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下咽頭肩平上皮癌のレクチン組織化学的研究

阿部和也
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頭頚部領域では、悪性腫傷の大部分を扇平上皮癌 (SQU31110USccll carcinol11a; SCC) 

が占め、下咽頭では約95%が扇平上皮癌である。下I咽頭癌は頭頭部癌のうちでは比

較的低頻度(約8%)であるが、予後は今なお最も不良で、 5年生存率は高々30%で

ある(宮原‘ 1986)。自覚症状は多彩であるが、いずれも出現が遅いため進展例が多

く、診断が他の部位に比較して困難であり、重要で精細な器官 ・臓滋が密集する頭

頭部では拡大手術が困難であることなどが予後不良の理由と考えられる。発癌要因

として飲酒と喫煙が挙げられるが、女性の飲酒 ・喫煙が増加している現状ではネ羽老

女性の下咽頭癌が増加するおそれもある。

頭頚昔日臆蕩でも、その発生や性質を遺伝子の面から解析する研究が、近年甚だ活

発で、例えば癌抑制遺伝子p53に代表される遺伝子や hUl11anpapilJoma virusなどのウ

イルスDNAをPCR-SSCP法を用いて検出したり (Chiba，1.， el al.. 1996) 、遺伝子か

ら導かれるp53やp21などの蛋白質を免疫組織化学的に検出するなどの試みが行なわ

れている。

一方、細胞や組織を構成する複合糖質は生体内で重要な機能を抱い、その果たす

役者lが注目されている。これら複合糖質は、細胞内の情報伝達系の最終産物として、

細胞内外での現象の実現に直接与る物質であり、細胞問認識や後着をはじめ、分化、

僧殖、慈性化、腫療の転移等に関わっているとされる(神奈木， 1994)。しかしなが

ら、複合糖質はその構造を遺伝子からは直接規定されず、構造の制御は専ら糖転移

静素などを介する間接的なレベルである。従って、複合結質が関与する様々な現象

を理解する上で、 InS1/Uでの複合糖質自体の局在やその動的変化を組織細胞化学的

に検索することが、大きな意義を持つと考えられる。

複合糖質の組織化学的解析には、糖鎖抗体法と並んで、レクチン法が広く用いら

れている。周知のように、レクチンは糖特異性を持つ非免疫原性の蛋白質で、蛍光

色索、コロイド金、フェリチン、あるいはペルオキシダーゼ (horseradishperoxidase 

HRP)などで襟識してプロープとして用いるととにより、複合糖質糖鎖構造の分布と

性状を Ulsiluで光顕的、あるいは電車質的に厳密に検討することが可能である。実際

にレクチンを用いて、複合糖質の関与が、分化 (Kawai、elal.， 1979: srabec. el a/円

1980: Rosati. el al.， j 980; Zieske， el al.， 1982; Nemanic， el al.， 1983: Takata司 ela/.， 1983)、
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悪性化 (Warren，el al.. 1978: Hirano、1980;Howmd. el al.. 1980: Yonezawa. el al今 1983;

Hyun. elα1.. 1984; Yamashita， el al.， 1984; Ookusa， el al.， 1985、Pierce、elal.， 1986: 

ogami‘el al.. 1988)、癌転移(l-:Iumphries.el al.， 1986; Dennis、ellll..1987; Kawakami， 

el al.. 1992; Kawakami， e/ al司 1994)などにおいて明かにされている。さらに、特定の

レクチンの結合性が癌化に際し特徴的な変化を示す現象も報告されている。例えば、

DsAと乳房外Pagel病 (Ookusa.e/ a/.， 1985)、DsA、WGA、UEA-IとCEA陽性の肝

癌 (Machi日制ni‘ela/.， 1987) 、UEA-斗lと食道癌 (例Nog伊伊a創mi.el al 

上皮(作Yo休koりy加 1a，凶 a/.，1印988幻)、 UEA-I、PNAと子宮腺癌 (Aoki，e/ al.， 1990)、PNA-

と皮j嘗蔚平上皮癌 (1くannonand Pmk， 1990)等の組み合わせで、染色パターンの変化

の報告がある。

上述の厳に、下咽頭以外の領域においては糖鎖の研究が盛んに為されており.成

果も得られているが、下日図頭および下咽頭筋に対する糖鎖の研究は、文献を渉猟し

得た範囲では極めて少ない。本研究では、下咽頭癌における糖鎖の性状の変化およ

び腫療の分化度に代表される悪性度との関連を明かにすべく、I-IRP標識レクチン法

を用い、光顕および電顕レベルで検索した。
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B.材料および方法

