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=原著=

大腸腫蕩の形態とアポトーシス関連因子に関する検討

佐野 寧 ・ ・ 藤 盛 孝 博 ...日下利広H ・青山伸郎日・

前田 盛・

要旨 大腸趨自信においてアポトーシス関連因子が，形態の興なる損傷聞で，その発現縁式を実にするか，線圃 8

症肌早期癌 51症例を対象に検討し以下の結論を得たけ早期大掛療において Deprcs鍵dtypeとPolypoid句碑

とでアポトーシスの出現頻度に差は認められなかった，2) p 53資自発現と a同 p<o凱s.labcllogindex (AL!)聞

に負の相関があり，繍鍾は早期績と比鮫し ALlが高率で守正常でみられる p日依存性アポトーシスの経路が関与

している可能性がある 3) Depres.'led ty間半期衡の bcl-2 ~匠自の発現は線腫， Polypoid type早期箱と比較し

て有意に低頻度であった。

I 緒雷

近年，担調高内のアポト シスの出現鎖度と予後の関係".

Z花街剤や NSA!Ds製剤役与によるアポトーシス誘導の機

織が報告され'"'治僚にも応用できる可能性が示されてい

る 一方アポト ーシス関連因子が大腸腫衝の隆忽 陥凹

といった形態にどの織に彫響を及ぼしているかは興味深

いところである 今回われわれは，アポトーシス関連因

子である p53， bcl-2遺伝子の蛋白発現とアポトーシスの

出頭領度が。形簡の央なる大掛腫賀高で発現 ・出現鯵式を

異にするかどうかについて般討した

JI 対 象

対象は 1'"。年4月から 19刷年 10月までに神戸大学付

属病院，東京女子医科大学消化製抽zセンターおよび濁協

医斜大学で，円規鋭的切除あるいは手術にて繍幽された

Dcpressed (以下回 ty""の，m痛 9症例， Polypoid (以

下 P)typcの，m宿泊症例。m絹 tl症例，腺盟内錨 10

症例，腺118症例，計 '91厄例で，男性42例，女性 17例，

Gastrocnterol Endo!iC 1999 : 41 : 1431-7 
Y銅製，shiSANO 

Comparison belween Morphogenesis am! Apoptosis on 
Color回 alTumor 

-伸戸大学 第21長寝， ・・調節伝糾大学第2街種，
H ・伸戸大学 光学霊会費腹部

別刷愉求先 〒 幻7-8517千葉県約百』納の藁6-5-1

周辺がんセンター議病院内視鏡部 佐野事

年船は 23.......86歳，平均63.5貨である (Table1 ).症例

選択について肱，明らかな潰筒形成を伴う病変は除外し

た また，線贋内緒.腺!iはいずれも隆起型で，陥凹型

病変はお閣内痛と腺撤の形悠診断が必ずしも 定の見解

が得られないことから，m療のみを対象とした降起性病

変のうち腺思内省に関しては同一病変向で腺腫怨と絹部

に分け倹討した.

IIT 方法

各症例の4μmパラフィン切片を作成し，免疫組織学的

にp5:l，bcl-j!遺伝チ蛋自の突堤と rUN厄L濠 (termi

nal d田町nuc1eolidyltransferase. medialed d UTP 

nick.end labeling assay， Apoptag in situ apoptosis 

detection k凡Oncor)によるアポトーシス制胞の出現撃

について検討した

2 免疫染色法および判定基準

各様本は 4，mに薄切Jし..捻ノマラ後マイクロウェープ処

理(10分 1回}を絡し.LSAs kit (DAKO， Carpcntcri札

CA)にて染色を行った 1次抗体として p53抗体1;1NCL 

P臼→CM1 (Novocastra Laboratories. Newcaslle 

upoo Tyne. UK)を 10∞僑希釈し羽分反応.bcl-2抗

体は dOl時 124([)AKO， Cdr開，，'巴riit，CA)を刊倍符釈

し30分反J，e;，ピオチン化二次筑体を 15分反応させ酵素

にスかレプトアビジンを芭綾結合させたのち DAB熔液で

発色を行った pS3 ， bcl - 2~色の評価はそれぞれ三段階

に野価し，前者は lJegative(染色されず)，f(ほal(40儲

鏡検で%未満の腫泌紹胞の按が脇佳)，吋 multifocal(40 

Gastroenterolog日 1Endoocopy 
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T.ble 1 IIlstop:athologital classificlItion 01 ω)，陀dallu冊 。珂

