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眼瞼悪性 腫 瘍の浸潤 部 におけるMUCl(最 初 に

cDNAが クローニングされたムチン)お よびケラチン

14(K14)の発現・分布の特徴について,そ の他の組織学

的マーカーの分布と対比させながら免疫組織化学的に解

析した。MUCl陽性の腫瘍細胞は,低分化型癌腫では上

皮下の深層部に位置し,浸潤性に増大しているように連

なってみえる,複数の小腫瘍塊に検出されるとともに,皮

脂腺癌では T細胞などの リンパ球の集積部 との間の境

界部に連続的に検出された。一方,K14陽性の腫瘍細胞

は低分化型癌腫,扁平上皮癌および皮脂腺癌において,大
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約

きな腫瘍塊の辺縁部や腫瘍塊の滑らかな辺縁部に分布 し

ている像が一部,MUCl陽性の腫瘍細胞 と重複 しなが

ら観察された.一般に,MUClは浸潤性の腫瘍細胞に,

K14は局所的に安定 して増殖している腫瘍塊の辺縁部

の細胞に,そ れぞれ発現することが示唆された.(日 眼会

誌 101:866-873,1997)

キーワード:眼瞼悪性腫瘍,浸潤,MUCl,ケラチン 14,

免疫組織化学
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Abstract
The distributional patterns of MUC I (the mucin tumor masses or those with smo<lth edges, some of

whose cDNA was first cloned) and Keratin 14 (I(14) which overlapped the distribution of MUC l-positive
in the invasive regions of malignant eyelid tumors cells in the tissues of undifferentiated carcinoma,

were immunohistochemically examined by compar- squamous cell carcinoma, and sebaceous carcinoma.

ing with other histochemical markers. The MUC In general, MUC 1 may be expressed in the invasive

l-positive tumor cells were detected in several serial, tumor cells, whereas K14 may be expressed in the
small, invasive tumor masses in the deep subepithe- marginal cells of the stable, proliferating tumor
lial region of the low differentiated carcinoma. masses. (J Jpn Ophthalmol Soc 101 : 866-873, 1997)

They were also continuously detected in the border
region between accumulated lymphocytes including Key words: Malignant eyelid tumor, Invasion,
T cells and tumor masses of the sebace<lus car- MUC 1, Keratin 14, lmmunohistoche-

cinoma. On the other hand, Kl4-positive tumor cells mistry
were detected in the marginal regions of large

I緒  言

細胞表面の複合糖質は,細胞間および細胞―細胞外基

質問の種々の相互作用において重要な役割を果たしてい

る。腫瘍学の領域では,腫瘍細胞の増殖,浸潤,転移,ア ポ

トーシスなどの様々な病態に複合糖質が関与しているこ

とが指摘されている1)-3).例 えば,0-結合型複合糖質に属

するMUCl(最初に cDNAが クローニングされたムチ
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ンであることを表す略語)4)は 膵臓癌などにおいて,そ の