8.1.光顕観察

B卜l対象症例

東京大学医学部附属病院病理部で下咽頭扇平上皮癌と諺断され、同院耳鼻咽喉科

において1986年l月から1992年12月までの7年間に手術を施行した症例のうち、 36疲

例(男 :女=28:8.平均年齢60.2歳)の病浬組織標本を用いた。症例の選択に当たっ

ては、充分な大きさをもち、病巣周辺音11に病理組織学的に正常と診断された粘膜を

含む標本を優先的に採択した。扇平上皮癌と比較するための正常組織として、標本

の辺縁に近く位置し、壊死や腹筋の浸潤を伴わない昔日位の粘膜をmいた。

B.1.2臨床的因子

入院時の病歴の記録より、l'Unionlnternational Contre le Cancer (U1CC)の規準(

U1CC，1987)による廿>1M分類、 ABO式血液型を調査した。また、その後の記録より

患者の予後についても調査した。さらに、 H&E染色標本により頭頚官f¥1，高取扱い規約

(日本頭頚部腹蕩学会， 1982)およびWHOの規準 (Shanrnugaratnam.el a人1991)に

基づいて各症例の扇平上皮癌組織を高分化型、中分化型、 低分化型に分類した。

8.1.3切片処理

組織片を10%ホルマリンで l昼夜固定し、必要に応じて脱灰処理を施した後、パ

ラフィン切片 (4μm)を作製した。 脱パラフィン後、切片を1%ウシ血清アルブミ

ン (bovineserum albumin，以下 BSA)ー0.01M PBS (phospbate-buffel吋 salin巴.pH7.2) 

で10分間前処理し、 PBSにより洗機、各種ピオチン化レクチン (25μg/ml，Vector 

Lab.. CA司USA.0.1%の BSA加 PBSにて希釈)と30分間反応した。次いでPsSにて

充分洗神奈後、ABC液 (avidin-biotinylperoxidas巴complex、VectstainAsCキット、

Vector Laboratories， lnc.， USA)と30分間反応し、再びPBSで洗撤した。 3，3'-

diaminobenzidine . 4 HCI (DAB; 0.2 mg/ml) -0.005% 1--1，0，と室温で10分間反応後、

純水により洗機、必要に応じて核染し、 脱水、封入後、光学顕微鏡下にて観察した

(表2)。以上の反応は全過程を室温で行なった。

対照実験として、 各レクチンの糖特異性を確認するため、一部の切片を阻害糖

(0.川イ)とあらかじめ反応させたうえ、阻害糖の存在下でピオチン化レクチンと反応
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させた(表2)。使用した阻害糖を表1に示す。

非特異的な AsC結合の有無を検出するため.一部の切片を ABC試薬と反応させ

た後に DAs-I-l，O，に浸潰した。更に内因性ペルオキシダーゼ活性の有無を検討する

ため、)3IJの切片を DAB-H，O，のみと反応させた。

レクチン反応は、陽性反応の認められる細胞の出現頻度 (incidcnce、以下頻度)

