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緒論 

 

神経堤は、脊椎動物の発生期において、神経板背側と表皮との間の領域（神経板境界）に

神経管の全長に亘って形成される分節状の細胞集塊である。神経堤細胞は上皮間葉転換能

と移動能を有し胚の広範囲に分布する。したがって、これら神経堤細胞に由来する腫瘍は生

体内の様々な部位に発生する可能性がある。また、神経堤細胞は万能性を有し、色素細胞、

神経細胞、末梢神経系の感覚神経節細胞、自律神経節のグリア細胞、内分泌細胞、頭頸部の

結合組織細胞、さらには腱、軟骨、骨、血管平滑筋への分化能を有する間葉系細胞など神経

系、非神経系の様々な細胞に分化する 10,12,56。 

末梢神経鞘腫瘍(peripheral nerve sheath tumors: PNSTs)は、ヒトでは Schwann細胞、

神経周膜細胞、またはその両方に由来するとされ、とくに悪性末梢神経鞘腫瘍(malignant 

PNSTs: MPNSTs)については、その予後の悪さから、免疫組織化学的特徴、病理発生、遺伝

学的基礎、予後因子、治療戦略などの研究が積極的に行われている 11,24,25,37,50,57,58,71。ヒト

のMPNSTsの診断基準として最も重要なものは、腫瘍細胞が末梢神経鞘に由来することの

証明であるが、これは軟部組織や体腔内諸臓器に発生したMPNSTsではしばしば困難であ

り、形態学的、免疫組織化学的、および超微形態学的検索により、Schwann細胞への分化

を反映する所見が認められる必要がある 71。一方、イヌのMPNSTsについては、十分な検

索が行われておらず、その起源や診断基準は未確定で、軟部組織や体腔内諸臓器に発生した

MPNSTsの診断はとりわけ困難である。線維肉腫や、近年、血管周壁腫瘍(perivascular wall 

tumors: PWTs) への再分類が提唱されている 1,41 イヌの血管周皮腫 (canine 

hemangiopericytomas: CHPs)など、軟部組織に発生し、組織学的特徴が類似する他の紡錘

形細胞腫瘍との鑑別診断は非常に困難である。最新の動物の WHO 腫瘍分類においても、

その鑑別診断については、曖昧なままである 18,26。 

小動物臨床領域では、イヌの MPNSTs と PWTs (CHPs)を同一腫瘍とし、軟部組織に発

生する他の紡錘形細胞腫瘍とともに、「軟部組織肉腫」(soft tissue sarcomas: STSs)として
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一括して扱う傾向にある。STSsの治療の第一選択肢は外科的切除であり、化学療法や放射

線療法は補助的治療選択肢に過ぎない 30。MPNSTsや PWTsは浸潤性が強く、完全切除が

困難で、再発することが多いが、有効な化学療法や放射線療法の報告はなく、治療が困難と

なる場合が多い。MPNSTs については、神経束に沿って浸潤するため、中枢神経系に浸潤

した場合、その予後は不良となる。分子標的療法など、MPNSTsや PWTsに対する有効な

新規治療法の開発を考えるとき、正確な診断や類似する腫瘍の鑑別診断のみならず、由来細

胞や増殖、分化にかかわる因子の解明が重要となる。 

Schwann 細胞に由来するとされるもう一つの腫瘍として、顆粒細胞腫瘍(granular cell 

tumors: GCTs)が挙げられる。GCTsは、好酸性微細顆粒を含む豊富な細胞質を有する腫瘍

細胞が特徴で、ヒトとイヌでは、舌に発生することが多い 44,48。GCTsの多くは良性の経過

をたどり、周囲組織への浸潤性も示さないが、まれに悪性 GCTsが発生する 17,48。ヒトにお

ける近年の研究では、腫瘍細胞の由来は Schwann 細胞であるとされ 17,31,38,46,48,55、細胞質

内顆粒については、オートファゴソームまたはオートファゴリソソームであることが示唆

されている 31,38,55。動物では GCTsの由来は確定しておらず、細胞質内顆粒の詳細な検索も

十分に行われていない。同一の起源を有するMPNSTsと GCTsの形態学的特徴や生物学的

挙動が異なる理由を解明することは、腫瘍細胞と微小環境との相互作用、腫瘍細胞の分化に

ついての理解を深め、新規治療法開発の一助となると考えられる。 

神経堤には、万能性を有する幹細胞の存在が示唆されている。幹細胞は、自己複製能と分

化能の両方を有する細胞であり、胚における万能性幹細胞を始め、成体の血液、小腸、表皮

といった代謝回転の早い組織のみならず、脳、骨格筋、前立腺といった一般に最終分化組織

と考えられてきた臓器にも存在する。最も未分化な幹細胞は休止状態にあると考えられて

いるが、必要時には顕著な増殖能を示す 65。がん幹細胞(cancer stem cells: CSCs)は、連続

的に移植可能な腫瘍を作る能力を持つ幹細胞で、移植後の腫瘍においても、親腫瘍と類似の

細胞および組織構築上の不均一性が保たれる。悪性度が高いほどその腫瘍内に存在する幹
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細胞様がん細胞は多くなる可能性がある 65。腫瘍の増殖を説明するモデルとして、クローン

進化モデルと CSCs モデルが提唱されている 70。クローン進化モデルでは、突然変異の蓄

積により腫瘍原性を有するクローンが生じる。腫瘍内に存在する細胞に多様性が生じるこ

とで、腫瘍の細胞構成が不均一となる。CSCsモデルでは、前駆細胞における突然変異によ

り、幹細胞様の性質を有する CSCsが生じる。CSCsは自己複製能と腫瘍原性を有し、分化

によってさまざまな腫瘍細胞を生み出すことで、腫瘍の細胞構成が不均一となる。腫瘍の放

射線療法や化学療法に対する抵抗性や再発のメカニズムは CSCs モデルで説明されるが、

両モデルは協働することも示唆されている 70。CSCsの存在様式は複数提唱されており、腫

瘍の根治には、腫瘍内に存在するすべての CSCsの駆逐が必要となる。さらに、孤在性腫瘍

では遺伝子の不安定性が著しく、持続的な緩解を達成するためには、CSCsと non-CSCsの

両方を標的とすることも必要になる可能性がある 70。このような複雑性から、治療抵抗性を

示す腫瘍に対する新規治療戦略を開発するために、CSCsに関するさらなる研究が求められ

ている。 

これまで、医学領域において、乳腺腫瘍、膵臓癌、肺癌、肝臓腫瘍、膀胱腫瘍などの上皮

系腫瘍で CSCs が認められており 65、MPNSTsにおいても CSCs 様細胞の存在が示唆され

ているが 57、動物の MPNSTs における CSCs に関する研究はない。MPNSTs に CSCs が

存在するか否かを検討することは、新規治療戦略を考案する糸口として有益である。また、

同じく神経堤由来と考えられている GCTs と、由来が異なる腫瘍でありながら、MPNSTs

と組織学的特徴、生物学的挙動が酷似する PWTsについても、CSCsの存在の可能性を検討

し、それぞれの腫瘍における増殖、分化にかかわる因子の相違を明らかにすることは、STSs

として一括して扱われている腫瘍群の新規治療法を考案する上で、重要であると考えられ

る。 

本論文は、1) イヌのMPNSTs の由来細胞の特定と診断基準の確立、2) MPNSTsとPWTs

の鑑別診断に有用なマーカーの探索、3) GCTsの由来細胞の特定と、GCTsの細胞質内顆粒
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の性状の解析、4) これらの腫瘍における CSCs の存在の可能性を検討することを目的とす

る。第 1章の第 1項(1-1)では、ヒトでは Schwann細胞、神経周膜細胞またはその両方に由

来するとされるMPNSTsについて、イヌにおける由来細胞を特定し、正確な診断基準を確

立することを目的とする。また、第 2項(1-2)では、病理組織学的特徴が酷似し、以前から鑑

別診断が困難で、同一の腫瘍として扱われる傾向さえあるMPNSTsと PWTsとの鑑別診断

に有用なマーカーの探索を行う。第 2章では、同じくヒトで神経堤細胞由来とされる GCTs

について、イヌにおける由来細胞の特定、細胞質内顆粒の性質の解明を行う。第 3章では、

これら神経堤由来とされるMPNSTsと GCTsに加えて、由来が異なりながら、MPNSTsと

組織学的特徴、生物学的挙動が酷似するPWTsにおけるCSCsの存在の可能性を検討する。

これらにより、STSsとして一括して取り扱われる傾向にある腫瘍群について、より正確な

病理組織学的診断と新規治療戦略開発への糸口の示唆ができるものと期待される。  
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第 1章 

悪性末梢神経鞘腫瘍(MPNSTs)と血管周壁腫瘍(PWTs)に関する病理学的研究 

 

1-1 MPNSTsの由来細胞の特定、発生部位による病理組織学的、 

免疫組織化学的相違の検討、および診断基準の確立 

 

序 

 

 末梢神経鞘腫瘍(peripheral nerve sheath tumors: PNSTs)は末梢神経系(peripheral 

nervous system: PNS)のみならず、軟部組織や体腔内諸臓器(non-PNS)にも発生する。

PNSTs は紡錘形または多角形の腫瘍細胞で構成され、不規則に交錯する束状配列、渦状配

列、花筵状配列、シート状配列、および核の柵状配列を形成する。間質にはさまざまな程度

の膠原線維増生を伴っている 16,18,26,27,50,71。腫瘍細胞は、Schwann細胞、神経周膜細胞また

はその両方に由来するとされる。ヒトの悪性末梢神経鞘腫瘍(malignant PNSTs: MPNSTs)

