
平成 9年 7月 10日

要

腫瘍組織におけるアポ トーシスの病態と複合糖質の糖

鎖末端のシアル酸との関係を明らかにする目的で,眼瞼

扁平上皮癌について免疫組織化学的手法と糖鎖組織化学

的手法を用いて解析 した。免疫組織化学および Jれ sた
“

hybridization組 織化学によって,腫瘍細胞ではシアル

酸転移酵素によって糖鎖末端にシアル酸が付加される反

応が優位であるのに対 し,アポ トーシス小体ではシアリ

ダーゼによって糖鎖末端のシアル酸が切断される反応が

優位であることが示唆された。レクチン組織化学で,腫瘍

細胞 表 面 にはシア ル酸 α2,3 galactose β l,3N‐
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約

acetylgalactosamine(Gal β l,3 GalNAc)が ,ア ポ

トーシス小体表面には Gal β l,3 GalNAcが それぞれ

存在することが判明した。アポ トーシスに陥った細胞は,

細胞表面のシアル酸が減少 して,露出した Gal β l,3

GalNAcがマクロファージの表面に存在する C型 レク
チンによって認識されて,貪食されるのではないかと考

えられた。(日眼会誌 101:611-616,1997)

キーワー ド:眼瞼腫瘍,アポ トーシス,複合糖質,シ アル

酸,組織化学

眼瞼腫瘍に観察されたアポトーシス小体の糖鎖組織化学的解析

上原 文行1),大庭 紀雄1),宮城 妙子2)
1)鹿児島大学医学部眼科学教室,2)宮城県立がんセンター研究所

Glycohistochemical Analysis of Apoptotic Bodies in Eyelid Tumor
Fumiyuki Uehara'), Norio Ohbar)and Taeko Miyagi'z)

r)Department of 
.Ofhthalruology, 

Kagoshirna Uniuersity Faculty of Medicine
t)Research Institute, Miyagi Cancer Center

Abstract
To clarify the relation between the mechanism of acetylgalactosamine (Gal Fl,3 GalNAc) is present

apoptosis in tumor tissues and sialic acids on the on the surfaces of tumor cells, and Gal Bl,3 GalNAc
termini of sugar chains of glycoconjugates, a case is present on those of apoptotic bodies. The exposed

of squamous cell carcinoma was examined using Gal Bl, 3 GalNAc owing to the decrease in sialic
immunohistochemistry and glycohistochemistry. acids on the surfaces of apoptotic bodies may be
Immunohistochemistry and in situ hybridization recognized by the C-type lectin on the macrophage
histochemistry suggested that sialylation by the for phagocytosis. (J Jpn Ophthalmol Soc 101 : 611

sialyltransferase is dominant in tumor cells, where- -616, 1997)

as hydrolysis of sialic acids by the sialidase is domi-
nant in apoptotic bodies. Lectin histochemistry Key words: Eyelid tumor, Apoptosis, Glycocon-
revealed that sialic aeid a2, 3 galactose 81, 3 N- jugate, Sialic acid, Histochemistry

I緒  言

生命現象の基本である細胞死は大きく二つに分けら

れ,ネ クローシスでは細胞が膨化して細胞膜が破裂して

しまうのに対し,アポ トーシスでは核 と細胞が縮小化し

てアポトーシス小体を形成し,微絨毛は消失するものの,

細胞膜に包まれたままの状態で,マ クロファージや食細

胞によって貪食除去される
1)。 現在までにアポトーシス

のシグナル伝達系に関しては多くの研究成果が得られて

きているが,アポトーシスを起こした死細胞の除去機構

の詳細については,ま だ解明されていない状況にある1)。

著者らは,こ れまで眼科領域の糖鎖生物学的研究を進

め,細胞表面の複合糖質の糖鎖末端に存在するシアル酸

に注目し,網膜視細胞変性に細胞表面のシアル酸の減少

が関与している可能性を指摘してきた
2)3)。
複合糖質の糖

鎖は,種々の細胞間認識機構においてシグナルの役割を
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果たしていることから,アポトーシスを起こした細胞に