とl場性反応の反応強度 (intensity、以下強度)により分類した。l場性反応細胞の「頻

度」は、100-50%、50-10%、10%以下、0% (反応陰性)の4段階に分類した。陽

性反応の「強度Jは、強、中等度、弱、無(反応陰性)の4段階に分類した。

8.1.4統計的検討

レクチン反応の頻度および強度と、 TNM分類、 AsO式血液型、騒療分化度、患者

の予後との関連を、統計学的に検討した。頻度および強度は、各段階を3 (頻度

100-50%、強度 :強)からo(頻度 :0%、強度.反応陰性)に点数化し、各群間で
分散分析法を用いて評価した。

8.2電顕観察

Bユ.1対象症例

下1咽頭腹療摘出術を受け病理組織学的に扇平上皮癌と診断された6例 (男 :女=

5:1 、 平均年齢63 .1 歳、 1988年~ 1990年、東京大学医学部附属病院耳鼻H因 1f依科 2 例 、

武蔵野赤十字病院耳鼻H剛侯科4例)から得られた切除組織を電顕観察に供した。扇

平上皮癌以外の腫場手術11寺に得た正常粘膜襟本2例を正常対照標本とした。

8.2.2切片処理

標本を2.5%グルタjレアルデヒド PB(0.山1phosphate buffer， pH7.4)で4"C、4時

間固定後、 PsSでf先機、厚切凍結切片 (50μm)を作製した。HRP療識レクチン

(100μg1mL E. Y. Lab.， CA， USA)と4"Cにて72時間反応後、 PsSで洗機、0.2mg/ml 

DAB -0.005% H，O，溶液内に15分間浸1貸し、蒸留水で洗機、 1%四酸イじオスミウムに

てu時間後固定、脱水後エポン812に包埋した。超薄切片作製後、クエン酸鉛で後染

色し、透過型電子顕微鏡 (JEM-1200EX，加速電圧 :80kV)下にて観察した(表

3)。

-4-



C.結果

C.J.光顕観察

C.1.1.臨床的因子

症例の内訳を表4に示す。平均年齢、男女比では男性に圧倒的に多いこと、及び

UICCI;::よるTNM分類ではT3以上と進行症例が多いこと(表4-1)のいずれもが典型

的と判断される。また、行~M分類でTO症例及びMO症例が多数を占める(表4-2 、 4・3-

)ことから、疾患を放質したために進行例となったのではないことが推察される。

ABO式血液型では、特定の血液型への偏りを認めなかった(表4-4)。

H&E染色標本により分化度を再検討した結果、高分化裂が3分の2、中分化型が

3分の1を占め、低分イヒ型の症例はなかった(表4-5)。

C.1.2正常組織におけるレクチン反応

下咽頭を覆う上皮は、非角化重j冒罵平上皮で、基底膜上より表層に向かつて、 l 

層の細胞からなる基底層、 l享い有税層、数層の扇平細胞からなる角質j雷に分けられ

る(図 1)。正常上皮では、全てのレクチンがそれぞれに特徴的な結合パターンを

示した。レクチン結合は主として細胞膜に検出され、重層扇平上皮の各層により強

度を異にした。特lご、有線層においては、その浅層と深層とで異なるレクチン結合

パターンを示すことが見られた。生検によって得られた正常重層扇平上皮と、手術

標本で臆湯周囲に見られた正常上皮との問には、レクチン結合パターンに差異が見

られなかった。 l況灰J標本と非脱灰標本との問にも差異は認められなかった。以下に

各レクチンの結合パターンを述べる。

ConA反応は、組織全体に一様に陽性であった(図 2) 0 WGA反応は、上皮全層

および粘膜下組織に・綴に見られたが、とりわけ上皮表層で強い反応を呈した(図

3) 0 PNA反応は、上皮有赫層に見られ、特に有線層深部で反応が噌強していた。

PNA反応は、上皮表層では見られず、一方、基底膜に接する基底細胞では反応が減

弱し、主主底細胞の上層の有麟層細胞に見られる強い陽性反応と好対照をなした(図

4) 0 SBA反応は、有線層において最も強かった。有線層の上部で強い SBA反応

が見られ、基底層および基底層に接する下部有赫層では反応が見られなかった(図

5) 0 VVA (図 6)、GS-1 (図 7)およびSJA(図 8)は、 SBAと同様な反応パター
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ンを示し、上皮表層で最も強い反応を呈した。反応強度は、深音11にl向かうに従って

滅弱し、基j氏層では反応は消失した。ただし、 SBAと比較して反応の強度は VVA

の方が強く .SJAの方が弱かった。なお、 UEA-Iは反応陰性の症例がほとんどであっ

た。

対照実験では、各レクチンとも、表]に示したハプテン糖の添加によって反応が

抑制された。例としてSJA反応における対照実験の光顕像を示す(図 9)。表1の

全てのレクチンにおいて結合反応の糖特異性が確認された。非特異反応は認められ

なかった。

各レクチンの反応パターンは大きく 3つの群に分類される。ConA、WOAは全層

に亙り陽性反応が見られた。SBA、VVA、GS-IおよびSJAでは、有林屑および表層

において陽性反応が見られ、基底層では反応|急性であった。PNAは、上の21詳と具

なり、有線層深音11で強い|場性反応が見られ、 一方、基底膜に接する基底納胞では反

応が減弱した。PNA反応性と上皮細胞の分化度との問の関連が示唆される。図10に

上述した各レクチンの反応パターンをまとめて模式図に示す。

C.l.3腫協組織におけるレクチン反応

図11、12に腿疹組織の光顕像(1-1&巳染色)を示す。この疲例は高分化型扇平上

皮癌で、核異型性の強い細胞が巣状に増殖し角化傾向も強い。以下、レクチン反応

の光顕像は、上記I-I&E染色を施したのと同ーの包埋標本でかつ近接切j十を染色し

た像である。

ConAを除く各々のレクチン反応は細胞膜にほぼ限局して検出された。高分化型

扇平上皮癌で細胞問橋が形成されているような症例では、 ConA、 WOA、PNA、

SBA、VVAレクチン反応は強陽性であった。

ConA反応は、 l医療細胞、間質細胞のいずれにも一様に見られた(図13)。細胞

膜のみならず細胞質にも強い陽性反応が見られた。 WOAでも、切片標本全域に亘り、

11重湯細胞、間質細胞のいずれにも一様な強い反応が観察されたが、反応は細胞膜に

限局する傾向にあった(図14)0 f>NA反応は、癌組織の分化度により異なる所見が

得られた。高分化型扇平上皮癌では頻度 ・強度とも強い症例が多く見られた(図15-

、表5-1、5-la)。そのうち約3分のlの症例では、反応の弱い正常組織の中に、強

い反応を示す腫療組織が散在していた。中分化型菊平上皮癌においては、 PNA反応

は、頻度 ・強度とも強い症例は見られず、陽性反応が見られない症例が比較的多く
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見られた(表5-lb) 。 図20~22に示す疲例は図 11 ~19とは別の中分化型扇平上皮癌

