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酵素抗体法間接法を用いて,各種大腸組織におけるnbronectin(FN)の免疫組織化学的検討を行っ

た結果,(1)固 定法では凍結切片で最も強い FN活 性が得られ,次 いで凍結融解法であった。ホルマ

リン固定切片では活性低下がみられた。(2)FNは 大腸正常粘膜上皮の基底膜および間質細胞に認めら

れたが,粘膜上皮細胞内,細胞間隙および luminal borderには認められなかった.(3)大腸癌では FN

反応は一般には間質細胞以外には認められなかったが,高 分化腺癌では基底部にごく弱く認められる

こともあった。(4)腺腫では基底膜に FN反 応が陽性のものと陰性のものがあり,異 型性が高度にな

るほどFN反 応は減弱あるいは消失する傾向が認められた。

索引用語 i abrOnectin,免疫組織化学,酵 素抗体法

I  は じめに

ibronectinは1948年に Morrisonl)によりはじめて

ヒト血奨中より抽出され,abdnogenの 存在下に低温

で沈澱することから,cold insoluble globulinと名づ

けられた。一方,Ruosiahti分め(1973,1974),Hynesり

(1973),Yamada的 (1974)らが培養線維芽細胞より分

子量200,000～250,000の高分子 glycoproteinを抽出

し, これが cold insOluble globulinと免疫化学的に同

種の蛋自であることが報告いされ,Kuuselaつ(1976)ら

により両者をあわせて ibrOnectinと名付けられた.し

かし,abronectinの生物学的役害Jに関しては十分に解

明されていない。培養細胞を用いた研究ゆ
～ll)では,

abronectinは組織構築あるいは malignant transfor‐

mationに 関与するといわれている。一方,in vivoで

のnbronectinの役害Jに関しては1/Rとんど検討されて

いない。

本研究は酵素抗体法を用いて,手 術的に切除された

大腸組織におけるflbronectinの組織化学的研究を行

い,ibronectinの局在を明らかにするとともに,組 織

構築や malignant transfomationとの関係について

検討した。

II 研 究方法

1.組 織材料および組織固定法

組織材料は1975年より1982年までに近畿大学第 1外

科において,大 腸癌およびポリープの診断のもとに切

除された大腸組織である。切除後 1時間以内に主病巣,

主病巣辺縁部,正 常粘膜および併存病変など数ケ所か

ら小組織片を採取した(図 1)。大腸痛の組織学的分類

は大腸癌取扱い規約
12jに従い,大 腸ポリープの組織学

的 分 類 は M o r s o n の分 類1 0 に従って, m e t a p l a s t i c

polyp(hyperplastic polyp),adenOma等に分類し,

さらに adenomaを 異型度によって異型 I度,II度,III

度の 3段 階に分類 した1。(表 1)。 この分類は Jack‐

man‐Bearhsの分類1。とほぼ一致している。

採取した各組織について,凍 結切片,凍 結融解法,

10%緩衝ホルマリン固定などの方法で組織固定を行っ

た。

2.酵 素抗体法
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図 1 組 織材料

切除後 1時間以内に主病巣,主 病巣辺縁部,正 常粘

膜および併存病変など数力所から小組織片を採取す

る。

図 2 正 常粘膜上皮におけるibronectin(FN)の局

在.(凍 結融解法)

FN活 性は凍結切片についでよく保たれ,組 織構造

の歪みも著明でない.

抗 flbrOnectin I血清 ヤよrabbit  anti‐flbronectin

antibody(E、 Y社 )お よびmonOclonal mouse anti・

abronectin antibody (Sera―Labア土) を用ヽヽた.

各種切片について酵素抗体法間接法を応用 し,

抽ronectinの組織化学的染色を行った (表 2)。 まず

0.01M燐 酸緩衝液 (以下 PBSと 略す)に より100倍希

釈 した anti―ibronectin antiserumを各切片上 に滴

下・被覆し,mOist chamber内で37℃,30分間インキュ

ベートする。各切片を PBSで 5分 間 3回洗浄する。余

分な PBSを ろ紙で除いたのち,各 切片上に PBSに よ
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表 1 大 腸ポリーブの組織学的分類
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表 2 フ ァイブPネ クチンの免疫組織化学的研究方法

