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研究成果の概要（和文）：研究成果の概要（和文）：食道扁平上皮癌好発因子である ALDH 遺伝子

多形とテロメア長との関連について検討した結果、ヨード不染帯の大きさや数はテロメア長と

相関するが ALDH 遺伝子多形は相関が見られなかった。このことからテロメア短縮は直接発癌に

関与するのでなく容易に発癌しやすい状態を形成するのに関与する可能性が示唆された。  

 
研究成果の概要（英文）：The investigation of the telomere lengths in the esophageal 
epithelium revealed that there is no difference among the ALDH genotype in telomere 
lengths, but the epithelium has short telomeres in the large iodine-unstained lesions 
with multiplicity. Telomere shortening may not generate cancer directly, but may create 
conditions under which SCC can develop more easily, depending on subsequent exposure to 
carcinogens. 
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１．研究開始当初の背景 
癌は高齢になると爆発的に発生することか
ら、組織、細胞の老化と深く関係すると考え
られています。これまで我々は、高齢者の癌
が増加する原因や高齢者の癌の特色につい
ての研究を行なってきました（Nakamura K, 
Exp Gerontol 2007. Aida J, Hum Pathl 2009. 
Takubo K, The Best Prac Res Gastroenterol 
2008. Takubo K, Histopathology 2007）。爆

発的な癌の発生には発生母地のテロメア短
縮などが関係すると考えられてきました。 

一方、染色体末端に存在するテロメアは細
胞分裂により短縮し、平均 6 kbp まで短縮す
ると細胞は分裂を停止します（細胞老化）。
しかし、p53 や Rb 遺伝子の変異などにより
分裂を再開・継続することでテロメアはさら
に短縮し、これにより染色体の不安定性が増
加します。さらにテロメレース活性の獲得に



より細胞の不死化や腫瘍化が生じると考え
られています。我々はテロメア短縮による染
色体の不安定性が細胞老化と癌化の関係に
おいて重要な役割を果たすと考え、これらの
関係解明を目的として 1997 年より全身諸臓
器の正常および癌についてテロメア長の解
析を行なってきています。 
 またサザンブロット法（SB 法）に加えて、
５年前から独自に開発した組織 Q-FISH法（特
許取得済）により、組織の細胞ごとのテロメ
ア解析を行なっています（Aida J, Scand J 
Gastroenterol 2009. Aida J,Eur J Cancer 
2010. Aida J, Exp Gerontol 2008. Aida J, 
Hum Pathol 2007. Kammori M, Oncology  
2006）。組織 Q-FISH 法は、組織量が少量で済
み過去の病理組織にも応用できること、また
各組織を構成する種々の細胞ごとに計測が
可能なことが利点です。内部コントロールと
して同一細胞内に存在し、安定度が高いセン
トロメアを指標とし、テロメア・セントロメ
アの蛍光光度比(TCR)として検討する事を独
自に考案し、測定ソフト(Tissue Telo)を開
発しました。これにより各細胞群で 100－200
個以上の細胞での計測が容易になり、同一個
体（組織）内においては、各細胞のテロメア
長の大小を正確に反映する事を明らかにし
ました。また継代した正常培養線維芽細胞の
解析により SB 法データと強い相関を得てお
り、正確さと再現性が証明されています。さ
らに、この TCR をテロメア長が既知の培養細
胞セルブロック（培養細胞を薄切用のパラフ
ィンブロックとした）により標準化する方法
を新たに考案しました。正常肺由来培養線維
芽細胞(TIG-1;テロメア長は 34 PDL 8.7 
kbp=SB 法で計測)を用いてセルブロックを作
製し、組織切片と同一スライドグラス上で同
時に FISH を行い、解析することにより 2 つ
目の内部コントロールとして用います。組織
Q-FISH 法により得られた TCR を同時に FISH
した培養細胞の TCRで除することにより標準
化(Normalized)TCR=NTCR を得ることができ、
これを用いて FISH 時の室温など微妙に異な
る条件の補正を行い各個体間の比較が可能
としました。これまでの過度に短縮したテロ
メアについて、潰瘍性大腸炎や肝炎などの炎
症が癌の発生母地となり、そのテロメアが短
縮していることが指摘されてきました。しか
し、本法により舌上皮内癌およびその背景粘
膜では、炎症を伴わない場合でもテロメアの
有意な短縮が認められ、染色体の不安定性も
有していることが分かり(Aida J, Eur J 
Cancer 2010)、食道においても既に同様の結
果を得ています。 