症例である。癒組織のH&E染色光顕写真(図20 弱鉱大、図21 強拡大)とPNA染

色写真(図22)を示す。 PNA反応は陰性である。

SsA反応は濡平上皮癌組織で、はかなり強く、周囲の正常組織とは明般に対比をな

す症例が多数見られた(図16、表5-2)0 VVA反応は、 全ての標本で強い反応が腿

第縦胞に検出された(図17、表5-3)0 GS-I反応は、弱い症例が大多数を占めた

(図18)0 SJA反応も弱い症例が大多数を占めた(図19、表5-4)。なお、UEA-Jは

正常組織と問段、反応陰性の症例がほとんどであった。

C.2.臨床的因子との関連性

分散分析により、 AßO式血液型、 朴~M分類、患者の予後とレクチン結合性とに}

相関が認められなかった。扇平上皮癌の分化度とレクチン結合性とでは、 PNA結合

性のみが分化度と関連し、分化度が低くなると染色性が低下する所見が得られたが、

分散分析による評価では、結合強度、結合頻度のいずれの観点からも相関(強度 :p

<0.01、頻度 :pく 0.05)が確認された(表6)。

C.3電顕観察

C.3.1.正常組織におけるレクチン結合パターン

WGA、PNA、SsAの各レクチンでは、 光顕所見に対応した結果が電顕レベルでも

認められた。 WGAは、上皮表層で縦)1包膜に強い陽性反応を呈したが、深層における

反応は表層より弱かった。陽性反応は細胞膜とゴルジ膜に見られ、核膜、小JI包体に

は検出されなかった(図23、24)0 PNAは、基底j冒に援する有赫層深音15の制1IJ1包で強

い反応を示した。反応は細胞膜に主に見られ、核膜、小胞体には認められなかった。

ゴルジ膜は (rans領域のみで非常に弱い陽性反応を示した(図25、26)0 SsAは‘

上部有赫層で強い反応を呈した。陽性反応は細胞膜に限局し、ゴルジ領域、小胞体、

核膜には反応が見られなかった(図27、28)。

C.3.2.腫傍組織におけるレクチン結合パターン

WGA、PNAおよびSsAは細胞膜に結合反応を示した(図29、30、31)。細胞膜

の飯合している部位ではより強い陽性反応が見られた。正常組織とは異り、各レク
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チンでゴルジ層板の全層に亙って陽性反応を示した。核膜、小胞体には反応が認め

られなかった。
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D.考察

D.l所見のまとめ

正常重層扇平上皮では、各レクチンは上皮の層構造に対応してそれぞれ異なる染

色性を示した。腫jJj組織では染色性の異なる細胞が集塊をなす傾向にあった。

レクチンにより、正常組織と腫湯組織とで奥なる染色性を示したが、とりわけ、

PNA、VVAおよび SBAの結合パターンは、正常組織では上皮の層に一致して陽性

反応が見られるのに対し、腹筋組織ではj箆揚細胞全体に陽性反応が見られ、際立っ

た特徴を示した。中でも PNAでは反応強度 ・頻度と旗揚の分化度とが正の相関を示

し、 PNA反応が麗揚分化度の指標として有用であると考えられる。

レクチンの反応部位は、電顕的には主として細胞膜及びゴルジtl具に一致して認め

られた。正常組織ではPNA 反応がIral7s 側のゴルジ層板に観察されたのに対し、)J!Il~

組織ではゴルジ層板金層に亙って認められた。頭頚部の扇平上皮癌に関して、レク

チンを使用した研究はいくつかあるが、いずれも光顕レベルに限られ、本研究によ

り下咽頭癌組織が電顕的に、しかもサプオルガネラ ・レベルで検索されたことの意

義は大きい。

D.2.所見の解釈

正常下咽頭の重層扇平上皮では、各層構造に対応したレクチン染色性の変化が観

察されたが、上皮では、それぞれの層に存在する細胞の分化度に対応している。す

なわち、最下層の基底層には、比較的未分化な細胞が並び、その細胞が分裂して分

化し、デスモゾームが発達して有赫層細胞となる。有料i層細胞は表層に移動するに

つれ細胞内にケラチンを蓄積し、角質層を形成し、最終的には菊l殿脱落する。レク

チンの各層に対する反応性の差異は、この上皮の分化の過程で、細胞撲の糖鎖に分

化度に対応した変化が起こることを表わす。このような層構造に対応したレクチン

染色性の変化は、皮膚 COokusa.el al.， 1983)、食道(聖子上ら， 1985、山口ら， 1985)、

口腔粘膜 CMizukawa，el (/1.， 1994)などの重層扇平上皮で知られている。

癌組織で結合反応の冗進が観祭されたPNA、VVAおよびSBAは、ガラクトース

乃至N-アセチルガラクトサミンを認識する。特にPNAが認識する糖鎖は主に
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Gal-s 1.3・GaJNAcであり (Liener，el al.， 1986)、0-グリコシド型の糖蛋白質糖鎖に典