1智晋吉だ普経
インキュベート

ベルオキンダーゼ結合 抗 ウサギIgG抗 体

(ヤギ)(1:100希 釈)

ンキュベート

(Craham&Karnovsky法 )

37°C,10分 間イ

PBSに て洗浄

ペルオキシダーゼ染色

↓

核染色

↓

アルコール脱水

↓

包 埋 ( セダックス)

り100倍希釈したペルオキシダーゼ標識抗体 (Miles

社)を 滴下し,組 織片を被覆したのち37℃,10分 間イ

ンキュベートする。PBSで 十分洗浄し反応を停止す

る。以上の操作で飾 rOnectinと結合した peroxidase

は Graham&Karnovskyの 方法に従って発色 させ

る.ヘ マトキシリンにより核染色を行った。

ibronectin反応の判定基準は対照群 と同程度また

は全くみられないものを陰性(一),明 らかな反応を陽

性(十), とくに強い反応を認める場合は強陽性(十)と

した。

III 研 究成積

1.各 種固定法の最bronectin反応に及ぼす影響に関

する検討

flbronectin`少irIInunoperoxidase″更万百“こ2甦ヤゴ=芳鴻臣

織固定法の影響に関して検討した結果,凍 結切片で最

もabrOnectin活性がよく保たれていた。凍結融解法は
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図 5 図 4の拡大像
FNは 粘膜上皮細胞の内部,細 胞膜およびlum i n a l

b o r d e rには認められない.

図 6 高 分化腺癌の組織像,HE染 色。(凍結切片)

では基底膜にそって強いIlbronectin反応が認められ,

さらに間質細胞の細胞質にも弱い反応が認められる

が,粘 膜上皮細胞の内部,細 胞膜および luminal bor‐

derにはほとんど認められない (図5).

b。大腸痛組織

大腸高分化腺癌 (図6)の ibronectin反応を図 7に

示す.正常粘膜上皮で見られた基底部のabronectinは

認められず,間 質細胞のみ弱い反応が認められる。腺

癌組織においては図 3に 示すごとく間質細胞の反応は

正常粘膜の間質に比べるとむしろ強いものが多い。 し

かし,間 質細胞の粗な癌組織では当然反応はあまりみ

られない。一方,低 分化腺癌 (図9)で は細胞膜,細

胞内および個々の癌細胞間にもnbrOnectin反応はほ

とんど認められない(図10).印 環細胞癌では印環細胞

および粘液にはnbronectinはみられず,印環細胞間の

索状組織にみられる線維組織にabronectin反応を認

める (図11,12).

図 3 癌 辺縁部におけるFNの 局在.(ホ ルマリン国

定切片)

基底部のFN反 応は癌に隣接した非腫瘍性腺管で
は陽性で,癌 部では陰性である.

図 4 正 常粘膜上皮におけるFNの 局在.(凍結切片)
FN反 応は腺管上皮の基底膜に最も強く, さらに間
質細胞にも認められる.

凍 結 切 片 につ い で ホル マ リン固 定 切 片 で は

ibrOnectinの活性は低下するが,基 底膜 (基底部)の

反応は正常組織では陽性で,癌 部で陰性となることよ

り,そ の有用性が認められた (図3).

2.凍 結切片におけるnbronectinの組織化学的検討

以上の所見より凍結切片および凍結融解法は活性が

強く,abronectinの形態学的検討に適した組織固定法

であることが判明したので,abronectinの局在性につ

いて,主 にこの 2つ の固定法を用いて検討した。

a.正 常大腸粘膜上皮

図 4は 正常大腸粘膜上皮 の酵素抗体法に よる

abronectin反応である。粘膜上皮の基底膜にそって腺

上皮をとり囲むように褐色のベンチジン反応が認めら

れる。これが abrOnectinの局在である(図4)。強拡大



図 8 高 分化腺癌におけるFNの 局在.