一方、食道扁平上皮癌の発生は飲酒と喫煙
に深く関係し、特にアセトアルデヒド脱水素
酵素(ALDH-1B, 2)の遺伝子型と関連性が高い
ことがわかっています。ALDH-2 のヘテロ欠損

者は日本人で約 35％おり、この型は飲酒によ
り血中および唾液中の発癌物質であるアセ
トアルデヒド濃度が長時間高く維持される
ことから、食道癌が約 13.5 倍、口腔咽頭癌
の発生が約 29 倍にもなると言われています
(Yokoyama A, Carcinogenesis 2001)。さら
に、この遺伝子型患者では食道や口腔咽頭の
多発癌が多いと報告されています(Yokoyama 
A, Ca Epidemiol Biomark Prev 2002)。また、
ALDH-1B の低活性型患者では血中アルコール
濃度が長時間多角維持され、食道癌発生の危
険率が４倍、ALDH-2 ヘテロ欠損と重なると正
常の約３０倍になるとも報告されています
(Yokoyama A, Carcinogenesis 2002)。非癌
食道組織においてテロメア長の検討と染色
体の不安定性を検討し、これらの遺伝子型の
タイプごとに比較することにより、遺伝子型
による危険因子とテロメア短縮との関連性
が解明できると考えました。 
 
２．研究の目的 
我々が独自に開発したQ-FISH 
(quantitative fluorescent in situ 
hybridization) 法は組織中の細胞ごと
にテロメア長を計測することができ、再
現性があります。これまで本法を用いた
口腔粘膜、食道、皮膚のテロメア解析か
ら上皮内癌例では正常上皮と比較して、
発生母地の段階から既に適度のテロメ
ア短縮があり、染色体の不安定性が存在
することを証明してきました。次の段階
として、過度のテロメア短縮を引き起こ
す原因究明を行う目的で、食道癌の好発
に関するアセトアルデヒド脱水素酵素
(ALDH)1Bおよび2型遺伝子の遺伝子型に
よりテロメア長の差の有無を検討する
ため、Q-FISH法を用いて生検組織のテロ
メア解析を行い、癌の好発する遺伝子型
とテロメア長との関係を明らかにし、さ
らに anaphase bridge を計測すること
により染色体不安定性との関係につい
ても解明します。 
 
３．研究の方法 
（１）検体の入手・収集：対照となる正常組
織は、当センター病院病理部、沢辺元司部長
の管理する高齢者正常食道組織50例程度（IC
取得済み、倫理委員会承認済み）を使用しま
す。ALDH 遺伝子型検索済みの患者から採取さ
れた食道生検組織は、独立行政法人国立病院
機構久里浜アルコールセンターにおける病理
診断後にパラフインブロックの提供を受けま
す（久里浜アルコールセンター倫理委員会に
おける承認済み）。これらの症例は遺伝子情
報、病理診断および年齢・性別のみの情報を
共に提供されますが、検体のテロメアおよび 
anaphase bridge 検討が終了するまでは情報



