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要

多形腺腫に分布する複合糖質の糖鎖構造について,腫

瘍組織切片のシアリダーゼ処理前後の 5種類のビオチン

標識レクチン結合分布について検索することによって解

析した。多形腺腫の腺管の基底側の細胞と間質の細胞の

表面 :こ は,galactose(Gal)β l,3N‐ acetylgalactosam‐

ineと Gal β l,4N‐ acetylglucosamineを含む複合糖質

が共通 して分布することが明らかになった。さらに腺管

の基底側の細胞には,こ れらの糖質の Gal残基にシアル

酸が結合 した型と,結合せずに Gal残基が露出した型が
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約

存在するのに対 し,間質の細胞には Gal残基にシアル酸

が結合 した型だけが存在することが明らかになった.糖

鎖形成は Gal残基にシアル酸が結合することによって

終了することから,多形腺腫の複合糖質の糖鎖は,腺管の

基底側の細胞から間質の細胞へ向かって成熟 していくも

のと推定される。(日 眼会誌 101:355-358,1997)
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Abstract

The sugar structures of the glycoconjugates in either sialylated or exposed, whereas those of
pleomorphic adenoma of the lacrimal gland were stromal cells were all sialylated. Since the synthesis
analyzed try examining the binding sites of 5 of sugar chains of glycoconjugates is terminated by
biotinylated lectins on tissue sections with or with- sialylation, their structure may mature as they
out sialidase digestion. Both galactose (Gal) Bl,3 progress from ductal basal cells to stromal cells. ( J
N-acetylgalactosamine and Gal 87,4 N-acetyl- Jpn Ophthalmol Soc 101 :355-358, 1997)

glucosamine were present on the surfaces of ductal
basal cells and stromal cells. The galactsyl residues Key words: Pleomorphic adenoma, Glycoconju-
in the glycoconjugates of ductal basal cells were gate, Lectin, Sialic acid

I緒  言

レクチンは特定の糖鎖構造を認識して結合する性質を

有することから,様々な組織 に分布する複合糖質の研究

に用いられている1)。 涙腺多形腺腫のレクチン結合分布

に関しては,過去に石川ら2)の
報告がみられ,腫瘍構成要

素間のレクチン染色性の差異について報告 されている

が,糖鎖末端に存在するシアル酸の動態に注目した視点

からの検索はなされていない。著者らはこれまで,網膜,

結膜などの眼球および眼付属器に分布する複合糖質の糖

鎖末端に存在するシアル酸の動態に注目した研究を進

め,シ アル酸はこれらの組織における種々の細胞間相互

作用に,重要な役割を果たしている可能性を指摘 してき

た3)。 _方
,著者 らは最近,糖鎖生物学的研究の対象を眼

科領域の腫瘍まで拡大し,腫瘍細胞表面に分布する複合

糖質のシアル酸の動態に注目した研究を進めつつある。

そこで,涙腺多形腺腫に分布する複合糖質の糖鎖構造に

ついて,そ の糖鎖末端に存在するシアル酸の動態を明 ら

かにする目的で,レ クチン組織化学的手法を用いて解析

した。
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II 方  法

鹿児島大学医学部附属病院眼科において,1992年から

1996年にかけて腫瘍摘出術を施行 した涙腺多形腺腫の

3例 (77歳男性,63歳男性,79歳女性)を研究の対象 とし

た。0.5%グルタールアルデヒド,4%パラフォルムアル

デヒド/燐酸緩衝液 (PBS,pH 7.4,0.01M)を 固定液 と

して用いて腫瘍組織を一晩浸漬固定 した。アルコール脱

水の後,パ ラフィン包埋して 8μmの組織切片を作成,脱

パ ラフィンし,0.lM酢酸緩衝液 (pH 5.0)に 浸漬 した

後,一部の組織切片は,さ らに α2,3結合とα2,8結合だ

けでな く,α 2,6結合 したシアル酸 も切断す るシア リ

ダーゼ(25U/ml; Clostridium perfrigens,Type V;