間質のFN反 応は正常に比べ強いが,

FN反 応は見られない。
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図 7 図 6の隣接切片におけるFN反 応.(凍結切片)

FN反 応は腺管の基底部には認められない。
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図10 図 9の 隣接切片における FN反 応.(凍 結切片)

FNは 癌細胞の細胞慎および細胞内には認められな

い

図11 印 環細胞癌の組織像.HE染 色 (凍結切片)

図12  図 1 1の隣接切片における FN反 応.(凍 結切片)

F Nは 印環細胞の内部および旅田胞膜には認められな

ヽヽ,

腺管上皮の基底膜にそってnbronectin反応が強陽性

に認められ, さらに問質も陽性である。図14は腺腫内

癌における丘bronectin反応を示したものである。図15

(凍結切片)

基底部には

図 9 低 分化腺癌の組織像.HE染 色.(凍 結切片)

C,腺 腫

大腸腺腫の凍結切片ではnbronectin反応は基底膜

に一致してすべて強陽性であった。図13に示すごとく
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図13 腺腫におけるFNの 局在。(凍結切片)        図 16 異型 I度腺腫の組織像.HE染 色(ホルマリン固

F N 反 応は基底隈 と間質細胞の 2カ 所に認め られ

る.

定切片)

図14 腺腫内癌におけるFNの 局在。(凍結切片)

FN反 応は異型度の比較的軽度な腺管では基底膜に

陽性であるが,異 型度の高度な腸管では認められな

↓ヽ.

図15 図 14の拡大像。(凍結切片)

はその拡大像である。異型度の比較的軽度な果型度 I
～II度の腺管では上皮細胞基底膜の反応陽性である

が,同 一腺腫内でも粘膜内癌との鑑別が困難な果型高

図17 図 16の隣接切片におけるFN反 応.FNは 基底

膜に証明される.

図18 果型II度腺腫の組織像.HE染 色(ホルマリン固

定切片)

度な部分の腺管では,高 分化腺癌と同様に反応は弱く

なるか,ほ とんど認められない。

3.ホ ルマリン固定切片におけるnbronectinの組織
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図19 図18の隣接切片におけるFN反 応.

FN反 応はやや弱いが基底膜に認められる.

図20 異 型II度腺腫の FN反 応.

FN反 応は非腫瘍性腺管の基底膜に認められるが,

腺腫では非常に弱いか消失している,

化学的研究

前述のごとく,ホ ルマリン固定切片ではnbronectin

反応は低下するが,基 底膜 (基底部)の 反応は正常上

皮では陽性であり,癌 では陰性であることから,癌 の

組織化学的な指標 として abronectinを使用しうるの

ではないかと考えた。そこで,ホ ルマリン固定組織に

より腺腫および癌のabronectinの組織化学的研究を

行った.

腺腫39個を前述した基準により異型 I度,II度 ,III

度の 3群 に分類し,果型度とnbrOnectin反応について

検討した。果型 I度群に属する腺腫は10個で, うち 3

個は強陽性(十), 7個 は陽性(十)で,陰 性(一)のもの

はなかった。図16は異型 I度腺腫の HE染 色である。

HE染 色では腺管は大小不同,分 岐がみられるが軽度

である。細胞レベルでは核は比較的大型でヘマ トキシ

リン濃染性をおびるが極性はよく保たれて基底膜上に
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一層に規則正しく並んでいる.こ の腺腫のibronectin

反応は基底膜に強陽性で間質細胞 も陽性である (図

1 7 ) .

果型 II度に属する腺腫は11個で丘brOnectin反応陽

性(十)は 6個 ,陰 性(一)は 5個 で,強 陽性(十)frlはな

かった。図18は基底膜のnbronectin反応陽性となった

果型II度腺腫の HE染 色である。腺管の大小不同,融

合像が著明になり,細 胞レベルでは,核 は重層がみら

れるが,腺 上皮の高さの半分程度の基底部にとどまっ

ている。粘液も中等度減少している.abronechn反 応

は基底膜と間質の 2カ所に認められる(図19)。図20は

異型II度腺腫で基底膜のabronectin反応陰性 (―)と

なった症例である。異型III度に属する腺腫は12個で

ibronectin反応陰性(一)は 9個 ,陽 性(十)は 3個 で

あった。図21は異型III度腺腫の HE染 色である.腺 管

は間質に乏しく,back to backの配列を示し,一 部は

乳頭状で,核 は,重 層が著明で一部腺上皮の最上部に

まで達し,腺 管上皮の粘液産生能は著明に減少してい

る。abronectin反応は図22に示すごとく,基 底膜には

認められず隣接する非腫瘍性上皮では陽性である.