山 'gico/刷 N，.伺'"
崎町

;つロ1L}C町田醐".in odo岡山(剛附刈刷、， ， 

c・m・制~胤.. 切明院調布陣

""… ~ I (PoIypc掴町'"'

"，岨'"畑町田川

園"

" E除F咲臨 d~ype .... 9 

叫 59，醐

T除勧川刷.~阿)'I"CI岨，.崎駅・"官自蜘 c...，. lor幽脚刻(;"-""υH岨 ，-制限尚弘
• rn: inlram…ino.na. •• sm; catci"""" limiced l<I蜘…

T.ble 2 Comlla附"開。f凶3and ocl-2 ota.ining patlcrn .nd hi~ lo log・ eal l ylWo 01叩 lorcetal
tumor 

，，，皿皿吋戸耐胃，&ザ岨." ....，訓曲町p回開/N... t! CfUI.I J 
'叫刊

静岡 M 伊1I.. ，.凹血'世I''' ~ '' “ 制
町 ， -~， 同"

一 1・ " " 
。 " 

同剛"~ .， 1舵 2-'(9115】 岨'"・2戸 2局

~岡山 S(3I1:. I(NI・，，.. 。

• P<O，OS( f弘、陥印刷胤府城抽bil~y 駒川
，- .; ~叫 t・区画剛山曲副岡山刷叩山d剛山川山，-，山山，凶3

I -.e;剛山弘叫凶叩四回四四時信時也副園切岬叫瓜""'"

町 E副…
情鏡倹で%未掲の腫鋼信組胞の綾が自助役)，dirruse(40情鏡

検で%以よの腫'U細胞の伎が陥性}に，後イ閉ま正常腕管

ト精およびリンパ組胞のm色件を陽性インナーヨントロ

ールとし none(4D倍鏡検でインナーコントロールより低

い怨色性をiRi'l'!下)， wcak (40情髭倹でノンナーコyト

ローa ルと同等の染色性を示す郡1，slronll'(40 f~鏡敏でイ

:，...-)--コントロールより強録する野)に分矧した a いず

れの筑体においても CMlのかわりに問nnalrabbit im 

lIlullOglobulin (DAKO， X 903). c10ne 124のかわりに

m開 銀 1瓜;I (DAKO，X凹泊}金一次銑体として使則し

険性コントロ ルとした.TUNEL法の評価112加倍続

検で佳窓の腫舗網胞 5∞網あたりのアポ トーシス細胞の

lil脱本を算出しーiIl大百分率を TUNEL践の llpopto剖包

labeling index (ALI)とした また，これらの染色性や

繍識撃の評価は遂統標本にお"る同…'"位聞での比敏を

行った

2 粘膜肉浸潤得式による分頬

...竿的な発育パターン金 P-ty田{脚質内湿潤緩式が

阪起ヨ隠れ D-tyl'lC (粘限内に随ll:l¥!li'I売買が見られない.I¥'H

に分航した 但し陥凹を伴う術変で前筒形成の明かな耐

変と非典型例{中間.M'))は，今Mの検討からは除外しま

3 飯針象的解杭逮

免疫徐色の附役得与の比較にIJ.1;' tcst， 1・1吋It:r'!;CX(lcl 

probability t出 ，多群聞の検定に1;1SchcIfe 1叫 制jい，

紅険率5%未調そ有g，をありとした.