Sigma,St Louis,MO,米 国)4)を含む0.lM酢酸緩衝液

(pH 5.0)に 37°C3時 間浸漬 した。PBSで洗浄 した後,

0.2%過酸化水素/メ タノールを 5分間浸漬させて内因

性ペルオキシダーゼ活性を,2%ウ シ血清アルブ ミンを

30分間浸漬させてレクチンの非特異的吸着をそれぞれ

抑制 した。次 に,組 織切片 に Vector Laboratories社

(Burlingame,CA,米 国)製の 5種類のビオチン標識 レク

チンを室温で 1時間ずつ反応させた。使用したレクチン

は,〃αα″滋 αz%″πs,s lectin II(MAL II),Sαπb%θパ

η客%α  agglutinin(SNA),peanut agglutinin(PNA),

Eη滋
・
ηα θγグM箸α′′ι

・
agglutinin(ECA)お よび iacalin

で,いずれも 10 μg/mlの 濃度 となるようにPBSに溶解

して使用 した。対照 としては,そ れぞれのハ プテ ン糖

(MAL II:0.lM 3'― シアリルラクトース ;SNA:0.1
M 6'― シ ア リル ラ ク トース ;PNA,ECAお よ び

iacalin:0.2M D― ガラクトース)を含むレクチン溶解液

を同様 に反応 させた。Vectastain Elite ABCキ ット

(Vector Laboratories社 )と ジアミノベンチジンを用い

て発色させ,腫瘍組織のそれぞれのレクチン結合分布に

ついて光学顕微鏡的に観察した。

III 結  果

3例の腫瘍組織は,いずれも粘液腫状,線維性あるいは

軟骨様の間質組織の中に,星亡状の腫瘍細胞が腺管様あ

るいは索状構造を形成しながら増生している像が観察さ

れたことから,病理組織学的に多形腺腫 と診断 した.77

歳男性の腫瘍組織については,すべてのレクチン染色像

を示した (図 lA～G,J).3例 とも共通のレクチ ン染色

像が得られたため,他の 2例の腫瘍組織については,それ

らを代表 して iacalinの 染色像 を示 した(図 lH,I)。 77

歳男性と63歳男性の組織は,線維性間質組織の中に腺管

様構造を形成する腫瘍細胞が観察された部位の染色像

(図 lA～H)で,79歳女性の組織は,索状構造を形成する

腫瘍細胞が観察 された部位 の染色像 (図 lI)で ある。

MAL IIと SNAは ,腺管の基底側細胞および間質を構

成する細胞の表面にびまん性 に結合 した(図 lA,B).
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PNAは腺管の基底側細胞の表面に限局性に結合したが

(図 lC),組織切片をあらかじめシア リダーゼ処理 して

おいた場合,そ の結合分布が間質の細胞の表面まで拡大

した (図 lD).ECAも 腺管の基底側細胞の表面に特異的

に分布 していたのが (図 lE),シ アリダーゼ処理によっ

て間質の細胞の表面までびまん性に分布するようになっ

た (図 lF)。 Jacalinは ,組織切片のシア リダーゼ処理の

有無にかかわらず,腺管あるいは索状構造の基底側細胞

および間質を構成する細胞の表面にびまん性に結合した

(図 lG～ I).対照では,い ずれのレクチンともハプテン

糖の存在下にその結合が減弱 した(図 1,J:jacalin).