4.ホ ルマ リン固定切片での形態学的異型度 と

abronectin反応の関係について

ホルマリン固定切片における大腸腺腫の形態学的異

型度とabrOnectin反応の関係を表 3に示す。

異型 I度腺腫では正常粘膜上皮と同様陰性例はな

く,す べて陽性あるいは強陽性反応を示した。果型II

度腺腫,異 型III度腺腫では強腸性例を示したものはな

く,す べて陰性(―)あるいは陽性(十)であり, しかも

陰性例は異型II度腺腫では11例中 5例 (45%)に 対し,

異型III度腺腫は12例中 9例 (75%)と 陰性例が増加し

ている.腺腫の異型度と基底膜の丘bronectin反応の強

図21 異型III度腺腫の組織像.HE染 色(ホルマリン回

定切片)
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図22.図21の隣接切片におけるFN反 応.(ホルマリン

固定切片)

FN反 応は非腫瘍性腺管では基底膜に陽性である

が,異 型III度腺管では認められない.

表 3 大 腸組織における組織学的異型度 とFN反 応

の関係 (ホルマリン固定切片)

戯そ繁
キーーエ里区応 十

正常 粘膜 上皮 0

腺  腫

I 7 3

Il 0

lll 0

腺 腫 内 癌 0 6

度とは相関々係がみられ,異 型度が高度になるに従っ

て基底膜の ibronectin反応陰性例が増加する傾向が

みられた。

IV 考   察

ibronectinの意義に関してはいまだ不明の点も多

く,しかもほとんどが in vitrOの研究であって,in vivO

あるいは in situでの細胞化学的研究はほとんど行わ

れていない。本研究では癌 とその関連組織における

nbronectinの意義を検討するために,ヒ ト大腸組織を

用いて酵素抗体法によるnbronectinの免疫組織化学

的研究を行った。すでに,培 養線維芽細胞を用いた研

究で ibrOnectinはpericellular mattixを形成し,細

胞一基質問接着に関与していることが報告されてい

る。ibronectinが細胞一細胞間接着に関与していると

いう報告
10もあるが,そ の後の検討

1つではこれも細胞

―基質一細胞接着と解するべきだとされている。本研

究でも正常大腸粘膜におけるabronectinが腺上皮細

胞周囲の基底膜に存在し,上 皮細胞内および細胞膜に

はほとんど認められなかった。このことは前述の in

vitroの研究におけるpericellular matrixとin vivo
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での基底膜を対比してみれば,理 論的に培養細胞での