型的に存在する。従ってPNA反応完遂のメカニズムとしては、 (1)ガラクトース結合

の治加、 (2)ガラクトース残基をマスクするN-アセチルガラクトサミンの減少に伴う

非還元末端ガラクトースのJ曽IJ日、 (3)ガラクトース残基をマスクするシアル酸の減少

に伴う非還元末端ガラクトースの糟加などの可能性が考えられ、いずれの場合も0-

グリコシド型の糖蛋白質糖鎖に作用する糖転移酵素の活性の変化が示唆される。た

だし、シアリダーゼ処理にて正常組織、臆痕組織ともにレクチン反応の強度に変化

が見られなかったので(3)の可能性は低い。また、 N-アセチルガラクトサミンに毅和

性の強いDBAの反応に変化が見られなかったので(2)の可能性も低いと考えられる。

従って、 PNA反応の冗進はガラクトース結合の楢加による可能性が最も高いと恩わ

れる。

正常組織ならびに腫癒組織で観察されたゴルジ層板のレクチン反応を比較すると、

正常組織ではPNA反応がIrans側のゴルジ層板に観察されたのに対し、臆務組織では

反応がゴルジ層板の全層に亙って認められた。この事実からガラクトース転移酵素

のサブオルガネラ ・レベルでの分布の変化が示唆され、またかかる変化の結果とし

て、ガラクトース残基の増加を招来した可能性が推察される。 Aokiら(J995)は卵巣

や子宮の上皮細胞内のガラクトース転移酵素が悪性化に伴って地強し、!犀蕩マーカー

として有用であるとしている。さらに、 Susumuら(1993)はヒト正常子宮内膜と腺癌

とを比較して血液型糖鎖抗原である Lebの分布が異なると報告し、この主主呉は施細

胞の糖鎖合成過程の異常に基づくものであり糖転移酵素の過剰l発現によると結論づ

けている。本研究では、下咽頭においては癒化によってガラクトース転移酵素とり

わけ 0-グリコシド型糖鎖の合成に関わるガラクトース転移酵素の発現が変化するこ

とが示唆され、興味深い。

D.3.他の頭頚部領域における扇平上皮痕組織との比較

現在までに報告されている頭頚部の他の領域(口腔 ・喉頭)の扇平上皮癒を対象

とする組織化学的研究結果を検討すると、データが断片的で全体として所見が整合

性を欠くものが多く、さらに光顕所見のみを挙げ、裏付けとなる電顕所見を記載し

ていない報告がほとんどである。

本研究と同様に癌組織におけるPNA反応冗進を指摘している報告もあるが、一般
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に正常重層扇平上皮に出現すると考えられるPNA反応が正常組織に認められなかっ

た (p侯頭:Feinmesser. el ，，1.. 1989)、或いは、正常 ・異常を問わず全ての構造に広汎

に見られるべきConA反応が、癌組織では見られなかった(中咽頭上皮内癌 Freije‘el

al.. 1989)など、現在までに一般的に蓄積されている所見との相違が非常に大きく、

そのため結果全体に対しての信頼性が低い。

レクチンの結合部位に関して、 PNA反応が細胞膜のみならず細胞質にも見られる

とする記載がある(口腔・ Vigneswaran，et al.， 1990)。これは光顕観祭に基づく所見

であり、著者らは、裏付けとなる窓鎖的所見には言及していない。本研究はPNA反

応がオルガネラ・レベルで細胞膜とゴルジ膜に限局し、 一方、細胞質では繍慢性な

結合は存在しないととを明かにした。光顕下で時に観察される細胞辺縁吉I1の細胞質

の反応および細胞内の広汎な反応は、本来ゴルジ装置に出るべき反応や細胞膜の反

応が拡散したものであると強く示唆される。

本研究では下咽頭癒でのPNA反応の冗進ならびに癌組織の分化度とPNA反応強度

および、頻度の相関が明かになったが、 Sak-uand Okabe( 1989)は、口股の正?哲および異

形成粘膜を検索し、正常粘膜では基底細胞に限局するPNA反応が、異型性の程度が

高い程全層に広がるとしている。癌組織でのPNA反応の充進に至る過程を反映する

と考えられ興味深い。

0.4今後の課題

本研究により腫第組織においては複合梢質糖鎖のうち末端にガラクトースを持っ

たものが増加することが明かになった。との所見と、コソレジ装置のレクチン染色パ

ターンの変化とを考え併せると、細胞内での糖転移酵素の局在ならびに活性の変化

が示唆される。今後の課題として、 (1)糖転移酵素自体の追究、 (2)糖鎖構造の質的変

化の検索、が考えられる。また、下l困頭癌では低分化型が少ないため、本研究の症

例中でも低分化型が少数であったことから、 (3)低分化型症例の追加も今後に侠っと

ころが大きい。さらに、下l咽頭癌組織と、イ也の頭頚部領i或の癌組織との組織化学的

性質の比較についても、今後別途検討を要する。

巳まとめ

正常重層扇平上皮では、各レクチンは上皮の層構造に対応してそれぞれ異なる染
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色性を示した。これは、それぞれの層に存在する細胞の分化度に対応している。臆