発現率が腫瘍の転移率 と相関することから,悪性度を判

定するための腫瘍マーカーとして有用であると報告
3)さ

れている。著者らも先に,眼瞼悪性腫瘍におけるMUCl
の発現・分布 について免疫組織化学 的 に検索 して,

MUClが臨床的に悪性度の低いとされている基底細胞

癌(18例検索)に は全 く発現しなかったのに対し,浸潤・

転移能が高いとされている皮脂腺癌 (6例検索)と 扁平上

皮癌 (11例検索)に は,全例に発現像が観察されたという

研究結果を得ている(第 100回 日本眼科学会総会で報

告)。 この研究では,そ れぞれの病理組織型の腫瘍組織に

おけるMUClの発現の有無と程度について検索しただ

けで,個々の腫瘍組織において具体的にどのような腫瘍

細胞が MUClを発現するのか,と いう点に関しては検

討していなかった。

一方,著者らは上皮系細胞の中間径線維であるケラチ

ンの眼瞼悪性腫瘍における発現分布について検索し,基

底細胞に特異的なケラチン14(K14)5)が安定な構造を維

持 しているようにみえる腫瘍塊の辺縁部の細胞に検出さ

れる傾向が高いのに対 し,腫瘍細胞が間質へ浸潤 しつつ

あるようにみえる部位には検出されないことを観察して

いる6)。 この研究結果から,K14の発現は腫瘍細胞の浸潤

に対して抑制的に働 くことが示唆され,K14と 悪性度の

高い腫瘍に発現するMUClと は逆の動態を示す可能性

が あ る。この場合,腫 瘍組織 にお け るK14の 分布 と

MUClの 分布は,相補的な位置関係を示す可能性がある

が,眼瞼腫瘍だけでなく,他の臓器の腫瘍においても,未

だこの視点からの検索は行われていない.そ こで,本研究

においては,こ の両者間の相補性が実際に観察されるの

かどうかを検討する目的で,先 にMUCl陽性であるこ

とを確認 した眼瞼皮脂腺癌,扁平上皮癌および低分化型

癌腫の腫瘍組織におけるMUClお よび K14の発現・

分布の特徴について,特 に腫瘍細胞の間質への浸潤部に

注目し,そ の他の組織学的マーカーの分布 と対比させな

がら,免疫組織化学的に解析した。

867

平上皮癌 と皮脂腺癌の症例には,経過観察中に頸部 リン

パ節転移が観察されている。

腫瘍組織を 10%ホルマ リン液を用いて浸漬固定 した

後,ア ルコール脱水,パ ラフィン包埋 し,5μ mの 厚さの

光学顕微鏡用の連続組織切片を作製した。そのうち,1枚
ずつをヘマ トキシリン・エオジン(HE)染色した。残 りの

連続組織切片をクエン酸緩衝液に浸漬,加圧 。加熱処理

して抗原賦活 した後,0.2%過酸化水素/メ タノールに浸

漬して内因性ペルオキシダーゼ活性を抑制 した。さらに,

燐酸緩衝液 (PBS:0.01M,pH 7.4)に 2%に なるよう

に溶解したウマ血清に浸漬 して抗体の非特異的吸着を抑

制 した。次に,2%ウ マ血清/PBSに 100倍希釈溶解 し

たモノクローナル抗体を一次抗体 として組織切片に反応

させ た。す な わ ち,MUClに 対 す る抗 体 (MUC-1:
NovOcastra社 ,Newcastle,英 国),K14に 対 す る抗体

(LL 002:NovOcastra社 ),リ ンパ球のT細胞に対する

抗体(CD3-PSl:Novocastra社 ),B細胞に対する抗体

(CD 20-MJl:Novocastra社 ),単 球/マ ク ロ ファージ

に対する抗体 (LN 5:Novocastra社),細胞分裂期に細

胞核 に出現 す るKi 67抗 原7)に 対す る抗体 (MMl:
Novocastra社 )お よび Tn抗原 (N‐ アセチルガラク トサ

ミンαl-0-セ リン/ス レオニ ン)3)に 対す る抗体 (HB―

Tnl:Dako社,Glostrup,Denmark)を ,そ れ ぞれ室温

で 1時間ずつ反応させた。対照としては,非免疫マウス血

清を同様に反応 させた。組織切片をPBSを用いて洗浄

した後,二次抗体 として 2%ウ マ血清/PBSに 100倍希

釈溶解したビオチン標識抗マウスIgG(免 疫グロブリン

G:VectOr社 ,Burlingame,CA,米 国)を 室温で 1時 間

反応 させ た。PBSを 用 いて洗 浄後,Vectastain EHte