所 見 と合 致 し て い る と考 え ら れ る。 ま た

Wartiovaaral働らは in vitroでマウス腎から採取した

未分化細胞が分化 して kidney tubuliを形式する際

に,間 質細胞 の周囲にびまん性に存在 していた

abronectinがtubulusのまわ りに集まって くること

を証明している.本 研究でも管状の腺管の基底膜に

ibronectinが局在し,Wartiovaaraらの報告を裏付け

る結果を示している。 さて,in vitroでのabronectin

のもう1つ の重要な意義は malignant transfoma‐

t i o nの際 に見 られ るn b r o n e c t i nの減 少 で あ る。

H y n eぎりは培養線維芽細胞 を用 いて丘b r o b l a s tの

t r a n s f o r m a t i o nによりa b r O n e c t i nが減少することを

認b,LETS(large extemal transformation sensitive

protein)と名付けた。その後も同様の報告が多数なさ

れている。また transfomationした腎細胞 TRKが ブ

チル酸処理 によ り正常細胞 に再転換す る際 に,

飾 ronectinが細胞基質内に再出現することが知 られ

ている2い。さらに Ali21)ぁるいは Yamada02分らは形質

転換された培養線維芽細胞にibronectinを加えるこ

とにより,細 胞の接着性および形態がより正常となる

ことを報告 した。このように in vitroの研究では

Ilbronectinがmalignant transforlnationに大きく関

与していることが明らかにされてきている。

in vivoでの大腸癌におけるnbronectinの局在を

検討した報告はほとんどなく,Stenman2ゆ (1981)が

螢 光抗体 法 を用 いて種々の回形 腫 瘍 に お け る

nbronectinの局在について検討した報告の中の一部

で,結 腸癌 3例 について述べている。Stenmanは 間質

細胞と基底膜をひっくるめて tulnor stromaとして一

括しているが,著者らは正常上皮の項で述べたごとく,

abronectinの局在様式を上皮細胞基底膜 と間質細胞

内の 2つ の部位にわけて検討した。癌ではこの 2カ所

の nbronectinの局在性に差異があることが認められ,

Stroma cellのibronectin反応は正常と同様すべてで

陽性であるのに対し,基 底膜 (基底部)の Ilbronectin

反応はすべてで認められなかった。このことは前述し

た in vitroでの Ilbronectinとmalignant transfoma‐

tionの関係を in viroで証明するものと考える。さら

に未分化型癌では癌巣内すなわち癌細胞内,細胞膜(細

胞間隙)に ibronectinは認められなかった。 こ の所見

は未分化癌で腺管形成がなく,分 化型にくらべて正常

とのかけ離れがより大きいとする臨床病理学的見解と

関係があると考えられる。
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一方,間 質のibronectin(主に線維芽細胞あるいは

血管壁細胞で産生される)は 正常,腺 腫および癌のす

べてに認められ, とくに癌組織の間質においては明ら

かに陽性であった。このことと,ibronectinが結合織

の増生とともに増量するという報告2つ
～29を
参考にす

れば,組織の間質におけるabronectinの増加は癌に対

するhost reactionによる間質増加の結果もたらされ

た二次的な丘brOnectinの増加であろう。

大腸腺腫では凍結切片により,腺 腫内癌を除いて腺

腫 の間 で多少 の差 は あ るが, す べ て基 底 膜 の

abrOnectin反応は陽性であったのに対し,ホ ルマリン

固定切片では基底膜のibrOnectin反応は強陽性のも

のから陰性のものまで存在することが認められた。そ

こで腺 腫 の上 皮 果 型 度 と基 底 膜 に み られ る

abronectin反応の関係について検討すると,異 型度が

高度になるに従って基底膜に見られるnbronectin反

応が弱くなる傾向が見られた。すなわち, このことは

Hynesら によるin vitroの研究結果とと致し,正 常上

皮が異型上皮そ して癌化 といった異型化つ ま り

transforlnatiOnと密接に関連して ibronectin量の減

少がみられることが判明した。従来,in vivoはもちろ

んin vitrOでも,大腸腺腫におけるibronectinの研究

はほ とん ど報告 され て お らず, 本 研 究結 果 は

malignant transforlnationとIlbronectinの関係を追

求するうえに,非常に重要な所見であると考えられる。

さらに臨床的には本法が腺腫の異型度の病理学的診断

に有用であることが示唆された。

V . 結 語

大腸組織におけるabronectinの局在について,酵素

抗体法により光顕的に検討し,以 下の成績を得た。

(1)組織固定法に関しては凍結切片で mrOnectin

の活性が最も強く,次 いで凍結融解法であり, これら

の固定法では良好な所見が得られた。ホルマリン固定

法では CEA活 性の低下がみられるが,こ のことによ

り癌と正常を識別でき, しかも一般臨床病理標本を用

いることができる.な どの点でホルマリン固定切片の

本法における有用性が認められた.

(2)正常大腸組織の ibronectinの局在部位は粘膜

上皮の基底膜および粘膜固有層の stroma cellの細胞

質にのみ認められ,上 皮細胞内および細胞―細胞間に

は認められなかった。

(3)大腸癌組織では高分化型腺癌ではIlbronectin

はすべての症例で基底部には認められなかった。未分

化型癌, 印 環細胞癌 では癌細胞 内, 細 胞膜 には
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nbronectin反応は認め られなかった.一 方,間 質の反

応は症例によリー定 しておらず,強 陽性のものから陰

性のものまでみ られた。

(4)腺 腫では凍結切片ではすべて基底膜 に沿って

ibronectin強陽性反応が認められた。ホルマ リン固定

切片では腺腫の異型度 とabrOnectin反応は相関々係

にあ り,果型度が高度になるほどabronectin反応が減

弱あるいは消失するものが多いことが認められた。

以上の所見 より,本 法 は in vitroでの 血alignant

t r a n s f o r m a t i o n ある い は 細 胞 接 着 能 に 関 す る

丘bronectinの役害Jを検討す る うえに有用な方法であ

ると考えられた。

(本研究の一部は厚生省がん研究助成金および文部省科

学研究助成金 (557309)の援助によった。)
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