)V 結 果

1 大揖峨属と J"D-typc早期大腸衡に釘けるp日董

自発現思およびbcJ-2蛋自発E見事

p53:oi内発現について，魁作剖浪2は!!I咽"糾変中 1鍋

変(5.6%)，l' ly田 42術家11'24 偽i.j tt(~5.6%) . 1) typc 

9釧夜中 s病変 (57. 1%) で腺附の p日 ~1 1'1過~.発拠不

は P，D-ty問早期大勝街と比較して引:<lに列現艇が侃織

であった (Fishcr'scxact probability tcst， p<O.O】!

Table 2. Figure 1 ) 

bcl 2 諸白扮Jll.1o.:~ヨいて，附?を府相主腺腕 18 州政4・ 18
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Vo'・1問。 Aug.1999 a巨著 佐 野掌ほか "β5 

ALIの mcan土s.Dはnone酵 1.93土1.55.weak 静 衝が陥閉するか陵組ずるかはアポトーシスの出現頻度に

2.27土2.35.stro暗騨3.15土2.21で， w~ak I容は stro唱 は関係がないとuう結架と理解された ，53に関与した

勝と比般し ALIが合意に低率であった(Scheffl!t回，ρ〈 アポトーシスが形に膨響を与えるのはあ〈まで初期締変

0.05) 

V 考鎗

のみかもしれず 魔術の緩死 E見落といった 2次的な彬

.も考慮する必要があると思われる凶

ーカ，太陽多段階発婦の早期に関与しアポトーシスe
19η年 Km らによりアポト シスの概念a唱喝さ仇ベ 抑制しIIIU!の不老死を獲得させるとされる bc[-2は，多