ABC Kit(VectOr社 )と ジアミノベンチジンを用いてペ

ルオキシダーゼ発色させた。

腫瘍細胞が問質へ浸潤しつつある部分,あ るいはリン

パ球の T細胞,B細胞および単球/マ クロファージに対

する抗体が結合する免疫細胞が腫瘍塊周囲に集積 してい

る部分に関し,連続組織切片上のそれぞれ対応する部分

のMUClと K14の発現・分布の特徴について比較,解

析した。

III 結  果

まず,低分化型癌腫の連続組織切片に 3種類の抗体を

反応させた免疫染色像の結果を示す。細胞増殖の指標 と

なるKi 67抗原に対する抗体は,健常部眼瞼上皮細胞の

基底側の核に結合するとともに,腫瘍塊を構成する腫瘍

細胞の核の半数以上に結合 した(図 lA,B).MUClに
対する抗体は,観察される腫瘍塊のうち,上皮下の深層部

に位置し,い かにも浸潤性に増大 しているように連なっ

てみえる,複数の小さな腫瘍塊を構成する腫瘍細胞の表

面あるいは細胞質に比較的びまん性に結合 した (図 lC
の右下側,図 lD)。 一方,上皮下の深層部に位置する比較

II 方  法

鹿児島大学医学部附属病院眼科において手術を行い,

病理組織学的診断の確定 した眼瞼悪性腫瘍の中から,

MUCl陽性であることを確認 した低分化型癌腫(64歳

男性,眼瞼上皮原発と考えられ,一部の腫瘍組織で皮脂腺

への分化傾向がみられたが,明 らかな細胞質の空胞化な

どの所見は観察されなかったことから,低分化型癌腫 と

病理診断された),扁平上皮癌(85歳女性,胞巣中心性の

成熟傾向と単一細胞性の角化がみられたことから,中 等

度分化型扁平上皮癌 と病理診断された)お よび皮脂腺癌

(83歳女性,細胞質の空胞化を伴う皮脂腺への分化傾向

がみられる腫瘍細胞が主体をなしていたことから,皮脂

腺癌 と病理診断された)の組織を本研究の対象とした。扁
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図 1 低分化型癌腫の免疫組織染色像 .

A:抗 Ki 67抗原抗体結合像,B:抗 Ki 67抗原抗体結合像,C:抗 MUCl(最初にcDNAがクローニング

されたムチン)抗体結合像,D:抗 MUCl抗体結合像,E:抗 Tn抗原抗体結合像,F:抗 Tn抗原抗体結

合像,G:非免疫血清反応像.バーは 100 μm
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的大きな腫瘍塊には,MUClに対する抗体は,そ の辺縁

部に局在する腫瘍細胞だけに結合するとともに,表層に

位置する腫瘍塊にはほとんど結合 しなかった(図 lCの

左側).Tn抗原に対する抗体は,観察されるすべての腫

瘍塊を構成する腫瘍細胞の細胞質に比較的びまん性に結

合 した(図 lE,F)。 非免疫血清を反応させた組織切片に

は,微弱なペルオキシダーゼ発色像 しか観察されなかっ

た (図 lG)。

次に,MUClと K14の分布の位置関係を示すための

連続組織切片の免疫染色像の結果を示す。低分化型癌腫

において,MUClに対する抗体は小さな腫瘍塊に対して

は,ほ ぼ全体にわたつて結合したものと辺縁部だけに結

合したものとが観察された (図 2Aの右側)の に対し,大

きな腫瘍塊に対しては腫瘍塊内部の腫瘍細胞に散在性に

結合 した (図 2Aの左側).K14に対する抗体 は,小 さな

腫瘍塊にはほとんど結合せずに,大 きな腫瘍塊の辺縁部
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図 2 低分化型癌腫 と扁平上皮癌の免疫組織染色像 .

A:低分化型癌腫の抗 MUCl抗体結合像,B:低分化型癌腫の抗 K14(ケ ラチン 14)抗体結合像,C:扁平

上皮癌の抗 MUCl抗 体結合像,D:扁平上皮癌の抗 K14抗体結合像.バーは 100 μm

を縁どるように分布している腫瘍細胞に結合 した(図 2

B).扁平上皮癌においては,MUClに対する抗体は不規

則な辺縁部を含め,腫瘍塊を構成する腫瘍細胞のほぼ全

体にわたって結合した(図 2C)の に対し,K14に 対する

抗体は主に腫瘍塊の比較的平滑な辺縁部に分布している

腫瘍細胞に結合した(図 2D).