おいても,そ の表面の糖鎖の変化がマクロファージに

よって認識されて貪食される可能性がある
4)～ 6)。

一方,細胞の変性 と癌化はコインの裏表の関係にある

との観点から,眼瞼腫瘍の悪性形質の発現とシアル酸 と

の関係に注目した研究を進める過程で,腫瘍細胞とアポ

トーシス小体が同時に観察されることを著者らは経験し

ている。そこで本研究においては,腫瘍細胞およびアポ

トーシスの病態と複合糖質の糖鎖末端のシアル酸との関

係を明らかにする目的で,眼瞼悪性腫瘍について免疫組

織化学的手法と糖鎖組織化学的手法を用いて解析した。

II実 験 方 法

鹿児島大学医学部附属病院眼科において手術し,ア ポ

トーシス小体様の細胞の集積像が観察された眼瞼扁平上

皮癌(78歳 ,女性)を対象とした。腫瘍組織は免疫・レクチ

ン組織化学用には 10%ホ ルマリン液を用いて,効 sれ
`

hybridization組織化学用には0.5%グルタールアルデ

ヒド,4%パ ラホルムアルデヒド/燐酸緩衝生理食塩水
(PBS,PH 7.4)を 用いてそれぞれ浸漬固定した後,パ ラ

フィン包埋した。5μmの厚さの組織切片を作製し,ヘマ

トキシリン・エオジン(HE)染色するとともに,下記に概

略した方法を用いて組織染色を行った。

1.TUNEL(TdT‐ mediated dUTP nick end label‐

ing)の方法
7)

組織切 片をあ らか じめproteinase K(20 μg/mlを

PBSに 溶 解)を 用 い て 37℃で 15分 間消化 した 後 ,
TUNEL反 応混 合 液 (BOehringer Mannheim,Mann―
heim,Germany)を 37°Cで 60分間反応させた。DNAの
切断部が螢光標識された TUNEL陽性の細胞核を有す
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る細胞の腫瘍組織における分布について,螢光顕微鏡を

用いて観察した。

2.免疫組織化学の方法

先に報告した方法
8)を用いて,PBSに 100倍希釈溶解

した,K167抗 原(細胞分裂のマーカーめ)に 対する抗体

(MMl:Novocastra社 ,UK),マ クロファージに対す

る抗体 (LN 5:Novocastra社 ),あ るいは細胞質シアリ

ダーゼに対する抗体9)を それぞれ室温で 1時間反応させ

た。対照 としては,非免疫マウス血清を反応させた。二次

抗体 としてはビオチン標識 した抗マウスIgG(MMl:
LN 5),あ るいは抗家兎 IgG(シ アリダーゼ)を室温で 1

時間反応 させ,ア ビジン・ビオチン・コンプレックス

(ABC)法 を用いてペルオキシダーゼ発色させた。

3.レ クチン組織化学の方法

先に報告した方法
1° )を用いて,10 μg/mlの濃度になる

ように,2%ウ シ血清アルブミン/PBSに 溶解したビオ

チン標識の 〃α
“
力`″ α″,2′′′́ι′ι∬ leCtin II(MAL II),pea―

nut agglutinin(PNA),あ るい はiacalin(い ず
｀
れ も

Vector社 )を組織切片に室温で 1時間反応 させた。対照

としては,それぞれのレクチンのハプテン糖 (MAL II:

3'― sialyllactose i PNAと jacalin:D― galactose)を 0.1

Mの濃度になるように混合 したレクチンの溶液を反応
させ,ABC法 を用いてペルオキシダーゼ発色させた。
4.Iれ sjι

“
hybridization組 織化学の方法

先に報告した方法
2)を 用いて,ジ ゴキシゲニン標識 し

た galactose β l,3N_acetylgalactosamine(Galβ  l,3

GalNAc)α 2,3シ アル酸 転移酵素の メッセ ンジャー

RNA(mRNA)に 対する,ア ンチセンスあるいはセンス
のプローブを 45℃で 36時 間ハイブ リダイズさせた。

50%ホ ルムアミドを用いて洗浄,RNAase消 化,ブ ロッ

図 1 日艮瞼扁平上皮癌の組織染色像.
A:ヘマトキシリン・エオジン染色像で,左半分に腫瘍塊,右半分に小細胞群の集積像が観察される。B:TdT
mediated dUTP nick end labeling像 で,右半分の小細胞群に陽性細胞が多数観察される。バーは 20 μm
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キング溶液に浸漬した後,アルカリホスファターゼ (AP)

