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要

眼瞼脂漏性角化症に分布する複合糖質について,シ ア

ル酸転移酵素 (ST)メ ッセンジャーRNA(mRNA)の れ

s"“ hybridization組 織化学とレクチン組織化学とを組

み合わせて解析 した。ST mRNAが細胞質に,シ アル酸

を認識するレクチンが細胞表面にともに検出された細胞

は,シアル酸含有糖鎖を活発に合成 している細胞である

とみなされた。レクチン結合は検出されているのに,ST
mRNAが検出されない細胞は,こ れらの糖鎖の合成が

既に終了した細胞であるとみなされた。これらの観点か

ら,脂漏性角化症の腫瘤を構成する肥厚 した有棘細胞層
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約

には,全層にわたって turnover速 度が遅いと考えられ

るシアル酸含有 0‐結合型糖鎖が分布 し,脂漏性角化症の

病態と関係 している可能性が示唆される。一方,有棘細胞

層に分布する N‐結合型糖鎖末端のシアル酸の turn‐

over速度は速いもの と推定 される。(日 眼会誌 101:
429-433,1997)
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Abstract

The glycoconjugates of seborrheic keratosis in
the eyelids were examined by in sifu hybridization
histochemistry using cRNA probes for sialyltrans-
ferase (ST) and lectin histochemistry. We consid-
ered that the cells. which expressed both cytoplas-
mic distribution of ST-mRNA and binding of lectins
specific for sialic acids to the cell surfaces, were
actively producing sialoglycans. We also considered
that the cells whose surfaces were stained with the
lectins without cytoplasmic distribution of ST-
mRNA have completed the synthesis of sialog-
lycans. These vie*'points suggest that the O-linked

sialoglycan, whose turnover-rate is slow, may be

distributed over the cells of the thickened spinocel-
lular layer in the tumor of seborrheic keratosis and
involved in its pathomechanism. It also appears that
the turnover rate of the terminal sialic acids in the
N-linked glycan in the spinocellular layer may be

fast. (J Jpn Ophthalmol Soc l0l:429-433, 1997)
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Glycoconjugates, Sialyltransferase,
Lectin

I緒  言

複合糖質の糖鎖は,様々な組織において細胞間接着,細

胞間認識などの種々の相互作用の発現に重要な役割を果

たしている1).著
者 らは先に,網膜視細胞層の複合糖質に

関し,シ アル酸転移酵素メッセンジャーRNA(mRNA)
の 物 sグルhybridization組織化学とレクチン組織化学を

組み合わせて解析し,網膜視細胞においては,N―結合型

と0-結合型複合糖質の代謝の動態が異なることを報告
2)

した。すなわち,N‐結合型の複合糖質は turnover速度が
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速いのに対 し,0-結合型の複合糖質はturnover速度が

遅 く,比較的安定であることを明らかにした2)。 _方
,糖

鎖末端に分布するシアル酸と網膜変性との関係について

も注目し,シ アル酸の減少が視細胞変性の発現に関与す

る可能性を指摘した3)。

ところで,癌細胞が様々な特性を発揮する際にも,細胞

表面の糖鎖異常によって引き起こされる細胞間識別異常

が重要な役割を果たしている可能性が指摘されている。

特にシアル酸の動態は,悪性腫瘍の転移と関連 して注目

されている4).著者らは,細胞の変性 と癌化はコインの裏

表の関係にあり,両者の複合糖質の研究結果を比較,検討

することによって,両方の研究を相乗的に発展させられ

るのではないかとの観点から,最近,網膜変性に加え,眼

科領域の腫瘍の糖鎖生物学的研究を開始した。

そこで,そ の研究のための第一歩 として,先 に網膜複合

糖質の研究に使用した,シ アル酸転移酵素 mRNAの グπ

stt hybridization組 織化学 とレクチン組織化学を組み

合わせた糖鎖組織化学的手法を,眼瞼腫瘍の研究に適用

することにした。今回は,同法を用いて眼瞼脂漏性角化症

の複合糖質を解析した結果 と,同 法のもつ利点について

報告したい。

II 方  法

鹿児島大学医学部附属病院眼科において腫瘍切除術を

施行 し,脂漏性角化症 と病理組織診断された 5例 (81歳

女性,60歳 男性,72歳男性,61歳男性,55歳女性)を 対象

とした。腫瘍組織 を 0.5%glutaraldehyde,4%parafor―

maldehyde/燐 酸緩衝液 (PBS,pH 7.4)を 用いて浸漬固

定した。アルコール脱水の後,パ ラフィン包埋 して,8μm
の組織切片を作製した。

1.シアル酸転移酵素 mRNAの jん sJι

“
hybridiza‐

tion組織化学

先に報告した方法5)に 従ったが,こ の概略を述べる。組

織切片を脱パラフィンし,proteinase K(20 μg/ml PBS)