は、その予後の悪さから、免疫組織化学的特徴、病理発生、遺伝学的基礎、予後因子、治療

戦略などについて積極的に研究されているが 11,24,25,37,50,57,58,71、獣医学領域では、PNSTsに

関する報告は多数あるものの 2,7,15-18,26-28,43,52,53,61,63,67,68,73、その診断基準、組織発生、細分

類、免疫組織化学的特徴などはほとんど研究されていない。 

 ヒトの PNSTsの診断基準で最も重要なものは、腫瘍細胞が末梢神経鞘に由来することの

証明である 71。PNS に発生した PNSTs では、末梢神経鞘構成成分を検出することは容易

であるが、non-PNSに発生した PNSTsでは困難である。イヌのMPNSTsでは、末梢神経

鞘に由来することの証明ができない場合に、non-PNS に発生した MPNSTs の診断に形態

学的特徴の類似性が適用可能か否かは確定されていない。また、線維肉腫や、近年、血管周

壁腫瘍(perivascular wall tumors: PWTs)への再分類が提唱されている 1,41イヌの血管周皮
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腫(canine hemangiopericytomas: CHPs)など、軟部組織に発生する他の紡錘形細胞腫瘍と

の鑑別診断は特に困難である 33,45。このような鑑別診断には、まずPNSに発生したMPNSTs

について、形態学的および免疫組織化学的特徴を明確にし、MPNSTs の腫瘍発生部位ごと

の相違を明らかにし、有用な診断基準を確立することが、特に重要である。 

 本項では、イヌのMPNSTsの腫瘍発生部位における由来細胞の特定と、発生部位による

病理学的特徴の相違の解明、および有用な診断基準の確立を目的として、PNS に発生した

MPNSTs 16例と non-PNSに発生したMPNSTs 14例について、病理組織学的および免疫

組織化学的特徴を調べて定量化し統計学的解析を行った。  
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材料と方法 

 

【症例】 

2008 年から 2011 年に東京大学大学院農学生命科学研究科獣医病理学研究室において、

病理組織学的にMPNSTと診断された紡錘形細胞腫瘍 30例を対象とした。症例の情報と腫

瘍発生部位は Table 1-1に示した。これらの腫瘍はすべて、切除生検または外科的完全切除

により得た。30例中 16例（症例 1～16）は PNSに発生し、14例（症例 17～30）は non-

PNSに発生した。non-PNSに発生したものでは、6例（症例 17～22）が皮下組織に、4例

（症例 23～26）が腹腔内臓器に、2 例（症例 27と 28）が歯肉に、1 例（症例 29）が鼻腔

内に、1例（症例 30）が右肩甲骨周囲の軟部組織に発生していた。症例 11、18、26、27は

再発腫瘍であった。症例 25と 26は転移巣であり、開腹手術によって切除された。30例の

平均年齢は 10.3±2.0歳齢（7歳～13 歳 8ヶ月齢）であった。性別は、19例が雄（うち 10

例は去勢済み）、11例が雌（うち 6例は避妊済み）であった。 

【病理組織学的検索】 

腫瘍はすべて 10%リン酸緩衝ホルマリン水溶液で固定し、厚さ 2～4 μmのパラフィン包

埋ヘマトキシリン・エオジン(HE)染色標本を作製した。MPNST の診断には、先行研究の

所見 16,18,26,27,71を改変した以下の病理組織学的診断基準を用いた。 

(1) 紡錘形腫瘍細胞の不規則な束状交錯状配列、渦状配列、シート状配列からなり、核の

柵状配列を示し、さまざまな程度で間質の膠原線維増生を伴う。 

(2) Schwann 細胞および／または神経周膜細胞を伴う末梢神経枝が認められ、末梢神経

鞘由来が示唆される。 

(3) 腫瘍細胞がある程度の多形性を示し、周囲組織への浸潤が認められる。また、腫瘍内

に壊死巣が存在する。 
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【免疫組織化学的検索】 

本項の検索に使用した一次抗体を Table 1-2に示した。S100、claudin-1、CD57、PRX、

desmin、calponinについては、抗原賦活処理として、脱パラフィン標本をクエン酸緩衝液

(pH 6.0)中で 121℃10分間オートクレーブ処理した。Olig2については、Target Retrieval 

Solution (pH 9.0; DAKO, Glostrup, Denmark)中で 121℃10分間オートクレーブ処理した。

nestin、NGFR、α-SMA、neurofilamentについては、抗原賦活処理は行わなかった。内因

性ペルオキシダーゼ活性は、3%過酸化水素加メタノールで室温 5分間処理し、不活化した。

非特異反応は、8%スキムミルク加トリス緩衝生理食塩液(Tris-buffered saline: TBS)で 37℃

30分間処理し、抑制した。一次抗体との反応は 4℃で一晩行った。TBSで 3回洗浄後、Dako 

EnVision+ System- 西洋ワサビペルオキシダーゼ標識ポリマー抗マウス二次抗体または抗

ウサギ二次抗体(DAKO)との反応を、室温 10分間、37℃40分間、さらに室温 10 分間行っ

た。TBSで 3回洗浄後、0.05% 3-3’-ジアミノベンジジンおよび 0.03%過酸化水素加トリス

塩酸緩衝液で発色した。後染色にはマイヤーのヘマトキシリンを用いた。陽性コントロール

には、5 歳 4 ヶ月齢の神経疾患を持たないパグ犬の腕神経叢の組織切片を用いた。desmin

の内因性陽性コントロールには、横紋筋を用いた。陰性コントロールには、一次抗体の代わ

りに TBS を用いた。各切片について、無作為に抽出した 400 倍 10 視野における陽性細胞

数を計数し、各マーカーに対する陽性細胞率を算出した。 

【統計学的解析】 

統計学的解析には、SPSS 15.0 J (SPSS Japan, Tokyo, Japan)を用いた。各マーカーの発

現の相関関係を調べるために、Spearmanの相関係数を算出した。PNSに発生したMPNSTs

の平均陽性細胞率と non-PNS に発生した MPNSTs の平均陽性細胞率の間の有意差を調べ

るために、Mann-WhitneyのU検定を行った。有意水準は P < 0.05とした。 

【クラスター解析】 

PNS に発生した MPNSTs と non-PNS に発生した MPNSTs の免疫組織化学的特徴の相
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違を調べるために、各マーカーに対する陽性細胞率について、SPSS 15.0 Jを用いたWard

法による多変量クラスター解析を行い、クラスター間の平方ユークリッド距離により、デン

ドログラムを作成した。  



10 

 

結果 

 

【病理組織学的検索】 

上述した診断基準に従い、検索したすべての腫瘍を病理組織学的にMPNSTと診断した。

PNS に発生した MPNSTs と non-PNS に発生した MPNSTs とで、病理組織学的特徴に違

いはなかった。腫瘍は紡錘形細胞で構成され、腫瘍細胞は束状に交錯し、しばしば柵状配列、

渦状配列を認めた。また、ときおり、波状の細胞質と核が認められた。腫瘍増殖巣内部には

壊死巣が認められ、周囲組織への浸潤も認められた。non-PNSに発生したMPNSTsに、末

梢神経枝は認められなかった。 

【免疫組織化学的検索】 

正常末梢神経鞘構成細胞と MPNSTs の腫瘍細胞における各マーカーの発現部位を Table 

1-3に示した。また、Figure 1-1a-jに正常末梢神経鞘構成細胞における各マーカーの発現パ

ターンを示した。イヌの正常末梢神経鞘では、過去の報告 3,5,7,21と同様に、S100、NGFR、

claudin-1、CD57が陽性であった。一方、nestin、Olig2、PRXは正常末梢神経鞘でも発現

が認められた。S100 の発現は、Schwann 細胞の核と細胞質に認められた(Figure 1-1a)。

Nestin の発現は、血管内皮細胞の細胞質と少数の Schwann 細胞の細胞質に認められた

(Figure 1-1b)。NGFRの発現は神経周膜細胞の細胞膜に認められた(Figure 1-1c)。Olig2の

発現は、Schwann 細胞の細胞質に認められた(Figure 1-1d)。claudin-1 の発現は神経周膜

細胞の細胞膜に認められた(Figure 1-1e)。CD57の発現は髄鞘と Schwann細胞の細胞膜に

認められた。(Figure 1-1f)。PRXの発現は髄鞘と Schwann細胞の核および細胞膜に認めら

れた(Figure 1-1g)。α-SMA の発現は神経周膜と血管平滑筋細胞に認められた(Figure 1-1h)。

Neurofilament の発現は軸索に認められた。desmin と calponin の発現は末梢神経鞘では

認められなかった(Figure 1-1i、1-1j)。 

MPNSTs における各マーカーの発現パターンを Figure 1-2a-n に、各マーカーに対する
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腫瘍細胞の陽性細胞率を Table 1-4に示した。腫瘍細胞の陽性細胞率は症例ごとに大きく異

なっていた。S100（29/30: 96.7%の症例が陽性）、nestin（28/30: 93.3%の症例が陽性）、Olig2

（27/30: 90.0%の症例が陽性）、PRX（12/30: 40.0%の症例が陽性）の発現は腫瘍細胞の核

あるいは細胞質に認められた。NGFR（21/30: 70.0%の症例が陽性）、claudin-1（21/30: 70.0%

の症例が陽性）、CD57（18/30: 60.0%の症例が陽性）の発現は腫瘍細胞の細胞質に認められ

た(Figure 1-2a-n)。α-SMA、desmin、calponinの発現は認められなかった。non-PNSに発

生したMPNSTsでは neurofilament陽性の末梢神経軸索は認められなかった。 

【統計学的解析】 

MPNSTsの症例における各マーカーに対する陽性細胞率間の Spearmanの相関係数解析

の結果を、Table 1-5に示した。S100と Olig2間、nestinと PRX間、NGFRと CD57間、

Olig2 と CD57 間、CD57 と PRX 間、PRX と desmin 間で中程度の正の相関が認められ

た。Mann-WhitneyのU検定の結果、S100の平均陽性細胞率（PNSに発生したMPNSTs：

63.5%、non-PNSに発生したMPNSTs：34.4%）と Olig2の平均陽性細胞率（PNSに発生

したMPNSTs：36.4%、non-PNSに発生したMPNSTs：18.8%）、claudin-1の平均陽性細

胞率（PNS に発生した MPNSTs：26.5%、non-PNS に発生した MPNSTs：12.2%）は、

PNSと non-PNS間で統計学的有意差があることが確認された(Table 1-4: *、Figure 1-3)。 

【クラスター解析】 

クラスター解析の結果、MPNSTs は、PNS 群と non-PNS 群の二群には分けられなかっ

た(Figure 1-4)。  
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考察 

 

