことから、潰瘍性大腸炎の炎症粘膜では、発癌前段階で DSB や DDR の破綻が生じてい
る可能性があり、サーベイランス生検組織の炎症粘膜における DSB と DDR の状態が有用な発癌
リスク予測バイオマーカーになりうるのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
外科切除された大腸癌合併潰瘍性大腸炎症例（担癌例）と大腸癌非合併潰瘍性大腸炎（非担癌
例）の術前内視鏡生検組織を対象として、担癌例と非担癌例の非腫瘍大腸粘膜における DSB およ
び DDR の状態を検索し、DSB および DDR の状態が大腸癌発生のリスクを予測するためのバイオマ
ーカーになりうるかどうかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）γH2AX 免疫染色による DSB 発生頻度の評価：DSB 部位に出現するγH2AX に対する免疫染
色を施行し、上皮細胞の核における陽性率を算出し、DSB 発生頻度の指標とした。 
（２）γH2AX と 53BP1 の二重蛍光免疫染色による共局在の評価：DSB に対して DDR が機能して
いる場合は、DSB 部位にγH2AX により動員された 53BP1 が出現し、γH2AX との結合体が形成さ
れる。一方、DDR が破綻している場合はγH2AX と 53BP1 の結合体は形成されない。このことか
ら、二重蛍光免疫染色でγH2AX と 53BP1 の共局在率を算定し、DSB に対する DDR の状態（維持ま
たは破綻）を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）潰瘍性大腸炎の非腫瘍性粘膜における DSB：予備的検討として、潰瘍性大腸炎の外科切除
症例を用い、非腫瘍粘膜における DSB を検討した。非担癌潰瘍性大腸炎症例（104 例）と担癌潰
瘍性大腸炎症例(16 例)を比較したところ、担癌症例の方が、DSB 発生頻度が高い傾向にあり、特
に炎症活動期においては有意に担癌症例にて高度な DSB 発生を認めた(P = 0.01)。 
（２）潰瘍性大腸炎の非腫瘍性粘膜における DDR：予備的検討として、潰瘍性大腸炎の外科切除
症例を用い、非腫瘍性粘膜における DDR を検討した（図 1）。潰瘍性大腸炎症例（46 例）の非腫
瘍性粘膜における DDR は、対象症例として用いたクローン病（11例）、急性虚血性病変（13例）
と比較し有意にγH2AX と 53BP1 の共局在率が低く(P < 0.05)、潰瘍性大腸炎症例では非腫瘍粘
膜においても DDR の破綻が発生していると推測された。また、潰瘍性大腸炎症例において DDR の
破綻は罹患年数が長くなるにつれて高度となる傾向があり(相関係数 RS=-0.396, P = 0.04)、潰
瘍性大腸炎では罹患年数が長くなるにつれて発癌率が上昇することと、関連している可能性が
示唆された。 
 



 
図 1. γH2AX と 53BP1 二重蛍光免疫染色を用いた DDR 
の検討 
γH2AX(緑のグラフおよびドット)と 53BP1(赤のグ
ラフおよびドット)の二重蛍光免疫染色写真を図の右
側に示し、写真中の赤線部の蛍光信号強度をそれぞれ
左図に示す。 
上段では緑のγH2AX が高信号を示す部位に一致し
て赤の53BP1も高信号を示し、両者が共局在している、
すなわち DDR が正常に起きていることが観察される。
下段ではγH2AXが高信号を示している部分で53BP1は
高信号を示しておらず、両者が共局在していない、す
なわち DDR が破綻していることが観察される。 
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図 2: 潰瘍性大腸炎の非腫瘍粘膜における DDR 
 
上のグラフは、急性虚血性病変 (AIL)、クロー
ン病 (CD)、潰瘍性大腸炎 (UC)における DDR の
様子を表している。CDと UC については、組織標
本上、炎症活動性が inactive なものと active 
なものに分けて検討を行った。UCでは AIL や CD
と比べ、有意にγH2AX と 53BP1 の共局在率が低
く、DDR が破綻していることが伺われた。 
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下のグラフは、縦軸はγH2AX と 53BP1 の共局在
率、横軸は UCの罹患年数で、非担癌 UC症例の非
腫瘍粘膜での値をプロットしたものである。
Spearman’s rank correlation coefficient に
て検討したところ、相関係数 RS=-0.396, P = 0.04 
であり、罹患年数が長くなるにつれて、共局在率
が有意に低下しており、DDR の破綻が起きている
ことがわかった。 
 
 
 
 

 
（３）潰瘍性大腸炎の非腫瘍性粘膜における DSB および DDR の均一性：生検検体の DSB,DDR を
発癌リスク予測ためのバイオマーカーとして用いるには、大腸内である程度 DSB, DDR 破綻 が
均等に起きている事を確認しなければならない。そのための予備的検討として、担癌潰瘍性大腸
炎の外科切除症例 3例について、複数個所の切片における DSB, DDR のばらつきを検討した。そ
の結果、DSB は部位によってばらつきが大きかったが、DDR は直腸内ではあまりばらつきがみら
れず、均等であることが確認できた。これらの結果と、潰瘍性大腸炎における炎症性発癌の多く
は直腸に発生することから、生検材料を用いた検討では直腸の DSB, DDR を比較することとし
た。 
（４）検討可能な潰瘍性大腸癌症例数：以上より、直腸から生検されたことのある潰瘍性大腸炎
症例が今回の対象症例となる。当施設で病理診断された症例を検討したところ、担癌症例は 46
例、非担癌症例は 50例以上収集することができた。 
 上記の通り複数の予備的検討を行ったところ、直腸生検標本での DDR、DSB を検討することで、
バイオマーカーとして、より信頼性の高いものとなると予測された。今後は、直腸生検標本にお
ける DSB, DDR を検討し、これらが潰瘍性大腸炎における発癌を予測するバイオマーカーとなり
うるか、引き続き検討する予定である。 
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