蕩組織では染色性の異なる細胞が集塊をなす傾向にあった。

レクチンにより、正常組織と1重傷組織とで異なる染色性を示したが、とりわけ、

PNA、VVAおよびSBAの結合パターンが際立った特徴を示した。中でも PNAでは

反応強度 ・頗度と騒療の分化度とが正の相関を示し、 PNA反応がIl霊協分化度の指標

として有用であると考えられる。 PNA反応冗進のメカニズムとしてはガラクトース

結合の精力日の可能性が高く 、0-グリコシド型の糖蛋白質糖鎖に作用する糖転移静素

の活性の変化が示唆される。レクチンの反応部位は、電顕的には主として細胞膜及

ひ、コ守ルジ膜に一致して認められた。正常組織ではPNA反応が{ral1s側のゴルジ層板に

観察されたのに対し、月重療組織ではゴルジ層板金属に亙って認められた。

これら事実から 0-グリコシド型糖鎖の合成に関わるガラクトース転移酵素のサプ

オルガネラ ・レベルでの分布の変化が示唆され、またかかる変化の結果として、ガ

ラクトース残基の増加を沼来した可能性が推察される。下l咽頭扇平上皮癌でガラク

トース転移酵素の発現が変化することが示唆され、興味深い。
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表l 本研究に使用したレクチンおよびその略称と阻害糖

レクチン 阻害糖

Dol ichos b!flO!・usaggJutinin 

(ConA) 

(DBA) 

α-methyl-D-mannoside 

N-acetyl-D-galactosamiJle 

N-acely 1-D-galactosωTIlne 
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Viciaνil!osa agglutinin 

(PNA) lactose 

(SBA) N-acetyl-D・galactosal11ine

(SJA) N-acetyl-D-galactosamine 

(UEA-l) L-fucose 

(VVA) N-acetyl-D-galactosal11ine 

(WOA) N-acetyl-D-glucosal11ine weat germ agglulinin 
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表2 レクチン光顕標本作製過程

10%ホルマリン(1昼夜)

↓ 

(脱灰)

↓ 

パラフィン包樫

薄切 (4μm)

脱パラフィ ン

↓ 

1 %BSA-PBS* (10分間)

↓ 

ピオチン化レクチン村 (25μg/ml，30分間)

↓ 

ABC液 (30分間)

DAB反応 (10分間)

(絞染)

脱水

封入

光顕観察

対照実験では、*の段階でO.IMの阻害糖を加え、切片をあらかじめ阻害糖と反応さ

せた上、村のピオチン化レクチンに替えてピオチン化レクチン (25 ~lglml) と限害糖

(0.2M/rnl)の混合物を用いた。
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表3 レクチン電顕標本作製過程

2.5%グルタルアルデヒドーO.IMリン酸緩衝液， pI-I7.4(4 "c、 4時間)

↓ 

凍結切片 (50μm)

HRP標識レクチン (100μglml)(4 "c、 72時間)

↓ 

DAs反応 (15分)

1%問自主化オスミウム(l時間)

脱水

包埋(エポン812)

超薄切片作製

電子染色(クエン酸鉛)

透過電顕観察
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表4 本研究で対象とした下咽頭癌疲例の内訳

4-1. T分類

T分類

例数

Tl 

6 

η
一
日

T3 

14 

T4 不明

フ

UlCC分媛規準に基づくTNM分類のうちT分類では、 TJ、T4の進行筋症例

が15例と、全体の半数近く (42%)を占めた。

4・2.N分類

N分類

例数

NO 

17 

NI 

4 

N2 

10 

N3 

3 

不明

2 

U1CC分類規準に基づくTNM分類のうちN分類では、 NO(転移リンパ節な

し)の症例が17例と、ほぽ半数 (47%)を占めた。

4-3.M分類

M分類

例数

附
一
日

MI 不明

2 

UICC分類規準に基づくTNM分類のうちM分類では、 MO(遠隔転移なし)

の疲例が大半 (92%)を占めた。
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4-4血液型

A 

10 

B 

9 

0 

9 

AB 

2 

、明

6 

ABO式血液型では、 A、B、0の各血液型がほぼ同数であった。

4-5分化度

分化度 高分化型 中分化型 低分化型

例数 ~ 12 0 

日&E染色切片により分化度を検討した。全症例の1/3を高分化型が占め、

低分化型は認められなかった。
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表5 レクチン染色性の強度/頻度の分布