S100と claudin-1は、それぞれSchwann細胞と神経周膜細胞のマーカーであり 9,14,54,66,71、

イヌのMPNSTsで S100と claudin-1の発現が認められたことは、腫瘍細胞の Schwann細

胞あるいは神経周膜細胞への分化傾向を示している。nestinは、ヒト医学領域において、神

経外胚葉性幹細胞とがん幹細胞のマーカーとして用いられてきた 54,57。本研究で nestin の

発現がMPNSTsの腫瘍細胞で認められたことは、神経堤幹細胞あるいはがん幹細胞様細胞

がイヌのMPNSTsに存在するということを示唆する。NGFRは Schwann細胞の分化マー

カー4,36 に加えて、神経堤前駆細胞または幹細胞のマーカー10,57 として用いられてきた。

MPNSTs における NGFR の発現についての過去の報告 7,21によれば、ヒトの MPNSTs で

は 10 例中 10 例が、イヌの MPNSTs では 11 例中 7 例が NGFR 陽性であることが示され

ている。本研究では、30 例中 21 例(70.0%)の MPNSTs が NGFR 陽性であり、イヌの

MPNSTs には、未分化な Schwann 細胞あるいは神経堤幹細胞が構成成分の一つとして存

在することが示唆された。Olig2は稀突起膠細胞と中枢神経系前駆細胞のマーカーである 3。

ヒトでは、稀突起膠細胞と稀突起膠細胞腫の腫瘍細胞で発現しているが、Schwann 細胞と

Schwann 細胞腫の腫瘍細胞では発現していないとされている 75。一方、Olig2 の発現はイ

ヌの正常 Schwann 細胞または MPNSTs では、これまで調べられたことはなかった。本研

究の結果、ほぼすべての MPNSTs (27/30: 90.0%)に Olig2 陽性腫瘍細胞が認められた。こ

の結果から、イヌの MPNSTs では、Olig2 が発現することが示された。CD57 は、ヒトで

は、Schwann細胞に対する細胞型特異的マーカーである 4,71。また、PRXは、Schwann細

胞に由来するタスマニアンデビル(Sarcophilus harissii)の Devil’s facial tumor diseaseの

診断マーカーとして用いられている 67。イヌと Sprague-Dawley ラットを用いた過去の研

究で、ミエリン形成性 Schwann 細胞に CD57 と PRX の発現が認められている 4,51。しか

しながら、これらの発現は、イヌの MPNST では調べられたことはない。本研究では、半
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数のMPNSTsのみが CD57 (18/30: 60.0%)あるいは PRX (12/30: 40.0%)を発現した。発現

強度は弱陽性から中程度陽性であった。これらの結果から、イヌのMPNSTsの腫瘍細胞に

おけるミエリン形成性 Schwann 細胞への分化度は低いということが示唆される。α-SMA

と calponin は平滑筋に特異的な抗体で、desmin は横紋筋に特異的な抗体である。本研究

では、MPNSTsに α-SMAと calponinの発現は認められなかったが、2例（症例 10と 20）

だけは desmin に陽性であった。この結果から、MPNSTs は平滑筋には分化しないが、ヒ

トの MPNSTs のうち、横紋筋芽細胞への分化が認められる Triton 腫瘍 71と同様に、横紋

筋への分化を示す例もあることが示された。また、Spearmanの相関係数解析の結果は、イ

ヌのMPNSTsの Schwann細胞への分化を示すものと考えられる。 

診断基準が確立されていないことから、イヌでも、末梢神経鞘起源の証明ができない状態

での non-PNSに発生したMPNSTsの確定診断は困難である。そのため、PNSに発生した

MPNSTs の免疫組織化学的特徴に基づいて、non-PNS に発生した MPNSTs のそれを確認

することが必要である。本研究では、PNSに発生したMPNSTsで、S100と Olig2、claudin-

1の発現強度が、non-PNSに発生したMPNSTsよりも有意に強かったが、他の抗原の発現

強度には、両者で統計学的有意差はなかった。さらに、クラスター解析でも、PNS に発生

した MPNSTs と non-PNS に発生した MPNSTs は二つの異なるクラスターには分かれな

かった。これらのことから、イヌのMPNSTsは、発生部位にかかわらず、Schwann細胞、

神経周膜細胞に由来し、ほぼ同一の形態学的および免疫組織化学的特徴を有していること

と、ヒトのMPNSTsの診断基準が適用可能であることが示唆された。 

MPNSTsと他の紡錘形細胞腫瘍、とくに PWTsとの鑑別診断も、形態学的特徴のみでは

困難である。第 2 項(1-2)では、イヌの MPNSTs と PWTs の鑑別診断に有用なマーカーに

ついて検証する。  
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要約 

 

イヌの悪性末梢神経鞘腫瘍(MPNSTs)は末梢神経系(PNS)のみならず、軟部組織やさまざ

まな臓器(non-PNS)にも発生する。ヒトの MPNSTs における最も重要な診断基準は、末梢

神経鞘に由来することの証明であるが、これは、non-PNS に発生した MPNSTs では困難

である。一方、イヌのMPNSTsでは明確な診断基準が確立しておらず、non-PNSに発生し

たMPNSTsと、線維肉腫や血管周壁腫瘍といった、類似した病理組織学的特徴を有する紡

錘形細胞腫瘍との鑑別診断は困難である。イヌの MPNSTs の由来を特定し、ヒトの

MPNSTs の診断基準が適用可能か否か、また、non-PNS に発生した MPNSTs の診断に、

PNS に発生した MPNSTs と同様の形態学的特徴を適用できるかを明らかにするために、

PNSに発生した MPNSTs 16 例と non-PNSに発生した MPNSTs 14 例における病理組織

学的特徴を調べた。また、S100、nestin、NGFR、Olig2、claudin-1、CD57、PRX、α-SMA、

desmin、calponin の発現を免疫組織化学的に調べた。その結果、イヌの MPNSTs の病理

組織学的特徴は、発生部位が PNS か non-PNS かにかかわらず類似していた。また、免疫

組織化学的特徴は、PNS に発生した MPNSTs では、S100 と Olig2、claudin-1 の発現が

non-PNS に発生した MPNSTs よりも有意に強かった。その他のマーカーの発現には、発

生部位による有意差は認められなかった。クラスター解析でも、PNSに発生したMPNSTs

と non-PNS に発生した MPNSTs とが二つの群には分かれなかった。これらのことから、

イヌの MPNSTs はその発生部位にかかわらず、Schwann 細胞、神経周膜細胞に由来し、

同一の病理学的特徴を示すことと、その診断には、発生部位にかかわらず、ヒトのMPNSTs

と同一の形態学的診断基準を適用できることが示された。  
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図表 

症例 犬種 年齢 性別

1 チワワ 11歳 雄 延髄-C1硬膜内髄外

2 ミニチュア・シュナウザー 10歳11ヶ月 雌 C2部位髄外

3 雑種 7歳 雄 C2脊柱管内

4 ミニチュア・シュナウザー 7歳 雌 C2-3硬膜内髄外

5 ミニチュア・ダックスフント 12歳2ヶ月 雄 C5-6神経根

6 ミニチュア・ダックスフント 13歳1ヶ月 雄 C6-7右側神経根

7 ヨークシャー・テリア 10歳4ヶ月 去勢雄 C6-7右側神経根

8 ミニチュア・ダックスフント 10歳 去勢雄 C6-T1右側腕神経叢

9 シェットランド・シープドッグ 13歳6ヶ月 去勢雄 左側腕神経叢

10 ウェルシュ・コーギー 9歳5ヶ月 雄 左側尺骨神経

11 ビーグル 8歳 雄 T8右側椎弓部（再発）

12 ウェルシュ・コーギー 10歳2ヶ月 避妊雌 L2-3硬膜内髄外

13 雑種 13歳8ヶ月 避妊雌 L2-3髄外硬膜外

14 雑種 13歳2ヶ月 去勢雄 L4-硬膜内

15 アメリカン・コッカー・スパニエル 11歳 避妊雌 L7脊髄

16 雑種 7歳11ヶ月 避妊雌 軸椎内、神経根

17 シー・ズー 8歳6ヶ月 雌 左側上腕骨尾側面軟部組織

18 ラブラドール・レトリーバー 12歳 雌 左側大腿部（再発）

19 シェットランド・シープドッグ 10歳 雄 左側大腿部

20 ゴールデン・レトリーバー 7歳4ヶ月 避妊雌 下腹部腹壁

21 ヨークシャー・テリア 11歳6ヶ月 去勢雄 左側前肢橈尺骨部外側

22 ウェルシュ・コーギー 9歳9ヶ月 去勢雄 尾根部

23 ウェルシュ・コーギー 12歳 去勢雄 脾臓

24 ゴールデン・レトリーバー 11歳 雄 脾臓

25 ビーグル 13歳 去勢雄 脾臓、肝臓、腎臓、肺

26 ビーグル 9歳3ヶ月 雄 右側副腎、肝臓、尿管（再発）

27 ゴールデン・レトリーバー 10歳2ヶ月 雌 歯肉（再発）

28 ゴールデン・レトリーバー 8歳10ヶ月 去勢雄 歯肉

29 ビーグル 8歳 去勢雄 鼻腔内

30 グレート・ピレニーズ 8歳4ヶ月 避妊雌 右側肩甲骨外側軟部組織

Table 1-1. 用いたMPNST症例

腫瘍発生部位

non-PNS

PNS

PNS：末梢神経系、non-PNS：軟部組織または体腔内臓器   
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Figure 1-1. 神経症状のないパグ犬の正常腕神経叢における各マーカーに対する免疫組織

化学的検索結果。EnVisionポリマー法、後染色：マイヤーのヘマトキシリン。 

a. 多くの髄鞘と Schwann 細胞の核および細胞質が S100 に陽性。b. 少数の Schwann 細

胞の細胞質がnestinに陽性。c. 神経周膜細胞の細胞膜がNGFRに陽性。d. 少数のSchwann

細胞の細胞質が Olig2 に陽性。e. 神経周膜細胞の細胞膜が claudin-1 に陽性。f. 多くの

Schwann細胞の細胞膜および髄鞘が CD57に陽性。g. 多くの Schwann細胞の核および細

胞質と髄鞘が PRX に陽性。h. 神経周膜に存在する平滑筋細胞の細胞質が α-SMA に陽性。

i. desminに陰性。j. calponinに陰性。 

a b c 

d e f 

g h i j 
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Figure 1-2. MPNSTsにおける各マーカーに対する免疫組織化学的検索結果。EnVisionポ