皮脂腺癌の HE染色した組織切片には,腫瘍塊に接し

て多数のリンパ球様小細胞が集積している部分が観察さ

れた(図 3Aの 上方)。 これ らの集積細胞には,T細胞に

対する抗体が比較的びまん性 に(図 3B),B細胞に対す

る抗体がびまん性から一部,散在性に(図 3C),単 球/マ

クロファージに対する抗体が散在性に(図 3D),そ れぞ

れ結合した。MUClに対する抗体は,こ れらの集積細胞

群と腫瘍塊群 との境界部分の腫瘍細胞に数層にわたって

連続的に結合するとともに,そ こから索状に集積細胞群

中へ入 り込んでいる腫瘍細胞群にも結合 した (図 3Eの

上方)の に対 し,腫瘍塊が密集 している部分には散在性に

しか結合 しなかった(図 3Eの下方)。 K14に対する抗体

が結合した腫瘍細胞は,腫瘍塊存在部に比較的一様に全

体にわたって検出された(図 3F)。 Tn抗原に対する抗体

が結合 した腫瘍細胞は,腫瘍塊存在部に疎らに散在性に

検出された(図 3G).非 免疫血清を反応させた組織切片

には,微 弱なペルオキシダーゼ発色像 しか観察 されな

かった(図 3H).

上記の皮脂腺癌のMUCl,K14お よび Tn抗原に対

する抗体の結合像の細部を示すために図 3の強拡大の染

色像を示す (図 4)。 MUClに対する抗体は,集 積細胞群

と腫瘍塊群 との境界部分に分布する腫瘍細胞には,そ れ

らの細胞質から細胞表面に連続的に結合した(図 4A)の

に対し,腫瘍塊が密集している部分においては,散在性に

腫瘍細胞の細胞質から細胞表面 に結合 した(図 4B)。

K14に対する抗体は,集積細胞群 との境界部分において

は,散在性に腫瘍細胞の細胞質に結合 した(図 4C)の に

対 し,腫瘍塊の密集部分においては,主 に腫瘍塊の辺縁部

に位置する腫瘍細胞の細胞質に結合 した(図 4D).Tn抗

原に対する抗体は,集積細胞群 との境界部分 (図 4E)か

ら腫瘍塊の密集部分 (図 4F)に かけて,何 ら規則性 はな

く,疎 らに腫瘍細胞の細胞質に結合した。

一方,皮脂腺癌の腫瘍塊群から離れて,小球状の腫瘍塊

が複数,HE染色像で確認された (図 5A)。 これらの腫瘍

塊は,辺縁部だけでなく,腫瘍塊内部に位置する腫瘍細胞

にもMUClに対する抗体が結合した (図 5B)。 これらの
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図 3 皮脂腺癌の免疫組織染色像.