細胞増殖と cellloss (アポトーγス}とのパランスによ 〈のヒト櫨胞性リンパ盤で，第 18染色体ょのbcl-2 i11伝

り上皮の包常性が保たれていることが明らかとなってき 子が第 14換色体ょの免疫グロプリン盆鍛遺伝子の不変鎖

t:.，~J). 8:近ではトランスアェタショ y をF聞いた野生盟 峨に待ち込ま払その発現が脱鯛節されている剛一般に

p日{以下 wt'p53}の事入によって人為的に ，53の発現 bd-2磁自は ，53蛋白過絢宛成後式と相反し，腺Eでは

を組こすと，細胞周期がGII'Jlで停止するだげでな〈ア 餌胞質にぴまん性に発現し。絹では発現の減剥が生じる

ポトーシスを引き起こすζと・》や，家続性大幽腺2損症にお とされ，大綱多段階発衡の早期に関与噴るとされている川

いて NSAIDs役与により γクロオキシグナーゼ(CuX) 本研究においてー陰性コントロールと厳密伝比鮫対附を

の産生を阻害しアポト-，yスが醤輔され原細菌数が減少す 待った上で絵色性を3段階3字幅し畿財を行ったところ，

ることなどが絹告されヘアポト シスの分子11機の解明 bcl-2蛋自の集色色1:AlIに関して.weak tJは strong

が治衝にも応用できる可能性があり注目を総びてきでい 鮮と比鮫し AIJが有意に低率であったが.00田鮮とは有

る 憲な相閣が認められなかった ー般に正常生体内におい

しかし，犬脇畑錨の形態とアポトーシス関連凶子との てbd-2蛋自発現とアポトーシスは負の紺目測があるとさ

相関，曾い倹えれば腺鵬および P.D-type 早期大脳衝で れるが，本研究に省いてこの綾な結集が場かれた原闘と

その発現 ・出現頻度を実にするかどうかについての綴告 して.，εrong幹のほとんどがp日蛋白 negativeの腺M

U少なくへ今回われわれ低これらの関連を明らかにする (19病変中 15病変}であったこ kが考えられた 今後は

ことを目的とした bcl-2蛋白kヘテログイマーを形成し，その作用を図嘗す

倹討結果では，p53の集色性と ALIの関係に抱いて， るbax.bcl-x遺伝子産物、.品川や p53遺伝子との相互作

CM-lm色がdiffuseに鈍色された線変で.ALIが"窓に 周についても倹討する必盟があると忠われた

低いことを示した.CM-l染色は変典型p5J(以下mt- 次に，染色性について詳細に倹討してみたところ

p却を反映するといわれており叫"，mt-p 53を有する 鶴の P-type田筋旧総変中9病変}で。根本内の易保色

細胞鮮の増加がアポトーシス細胞の，警視を減少させるこ 憶に hetero酔 附 "yがII!められた 間後の所見を K，k

k を支絡する鉱泉之官える解別の p 53~色の結集では lamanis ら納も報告している Ayhan ら"によると bd-

従来の報告mどおり線"で有意に過別発現準が低<.相反 2遺伝子の存在する第 18換色体のLoss of heter 

して ALIは， P，D-type単期衝と比較して高率であった 田ygosity(【-OH)の頻度は火腸織の拘帥%に鴛められ

， 53 の異常拡腺胞の楕化に関与すると考えられており I~I， ると線告しているが.染色慢の hcleroge問ityが生じる複

本結果は，53の興常が低額度である勝属では，正常に見 備として J>-type早期衝が腺血 錨樹関..，のなかで拠聖

られる wt-p53依存性アポトーνスの綬騎が関与してい 度が変化する際，よ述のbcl-2遺伝子領域の異曾が生じ

る可能性を示q愛する。すなわち，疎111はアポト シスを ることで.bcl-2蛋自の phcnotypeが変化し.絡調帳とし

介し可逆伎に1IIU!数や形鰻を変化し得る可能性があると て挽色性のheterogeneityIJI生じる可能性が考えられ

機測きれる しかし，Yaoら."は餓脇を 1'oly同 dtypc， た>1).1・'.

Depre掛 dty田に分額し. [捨"郎総dty凹は高頻度に ー方.D-type早期衝でのbd-2葎自発現率怯腺腕.1'

，53蛋白過網実現金箆のた (54%)と側告して s札結 ~y間半刻簡とよ乞厳し有2置に低率で。 棟本内の換色仕の

腹内病変の術痩叙織惨断の基準も含め陥門g回線"に関し heterogeneityも認められなかった優近.活性化聞が

てはさらに償討が必屡であろう bcl-2鑑自の発現を介してアポトーシスを調節している可

次に，陥凹型と艦長E型早期癌とでアポトーシスの出現 能性が縄告されており昨m，K閣の点突然変異が低頻

鎖度が異なるか否かを倹約したが，1153褒白過剰発現率 度肌mであるとされる D-ty問舶のbcJ-2蛋自の発現が低

および ALI共に有恕mを飽めZ旨かったこのことU湿潤 寧であったことは興味深い bcl-2蛋自の発現は脈"から
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の縦化に聞与すると考えられて~り 。 初期より bcl - 2鑑

"の発現が低率でゐる oty同婚は腺胴.l'-typE'婦とほ

拠'"る巡伝子変興織式 (deIIQ仰型発術..)を縦る;J能

性が考慮された
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お付る p5:1. bcl 2の発現とアポトーシス細胞の JI.lJl頻度

について横討し以下の綜植を待た

け 1，'州大勝州に忽いて D-ty凹 とP-trPCe:でアポト

ーシλの出税額J!iに蓋U認められなかった

2) p日必自過剰宛脱 tALIの聞に伐の側関期係があ

り.腺Hでは早期大畑婚と比鮫し有立にアポト シスの

Hl.lJl頗度が荷ド4院で'，wt令 P臼依存性アポトーシスの経路が

関与している可能性がある。

3) !)-.typc.!l'.WJ締の ocl2褒自の発現{発現率 12.5

%)は腺11.I'-lype早期締と比鮫して有却に低頻度であ

った
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