を用いて 37°C,60分 間消化することによって,mRNA
周囲の蛋白質を除去した。次に,先 に報告した方法2)で調

整した,galactose β l,3 Nacetylgalactosamine(Gal

βl,3 GalNAc)α 2,3シ ア ル酸 転 移 酵 素 (α 2,3‐ ST)

mRNA6)に 対するantisenseの コンプリメンタリーRNA
(cRNA)probeと ,galactose β l,4 N― acetylgluco―

samine(Gal βl,4 GluNAc)α 2,6シ アル酸転移酵素

(α 2,6-ST)mRNA7)に対するantisense cRNA probe,お

よびそれぞれのmRNAに対するsense cRNA probeを

それぞれ 45°Cで,1昼夜ハイブ リダイズさせた。50%

formamideを 用いて 45°C,1時間洗浄 した後,RNAase

(20 μg/m1500 mM NaCl,10 mM Tris‐ HCl,pH 8.0)

を用いて 37°C,30分 間消化 して,非特異的に吸着 した

probeを 分解 させた。次 に,1%ブ ロッキ ング緩衝液

(Boehringer Mannheim)に 2%ヒ ツジ血清を混合 した
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液を室温で 30分間浸漬させた後,alkahne phosphatase

(AP)標識ヒツジ抗 digoxigenin抗 体 (Boehringer Man―

nheim;4μ 1/ml 150 mM NaCl,0.l M Tris― HCl,pH

7.5)を 室温で 2時間反応させた。AP発色液 (nitroblue

tetrazolium,X― phosphate)を 用いて室温で 16時間発色

させ,そ れぞれの probeの ハイブリダイズした部位 につ

いて光学顕微鏡 (以下,光顕)的 に観察した。

2.レ クチン組織化学

組織切片を脱パラフィンし,0.2%H202を 5分間浸漬

させて内因性 peroxidase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 (Buingama,CA,米 国)製 の ビオチ ン標識 Zαα滋″

αππππsな lectin II(MAL II;10 μg/ml PBS),ビ オチ

ン根質識 peanut agglutinin(PNA:10 μg/ml PBS),ビ ォ

チン標識 Sαzbπtt πιttα agglutinin(SNA:10 μg/ml

PBS),ビ オ チ ン標 識 EIリカ物α θπbιθgiα′′z・ agglutinin

(ECA:10 μg/mI PBS)の いずれかを室温で 1時間ずつ

反応させた。対照 としては,そ れぞれのハプテン糖 (MAL
II:0.lM 3′ ―sialyllactose;PNA,ECA:0.2A4D― Gal;

SNA:0.lM6′―sialyllactose)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 diaminobenzidineを 用いて発色 さ

せ,そ れぞれのレクチン結合分布について光顕的に観察

した.

III 結  果

1.シアル酸転移酵素 mRNAの Jκ s″
“

hybridiza‐

tion組織化学

5例 とも共通の観察結果が得られた(図 1:61歳男性

の腫瘍組織の染色像を示した)。 ヘマ トキシリン・エオジ

ン染色で,有棘細胞層を中心とする表皮の肥厚像が観察

された (図 lA).Gal β l,3 GalNAc α 2,3-STの antisen‐

seの probeは ,胚芽細胞層から有棘細胞層にかけてびま

ん性に,そ れらを構成する細胞の細胞質にハイブリダイ

ズしたのに対し,顆粒細胞層を構成する細胞の細胞質に

は微弱なハイブリダイズ像しか観察されなかった (図 1

B)。 Gal β l,4 GlcNAc α2,6-STの antisenseの probe

は,有棘細胞層の中間部～基底側寄 りに分布する細胞の

細胞質にびまん性にハイブリダイズしたが,そ の他の部

位の細胞の細胞質には微弱なハイブリダイズ像しか観察

されなかった(図 lC)。 一方,senseの probeは ,いずれの

細胞層にもほとんど微弱なハイブリダイズ像しか観察さ

れなかった(図 lD)。 したがって,そ れぞれの antisense

probeは ,シ アル酸転移酵素のmRNAの塩基配列 を特

異的に認識してハイブリダイズしたものと判断した。

2.レ クチン組織化学

5例 とも共通の観察結果が得られた(図 2:61歳男性

の腫瘍組織の染色像を示した).MAL IIは ,表皮のほぼ
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図 2 脂漏性角化症腫瘤のビオチン標識 レクチン染色像。