リマー法、後染色：マイヤーのヘマトキシリン。 

a. C2髄外。ミニチュア・シュナウザー。症例 2。腫瘍細胞は S100に強陽性。b. C6-T1右

側腕神経叢。ミニチュア・ダックスフント。症例 8。腫瘍細胞は nestinに強陽性。c. C6-7

右側神経根。ヨークシャー・テリア。症例 7。腫瘍細胞は NGFRに中程度陽性。d. 軸椎内、

神経根。雑種。症例 16。腫瘍細胞は Olig2に中程度陽性。e. T8右側椎弓。ビーグル。症例

11。腫瘍細胞は claudin-1に強陽性。f. C6-T1。右側腕神経叢。ミニチュア・ダックスフン

ト。症例 5。腫瘍細胞は CD57 に弱陽性。g. 左側腕神経叢。シェットランド・シープドッ

グ。症例 9。腫瘍細胞は PRX に中程度陽性。h. 下腹部腹壁。ゴールデン・レトリーバー。

症例 20。腫瘍細胞は S100 に中程度陽性。i. 右側肩甲骨外側軟部組織。グレート・ピレニ

ーズ。症例 30。腫瘍細胞は nestin に強陽性。j. 歯肉。ゴールデン・レトリーバー。症例

27。腫瘍細胞は NGFR に中程度から強陽性。k. 右側副腎。ビーグル。症例 26。腫瘍細胞

は Olig2に中程度陽性。l. 左側前肢橈尺骨部外側。ヨークシャー・テリア。症例 2。腫瘍細

胞は claudin-1に強陽性。m. 歯肉。ゴールデン・レトリーバー。症例 27。腫瘍細胞は CD57

に中程度陽性。n. 下腹部腹壁。ゴールデン・レトリーバー。症例 20。腫瘍細胞は PRX に

中程度陽性。 

PNS 

non-

PNS 

e f g 

h i j 

k l m n 

a b c 

d 
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Figure 1-3. MPNSTsの各マーカーに対する平均陽性細胞率の比較。 

PNSに発生したMPNSTsでは、S100、Olig2、claudin-1の平均陽性細胞率が、non-PNS

のそれと比べて有意に高い。*: P < 0.05（Mann-Whitneyの U検定）。 
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Figure 1-4. MPNSTsの各マーカーに対する陽性細胞率を用いたクラスター解析。 

Ward法により作成したデンドログラム。MPNSTsは、PNSと non-PNSの 2つの群には

分かれない。  
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1-2 末梢神経鞘腫瘍(MPNSTs)と血管周壁腫瘍(PWTs)の 

鑑別診断に関する病理学的研究 

 

序 

 

イヌの血管周皮腫(CHPs)は、最新の動物のWHO腫瘍分類 18では、分類不能肉腫とされ

ている。主にイヌの軟部組織に発生し、紡錘形腫瘍細胞の束状交錯状配列、花筵状配列、お

よび血管周囲の渦状配列が特徴である。CHPs の診断では、しばしば悪性末梢神経鞘腫瘍

(MPNSTs)との鑑別診断が問題となる。近年、CHPs は血管周壁腫瘍(perivascular wall 

tumors: PWTs)に分類することが提唱されている 1,41。PWTsは血管周皮腫、血管平滑筋腫、

血管平滑筋肉腫、筋周皮腫、血管筋線維芽細胞腫、血管線維腫を含む腫瘍群で、その起源は、

未分化幹細胞、血管周囲の線維芽細胞、周皮細胞、筋周皮細胞、平滑筋細胞、筋線維芽細胞

などの血管壁の構成細胞、または、これらの移行細胞であると考えられている 1,41。CHPs

は上記の組織学的特徴に加えて、粘液腫状増殖巣、充実性増殖巣、MPNSTs の柵状配列と

類似した Verocay 様配列、鹿の角状や胎盤血管状の血管新生が認められる 1,41。現在でも、

血管周囲の渦状配列を含む組織学的特徴に基づき、多くの PWTs が CHPs と診断されてお

り、MPNSTsとの鑑別診断も問題となっている 41。 

PWTs の組織学的特徴は、MPNSTs のそれと酷似するため、特に軟部組織に発生した

MPNSTsと PWTsとの鑑別診断は困難である。PWTsの免疫組織化学的、または超微形態

学的細分類に関する研究はいくつかあるが 1,23,41、イヌの MPNSTs と PWTs の免疫組織化

学的鑑別診断に関する研究はほとんどない 7,23。また近年、小動物臨床領域では、その組織

学的特徴と生物学的挙動の類似性から、MPNSTs と CHPs を「軟部組織肉腫(soft tissue 

sarcomas: STSs)」として、線維肉腫、横紋筋肉腫、平滑筋肉腫、粘液肉腫、悪性間葉腫な

ど、軟部組織に発生する他の紡錘形細胞腫瘍と一括して取り扱っている 30,59。しかし、近年、
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Stefanelloらによって、PWTsは「良性」の挙動をとる独特の腫瘍群であるということが示

された 59。腫瘍の分類を過度に単純化し過ぎてしまうことは、正確な予後予測や、腫瘍特異

的な治療方法開発の妨げとなる場合がある。分子標的療法などの腫瘍特異的な新規治療戦

略を開発するためには、腫瘍それぞれに対して、正確な鑑別診断と予後因子に関する研究が

不可欠である。 

本項では、MPNSTsと PWTsの鑑別診断に有用なマーカーを探索することを目的として、

イヌのMPNSTs 30例と PWTs 31例について、免疫組織化学的特徴を比較し、統計学的解

析を行った。  
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材料と方法 

 

【症例】 

2008 年から 2011 年にかけて、東京大学大学院農学生命科学研究科獣医病理学研究室に

提出された 61 例のイヌの紡錘形細胞腫瘍を検索対象とした。このうち、30 例は MPNST

と、31 例は PWT と病理組織学的に診断した。対象とした MPNSTs の症例は前項と同じ

で、詳細は Table 1-1に、PWTsの症例情報と腫瘍発生部位は Table 1-6に示した。これら

の腫瘍はすべて、切除生検または外科的完全切除により得られた。PWTs 31例は、全例が

皮下組織に発生し、頭頸部（2例：症例 31、32）、前肢または後肢（22例：症例 33-43、51-

61）、体幹（7例：症例 44-50）がその発生部位であった。症例の平均年齢は、11.1±2.2歳

齢（7 歳 5 ヶ月齢から 15 歳 1 ヶ月齢）であった。性別は、雄が 13 例（うち去勢済みが 4

例）、雌が 17例（うち避妊済みが 6例）であった。症例 48については、年齢と性別は記録

されていなかった。 

【病理組織学的検索】 

腫瘍はすべて 10%リン酸緩衝ホルマリン水溶液で固定し、厚さ 2～4 μmのパラフィン包

埋ヘマトキシリン・エオジン(HE)染色標本を作製した。MPNSTsの診断には、上記 1-1で

用いた診断基準を用いた。PWTsの診断には、最近の研究の所見 1,41を基にした以下の病理

組織学的診断基準を用いた。 

(1) 紡錘形腫瘍細胞の不規則な束状交錯状配列、粘液腫状増殖、充実性増殖、花筵状配列、

Verocay様配列からなる。 

(2) 腫瘍細胞の血管周囲の渦状配列、鹿の角状または胎盤血管状の血管新生を認める。 

【免疫組織化学的検索】 

本研究に使用した一次抗体を Table 1-2に示した。S100、claudin-1、CD57、PRX、desmin、

calponinについては、抗原賦活処理として、脱パラフィン標本をクエン酸緩衝液(pH 6.0)中
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で 121℃10 分間オートクレーブ処理した。Olig2 については、Target Retrieval Solution 

(pH 9.0; DAKO, Glostrup, Denmark)中で 121℃10分間オートクレーブ処理した。nestin、

NGFR、α-SMA、neurofilamentについては、抗原賦活処理は行わなかった。内因性ペルオ

キシダーゼ活性は、3%過酸化水素加メタノールで室温 5 分間処理し、不活化した。非特異

反応は、8%スキムミルク加 TBSで 37℃30分間処理し、抑制した。一次抗体との反応は 4℃

で一晩行った。TBSで 3回洗浄後、Dako EnVision+ System- 西洋ワサビペルオキシダー

ゼ標識ポリマー抗マウス二次抗体または抗ウサギ二次抗体(DAKO)との反応を、室温 10 分

間、37℃40分間、さらに室温 10分間行った。TBSで 3回洗浄後、0.05% 3-3’-ジアミノベ

ンジジンおよび 0.03%過酸化水素加トリス塩酸緩衝液で発色した。後染色にはマイヤーの

ヘマトキシリンを用いた。陽性コントロールには、5歳 4ヶ月齢の神経疾患を持たないパグ

犬の腕神経叢の組織切片を用いた。desminの内因性陽性コントロールには、横紋筋を用い

た。陰性コントロールには、一次抗体の代わりに TBSを用いた。各切片について、無作為

に抽出した 400倍 10視野における陽性細胞数を計数し、各マーカーに対する陽性細胞率を

算出した。 

【統計学的解析】 

統計学的解析には、SPSS 15.0 J (SPSS Japan, Tokyo, Japan)を用いた。各マーカーの発

現の相関関係を調べるために、Spearman の相関係数を算出した。MPNSTs の平均陽性細

胞率と PWTsの平均陽性細胞率の間の有意差を調べるために、Mann-WhitneyのU検定を

行った。有意水準は P < 0.05とした。 

【クラスター解析】 

MPNSTsと PWTsの免疫組織化学的特徴の相違を調べるために、各抗体に対する陽性細

胞率について、SPSS 15.0 Jを用いたWard法による多変量クラスター解析を行い、クラス

ター間の平方ユークリッド距離により、デンドログラムを作成した。  
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結果 

 

