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眼内腫瘍および網膜における修飾ヌクレオシド

(1-methyladenOSine)の発現

高橋 玲子1),塩野  責1),玉井  信1),伊藤 邦彦2),水柿 道直2)
1)東北大学医学部眼科学教室,2)東北大学医学部附属病院薬剤部

要  約
1‐メチルアデノシンは,修飾ヌクレオシドの一種であり,悪性腫瘍患者尿中に増加する。我々は,腫瘍細胞
と網膜における 1_メ チルアデノシンの免疫組織学的発現を報告する。対象は, ヒトでは,網膜芽細胞腫 8例 ,
脈絡膜悪性黒色腫 4例,転移性脈絡膜腫瘍 2例 ,網膜異形成 3例,眼内出血 1例 ,正常眼網膜 5例で,ウサギ
では実験脈絡膜腫瘍 VX2が 8例 ,正常ウサギ網膜 5例である.1‐ メチルアデノシンは,ほ とんどの悪性腫瘍
細胞と腫瘍存在眼の網膜に発現がみられたが,一方良性腫瘍細胞とその網膜,お よび正常眼網膜においてはほ

とんど発現がみられなかった。ウサギにおける結果 もヒトと同様であった。1‐メチルアデノシンの発現の検討

は,眼内腫瘍の組織学的診断上有用であると考えられる。 (日 眼会誌 97:43-49,1993)

キーワー ド :1‐メチルアデノシン,修飾ヌクレオシ ド,免疫抑制物質,腫瘍マーカー,網膜芽細胞腫
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Abstract
l-methyladenosine is one of the modified nucleosides, the levels of which are elevated in urine of

patients with malignant tumors. We report herein immunohistological expression of l-methyl-
adenosine in tumor cells and retinas. Eight retinoblastomas, 4 malignant melanomas, two metastatic
choroidal tumors, 3 retinal dysplasias, one intraocular hemorrhage and 5 normal eye retinas in human
were examined. In addition, 8 experimental rabbit choroidal tumor XY2s, and 5 normal rabbit retinas
were examined. l-Methyladenosine was expressed in almost all malignant tumors and retinas with
these tumors, while there was little expression in benign tumor cells, retinas with benign tumor and
retinas in normal eyes. Results in rabbits were almost the same as in humans. Examination of
exaression of 1-methyladenosine is expected to be useful for the histological diagnosis of intraocular
tumors. (J Jpn Ophthalmol Soc 97 :43-49, 1993)
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I緒  言

悪性腫瘍患者が,その末期において免疫抑制状態に

陥ることは周知の事実である。 この状態を引き起こす
免疫抑制因子に関 しては,漆崎ら1)2)の総説に詳 しい

が,最近多くのものが報告されており,それらは免疫

担当細胞が産生するもの,悪性腫瘍細胞に由来するも

の,宿主体液中に存在するもの,に分けることができ

る3)。 免疫担当細胞が産生するもののうち,石 田・田村

らによって癌性腹水中から単離精製された免疫抑制酸

性蛋白 (immunO_suppressive acidic protein;IAP)

に関しては,すでに我々が網膜芽細胞腫における腫瘍
マーカーとしての有用性を報告4)している。一方,悪性

腫瘍細胞に由来するものの 1つ として,修飾ヌクレオ

シドがある。修飾 ヌクレオシ ドはその多くが t‐RNA
の構成成分であ り,そ の生理作用 としては t‐RNAの
クローバー様構造の維持,コ ドン認識における特異性