を伏せた状態で解析を行います。（分担：泉
山、仲村） 
（２）組織の検定：食道上皮のテロメア解析
には基底細胞および傍基底細胞におけるテロ
メア長の検討が必要なため、基底細胞の明瞭
に認められない検体は解析から除きます。（
分担：相田） 
（３）組織 FISH 法によるテロメア長測定の
コントロールとなるセルブロックの作製：TI
G-1 細胞のセルブロックを作製します。各セ
ルブロックは安定した実験結果(TCR)を示す
こと（予備実験済み）から、一定の厚さに薄
切し、目的とする組織切片と同一のスライド
グラス上で FISH を行い、解析を行います。
（分担：泉山） 
（４）免疫組織化学的検討：食道生検パラフ
インブロックを薄切し、免疫組織化学的染色
により細胞増殖マーカー(Ki-67)による増殖
帯の把握、サイトケラチン(CK13,17,19)の分
布等を検討します。（分担：相田） 
（５）組織 Q-FISH 法による食道生検組織切
片からのテロメア長を測定：食道生検パラフ
インブロックから FISH 用組織切片を作製し
ます。組織 FISH 法は、切片を以前に報告し
た方法（Aida J,Hum Pathol, 38; 1192-1200
, 2007）により蛍光色素でラベルした PNA 
プローブを用いて行います。FISH 標本は撮影
用ソフト Image Pro Plus ver.7.0 を用いて
撮影し、独自に開発したテロメア長測定ソフ
ト ( Tissue Telo ver.3 )を用いて TCR を
求めることによりテロメア長を解析・比較し
ます。コントロールとして同一スライドグラ
ス上において FISH を行ったセルブロックの
 TIG-1 細胞のテロメア長を解析・比較します
。コントロールとしてセルブロックの TIG－1
 細胞 TCR により除した NTCR を用いること
で症例・各個体間の比較が可能になります（
セルブロックは切片の厚さ、FISH の機会を異
にしても十分一致した値を示しますが、さら
に正確を期します）。各症例ごとに約５００
細胞（各細胞群ごとに約１５０－２００細胞
）の解析を行うため、極めて大きな労力が必
要です。（分担：泉山、仲村、相田） 
（６）正常粘膜についての結果のまとめと統
計学的検討：正常食道組織については基底細
胞・傍基底細胞に分類して NTCR を測定し各
群について比較検討します。（分担：泉山、
仲村） 
 
４．研究成果 
我々独自のテロメア Q-FISH 法を用いること
で、口腔や食道の上皮内癌例では正常上皮と
比較して発生母地の段階から既に過度のテ
ロメア短縮があり、染色体の不安定性が存在
することを証明してきた。今回は過度のテロ
メア短縮を引き起こす原因の究明を行なう
ため、食道癌の好発に関連するアルコールの

代謝酵素(ADH1B および ALDH2)の遺伝子型ご
とのテロメア長の検討を試みた。独立行政法
人国立病院機構久里浜アルコール症センタ
ーにおけるアルコール多飲者のヨード不染
帯から得られた非癌部食道生検組織を用い
てテロメア長の解析を行ない、癌の好発する
遺伝子型とテロメア長との関係を検討した。
内視鏡所見や喫煙についても検討した。 
その結果、アルコール症症例のテロメア長平
均値は非アルコール症対照群のテロメア長
よりも有意に短縮していた。しかし、アルコ
ール代謝酵素の遺伝子型については、アルデ
ヒド脱水素酵素(ALDH2*1/*1=active)および
(ALDH2*1/*2=inactive)各群、またアルコー
ル脱水素酵素(ADH1B*1/*2 or *2/*2=active)
および(ADH1B*1/1=less active)の各群で比
較しても有意な差は見られなかった。一方内
視鏡所見ではヨード不染帯の大きさが小さ
い(<10mm)よりも大きい(>=10mm)群、不染帯
が多発していない(内視鏡 1 視野で 10 個未
満)群よりも多発している（１視野で 10 個以
上）例で有意にテロメアの短縮が見られた。
喫煙については喫煙指数が 800 以上では 800
以下の群よりも短縮していましたが、有意な
結果が得られなかった。 
以上より、今回の検討では検討対象をアルコ
ール多飲者としたためにアルコールの多飲
によりテロメアが既に過度の短縮を生じて
いて差が明らかにならなかった可能性、ヨー
ド不染帯からの生検を用いていることから、
ヨード不染帯という所見が既にテロメア短
縮を来した状態である可能性が考えられた。 
 
【結論】アルコールは代謝酵素の genotype
に関わりなく、アルコールの多飲はテロメア
長を短縮させることが証明されました。アル
コール症患者には食道扁平上皮癌が好発す
ることから、食道上皮の 10 mm 以上のヨード
不染帯や不染帯の多発は癌の発生に関与し
ている可能性が示されました。 
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