標識抗ジゴキシゲニン抗体 (Boehringer―Mannheim)を

室温で 2時間反応させ,AP発色させた。

III 結  果

まず HE染色で,腫瘍塊 (図 lAの左半分)に 接して,
断片状の小さな核を有している小細胞群が集積している

部位 (図 lAの 右半分)が観察された。この部位 には,
TUNEL反応陽性細胞が多数検出された(図 lBの右半
分)。

免疫組織染色で,抗 Ki 67抗原抗体は腫瘍塊側に存在

する腫瘍細胞の半数以上の核に結合した(図 2Aの左半
分)のに対し,小細胞群側の細胞核には散在性にしか結合

アポトーシス小体の糖鎖組織化学 。上原他

., F,.,

しなかった(図 2Aの右半分)。 抗マクロファージ抗体
は,小細胞群側に散在性に分布している比較的大きな細

胞に結合した (図 2Bの右半分).抗細胞質シアリダーゼ
抗体は,小細胞群側に分布している小細胞の核の辺縁を

取 り囲むように結合した(図 2Cの右半分).非免疫マウ
ス血清を反応させた腫瘍組織切片には,ほ とんどペルオ

キシダーゼ発色像が観察されなかった(図 2D)こ とか

ら,それぞれの抗体は特異的に結合したものとみなした。

次にレクチン組織染色では,MAL IIは腫瘍塊側に密
集しているほとんどの腫瘍細胞の表面に結合した (図 3

Aの左半分)の に対 し,小細胞群側に分布している細胞
には散在性にしか結合しなかった (図 3Aの右半分).逆
に,PNAは腫瘍塊側に分布している腫瘍細胞にはほと
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図 2 眼瞼扁平上皮癌の免疫組織染色像.
A:抗 Ki 67抗原抗体反応像で,左半分の腫瘍塊に陽性細胞が多数観察される。B:抗マクロファージ抗体反
応像で,右半分の小細胞群の間に陽性細胞が散在性に観察される.C:抗細胞質シアリダーゼ抗体反応像で,
右半分の小細胞群に陽性細胞が多数観察される。D:非免疫血清反応像で,微弱な発色像しか観察されない。
バーは 20 μnl
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んど弱い染色像しか観察されなかった(図 3Bの左半分)
のに対し,小細胞集塊側に分布する多くの細胞の細胞表

面に強く結合した (図 3Bの右半分).Jacalinは ,腫瘍細

胞と小細胞集塊側の小細胞のほとんどすべての細胞表面

に結合した (図 3C)。 ハプテン糖を混合したレクチン溶

液を反応させた場合,ほ とんどペルオキシダーゼ発色像

が観察されなかった(図 3D,jacalinと D‐galactoseの

混合液の反応像)こ とから,それぞれのレクチンは特異的

に結合したものとみなした。

f2sグル hybridization組織化学では,Gal β l,3 Gal‐

NAc α2,3-シ アル酸転移酵素 mRNAに 対するアンチ
センスプローブは,腫瘍細胞の細胞質に強くハイブリダ

イズした(図 4Aの左半分)の に対し,小細胞群側に分布
している細胞には微弱なハイブリダイズの信号しか観察
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図3 眼瞼扁平上皮癌のレクチン組織染色像.
A:″
“
″′α απz″πsた lecth II反応像で,左半分の腫瘍細胞表面が染色されている.B:Peanut agglutinin

反応像で,右半分の小細胞表面が染色されている。C:Jacalin反 応像で,ほ とんどすべての細胞表面が染色さ

れている。D:JacaHnと D‐galactoseの 混合液の反応像で,微弱な発色像しか観察されない。バーは 20 μm

されなかった(図 4Aの 右半分)。 センスプローブは,組

織全体にわたってほとんど微弱なハイブリダイズの信号

しか観察されなかった (図 4B)こ とから,ア ンチセンス

プロープは腫瘍細胞の細胞質に特異的にハイブリダイズ

したものとみなした。

IV考  按

まず最初に,HE染色で扁平上皮癌の腫瘍塊に接して,

断片状の小さな核を有している小細胞群が集積している

部位には,TUNEL反応7)陽性細胞が多数検出されたこ

とと,レ クチン染色でそれらの細胞膜が保存されている

ことが確認されたことから,こ れらの小細胞の中の多く

のものがアポトーシス小体であろうと考えた。そして,抗

マクロファージ抗体陽性細胞が小細胞群側に散在するよ
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うに検出されたことから,マ クロファージがアポ トーシ