のコントロールなどが考えられている
5)。 これまでに ,

種々の修飾ヌクレオシドが悪性腫瘍患者尿中,血中に

増加し,診断上や治療効果判定において有用なマー

カーであることが報告
6)～ 15)さ れており,動物実験でも

同様の報告16)-13)が 数多くある。特に本研究で取 り上げ

た 修 飾 ヌ ク レ オ シ ドの 1つ 1-methyladenosine

(mlAdo)は 免疫抑制作用を有する化合物であり,マ ク

ロファージヘの直接作用でその遊走を阻止すること,

リステリア菌感染実験における肝での排除抑制などが

報告19)20)さ れている。図 1に mlAdoの構造を示す。今

回の研究では,mlAdoについて網膜芽細胞腫を中心 と

する限内腫瘍,お よびウサギ実験腫瘍 VX2における

免疫学的検討を行い,眼科領域における同ヌクレオシ

ド検索の有用性を評価することが目的である。

H
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II 実験方法

1.ヒ トにおけるmlAdoの発現
ヒトに関して取 り上げた対象疾患と症例数を表 1に

示す。その うち網膜芽細胞腫 8例,悪性黒色腫 4例は

治療として摘出されたもので,転移性脈絡膜腫瘍 2例

は剖検眼である.ま た,網膜異形成 3例は,術前臨床

診断上網膜芽細胞腫を否定しきれず摘出したもので,

眼内出血例はやはり悪性黒色腫を否定できず,さ らに

視力 0で緑内障による眼痛が著 しかったため眼球摘出

の適応としたものである。正常眼 4例のうち 3例は剖

検眼, 1例 は上顎洞癌手術の際, 同時に摘出されたも

のであるが,後者では眼球浸潤がないことが確認され
ている.こ れらすべてをホルマ リン固定,パ ラフィン

包埋したのち,一次抗体を抗 1‐methyladenosineモ ノ

クローナル抗体 (AMA2)と し,avidin‐ biotin perox―
idase cOmplex methOd(ABC法 )にて免疫染色した。

なお,抗 1‐methyladenosineモ ノクローナル抗体は,

1‐methyladenosine‐ KLH(キ ーホール リンペットヘモ

シアニン)コ ンジュグートで頻回免疫した BALB/cマ

ウスの牌細胞 を,同系マウス由来の骨髄腫細胞株

Sp/0-Ag 14‐ K13を ポリエチレングリコール 4000を

用いて融合し,ハ イブリドーマを HAT培地により選
択して得た°)。 次にABC法の手順を示す。
1)ホ ルマ リン固定,パ ラフィン切片 3μm
2)脱パラフィン (キ シレン→アルコール)

3)内 因性 peroxidase活性の阻害 (0.3%H202加 メ

タノール),30分
4)2%正 常マウス血清,20分,室温
5)一次抗体 :マ ウス抗 1‐methyladenosineモ ノク

ローナル抗体 (AMA2),24時間, 4℃
6)二次抗体 :ビ オチン加ウマ抗マウス抗体,24時

間,4℃
7)ABC試薬 (ベルオキシターゼ添加ビオチンとア

表 1 対象疾患と症例数

Hっ Cヽ、υ   ｀
N

N

HO

H OH

0

眼内悪性腫瘍

網膜芽細胞腫

脈絡膜悪性黒色腫

転移性脈絡膜腫瘍

眼 内 病 変

網膜異形成

眼 内 出血

正 常 眼

8例

4例

2例

3例

1例

14例

4例

図 1  1‐ methylade■ OSineの1構‐造1式 .
4例
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方良性疾患と正常眼では(士 )が 3例の他はすべて(― )
であった。また,ウ サギVX2に おいては,腫瘍細胞で
は 8例中 7例に (十), 1例 に (+)の 染色が得られ ,
また網膜へ も 8例 すべてに mlAdoの 発現が見られ
た。図 2～ 11に免疫染色の組織所見を示す。網膜芽細

胞腫ではほとんどその細胞質に発現が見られ染色パ

ターンは粗大,一部微細顆粒状であった(図 2).特 に
ロゼットを形成している細胞は他に比べ発現が強い傾

向にあり, ロゼットの内側の細胞質に, より強い発現
がみられた。また,同一腫瘍塊でも周辺には発現が著
明で,壊死に陥った中心部には発現がないか,あ って
もわずかであり,一方,栄養血管周囲の腫瘍への発現
が著明である。なお,今回の 8例中 7例が分化型, 1
例が未分化型であったが,組織型による発現のちがい
は明らかではなかった.網膜芽細胞腫の網膜において
は全体に mlAdoの 発現がみられたが,特に視神経細
胞層,視細胞内節に明らかな例が多かった (図 3).
脈絡膜悪性黒色腫ではすべての例で腫瘍細胞の細胞

質に粗大顆粒状,一部微細顆粒状の発現がみられ (図
4),それらの網膜にも全例に mlAdoの発現がみられ
た (図 5).

転移性脈絡膜腫瘍でも腫瘍細胞の細胞質における粗

大顆粒状の発現が主であり (図 6)2例 とも網膜に発
現がみられた (図 7).

眼内良性疾患である網膜異形成,眼内出血例ではい
ずれにもmlAdoの発現は見られなかった(図 8,9).
正常網膜においても,ほ とんどmlAdoの 発現は認
められなかった (図 10).

ウサギ VX2においては,そ の細胞質に粗大顆粒状
に mlAdoの 発現が見られた (図 11)それらの網膜にも
発現がみられたが, ヒト悪性腫瘍における網膜への発
現と同様,神経節細胞,視細胞内節に強い例と,ミ ュー

ラー細胞に強い例とがみられた (図 12).

正常ウサギ網膜にはほとんど発現が認められなかっ

た (図 13).

IV 考  按
修飾 ヌクレオシ ドの 1つである mlAdoに対するモ
ノクローナル抗体を用い,眼科領域で初めて眼内腫瘍
において免疫組織学的検討を行った.その結果眼内悪
性腫瘍のすべての例においてはっきりした mlAdoの

発現が認められた。これに対して,正常眼,良性疾患
にはほとんど同ヌクレオシドの発現が見られなかっ

た。同様の結果が VX2を 用いた実験かい得られ,こ の

ビチンとの混合)(Vector Laboratories,Inc"Burlin‐

game,CA)2時 間,室温
8)DAB反応,10分,室温
9)核染色,24時間 (メ チルグリーン染色)
10)脱色,封入
2.ウ サギにおけるmlAdoの発現
ウサギに関しては,anaplastic carcinomaの 一種で