【病理組織学的検索】 

MPNSTs の病理組織学的所見は、前項に記載したとおりであった。PWTs の病理組織学

的特徴は、MPNSTs のそれと酷似し、多形性のある紡錘形細胞で構成され、束状交錯状配

列(3/31)、粘液腫状増殖(14/31)、充実性増殖(18/31)、花筵状配列(12/31)、Verocay 様配列

(1/31)、血管周囲の渦状配列(14/31)、鹿の角状血管新生(1/31)、胎盤血管状血管新生(4/31)が

認められた。17例では周囲組織への浸潤像を認め、22例では腫瘍増殖巣内に壊死巣を認め

た。 

【免疫組織化学的検索】 

MPNSTs と PWTs の腫瘍細胞における各マーカーの発現部位を Table 1-7 に示した。

MPNSTs における各マーカーの発現パターン、および、各マーカーに対する腫瘍細胞の陽

性細胞率を、それぞれ Figure 1-2a-nと Table 1-4に示した（前項）。また、PWTsにおける

各マーカーの発現パターンを Figure 1-5a-jに、各マーカーに対する腫瘍細胞の陽性細胞率

を Table 1-8に示した。腫瘍細胞の染色強度は症例ごとに大きく異なっていた。PWTsにお

いて、S100（11/31: 35.5%の症例が陽性）、nestin（26/31: 83.8%の症例が陽性）、Olig2（6/31: 

19.4%の症例が陽性）の発現は、腫瘍細胞の核あるいは細胞質に認められた。NGFR（5/31: 

16.1%の症例が陽性）、claudin-1（17/31: 54.8%の症例が陽性）、CD57（1/31: 3.2%の症例

が陽性）の発現は、腫瘍細胞の細胞膜に認められた。α-SMA（7/31: 22.6%の症例が陽性）、

desmin（9/31: 29.0%の症例が陽性）、calponin（7/31: 22.6%の症例が陽性）の発現は、腫

瘍細胞の細胞質に認められた(Figure 1-5a-j)。PRXの発現は認められなかった。 

【統計学的解析】 

PWTsの症例における各マーカーに対する陽性細胞率間の相関係数解析の結果を、Table 

1-9 に示した。S100 と Olig2 間、nestin と NGFR または Olig2 間、NGFR と Olig2 間、
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α-SMA と calponin 間、desmin と calponin 間で中程度の正の相関が認められた。Mann-

Whitneyの U検定の結果、α-SMAと calponin以外のすべてのマーカーについて、MPNSTs

の平均陽性細胞率は、PWTs のそれよりも有意に高かった。α-SMA と calponin について

は、PWTの平均陽性細胞率が、MPNSTのそれよりも有意に高かった。(Figure 1-6)。 

【クラスター解析】 

クラスター解析の結果、以下の 9症例を除き、MPNSTsと PWTsは異なる 2つのクラス

ターに分けられた(Figure 1-7)。3例のMPNSTs（症例 17-19）は PWTsのクラスターに分

類された。これら 3例は、上腕部または大腿部に発生し、ほぼすべてのマーカーに対して陰

性であった。症例 17 は S100 に弱陽性(4.6%)で、nestin には中程度陽性(12.5%)であった。

症例 18は、nestinにのみ中程度陽性(28.7%)であった。症例 19は、S100 (7.6%)と claudin-

1 (7.6%)に弱陽性で、nestinに中程度陽性(29.1%)であった(Table 1-4)。一方、6例の PWTs

（症例 33、35、42、56、57、59）は、MPNSTsのクラスターに分類された。これら腫瘍は

すべて、前肢または後肢に発生し、S100、nestin、NGFR、Olig2あるいは claudin-1に陽

性で、α-SMA、desmin、calponinには陰性であった(Table 1-8)。  
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考察 

 

検索した PWTsでは、S100は 11例(35.5%)で弱陽性から強陽性、nestinは 26例(83.9%)

で弱陽性から強陽性、NGFR は 5例(16.1%)で弱陽性から中程度陽性、Olig2は 6例(19.4%)

で中程度陽性から強陽性、claudin-1 は 17 例(54.8%)で弱陽性から中程度陽性、CD57 は 1

例(3.2%)のみで弱陽性、PRX は全例で陰性、α-SMA は 7 例(22.6%)で弱陽性から中程度陽

性、desminは 9例(29.0%)で弱陽性、calponinは 7例(22.6%)で弱陽性から中程度陽性であ

った。さらに、α-SMA、desmin、calponin、claudin-1に対する免疫組織化学的検索の結果

から、今回検索した PWTsには、血管周皮腫（症例 34と 44）、筋周皮腫（症例 43）、血管

線維腫（症例 32、39、47、48、60、61）が含まれることが示唆された。一方、症例 31、

38、46、52 は claudin-1 のみに陽性、症例 36、49、53、54 は claudin-1 と desmin に陽

性、症例 37と 50は claudin-1、desmin、および calponinに陽性、症例 45は claudin-1と

calponin に陽性、症例 40 と 41は claudin-1 と α-SMAに陽性、症例 58は desmin のみに

陽性、症例 55 は α-SMA のみに陽性であり、近年の研究結果 1,23,41に基づくと、これら 15

例の PWTsは、未分化型の PWTに分類されると考えられた。 

イヌの MPNSTs と CHPs (PWTs)の鑑別診断は、従来の免疫組織化学的検索および超微

形態学的検索では困難である 18。さらに、病理組織学的特徴と生物学的挙動の類似性から、

両者は同一の腫瘍として取り扱われる傾向にある 30。しかし、近年の研究では、PWTsの由

来細胞や生物学的挙動が、MPNSTs や他の軟部組織肉腫とは異なることも報告されている

1,7,23,41,59。MPNSTs と他の紡錘形細胞腫瘍、特に PWTs との鑑別診断には、形態学的特徴

と免疫組織化学的特徴に基づいた鑑別診断を試みることが重要であるが、イヌにおいて、

MPNSTsと PWTsとの鑑別診断に有用なマーカーについての研究は、十分に行われていな

い 7,23。そこで、本項では、これまでのイヌの MPNSTs と PWTs の研究では用いられてい

なかった神経系マーカーおよび筋系マーカーを含めて免疫組織学的検索を行い、その結果
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を定量化し、統計学的に解析した。 

前項で示したように、MPNSTsの S100、nestin、NGFR、Olig2、claudin-1に対する陽

性細胞率は中程度陽性から強陽性であり、CD57、PRXに対しては弱陽性、desminに対し

ては 2 例のみ陽性、α-SMA および calponin に対しては陰性であった。MPNSTs の陽性細

胞率は、α-SMA と desmin を除くほぼすべてのマーカーについて、PWTs よりも有意に高

かった。さらに、クラスター解析により、MPNSTsと PWTsは 2つの異なる群に分類され

た。しかし、non-PNS に発生した 3 例の MPNSTs は PWT の群に分類され、NGFR ある

いは Olig2を発現していた 6 例の PWTs はMPNST の群に分類された。これら PWT 群に

再分類された 3例のMPNSTsは、ほぼすべてのマーカーに対して陰性であり、未分化型の

PWTであると考えられた。一方、MPNST群に再分類された 6例の PWTsは神経系マーカ

ーのみが陽性であったことから、non-PNS に発生した MPNSTs であると考えられた。こ

の結果から、HE 染色標本のみで non-PNSに発生した MPNSTs と PWTs との鑑別診断を

試みると、ときに誤診を招くことが示唆される。さらに、S100、nestin、claudin-1は少数

から多くの PWTsで発現していたが、MPNST群に分類されなかった PWTsは、NGFRが

全例で陰性、Olig2が 2例を除き陰性であったことから、NGFRと Olig2は、MPNSTsと

PWTsを免疫組織化学的に鑑別診断するための最も有用なマーカーであると考えられた。 

MPNSTs と PWTs に対して、分子標的療法のような新規治療戦略を開発するためには、

これらの腫瘍の由来を特定し、増殖や浸潤にかかわる細胞内シグナル情報伝達経路を研究

することが重要である 5,54。神経堤幹細胞マーカーである nestinと NGFR が発現していた

という本項の結果から、イヌのMPNSTsには、神経堤幹細胞またはがん幹細胞様細胞が含

まれていることが示唆される。これらの細胞は有用な治療標的となり得る。MPNSTs と

PWTsを、STSsとして軟部組織に発生する他の紡錘形細胞腫瘍と一括りに分類し続けるこ

とは、MPNSTsと PWTsにおける特異的治療方法開発の妨げとなり、予後の改善も期待さ

れない。これらの腫瘍に対する新規治療戦略開発につながる更なる研究が求められる。  
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要約 

 

イヌの悪性末梢神経鞘腫瘍(MPNSTs)と、近年、血管周壁腫瘍(perivascular wall tumors: 

PWTs)という再分類が提唱されている 1,41 イヌの血管周皮腫(CHPs)の病理組織学的特徴は

酷似し、特に、軟部組織に発生したMPNSTsで末梢神経鞘の関与が確認されない場合、両

者の鑑別診断は極めて困難である。本項では、MPNSTsと PWTsの鑑別診断に有用なマー

カーの探索を目的として、MPNSTs 30例と PWTs 31例における S100、nestin、NGFR、

Olig2、claudin-1、CD57、PRX、α-SMA、desmin、calponinの発現を免疫組織化学的に調

べ、その結果を定量化し、統計学的に解析した。MPNSTs の各マーカーに対する平均陽性

細胞率は、α-SMAと calponinを除いて、PWTsの各マーカーに対する平均陽性細胞率より

も有意に高かった。α-SMA と calponinに対する平均陽性細胞率は、PWTsで MPNSTs の

それよりも有意に高かった。各症例の各マーカーに対する陽性細胞率を用いたクラスター

解析により、ほとんどの MPNSTs と PWTs が 2 つの異なる群に分類されたが、3 例の

MPNSTsは PWT群に、NGFRあるいは Olig2を発現していた 6例の PWTsはMPNST 群

に分類された。PWT 群に再分類された 3 例の MPNSTs は、ほぼすべてのマーカーに対し

て陰性であり、未分化型の PWTであると考えられた。また、MPNST群に再分類された 6

例の PWTs は、神経系マーカーにのみ陽性であったことから、non-PNS に発生した

MPNSTs であると考えられた。MPNST 群に分類されなかった PWT 症例では、NGFR が

全例で陰性、Olig2が 2例を除き陰性であったことから、NGFRと Olig2は、MPNSTsと

PWTsの鑑別診断に最も有用なマーカーであるということが示唆された。  
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図表 