よって上記のレクチンは,そ れぞれの特異的な糖構造を

認識 して結合したものと判定した。

IV 考  按

本研究で使用したそれぞれのレクチンが認識する糖鎖

構造は,MAL IIが シアル酸 α2,3 galactose(Gal)β l,4

N■cetylglucosamine(GlcNAc)と シアル酸 α2,3 Gal

βl,3N‐ acetylgalactosamine(GalNAc)5),SNAが α2,

6 Ga16),PNAが Gal β l,3 GalNAc7),ECAが Gal β l,4

GlcNAc8),iacalinが シアル酸Gal β l,3 GalNAcと Gal

βl,3 GalNAcで ある9)。 PNAと ECAは糖鎖末端にシア

ル酸が存在すると結合できないが,シ ア リダーゼでシア

ル酸が除去された場合,そ れぞれが認識する糖鎖に結合

できるようになる。したがって,多形腺腫を構成するそれ

ぞれの腫瘍細胞の複合糖質の糖鎖構造は,次のように特

定される。腺管あるいは索状構造の基底側細胞の表面に

は,シアリダーゼ処理の有無にかかわらず,5種類のすべ

てのレクチンが結合 したことから,Gal β l,3 GalNAcお

よび Gal β l,4 GlcNAcが露出した糖鎖 と,こ れらにシ

アル酸が α2,3結合,あ るいはα2,6結合 した糖鎖 とを

含む複合糖質が分布 しているものと考えられる。一方,間

質の細胞の表面の複合糖質には,MAL IIと SNAの結

合が陽性であった ことから,シ アル酸が α2,3結合およ

び α2,6結合した Gal β l,3 GalNAcあ るいは Gal β l,4

GlcNAcが分布しているものと考えられる。α2,3結合,

および α2,6に結合 したシアル酸の両者 とも切断し得る

シア リダーゼを用いて組織切片を消化することによっ

て,PNAと ECAが間質細胞に結合するようになったこ

ともこのことを支持する所見といえる。一方,iacalinの

Gal β l,3 GalNAcへの結合はシアル酸の有無に影響さ

れないことから,組織切片をシアリダーゼ処理しなくて

も,jacalinは 腺管あるいは索状構造の基底側細胞だけで

なく,間質細胞にも結合 し得たのであろう。

石川ら2)は,8種類 のレクチンを用いて多形腺腫の構

成成分を染め分けることができたと報告している。彼 ら

と著者らが用いたレクチンは,1種類 しか共通のものが

ないために厳密な比較 はできないが,今 回の著者 らの

PNAの染色部位 は,石川らの G妨物ιπ
`筋

(SBA)お よ
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図 1 多形腺腫のビオチン標識 レクチン染色像 .

A:0.lM 3'― シアリルラク トース(MAL II)染色,B:0.lM 6'― シアリルラク トース(SNA)染色,C:pea‐
nut agglutinin(PNA)染 色,D:シ アリダーゼ処理後の PNA染色,E:Erythrina cristagaHi agglutinin

(ECA)染色,F:シ アリダーゼ処理後のECA染色,G,H,I:iacalin染色,J:0.2M D―galactoseを混合 し

た iacahn染 色.バーは 40μm

び ″αttπ 夕θzl権2(MPA)の 染色部位 と類似 してい

た。SBAは D―Galあ る い は GalNAcを 10),MPAは
D―

Galを n)そ れぞれ認識することか ら,Ga βl,3 GalNAc

を認識するPNAの結合部位 と類似 した結果が得 られた

のであろう。石川 ら2)の
報告で も間質の細胞 はSBAと

MPAで は染色 されていない.彼 らは糖鎖末端のシアル
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酸の存在の有無によるこれ らのレクチンの染色性の差異

については検討,考察 していないが,組織切片をあらかじ

めシア リダーゼ処理 した場合には,間 質 の細胞 もSBA
とMPAで 染色されるようになるものと推定される。

多形腺腫は,上皮性組織 と問葉系組織が混在 している

という病理組織学的所見か ら,混合腫瘍 と呼ばれること

もある。しかしなが ら近年,電子顕微鏡的,あ るいは種々

の免疫組織化学的検索によって,間質細胞 を構成する細

胞 は筋上 皮 由来 で あ る との研究報 告 が相 次 いでい

る12)13)。
今回のレクチン組織化学的研究では,多形腺腫の

腺管の基底側の細胞 と間質の細胞の表面 には,と もに

Ga βl,3 GalNAcと Ga βl,4 GlcNAcを 含む複合糖質

が分布 し,腺管の基底側の細胞には,シ アル酸が糖鎖末端

に結合せずに Gal残基が露出したもの も存在するのに

対 し,間質の細胞にはシアル酸が糖鎖末端 に結合 したも

のしか存在 しないことが明 らかになった。一般 に複合糖

質の糖鎖 は,シ アル酸がその末端に結合することによっ

て成熟する。したがって,間質の細胞の複合糖質の糖鎖は

完全に成熟 した型の ものだけが分布 しているのに対 し,

腺管の基底側の細胞の複合糖質の糖鎖は成熟 したものと

未熟なものとが混在 している状態にあると換言すること

ができる。この観点か らすれば,腺管の基底側の細胞から

間質の細胞への連続性が示唆され,前者の糖鎖形成の段

階は,よ り未熟な段階 にあると推定 され る。著者 らは現

在,多 形腺腫のシアル酸転移酵素の mRNA分 布につい

て,効 sグ励 hybridization組織化学的検索を進めており,

上記の糖鎖形成機構の詳細 について明らかにし得るもの

と考えている。

今後,今回得られた多形腺腫のレクチン結合分布 と,正

常涙腺組織の結合分布 とを比較するとともに,多形腺腫

の悪性化に伴 うレクチン結合分布の変化についても検索

してい く必要があるであろう。

本研究は,文部省科学研究費 (基盤C,07671928)の 補助に

よって行った。
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