A:″滋
`力

η απ%ππs,s lectin II染色像,B:Peanut agglutinin(PNA)染色像,C:SαπιZιバ πιg%α agg―

lutinin染 色像,D:Eグカ/2・πα θ%粥のα′′ι
・
agglutinin染 色像。バーは 20 μm

‐
鑢:■

|‐
1黎F.|.

||:響
|‐ ||1411,I′・

脂漏性角化症の糖鎖組織化学 。上原他

・||1彰綴鰺.
メ

`●

|=

0

.‐‐鰺′′:ヽ

麟

田1震

篠

●
‘

，
〓

・
罐

′■ ♯‐雷務|

`ヽ二麟 タ

図 1 脂漏性角化症腫瘤のコンプリメンタリーRNA(cRNA)probeを用いた Jれ SJ′

“
hybridiZatiOn組織

染色像.

A:ヘマ トキシリン・エオジン染色像,B:Gal β l,3 GalNAc α 2,3シ アル酸転移酵素 mRNAに 対する

antisense probeのハイブリダイズ像,C:Gal β l,4 GlcNAc α 2,6シ アル酸転移酵素 mRNAに 対する

antisense probeのハイブリダイズ像,D:Gal β l,4 GlcNAc α 2,6シ アル酸転移酵素 mRNAに 対する

sense probeのハイブリダイズ像.

a:顆粒細胞層,b:有棘細胞層,ci胚芽細胞層.バーは20 μm

一
―
■

露 ‐́
1_  .

應||,||

一　
　
●

―
■
一
●

．
　

　