症例 犬種 年齢 性別

31 ウェルシュ・コーギー 12歳 去勢雄 右側頬部

32 シー・ズー 12歳 雌 左側頸部

33 雑種 9歳6ヶ月 避妊雌 左側肩部

34 ゴールデン・レトリーバー 12歳7ヶ月 雌 左側腋窩

35 ミニチュア・ダックスフント 9歳10ヶ月 去勢雄 左側腋窩から胸腔（再発）

36 雑種 14歳8ヶ月 雄 左側肘部

37 ビーグル 15歳 雌 左側肘部

38 ボストン・テリア 9歳2ヶ月 避妊雌 左側肘部

39 柴 13歳6ヶ月 雄 右側肘部

40 雑種 15歳1ヶ月 雄 左側肘部

41 シェットランド・シープドッグ 9歳10ヶ月 避妊雌 左側肘部

42 ポメラニアン 13歳11ヶ月 雌 左側前肢（再発）

43 ラブラドール・レトリーバー 10歳 雌 右側前肢

44 ボクサー 8歳11ヶ月 雄 胸壁

45 チワワ 9歳 雌 右側腰部

46 ウェルシュ・コーギー 13歳3ヶ月 雌 腰背部

47 ラブラドール・レトリーバー 9歳2ヶ月 去勢雄 左側臀部

48 シェットランド・シープドッグ 不明 不明 臀部

49 ゴールデン・レトリーバー 13歳4ヶ月 避妊雌 左側臀部

50 雑種 9歳3ヶ月 雄 左側臀部

51 ポメラニアン 10歳2ヶ月 避妊雌 左側下腿部

52 雑種 13歳10ヶ月 雄 左側大腿部（再発）

53 ウェルシュ・コーギー 9歳7ヶ月 雄 右側大腿部

54 シェットランド・シープドッグ 10歳11ヶ月 雌 左側大腿部

55 雑種 10歳 雄 大腿部

56 ドーベルマン 11歳3ヶ月 雌 大腿部

57 ウェルシュ・コーギー 7歳5ヶ月 避妊雌 大腿部

58 ゴールデン・レトリーバー 13歳 去勢雄 腰下リンパ節（右側後肢腫瘍の転移病巣）

59 ラブラドール・レトリーバー 8歳4ヶ月 雄 右側足根関節部（再発）

60 ゴールデン・レトリーバー 8歳6ヶ月 雌 左側足根部（再発）

61 ヨークシャー・テリア 9歳2ヶ月 雌 右側後肢第二、三指間

Table 1-6. 用いたPWTs症例

後肢

体幹

前肢

頭頚部

腫瘍発生部位
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Figure 1-5. 血管周壁腫瘍(PWTs)における各マーカーに対する免疫組織化学的検索結果。

EnVisionポリマー法。後染色：マイヤーのヘマトキシリン。 

a. 腰下リンパ節（右側後肢腫瘍の転移病巣）。ゴールデン・レトリーバー。症例 58。腫瘍細

胞は S100 に弱陽性。b. 左側下腿部。ポメラニアン。症例 51。腫瘍細胞は nestin に弱陽

性。c. 左側肘部。ビーグル。症例 37。腫瘍細胞は NGFR に陰性。d. 左側足根部。ゴール

デン・レトリーバー。症例 60。腫瘍細胞は Olig2に中程度陽性。e. 左側臀部。雑種。症例

50。腫瘍細胞は claudin-1に中程度陽性。f. 右側前肢。ラブラドール・レトリーバー。症例

43。腫瘍細胞は CD57 に陰性。g. 右側腰部。チワワ。症例 45。腫瘍細胞は PRX に陰性。

h. 左側腋窩部。ゴールデン・レトリーバー。症例 34。腫瘍細胞は α-SMA に中程度陽性。

i. 左側肘部。ビーグル。症例 37。腫瘍細胞は desmin に弱陽性。j. 左側臀部。雑種。症例

50。腫瘍細胞は calponinに中程度陽性。  

a b c 

d e f 

h i 

g 

j 
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Figure 1-6. MPNSTsと PWTsの各マーカーに対する平均陽性細胞率の比較。 

α-SMA と calponin を除き、すべてのマーカーに対して、MPNSTs の平均陽性細胞率は

PWTsのそれよりも有意に高かった。α-SMAと calponinについては、PWTsの平均陽性細

胞率方がMPNSTsのそれよりも有意に高かった。（平均値±標準誤差）。*: P < 0.05（Mann-

Whitneyの U検定）。  
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Figure 1-7. MPNSTsと PWTs症例のクラスター解析。 

Ward 法を用いて作成したデンドログラム。MPNSTs と PWTs は 2 つの異なる群に分けら

れた。Non-PNS に発生した 3 例の MPNSTs（症例 17-19：青字）は PWT の群に、一方、

6例の PWTs（33、35、42、56、57、59：赤字）はMPNSTの群に分類された。  
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PWT (case 34) 
PWT (case 61) 
PWT (case 32) 
PWT (case 39) 
PWT (case 51) 
PWT (case 55) 
PWT (case 53) 
PWT (case 58) 
PWT (case 38) 
PWT (case 41) 

MPNST in non-PNS (case 17) 
PWT (case 48) 
PWT (case 40) 
PWT (case 47) 
PWT (case 49) 
PWT (case 37) 
PWT (case 44) 

MPNST in non-PNS (case 18) 
MPNST in non-PNS (case 19) 

PWT (case 60) 
PWT (case 46) 
PWT (case 50) 
PWT (case 52) 
PWT (case 31) 
PWT (case 54) 
PWT (case 43) 
PWT (case 45) 
PWT (case 36) 

MPNST in non-PNS (case 26) 
PWT (case 57) 

MPNST in non-PNS (case 27) 
MPNST in non-PNS (case 28) 

PWT (case 42) 
PWT (case 33) 

MPNST in PNS (case 8) 
MPNST in non-PNS (case 20) 
MPNST in non-PNS (case 22) 
MPNST in non-PNS (case 23) 

MPNST in PNS (case 10) 
MPNST in PNS (case 15) 

MPNST in non-PNS (case 30) 
PWT (case 35) 

MPNST in PNS (case 6) 
PWT (case 56) 
PWT (case 59) 

MPNST in PNS (case 12) 
MPNST in non-PNS (case 24) 

MPNST in PNS (case 3) 
MPNST in non-PNS (case 25) 

MPNST in PNS (case 5) 
MPNST in non-PNS (case 29) 

MPNST in PNS (case 4) 
MPNST in PNS (case 14) 
MPNST in PNS (case 1) 

MPNST in PNS (case 11) 
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第 2章 舌の顆粒細胞腫瘍(GCTs)の由来と 

細胞質内顆粒形成に関する病理学的研究 

 

序 

 

顆粒細胞腫瘍(granular cell tumors: GCTs)は、豊富な好酸性顆粒状細胞質を有する均一

な多角形腫瘍細胞の増殖を特徴とする。GCTsは身体のどの部位にも発生し得るが、ヒトで

は口腔内、特に舌に 48、イヌでは口腔内に最も多く発生する 44。通常、GCTsはヒトでも動

物でも良性の挙動を示すが、まれに悪性化する 17,48。ヒトでは、紡錘形腫瘍細胞、大型核小

体を伴う空胞状の核、分裂活性の増加、核／細胞質比の増大、多形性、および壊死といった

基準のうち、3つ以上を満たしたときに、悪性と診断する 46。 

GCTsの組織起源はいまだ明らかになっていない 17,48。以前には、骨格筋細胞、神経細胞、

線維芽細胞、組織球、あるいは筋上皮細胞が腫瘍細胞の起源であると考えられていた 47。さ

らには、細胞に生じた退行性変化や、外傷によって誘導された増殖が、この腫瘍細胞の特徴

的な形態変化にかかわっていると考えられたこともあった 31,48。近年では、免疫組織化学的

検索および電子顕微鏡所見により、GCTsの起源は、神経堤組織、特に Schwann細胞であ

ることが、ヒトと動物の両方で示唆されている 17,31,38,46,48,55。神経堤細胞からは、神経細胞、

グリア細胞、Schwann細胞、色素細胞、内分泌細胞、筋細胞、頭蓋の軟骨と骨が分化する

12,,56,72。前章で取り上げた末梢神経鞘腫瘍(PNSTs)も、Schwann細胞、神経周膜細胞、また

はその両方から発生する 64が、GCTsの病理組織学的特徴は PNSTsのそれとは異なる。 

GCTsの腫瘍細胞の細胞質内顆粒は、その超微形態学的特徴から、リソソーム、オートフ

ァゴソーム、またはオートファゴリソソームであると考えられている 31,38,55。オートファジ

ーは、細胞が自身の構成要素を自己消化する作用であり、これにより栄養素を作り出し、飢

餓状態においても生命維持に必要な細胞機能を維持し、かつ過剰な、または傷害を受けた細
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胞内小器官、異常な折り畳み構造のタンパク質などを細胞内から除去することができる。オ

ートファジーは、栄養飢餓状態、成長因子の枯渇、生体エネルギー要求の上昇、発生変化、

酸化ストレス、感染、タンパク質凝集蓄積時などに急速に活性化される。オートファジーの

制御には、栄養状態、ホルモン、温度、酸素濃度、細胞密度が関与している 29,74。ヒトの GCTs

では、腫瘍細胞にオートファジーマーカーである LC3 が発現しており、実際に細胞質内顆

粒はオートファゴソームまたはオートファゴリソソームであると考えられている 55。 

これに対し、イヌの GCTs における細胞質内顆粒の正確な性状について調べた報告はこ

れまでない。本章では、イヌの GCTsの起源と細胞質内顆粒の性状を解明するために、舌に

発生した GCTs 12例について、病理組織学的検索、免疫組織化学的検索、超微形態学的検

索、細胞培養および免疫不全マウスへの異種移植実験を行った。  
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材料と方法 

 

