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抗 Ki−67抗体および 抗PCNA 抗体 の 免疫組織化学 に お

け る 加熱処理抗原性賦活化 メ カ ニ ズ ム に つ い て
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子宮内膜 ・増殖症お よ び腺癌に お ける遣伝子不安定

性 ：プ ロ ゲ ス テ ロ ン 療法との 関 連
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　 【は じめ に】加熱処 理 に よる 抗原性 賦 活化 （AR ）は、

免疫組織 化学 （IHC ）で よ く用 い られ る方法で あ る。
AR の メ カニ ズ ム は 、 ホル マ リン 固定 に よ る抗原性 の

masking 、すな わ ち抗原蛋 白の 架橋 に よ り形 成 され

た立 体構造障害が加熱 に よ り変性／分解さ れ る た め と

考え られ て い るが 、 その 詳細 は 明 らか で は ない 。 先

に 我 々 は Do エーblot法 を用 い た解析が IHC の 結果 を 反 映

し、AR の 定量的解析 に 有効で あ る こ とを示 した。こ

の 方法 を用 い た 解析に よ り、 加熱処理が 分子構造自

体 の もつ masking を 除去 し、　 AR が 起 こ る可能性 を示

した 。 今回 、 Ki−67お よ びproliferating　ccll 　nuclear

antigen （PCNA ）抗体 を用 い て 同様 の 解析を行っ た と

こ ろ 、抗体 に よ り異 な る 結呆 が 得 られ た。【方法】1）
Dot −blot法 ： ラ ッ ト子 宮 ホ モ ジ ネ ー トを 遠心分離

（13000g．30分 ）し、 そ の 上 清 を段 階希釈 し 、　 Dot
blotter （Bio−Rad 社）を用 い て ニ トロ セ ル ロ ー

ス 膜

（NCM ）上 に 吸着 させ た 。 こ の NCM を ホ ル マ リ ン 固

定 し（30分〉、加熱処理 （microwave 照射，98℃，15分）

を行 い 、Ki−67抗体MMI 〔Novocastra社）お よ びMIB −

5、PCNA 抗体 PClO （と もに 1）AKO 社）を用 い て 抗原

を検出 し、その 検 出感度 を固定の 有無 、 加熱処理 の

有無間 で 比較 した 。 2）IHC ： ラ ッ ト子宮凍結 切 片 を

未周定 の まま、ある い は 30分〜1週間 ホ ル マ リ ン 固定

した 、 同様 に 加熱 処理 を行 い 、各抗 原 を検 出 し

（SAB 法）、そ の 程度 を 比 較 した．【結果】1）Dot −bloし

法：NCM を加熱す る と、固定／未固定 に 関 わ らず、い

ずれ の 抗体 で も検出感 度が顕著 に （約 100倍）増強 し

た 。 2）IHC ；a ）MMI ： 固定／未岡定 と もに非加熱で は

陰性 で あ っ た が加熱処理 で 強 い 陽性像 が 認 め られ た 、

b）MIB −5： 未固定で は加熱／非加熱 と もに 陰性 で あ っ

た が、加熱処理 を施す と、未固定で は 陰性 （また は弱

陽性）、固定 で は 強陽性 と なっ た 。 c ）PCIO ：未固定で

は、弱 い 陽性像が認 め られ た が固定す る と陰性と な

っ た 。 加熱処理 を 行 うと、未 1祠定 で は 陰性、固定 で

強陽性 とな り、非加熱の 結果 と逆転 した 。 【考察】今

回の 結果 で は、MMI の みが新仮説 に 沿 う結 果で あ っ

た、，他 の 抗体 で は、未固定 で Dot−blot法 とIHC の 結果

が
一．
致 しな か っ た が、ホ ル マ リ ン 固定す る と 両者の

結果は
一

致 した 。 こ の こ とか らMIB −5お よ び PClO で

は 、さ らに 複合的なAR の メ カニ ズ ム が 存在す る と考

えられ る。

　 【は じ め に 】子 宮 温 存 を 日 的 に 黄体 ホ ル モ ン

（MPA ）療法を施行し た増殖症 ・内膜癌 13例 を対象

に、microsatellite （MS ）領域 に 起 こ る遺伝子変化を解

析し た。す な わ ち、ホ ル モ ン 療法 に よ っ て 惹起 さ れ

る組織変化とloss　of 　heterozygosity（LOH ）の 出現 ・

変動パ ターン との 関連 に つ い て解析 した の で 報告す

る。【材料
・方法】MPA 療法 が 施行 さ れ た 増殖症 ：6例、

内膜癌：7例 の パ ラ フ ィ ン 切 片 よ り、Laser　capture
microdissection （LMS200 ）に よ り病変部を採取した、，

各症 例 に お い て 、治療前 お よ び 治療中の 状態 か ら得

ら れ た病理診断検体を用 い だ ，以下 の 5種類 の MS
markcr ：D8S1132，　D8S131，　D8S133．　D8S258，　D8Sl992
の PCR 産物 を、正常内膜 を対 照 と して LOH の 有無を

判定し た （5  ％以 下 の ］oss を有意と した）、， 【結果】増

殖症の 治療前で は 17％ に、治療後で は 24％に LOH が

検出 さ れ 、右意 な 変化 は 認 め ら れ な か っ た 、また、

内膜癌の 治療前で は LOH の 頻度が 7％ で あ っ たの に対

して 、治療後の そ れ は 35％で 明らか に増加 して い た、
marker 別 で は、　 D8Sll32，　D8Sl33，　D8S258で 比較的

高い 陽性率を示した。【まとめ】増殖症 ・内膜癌 にお

い て、MPA 療法に よ っ て 生 じる組織変化に はLOH が

と りわ け 内膜癌 で 惹起 さ れ や す い と考え られ る。す

な わ ち、「癌か ら前癌状態 へ の 逆行性変化」 に は仮想

遺伝子 の 消失 が 起 こ る もの と推察され る。
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