．

・一
●
●

―



432

全層にわたって,そ れらを構成する細胞の表面に強 く結

合している像が観察された(図 2A)。 PNAは胚芽細胞層

と,顆粒細胞層の表層を構成する細胞の表面に,軽度～強

く結合している像が観察されたのに対 し,有棘細胞層を

構成する細胞の表面にはほとんど結合 しなかった (図 2

B)。 SNAは ,有棘細胞層の中間部～基底側寄 りに分布す

る細胞の表面に,中等度に結合 している像が観察された

(図 2C)。 ECAは ,有棘細胞層の中間部に分布する細胞

の表面に弱く,そ れ以外の細胞の表面に強 く結合 してい

る像が観察された (図 2D)。 ハプテン糖を含むレクチン

溶解液を反応させた組織切片では,いずれのレクチンで

も発色の強さが著 しく減弱したことから,そ れぞれのレ

クチンが特異的に糖鎖を認識して結合 したものと判断し

た。

IV考  按

Gal β l,3 GalNAc α2,3-STの mRNAが細胞質に検

出され,かつシアル酸 α2,3 Galを認識するMAL I18)で

細胞表面が染色された胚芽細胞層から有棘細胞層にかけ

て分布する細胞は,こ れらの糖鎖が活発に合成されてい

る細胞であると考えられる。MAL IIで細胞表面が染色

さオ′したにもかかわらず,Gal β l,3 GalNAc α2,3-STの

mRNAが検出されない顆粒細胞層の細胞は,有棘細胞

層 との連続性を考慮 した場合,こ れらの糖鎖の合成が既

に終了した細胞であるとみなされるとともに,シ アル酸

α2,3 Galを含む 0-結合型糖鎖の turnoverが遅いため

に,そ れらの細胞表面に分布し続けているものと推定さ

れる.一方,シ アル酸が結合していない状態の O‐結合型

糖鎖 (Gal β l,3 GalNAc)を 認識する PNA9)が ,胚芽細胞

層 と顆粒細胞層の表層の細胞の表面 に検出された理由

は,次のように説明し得る。胚芽細胞層にはシアル酸がま

だ結合 していない未熟な糖鎖が混在 しているために,そ

れらが PNAに よって認識されたのであろう。顆粒細胞

層の表層にはapoptosisに 陥りつつある細胞が分布 し,

それらの細胞表面の複合糖質の糖鎖末端のシアル酸がは

ずれるために10),Galが
露出した糖鎖が PNAに よって

認識されたのであろう。この細胞層には,未 だシアル酸が

はずれていない複合糖質も混在するため,MAL IIで も

染色されたのであろう。

一方,Gal β l,4 GlcNAc α 2,6-STの mRNAの検出さ

れた有棘細胞層の中間部～基底側寄 りに分布する細胞の

表面だけが,シ アル酸 α2,6 Galを認識するSNAH)で染

色されたことから,シ アル酸 α2,6 Galを 含む N―結合型

糖鎖末端のturnoverは速 く,Gal β l,4 GlcNAc α 2,6-

STの mRNAを 発現 しなくなった有棘細胞層の表層側

寄 りに分布する細胞の表面は,SNAで染色されない も

のと推定される。また,シ アル酸が結合していない状態の

N―結合型糖鎖 (Gal β l,4 GlcNAc)を 認識するECA12)の

結合が有棘細胞層の中間部で弱かった理由は,こ の部位
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にはシアル酸が糖鎖末端 に結合 した糖鎖が主 として分布

す るか らであろうと考 え られ る。事実,こ の部位 には

SNAが 結合 している像が観察 された。SNAと ECAの
結合が ともに観察された有棘細胞層の基底側寄 りの部位

には,N― 結合型糖鎖の末端 にシアル酸が結合 した もの

と,し ないものとが混在 しているのであろう。また,有棘

細胞層の表層側寄 りに分布する細胞の表面 は,SNAで
は染色 されなかったが,ECAで は染色された ことから,

シアル酸がはずれた N‐結合型糖鎖は分布 し続 けるもの

と推定される。

次に,本研究によって得 られた脂漏性角化症の複合糖

質のシアル酸を中心 とした動態が,脂漏性角化症の病態

とどのように関係するのか という点について考察 した

い。著者 らは先に,今回検索 した 5例すべての脂漏性角化

症の肥厚 した有棘細胞層の全層にわたって,sialosyl‐ Tn
抗原が陽性であることを免疫組織化学的に観察している

(第 100回 日本眼科学会総会で報告)。 Sialosyl―Tn抗原

は,0‐結合型糖鎖のコア部分の GalNAcに シアル酸が結

合 した糖鎖であり,脂漏性角化症の他には扁平上皮癌で

その陽性率が高かった。今 回の糖鎖組織化学的検索 に

よって,脂漏性角化症に同定された turnover速度の遅い

シアル酸含有 0-結合型糖鎖 とともに,共通の病態を形成

している可能性が高い.光受容体間基質の O―結合型複合

糖質は,視細胞 と色素上皮細胞 との間の接着に関与 して

お り,そ の turnover速 度が遅いことが網膜の安定 した構

造 を維持するのに役立つているI)-3)。
眼瞼皮膚 において

は通常,胚芽細胞層か ら新生 してくる有棘細胞 と顆粒細

胞へ と分化 し,脱落 してい く細胞の数がバランスが とれ

ているために肥厚することはないものと考 えられる。脂

漏性 角化症 では,シ アル酸含有 0-結 合型糖 鎖 の turn‐

over速度が遅いために,有棘細胞層が互いに接着 した形

で肥厚 してしまい,腫瘤 を形成するのかも知れない。

以上,シ アル酸転移酵素 mRNAの 物 sグ′%hybridiza‐

tion組織化学 とレクチン組織化学を組み合わせて,比較

検討することによって,眼瞼腫瘍組織の複数の静止像か

ら,時間的要素を加味 した個々の細胞の糖鎖合成に関す

る動的情報 まで読み取 ることが可能であった。すなわち,

シアル酸含有糖鎖の合成が活発な細胞,既 にその合成が

終了 した細胞および,こ れが行われていない細胞 を識別

でき,シ アル酸含有糖鎖の turnover速 度などを推測する

ことができた。本法は,個々の細胞 レベルで,眼瞼上皮細

胞の生理および,種々の腫瘍組織の病態 とシアル酸含有

糖鎖発現 との関係を理解するのに有用であると考 えら

れ,今後,健常部眼瞼組織および,脂漏性角化症以外の眼

瞼腫瘍 についても同様の糖鎖組織化学的検索を進めてい

きたい。

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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