【症例】 

2010 年から 2013 年にかけて、日本動物高度医療センターと東京大学大学院農学生命科

学研究科獣医病理学研究室に提出された 12 例のイヌの舌の腫瘤を対象とした。症例情報、

舌内での腫瘍発生部位、腫瘍の生物学的挙動を Table 2-1に示した。犬種、年齢（10～15歳

齢）、性別（雄 5例、雌 7例）に素因は認められなかった。 

【病理組織学的検索および免疫組織化学的検索】 

切除生検された腫瘍組織を 10%リン酸緩衝ホルマリン水溶液で固定し、パラフィン包埋

した。また、初代培養のために、症例 3の新鮮腫瘍組織を採取した。パラフィン包埋組織か

らは、厚さ 2～4 µm の HE 染色標本と過ヨウ素酸シッフ(PAS)染色標本を作製するととも

に、Table 2-2に示した一次抗体を用いた免疫組織化学的検索を行った。S100、vimentin、

Melan A、CD133、LC3、p62、NBR1、Iba1、desminについては、抗原賦活処理として、

クエン酸緩衝液(pH 6.0)中で 121℃10 分間オートクレーブ処理した。 nestin、NGFR、

ubiquitin、α-SMAについては、抗原賦活処理処理は行わなかった。内因性ペルオキシダー

ゼ活性は、3%過酸化水素加メタノールで室温 5 分間処理し、不活化した。非特異反応は、

8%スキムミルク加 TBSで 37℃30 分間処理し、抑制した。一次抗体との反応は 4℃で一晩

行った。TBSで 3回洗浄後、Dako EnVision+ System- 西洋ワサビペルオキシダーゼ標識

ポリマー抗マウス二次抗体または抗ウサギ二次抗体(DAKO, Glostrup, Denmark)との反応

を、室温 10 分間、37℃40 分間ののち、さらに室温 10 分間行った。TBS で 3 回洗浄後、

0.05% 3-3’-ジアミノベンジジンおよび 0.03%過酸化水素加トリス塩酸緩衝液で発色した。

後染色にはマイヤーのヘマトキシリンを用いた。それぞれの一次抗体に対する陽性コント

ロールとして用いた組織切片は Table 2-2に示した。陰性コントロールには、一次抗体の代

わりに TBSを用いた。 
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【透過型電子顕微鏡検索】 

症例 12のホルマリン固定腫瘍組織から切り出した小片を 0.1Mリン酸緩衝液(phosphate 

buffer: PB)で洗浄後、2.5%グルタールアルデヒド加 0.1M PBにより 4℃で 2時間、その後、

1%四酸化オスミウムにより 4℃で 2 時間固定した。エタノール系列による脱水と QY-1 

(Nisshin EM Corporation, Tokyo, Japan)による置換後、組織を Quetol651 resin (Nisshin 

EM)に包埋した。超薄切片を作製し、酢酸ウラニルとクエン酸鉛で染色し、超微細構造を

Hitachi H-7500透過型電子顕微鏡(Hitachi High-Technologies Corporation, Tokyo, Japan)

で観察した。 

【細胞培養および免疫不全マウスへの腫瘍異種移植実験】 

症例 3の新鮮腫瘍組織を細切後、細胞を解離し、10%牛胎児血清(fetal bovine serum: FBS; 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)と 1%ペニシリン―ストレプトマイシン

(Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan)を加えた Dulbecco 変法 Eagle 培地

(DMEM; Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA)を入れた細胞培養用フラス

コに播種した。培養細胞がコンフルエントに達したときに、継代を行った。継代 8代目の細

胞について、免疫細胞化学的検索により細胞の特徴を確認した。その後、継代を 23代以上

続けて培養細胞を株化した。この株化細胞を用いて倍加時間の測定と形態観察を行った。 

初代培養から継代 13 代目の培養細胞を回収し、リン酸緩衝食塩液(phosphate buffered 

saline: PBS)に懸濁し、移植能の検討のために、5週齢の雌 nudeマウス(BALB/cAJcl-nu/nu; 

CLEA Japan, Tokyo, Japan) 3匹の腰背部皮下組織に、それぞれ 1.0×106個接種した。さ

らに、免疫不全状態の違いによる形態学的特徴の変化を調べるために、継代数の異なる培養

細胞を、5週齢の雌 SCIDマウス(FOX CHASE SCID C.B-17/lcr-scid/scidJcl; CLEA Japan, 

Tokyo, Japan) 3匹の腰背部皮下組織に、それぞれ 3.7×106個、2.2×106個、1.1×106個接種

した。接種部位に触知可能な腫瘤が確認された後、腫瘍体積を（長径）×（短径）×（高さ）

×3.14／6 の式を用いて毎日算出した。(1) 腫瘍体積が体重の 10%を超えたとき、(2) 2～3
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日間で体重が 20%減少したとき、または、(3) 1週間で体重が 25%減少したときに、マウス

を安楽殺、剖検し、腫瘤を採取した。腫瘤は、10%リン酸緩衝ホルマリン水溶液で固定し、

パラフィン包埋した。厚さ 2～4 µmの連続切片を用いて、HE染色標本、PAS反応標本、

Fontana-Masson銀染色標本を作製し、病理組織学的検索と免疫組織化学的検索を行った。

一連の動物実験はすべて、東京大学バイオサイエンス委員会動物実験専門委員会により承

認された。  
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結果 

 

【病理組織学的検索および免疫組織化学的検索】 

検索した 12例すべての腫瘍を、病理組織学的に顆粒細胞腫瘍(GCTs)と診断した。症例 12

を除く 11 例は、良性 GCT と診断した。これらの腫瘍は、豊富な好酸性顆粒状細胞質を有

する多角形細胞で構成されていた(Figure 2-1a)。細胞質内顆粒は、症例 2～4、6～8、10～

12 で PAS 反応陽性、ジアスターゼ抵抗性であった(Figure 2-1b)。症例 12 は悪性 GCT と

診断した。この腫瘍は、主に顆粒を持たない紡錘形から多角形の腫瘍細胞で構成されていた

が、まれに豊富な好酸性細胞質内顆粒を有する細胞を認めた(Figure 2-1c)。腫瘍細胞の骨格

筋への浸潤像、広範囲の壊死巣も認められた。 

各症例の免疫組織化学的検索の結果を Table 2-3に示した。S100は、症例 8、10、12の

腫瘍細胞が陽性で、症例 10 では強陽性(Figure 2-1d)、症例 8、12 では弱陽性であった。

vimentin は、全症例の腫瘍細胞が強陽性であった(Figure 2-1e)。nestin は、症例 12 の腫

瘍細胞が強陽性であった(Figure 2-1f)。NGFRは、症例 9、12の腫瘍細胞が陽性で、症例 9

では弱陽性、症例 12では強陽性であった(Figure 2-1g)。desminは、症例 7、12の腫瘍細

胞が陽性で、症例 7 では弱陽性、症例 12 では強陽性であった(Figure 2-1h)。Melan A、

Iba1、α-SMA は全症例で陰性であった。CD133 は、症例 2、3、8、10～12 の腫瘍細胞の

細胞質内顆粒が陽性で、症例 3では弱陽性(Figure 2-1i)、症例 10では中程度陽性、症例 2、

8、11、12では強陽性であった。各オートファジーマーカーの発現は、細胞質内顆粒に一致

して認められた。LC3は、症例 2～4、7、8、10～12の腫瘍細胞が強陽性(Figure 2-1j)、症

例 9の腫瘍細胞が弱陽性であった。p62は、全症例で強陽性であった(Figure 2-1k)。NBR1

は、症例 3、8、10～12 の腫瘍細胞が強陽性(Figure 2-1l)、症例 2、9 の腫瘍細胞が弱陽性

であった。ubiquitinは、症例 8、10～12の腫瘍細胞が強陽性、症例 2～4、9の腫瘍細胞が

弱陽性であった(Figure 2-1m)。 
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【透過型電子顕微鏡検索】 

症例 12の腫瘍細胞の細胞質に、多くの小胞状構造物とリソソーム様の電子密度の高い顆

粒状構造物が認められた（Figure 2-2a 矢頭）。複数の細胞内小器官を含むオートファゴソ

ーム様の膜状構造物（Figure 2-2b矢頭）や、ミエリン様の多層性膜状構造物（Figure 2-2c

矢頭）も認められた。 

【細胞培養】 

初代培養から継代後数代までは、フラスコ内に円形細胞と紡錘形細胞が混在して認めら

れたが、継代が進むと円形細胞が優勢となった。株化した培養細胞の倍加時間は 30.6 時間

であった(Figure 2-3a)。その形態は、紡錘形または円形を示し(Figure 2-3b)、固定後には円

形に変化した(Figure 2-3c)。核は円形から楕円形で、核／細胞質比は高く、複数の明瞭な核

小体が認められた。これらの細胞は、中程度から高度の核異型と細胞異型を有していた。培

養細胞の免疫細胞化学的検索結果を Table 2-3に示した。S100、vimentin、nestin、CD133、

LC3、p62、NBR1、ubiquitin、Iba1が強陽性であった。Melan Aは、少数の細胞の細胞質

に顆粒状に発現していた。NGFR、α-SMA、desminは陰性であった。 

【免疫不全マウスへの腫瘍異種移植実験】 

nudeマウスでは、培養細胞接種後 22日後または 47日後に、3匹中 2匹の腰背部皮下組

織に腫瘤が触知された(Figure 2-3d)。SCID マウスでは、接種後 13 日後から 15 日後に、

すべてのマウスの腰背部皮下組織に腫瘤が触知された(Figure 2-3e)。形成された腫瘍は紡

錘形から多角形の腫瘍細胞で構成されていた。腫瘍細胞は束状交錯状配列または渦状配列

をとり、壊死巣周囲に偽柵状配列が認められた(Figure 2-4a)。また、少数の腫瘍細胞に PAS

反応陽性、ジアスターゼ耐性の好酸性細胞質内顆粒が認められた(Figure 2-4b)。nudeマウ

スおよび SCID マウスに形成されたすべての腫瘍で、少数の腫瘍細胞の細胞質内に

Fontana-Masson 銀染色陽性のメラニン顆粒が認められた(Figure 2-4c)。 

移植腫瘍の免疫組織化学的検索結果を Table 2-3に示した。腫瘍細胞の細胞質に S100、
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vimentin、nestin、Melan A、CD133、p62、ubiquitin の発現が認められた。S100とMelan 