A:ヘマ トキシリン・エオジン(HE)染色像,B:抗 T細胞抗体結合像,C:抗 B細胞抗体結合像,D:抗単

球/マ クロファージ抗体結合像,E:抗 MUCl抗 体結合像,F:抗 K14抗体結合像,G:抗 Tn抗原抗体結

合像,H:非 免疫血清反応像.バーは 100 μm

E

腫瘍塊の周囲には,T細胞に対する抗体が結合する細胞

が多数集積 していた (図 5C).非 免疫血清を反応 させた

組織切片には,微弱なペルオキシダーゼ発色像 しか観察

されなかった (図 5D)。

腫瘍の発生起源を考 えた場合,最表層に位置する腫瘍塊

は腫瘍の原発巣 と考 えられる眼瞼上皮に近い,膨脹性に

増殖 し続けている腫瘍細胞群であるとみなすことができ

るのに対し,間質の深層部に位置するMUCl陽性の腫

瘍塊は原発巣から遠 く,大 きさもまだ小さいことから,い

わゆる浸潤して間もない腫瘍細胞群であるとみなすこと

ができるであろう。これらの観察結果は,MUClが浸潤

部の腫瘍細胞に発現することを示しているものと考えら

れる。それに対して,浸潤能の有無に無関係に膵臓癌など

の悪性腫瘍に高率 に発現すると報告されているTn抗

原3)は
,腫 瘍細胞だけに分布が観察 された (図 lE)も の

の,どの腫瘍塊にも一様に分布しており,同様の傾向はこ

の低分化型癌腫だけでなく,皮脂腺癌 (図 3G)に も観察

されたことから,腫瘍細胞の浸潤などの機能発現には関

与 していない可能性が高い。低分化型癌腫の症例には,現

在 までのところリンパ節や他臓器への転移はみられてい

ないが,浸潤性に富む腫瘍であると考えられ,今後とも注

意深い経過観察が必要であろう。

次に,皮脂腺癌の組織 において,T細胞 を初めとする

リンパ球がびまん性 に集積 している部分 に隣接 して,

IV考  按

まず,本研究の免疫染色像の中で,MUClの役割を推

定する上で最 も説得力に富む組織像を示していると考え

られる,低分化型癌腫の観察結果について考察する。この

腫瘍の低倍率の観察像は,一つの顕微鏡視野内に腫瘍細

胞が浸潤しつつあるようにみえる部分と,非浸潤部分 と

がともに現われている(図 1)。 すなわち,Ki 67抗原6)陽

性の増殖能に富んだ腫瘍細胞で構成される腫瘍塊 (図 1

A)の うち,比較的大きな腫瘍塊で,眼瞼の表層に位置す

るものにはMUClがほとんど検出されず,そ れ よりも

少 し深層寄 りに位置するものには,辺 縁部に散在性に

MUCl陽性の腫瘍細胞が検出され,そ れらの腫瘍塊から

離れるようにして間質のさらに深層部へ向かって,連続

して観察される複数の小さな腫瘍塊には,比較的びまん

性にMUCl陽性の腫瘍細胞が検出されている(図 lC)。
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図4 皮脂腺癌の免疫組織染色像.

A:免疫細胞集積部との境界領域における抗 MUCl抗体結合像,B:腫瘍塊密集部における抗 MUCl抗
体結合像,C:免疫細胞集積部との境界領域における抗 K14抗体結合像抗,D:腫瘍塊密集部における抗
K14抗体結合像,E:免疫細胞集積部との境界領域における抗 Tn抗原抗体結合像,F:腫瘍塊密集部にお

ける抗 Tn抗原抗体結合像.バーは25μ m

MUCl陽性の腫瘍細胞が連続的に検出され,免疫細胞 と

腫瘍塊との間に境界壁を形成 しているように観察された

像 (図 3E,4A)は ,いかにもMUClが免疫細胞 と腫瘍細

胞との間の障壁 としての役割を果たしているように思わ

せる所見である。それに対 して,皮脂腺癌の組織におい

て,腫瘍塊が密集 している部分にはリンパ球の浸潤の程

度も軽 く,MUClが散在性にしか発現していなかった観

察像 (図 3E,4B)は ,腫瘍細胞が免疫細胞 との間の相互

作用を行う必要のない部分には,MUClを 発現しにくい

ことを表 しているように思われ る。一方,リ ンパ球 は

MUClを標的として浸潤してきている可能性 も考えら

れる。MUCl陽性の腫瘍細胞が全体にわたって検出され

た複数の腫瘍塊の周囲にT細胞が多数集積 している像

(図 5C)は ,こ のことを示 しているのかも知れない。事
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図 5 皮脂腺癌の免疫組織染色像.