あり,実験脈絡膜腫瘍として有用性が確立されている
VX 221)22)8例 ,正常ウサギを 5例選んだ.VX2は,船
橋農場より入手し,一辺 0.5mm角 に細切したものを
自色ウサギの上耳側強膜に作った強膜ポケットの中に

移植した。腫瘍の増大を検眼鏡的に確認のうえ眼球摘

出し,正常ウサギも同様であるが,ホルマリン固定,
パラフィン包埋ののち 1と 同様の手順にて ABC染色
した。

ヒト,ウ サギいずれの場合も,mlAdoの発現を検討
するにあたり,免疫染色による染色性をその強さによ
り,陰性 (― ),弱陽性 (± ),陽性 (十 ),強陽性 (十),
の 4段階に分けて評価した。

III 結   果

表 2に ヒト悪性腫瘍細胞への発現について検討した

結果を示す。悪性腫瘍細胞ではすべての例に(十 ),あ
るいは (十)の染色性が得られた。網膜の染色性を表
3に示す。網膜の評価は,いずれも腫瘍と接していな
い離れた部の網膜において行った。悪性腫瘍存在眼の

網膜はすべて (十 )か (1+)であった。なお,腫瘍か
らの距離と染色性の強弱に一定の傾向はなかった.一

表 2 悪性腫瘍細胞における 1‐ methyladenOsineの 発現

―   ,十   1.+1  1+|

網膜芽細胞腫

脈絡膜悪性黒色腫

転移性脈絡膜種瘍

（
じ
　
（
）
　
（じ

3/8

3/4

2′'2

表 3  網膜 (こおける 1‐ lneth口 adenOsine`のう暗I見

網膜芽細胞腫

脈絡膜悪性黒色腫

転移性脈絡膜腫瘍

網膜異形成

眼内出血

正常眼

い

卸

”

―

―
Ｃ

Ｃ

○

○

（

58
1 1

12
213

11

24
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図 2(左 )網 膜芽細胞腫における 1‐ methyladenOSineの 発現 (× 740).
図 3(右 )網 膜芽細胞腫の網膜における 1‐methyladenoSineの 発現 (× 370).

4(左 )脈 絡膜悪性黒色腫における 1‐ methyladenosineの 発現 (× 370)。
5(右 )脈 絡膜悪性黒色腫の網膜における 1‐methyladenosineの 発現 (× 370)

6(左 )転 移性脈絡膜腫瘍における 1_methyladenOsineの 発現 (× 370).
7(右 )転 移性脈絡膜腫瘍の網膜における 1‐ methyladenosineの 発現 (× 370)
図

図
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IoP

網膜異形成における 1‐ methyladenosineの発現 (× 370)

眼内腫瘍における 1‐methyladenOsineの発現 (× 370).

1。 P

図 8(左 )
図 9(右 )

■
１
．増
ノi

●

′
′

I° P
||| ロロ

図 10(左 )

図 11(右 )

正常網膜における 1‐methyladenosineの発現 (× 740).

ウサギVX2に おける 1‐methyladenosineの 発現 (× 740)

:0「

図 12(左 )

図 13(右 )

ウサギ VX2の網膜における 1‐ methyladenosineの 発現 (× 740)
正常ウサギ網膜における 1‐ methyladenOsineの 発現 (× 740).
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ことから同染色は,組織学的診断の補助として有用で

あると考える。t―RNAと 癌との関係に関する研究の先

駆者である Borek12)は ,癌細胞のメチル化ヌクレオシ

ド含量は正常のそれより高いとしており,こ れを裏づ

ける結果が得られたといえよう。また,担癌生体にお

ける尿中・血中修飾ヌクレオン ド増加メカニズムとし

ては腫瘍組織における t‐RNAの 代謝回転の克進,腫

瘍組織における細胞破壊,t‐RNAを 介さない,独自の

修飾ヌクレオシ ドの生合成経路が作られる,な どが考

えられる5).最後のメカニズムに関しては,微生物にお

いて一部証明されているものの,Borekら 23)は腫瘍組

織における細胞崩壊よりも腫瘍細胞における t‐RNA
の代謝回転の克進が主因をなすとしており,西村5)も

同様の見解を示 している。今回の染色結果では同じ腫

瘍塊でも壊死になり細胞が崩壊している部には染色性

が低く,逆に周辺の腫瘍,あ るいは栄養血管周囲の細

胞には特に強い染色が得られた. このことは,代謝回

転克進説を支持する結果といえよう。

また,悪性腫瘍存在眼の網膜に発現がみられ,一方

良性疾患,正常眼の網膜にはほとんど見られなかった

が, この網膜への発現メカニズムとして,腫瘍部で生

じた過剰修飾ヌクレオシドの網膜への取 り込み,腫瘍
から放出された何らかの困子が網膜における修飾ヌク

レオシド産生を高める,な どが考えられる。ヒトとウ

サギの腫瘍存在眼の網膜には発現の異なる部もあった

が,理由は不明である.
さらに,ウ サギ実験腫瘍 VX2において。同様の免疫
染色を施行した。染色結果もヒトにおける染色性と類

似しており, 今回の研究より明しかになった AMA2
による組織診断上の有用性をさらに支持するものとい

えよう。
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