5-1. PNA染色性の強度/頗度の分布

100-50% 50-10% 10%以下 。%
強 11 4 。
中等度 7 。
号5 2 。
無(陰性) 。 。 。 7 

全例を合わせて検討するとPNA反応は強~中等度の反応が高頻

度に認められる症例が多い。

5-la.高分化型扇平上皮癌におけるPNA染色性の強度/頻度の分布

100-50% 50-10% 10%以下 0% 

号室 11 3 。
中等度 4 。 。
fjfj 。 2 。
無(陰性) 。 。 。

高分化型扇平上皮癌では、PNA反応は強度の反応が高頻度に認

められる疲例が多い。

5-1 b.中分化製扇平上皮癌におけるPNA染色性の強度/頻度の分布

100-50% 50・10% 10%以下 。%
強 。 。 。
中等度 3 。 。
5耳 。 。 。
無(陰性) 。 。 。 6 

中分化型扇平上皮癌では、強度のPNA反応を示す症例は認めら

れない。
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5-2. SBA染色性の強度/頻度の分布

100-50% 50-10% 10%以下 。%
強 20 2 。
中等度 6 3 。 。
号車 3 。 。
無(陰性) 。 。 。 。

SBA反応、は強い反応が高頻度に認められる症例が多い。反応の

頻度が低い症例は少数である。

5-3. VVA染色性の強度/頻度の分布

100-50% 50-10% 10%以下 0% 

日虫 19 。 。
中等度 10 2 。 。
弱 4 。 。 。
無(陰性) 。 。 。 。

VVA反応は強~中等度の反応が高頻度に認められる症例が多い。

反応の頻度が低い症例はごく少数である。

5-4. SJA染色性の強度/頻度の分布

100-50% 50-10% 10%以下 0% 

5主 。 3 。
中等度 3 。 。 。
~jJ 25 2 。 。
無(陰性) 。 。 。 2 

SJA反応は弱い反応が高頻度に認められる症例が多い。強い反

応を示す例はごく少数である。
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5-5.0S-1染色性の強度/頻度の分布

100-50% 50-10% 10%以下 0% 

強 。 。 。
中等度 3 ー、 7 5 。
~~ 11 2 。
無(陰性) 。 。 。 4 

OS-I反応は中等度~弱い反応が認められる症例が多い。反応の

頻度が高い症例がやや多い。
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表6 下咽頭扇平上皮癌のレクチン染色性と各種の因子との分散分析の結果 (p値)

PNA頻度 PNA強度 SBA顔度 SBA強度 VVA頻度 VVA強度

分化度 。ρ110本 0.0003仲 0.3690 0.1085 0.9721 0.0324 

性別 0.1848 0.0979 0.6124 0.8137 0.5596 

血液型 0.8767 0.7071 0.7977 0.6721 0.7705 0.2992 

T分類 0.3424 0.6453 0.9293 0.1471 0.9041 0.1096 

N分類 0.7355 0.8576 0.4817 0.0660 0.4639 0.6138 

M分実質 0.4083 0.4543 0.6374 0.0289 0.7610 0.0390 

叫ま危険率5%で有意、件は危険率1%で有意

レクチン反応の頻度および強度は、表5に示した各段階を 3 (頻度 100 -50%、

強度:強)からo(頻度 0%、強度:反応陰性)に点数化し、各群間で分散分析法
を用いて評価した。 ABO式血液型、 TNM分類とPNA、SBA、VVA各レクチン反応の

頻度および強度とには相関が認められなかった。扇平上皮癌の分化度と各レクチン

総合性との分散分析では、 PNA反応が結合強度、結合頻度のいずれの観点からも扇

平上皮癌の分化度と相関(強度 :pく0.01、頻度:p < 0.05)することが確認された。
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I~I 1 lL1il;ドIII!WjiI:J支 11.&1.. x400. 
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1，:1 2 Il.1i~ FII!f.lliH 1てl主 COIl人染色 I:H乙及びu支ド組ぬが Hd:染色されている.
つよ111.:U支jよ{[1I(lI. x4()O. 



|河:1 11-.常ト11同副ヒl主.WGA染色 仁皮及びI-.J支F組織に・様に非常に強い陽性反

Lむが見られる 矢尻 !:r，支基底而. X400. 

'" "-



凶4 正予言下H国頭上皮. P"¥fA染色. イ当一締j国の下層に陽性反応が見られる. 基底屑で

は反応が弱い，矢尻:ヒ皮基底面. X400. 

:l:1 



l当日 正常~ f' IllAl li!良Iて皮 S13A染色.訂腕層に中等度の陽i't反応が見られる.矢尻:

r.l支出JE(I町. X-IOO. 



r'il G lE'i常 Fll[A)lIR1-:皮ー VVA染色 SI3八染色(象(凶5)とl戸l線、有事11Mに中等度の
陽性反応が見られる.矢尻[二皮J!底的~. X400 

:l，:t 



ド17 IL常下咽iitl1-:皮.GS-l染色有純!百に強い陽性反応が見られる ただし，基

底j汚I. 4表する i~ß1>'1:および基底 l固には反応が見られない. 矢尻・上皮).&底而.

〉イ400.

:lt、



1!'18 正常ドl咽頭上皮. S.Î染色.GS-I染色像(図7)と同級、有林居中火部に陽

l↑t反応 (ql等度)が見られるが、イ可倣層深告11および基底層には反応が見られ

ない.欠j兄上fk基底而. X400. 