A:HE染色像,B:抗 MUCl抗体結合像,C:抗 T細胞抗体結合像,D:非 免疫血清反応像.バーは 100 μm

実,あ る種の腺癌では,MUClの 内部の蛋白が表に出て

きて,MUCl反応性の細胞障害性 T細胞 (cytotoxic T

lymphocyte,CTL)に よって認識されることが知 られて

いる8)。 このように,T細胞の集積像が浸潤性の腫瘍細胞

におけるMUCl発現の原因か結果かは明確ではない

が,MUClが腫瘍細胞浸潤部に発現することだけは確か

なようである。

ところで,著者らは当初,基底細胞に特異的な K145)の

発現 は,腫 瘍細胞 の浸潤 に対 して抑制 的 に作用 し,

MUClの 発現 と逆の動態を示すのではないかと予想し

た。そこで,次 に,こ の点について考察してみたい。まず,

皮脂腺癌の症例のリンパ球がびまん性に集積 している部

分に接 し,MUCl陽性の腫瘍細胞が帯状に検出された領

域に,K14陽性の腫瘍細胞 は散在性にしか検 出されな

かった (図 3F,4C)こ とか ら,少 な く と もK14と

MUClが同じ動態を示すということは否定的である。ま

た,皮 脂腺癌で,腫瘍塊が密集 していて,か つ MUClが
散在性にしか観察されない領域では,腫瘍塊の辺縁部に

K14陽性の腫瘍細胞が検出される傾向がみ られた(図 3

F,4D)こ とから,K14陽性の腫瘍細胞で囲まれた腫瘍塊

は,安定した構造を維持 しているように思われる。低分化

型癌腫 と扁平上皮癌の症例でも,K14陽性の腫瘍細胞と

MUCl陽性の腫瘍細胞は,一般的には異なった領域に検

出される傾向がみられた (図 2)が ,両者は完全に相補的

な位置関係にあるとはいえないようで,腫瘍塊の辺縁部

において,両者が重複 して観察される部分も存在した (図

2)。 しかしながら,K14陽性の腫瘍細胞は大きな腫瘍塊

の辺縁部か,腫瘍塊の滑らかな辺縁部に分布する傾向が

観察されたのに対 し,MUCl陽性の腫瘍細胞は腫瘍塊の

辺縁部が不規則な形の,いかにも間質へ向かって浸潤 し

つつあるようにみえる部分にも分布する傾向が観察され

たことから,次のような作業仮説が成 り立つのではなか

ろうか。すなわち,K14陽性の基底細胞様の腫瘍細胞で

辺縁部を囲まれた腫瘍塊は,免疫細胞により認識されず,

局所的に安定して増殖するのに対し,K14陽性の腫瘍塊

辺縁部の腫瘍細胞が MUClを 発現するように変化した

場合,腫瘍は間質へ向かって浸潤し始めるのではないか

と考えたい。その移行型 として,一部の腫瘍塊辺縁部には

K14と MUClの 両方 とも発現する腫瘍細胞が分布 し

ているのではなかろうか.著者らは,基底細胞癌の腫瘍塊

を構成するほとんどすべての腫瘍細胞にK14が分布す

る6)の に対し,MUClは全く発現しない像を観察してい

る(第 100回 日本眼科学会総会で報告).基底細胞癌 は,

K14陽性の基底細胞様の腫瘍細胞だけで構成され,膨張
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性に増大するだけで周囲の間質組織へ浸潤してい くよう

に変化することはないので,MUClを 発現することはな

いのであろうと考 えられる。このような基底細胞癌や悪

性度が高い眼瞼腫瘍の中の比較的安定な腫瘍塊において

は,K14陽性の腫瘍細胞によって免疫細胞による攻撃 を

避けているのではないかと考 えられるが,K14そ の もの

は細胞質内の成分である5)こ とか ら,い わゆる基底細胞

様の腫瘍細胞 の表面には,MUCl以 外の,恐 らく基底細

胞に特異的な複合糖質が存在することによって安定な構

造を維持 しているのであろう。著者 らは現在,健常眼瞼上

皮の基底細胞周囲に分布する O―結合型複合糖質に関す

る基礎的研究
9)を

進めているが,将来,こ の基底細胞 に特

異的な複合糖質 を利用して,腫瘍細胞 を局所に封 じ込め

ることが可能になるかも知れない。

本研究は,文部省科学研究費 (基盤 C07671928)の 補助に

よって行った.
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