ス小体を貪食,除去するために集積しているのであろう

と考えた。一方,細胞分裂期の細胞核に出現するKi 67

抗原8)が腫瘍塊側に存在する腫瘍細胞の半数以上の核に

検出されたことから,こ れらの腫瘍細胞は増殖能に富む

ことが示唆された。これとは対照的に,小細胞群側の細胞

核にはKi 67抗原が散在性にしか検出されなかったこ

とは,アポトーシス小体が既に増殖能を失って死につつ

あることを表している。

次に糖鎖組織化学的観点から考察する。細胞質シアリ

ダーゼ9)がアポ トーシス小体に強 く検出されたのに対

し,腫瘍細胞にはほとんど検出されなかった。一方,シ ア

ル酸転移酵素のmRNAは ,腫瘍細胞には強く検出され
たのに対し,アポトーシス小体にはほとんど検出されな

かった。これらの観察結果から,腫瘍細胞では糖鎖末端に

シアル酸が付加される反応が優位であるのに対し,ア ポ

トーシス小体では糖鎖末端のシアル酸が切断される反応

が優位であることが示唆された。このことはレクチン組

織化学によって証明された。すなわち,腫瘍細胞の表面に

は,シアル酸 α2,3 Galに 特異的な MAL I111)が 結合 し

たのに対し,シ アル酸が糖鎖末端に存在しない状態の

Gal β l,3 GalNAcを 認識するPNA12)は結合しなかっ

たことから,腫瘍細胞表面の複合糖質の糖鎖末端の Gal

残基は,すべてシアル酸が結合した状態で存在している

ことが明らかになった。逆に,アポトーシス小体群側の細

胞表面への MAL IIの 結合は乏しく,PNAの結合が顕
著であったことから,ア ポトーシス小体表面の糖鎖末端

の Gal残基はすべて露出した状態で存在していること

も明らかになった。シアル酸の糖鎖末端における存在の
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有無 にかかわ らず,Gal β l,3 GalNAcを 認、識 す る

iacalin13)は ,腫瘍細胞 とアポトーシス小体の両方の細胞

表面に結合したことと合わせて考察すると,腫瘍細胞表

面にはシアル酸 α2,3 Gal βl,3 GalNAcが ,アポトー

シス小体表面には Gal β l,3 GalNAcが それぞれ存在

すると結論づけることができる。

これらの細胞表面の糖鎖の差異は,どのような生理学

的意義を持つのであろうか。一般に転移能の高い悪性腫

瘍細胞表面のシアル酸含有量は高いと報告
14)15)さ れてお

り,本研究における眼瞼扁平上皮癌の腫瘍細胞表面にシ

アル酸が存在するという観察結果と一致している。細胞

表面のシアル酸の存在によって,腫瘍細胞は免疫細胞に

よって認識されにくくなる可能性がある。一方,本研究と

同様に,ア ポトーシス小体表面のシアル酸が減少するこ

とがレクチンを用いた研究で最近指摘されてきている

が4)5),こ れらの研究ではシアリダーゼやシアル酸転移酵

素については未検索の状態に留まっている。著者らは変

性網膜に観察されるアポトーシス小体でも細胞質シアリ

ダーゼが増加し,表面のシアル酸が減少することも観察

している6)。 腫瘍組織だけでなく,変性組織でも共通して

アポトーシス小体表面の複合糖質の糖鎖末端のシアル酸

が減少 して,露 出 した Gal b l,3 GalNAcが マ クロ

ファージの表面に存在するC型 レクチン16)に よって認

識されて,貪食されるのではないかと考えられる。

以上,本研究によって,腫瘍塊とアポトーシス小体とが

同時に観察される部位について,免疫組織化学的および

糖鎖組織化学的に比較検討することによって,ア ポトー

シス小体のマクロファージによる除去機構解明に有用な

情報を得ることができた。まだアポトーシスを起こして

アポトーシス小体の糖鎖組織化学・上原他

図 4 眼瞼扁平上皮癌の Jれ sピ減 hybridization組織染色像。
A:Galactose β l,3N‐ acetylgalactosamineα  2,3シ アル酸転移酵素のmRNAに 対するアンチセンスプ
ローブのハイブリダイズ像で,左半分の腫瘍細胞の細胞質に陽性像が観察される。B:セ ンスプローブのハ

イブリダイズ像で,微弱な発色像しか観察されない。バーは 20 μm
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いない段階の腫瘍細胞で も,細胞表面のシアル酸 を減少

させることができれば,マ クロファージによって認識・貪

食 され るようになることが期待されることか ら,悪性腫

瘍の治療 とも関連 して,腫瘍細胞表面の複合糖質の糖鎖

末端のシアル酸に注 目した研究を,今後 ともさらに発展

させてい く必要がある。
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