島

I~ 

l立19 1[1;;;ド削減k皮.対日目標本. S.lAに対するハフテン糖 (GaINAc)添加.陽性

反応は認められない.矢l元: l:i!i:)走li正面i.て400.
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WGA PNA SBA VVA GS-l 

図10 下咽頭重層扇平上皮に見られるレクチン結合パターン 模式図 各縦線は上

皮の表層から基底層までの位置を表し、左端の模式図に対応する.レクチン

結合反応が強いほどグラフが右に伸びる

このように図示することにより、各レクチンの反応パターンの特徴が明確に

なる WOAは全層が陽性反応を呈する.PNAは有線層深層.浅層で染色性を

ー異にし、分化度による反応性の相違が示唆される.SBA、VVA、GS-l，SJAー

では相互に類似した反応パターンを示す

-39ー
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同11 両分化現ドI咽頭肩、v上皮綴.11.&1.ー分化l支の高い騒路線llll包が栄状に録制して
いる Keratinpearlのj形成が見られる(矢印). X50. 

111 



同12 応分化型下l咽頭扇平上皮結. II&E. 図11の一部を砿大したもの X2-l0. 

11 



r':<j l~ 荷分化型 Flq司uj'LI1，i、1<仁皮施.ConA染色.筋帝IlJII包(矢印)をはじめ、いずれに

も ー慌にrIL)i'r反応が見られる.反応は細胞膜 ・細胞質の11可脅に比られる. x 

240. 

-I::? 



|司1-1 t'Jj 分化!i~ F!I闘激届平ヒ皮絡. WGA染色 癌細胞(矢印)をはじめ A践に陽性

反応が見られる 反応は制I1包JI失に鎖措ーである X2-l0. 

1
 
1
 



悶15 1何分化'rJ.FI側頭周平 1ニ !H~再 . PNA染色. 1I高細胞(矢印)に一段に強い陽性反

Lむが.R.られる.反応は帝UlJl包肢に顕著である.間伐の細胞には陽性反応はほと

んどはられない.入2<10.

11 



関16 ，可分(ヒ1包下H側頭扇三JLとl刻問 SBA染色.瓶細胞(うえ印)に強い陽性反応が見ら

れる。反応は細胞11;具に鎖符である.fIJ'l質の細胞には陽性Ji.応がほとんど見ら

れない X2-10



I'kl i 7 内分化引ドlij司頭副平|ー皮倍 VVA染色 j極細胞(矢内i)に，jffiい陽性反応が見

られる }l(.Lぷは細胞膜にl¥lti希同である. lilJ質の細胞では陽性以応は弱い.

X240. 

、t 
l
 



t418 ，:吉i分化明 FlIl耳頭副平上l支総 GS-l染色. 市11の結細胞(尖J:Jl)では細胞膜に

，t，幸子度の陽性反応がよLられる.Im質の術1I胞には陽性反応はほとんど見られな

い Y240.



!'~!I() 内分化明ドl闘E員制平 L:I割高.SJ八染色. I場1"'1:反応は認められない. X240. 

い~



|吋20 rjl分化型下l咽頭腐平上皮癒.H.&E.腿務細胞が索状に浸潤している. X35. 
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図21 中分化型下咽頭扇平上皮癌 日&E.図20の一部を拡大したものー X140



予ド

* 

ョー

凶22 中分化型下f~司頭扇平上皮痕 PNA染色 街細胞(塁向1)に|場性反応はほとん

ど見られない. X240. 



図23 正常-下H国頭上皮. WGA染色.電鎖写真ー表層の細胞では細胞膜に強い反応が

見られる. X6.300 

。-
E
1
v
 

-



N 

図24 正常下咽頭上皮有税局細胞.WGA染色.篭顕写真.細胞膜およびゴルジ膜

(矢印)に反応陽性でああ.N:;核. X 14，000. 
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図25 正常下咽頭上皮.PNA染色.電顕写真.有料庖 (p)、とりわけ深層の細胞の

細胞膜に反応陽性が見られる.基底層 (8)細胞の細胞膜にも陽性反応が認

められる 矢尻.上皮基底面. X4，JOO. 
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図26 正常下H悶頭上皮. PNA染色 電顕写真.細胞!換は強陽性である ゴルジ膜

(トランス側) (矢印)に微弱な反応が見られる N:核. X20，OOO. 

~­.)，、



凶27 正常下l咽頭上皮 SBA染色.電顕写真.浅層の細胞の細胞膜が陽性反応を呈

する. X 5.400. 

5o-



図28 正常下咽頭上皮.SsA染色.電顕写真.細胞膜に強い反応が見られる.

核. X 14，000. 



図29 下咽頭扇平上皮癌細胞. WGA染色.電顕写真 細胞膜、ゴルジ膜(矢印)に

附E反応が見られる N:核矢尻 トノフィラメント. X59，OOO. 



図30 下日関頭扇平上皮癌細胞.PNA染色.電顕写真.細胞娘、ゴルジ膜(矢印)に

陽性反応が見られる 矢尻:トノフィラメントー X42，000
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図31 下l咽頭扇平上皮癌細胞. SBA染色.電顕写真.細胞膜、ゴルジ膜(矢印)に

陽性反応が見られる. N:敏.矢尻:トノフィラメン卜. X50，OOO 
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