Aは、一部の腫瘍細胞で弱陽性であった(Figures 2-4d, e)。NGFRは、SCIDマウス(2/3)で

のみ、少数の腫瘍細胞の細胞膜に弱い発現が認められた。vimentinと nestinは、び漫性に

強陽性であった(Figures 2-4f, g)。CD133は、弱陽性から強陽性であった(Figure 2-4h)。複

数の腫瘍細胞に認められた細胞質内顆粒は、ubiquitin、LC3、p62、NBR1に陽性であった

(Figure 2-4i-l)。LC3と NBR1は、細胞質内顆粒を有する細胞でのみ、顆粒に一致して強陽

性であった。p62 と ubiquitin は、顆粒の有無にはかかわらず、多くの腫瘍細胞で発現し、

p62は全例でび漫性に強陽性、ubiquitinは全例で弱陽性から強陽性であった。Iba1、α-SMA、

desminは、すべて陰性であった。  
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考察 

 

本章で検索した 11 例の良性 GCTs の形態学的特徴は、過去に報告された所見 17,31,44,46-

48,55と一致していた。一方、症例 12 のみが悪性 GCT と診断された。細胞質内顆粒は良性

GCTと悪性 GCTの両方で認められ、これらは、症例 1、5、9、12を除く 8例で PAS反応

陽性、ジアスターゼ耐性であった。これらの所見から、GCTsの細胞質内顆粒は、腫瘍の悪

性度にかかわらず、特定の糖タンパク質を含むことが示唆された。 

S100とNGFRの発現は、症例 8、9、10、12の腫瘍細胞で認められた。desminの発現

は、症例 7、12で認められ、CD133の発現は、症例 2、3、8、10、11、12で認められた。

nestinの発現は、症例 12でのみ認められた。これらの結果から、腫瘍細胞は神経堤から生

じる Schwann細胞または横紋筋細胞に由来する可能性が示唆された。また、nestin、NGFR、

CD133 は、それぞれ神経堤幹細胞マーカー、またはがん幹細胞(CSCs)マーカーである

10,12,54,57ことから、GCTsに CSCsが存在する可能性も考えられた。 

腫瘍細胞の細胞質内顆粒は、LC3、p62、NBR1、ubiquitinに陽性であった。LC3はオー

トファゴソームの膜に限局し、オートファジーの有用なマーカーである 55。一方、p62 と

NBR1は、ユビキチン化されたタンパク質に結合する。また、p62は、ubiquitinと LC3の

両方のアダプタータンパク質でもある 29,42。オートファゴソームの形成には、これらの分子

が必要である。さらに、透過型電子顕微鏡観察の結果、腫瘍細胞の細胞質にオートファゴソ

ーム様の膜状構造物が認められた。以上のことから、イヌの舌における GCTs の細胞質内

顆粒は、オートファゴソームまたはオートファゴリソソームであることが示唆された。さら

に、CSCs のマーカーである CD133 の発現が、原発腫瘍、培養細胞、移植腫瘍のいずれに

おいても、細胞質内顆粒に一致して認められた。Chenらは、肝細胞腺腫の研究から、CD133

は、オートファジーとエネルギー代謝に関与しており、微小環境における CSCsの生存に有

益であると報告している 6。これらの知見から、GCTsにおいても、CD133の発現は、CSCs
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の存在の可能性を示唆するとともに、腫瘍細胞の微小環境への適応の結果、オートファジー

により細胞質内顆粒が形成されることが示唆される。 

今回、培養下では、GCTsの培養細胞に特徴的な細胞質内顆粒は認められず、形態学的に

は悪性の所見が認められた。また、神経系マーカー、オートファジーマーカー、幹細胞マー

カーの発現が認められた。Melan A は少数の培養細胞で顆粒状に発現していた。これらの

所見から、腫瘍細胞は培養により脱分化して、神経堤幹細胞の性質を獲得したことが示唆さ

れた。また、複数の細胞はSchwann細胞またはメラノサイトへ分化したことも示唆された。

さらに、培養下でも、オートファジーは活性化しているということが示唆された。Widera

らは、Schwann細胞が培養によって脱分化し、多分化能を獲得する可能性があると報告し

た 72。この報告と本章で得られた所見から、GCTsは神経堤細胞に由来するという仮説が支

持される。 

異種移植により免疫不全マウスに形成された腫瘍は、多角形から紡錘形の腫瘍細胞の束

状交錯状配列から成り、壊死巣の周囲に偽柵状配列が認められた。また、まれに、腫瘍細胞

の細胞質に微細な好酸性顆粒や暗褐色のメラニン顆粒が認められた。微細顆粒状細胞質を

有する腫瘍細胞は、オートファジーマーカーに陽性であり、暗褐色のメラニン顆粒を有する

腫瘍細胞は、Melan Aに陽性であった。これに対し、原発腫瘍の腫瘍細胞は、オートファジ

ーマーカーには陽性であるが、Melan A には陰性であった。これらのことから、腫瘍細胞

は培養により脱分化し、異種移植によりメラノサイトに再分化したことが示唆された。

Dupinらは、胚における色素細胞と Schwann細胞は、新しい環境条件下で、多分化能を取

り戻すことができ、神経堤に由来する細胞は、多方向性分化能があることを報告した 12。過

去の報告 12,72からも、GCTsの腫瘍細胞が神経堤細胞に由来し、培養により脱分化し、異種

移植によりメラノサイトに再分化したという仮説が支持される。異種移植により形成され

た腫瘍では、p62と ubiquitinの発現は、細胞質内顆粒の有無にかかわらず、び漫性に認め

られたが、LC3とNBR1の発現は、細胞質内顆粒を有する腫瘍細胞でのみ認められた。こ
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れらの所見から、異種移植により形成された腫瘍の腫瘍細胞には、アダプタータンパク質と

結合したユビキチン化タンパク質が存在しているものの、オートファジーは一部の腫瘍細

胞でのみ活性化しているということが示唆された。オートファジーは、腫瘍の発生初期には

腫瘍の成長に抑制的に働くが、後期には成長の維持に働くと考えられている 32。このことか

ら、良性 GCTs および培養条件化での腫瘍細胞内におけるオートファジーは腫瘍細胞の維

持に働いていると考えられ、移植腫瘍においては、腫瘍の成長抑制または維持に働いている

ものと考えられる。 

したがって、本章の結果より、イヌの舌の GCTsは神経堤細胞に由来すること、その細胞

質内顆粒は、オートファジーによって形成され、腫瘍細胞の形態は、周囲の微小環境の変化

に依存して変化することが考えられた。  
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要約 

 

顆粒細胞腫瘍(GCTs)は、豊富な好酸性顆粒状細胞質を有する多角形の腫瘍細胞を特徴と

する。ヒトでは、その起源は Schwann 細胞であり、細胞質内顆粒はオートファゴソーム、

または、オートファゴリソソームであると考えられている。しかし、イヌの GCTsでは、腫

瘍細胞の由来や細胞質内顆粒の性状は十分に調べられていない。本章では、イヌの舌に発生

した 12例の GCTsについて、免疫組織化学的検索、透過型電子顕微鏡 (TEM) 検索、細胞

培養、免疫不全マウスへの異種移植実験を行い、腫瘍細胞の由来と細胞質内顆粒の性状を調

べた。複数の原発腫瘍で S100、CD133、desmin の発現が認められ、また、細胞質内顆粒

はオートファジーマーカーである LC3、p62、NBR1、ubiquitinに陽性であった。TEM観

察により、オートファゴソーム様の構造が細胞質に認められた。良性 GCTを培養したとこ

ろ、培養細胞は、S100、nestin、Melan A、CD133、LC3、p62、NBR1、ubiquitinを発現

していた。これらのことから、イヌの GCTsの腫瘍細胞は神経堤に由来すること、培養によ

り脱分化し、一部はメラノサイトに再分化すること、オートファジーの活性化が起こること

が示された。この培養細胞を免疫不全マウスに移植することで形成された腫瘍は、紡錘形か

ら多角形の細胞で構成され、少数の細胞にのみ細胞質内顆粒が存在し、複数の細胞の細胞質

には、メラニン顆粒が認められた。腫瘍細胞は S100、nestin、Melan A、CD133を発現し

ていた。さらに、オートファジーマーカーのうち、p62と ubiquitinが細胞質内顆粒の有無

にかかわらず、び漫性に陽性であったが、LC3とNBR1は細胞質内顆粒を有する腫瘍細胞

でのみ陽性であった。これらのことから、培養によって脱分化した GCTsの腫瘍細胞は、異

種移植により一部がメラノサイトへ再分化することと、オートファジーが活性化した細胞

でのみ細胞質内顆粒が認められることが示された。したがって、イヌの舌の GCTs は神経

堤細胞に由来し、その細胞質内顆粒はオートファジーによって形成され、また、腫瘍細胞の

形態はその微小環境に依存して変化すると考えられた。  
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図表 

症例 犬種 年齢 性別 腫瘍の舌内の発生部位 生物学的挙動

1 不明 10歳 避妊雌 両側舌側面 良性

2 ミニチュア・ダックスフント 13歳6ヶ月 雌 舌側面 良性

3 雑種 12歳 雌 舌腹側 良性

4 ウェルシュ・コーギー 11歳 雌 舌腹側面中央部 良性

5 ミニチュア・ダックスフント 11歳 雄 舌腹側面 良性

6 パピヨン 13歳 避妊雌 舌辺縁部 良性

7 ミニチュア・ピンシャー 10歳 雄 舌根部両側 良性

8 雑種 15歳 避妊雌 舌辺縁部（多発性） 良性

9 ミニチュア・ダックスフント 13歳 雄 舌側面 良性

10 トイ・プードル 12歳2ヶ月 雌 舌（詳細不明） 良性

11 ウェルシュ・コーギー 12歳8ヶ月 雄 舌腹側面 良性

12 雑種 13歳6ヶ月 雄 舌根部右側および舌内部 悪性

Table 2-1. 用いたGCT症例
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Figure 2-1. 原発腫瘍の病理組織学的検索結果(a-c)および各マーカーに対する免疫組織化

学的検索結果(d-m)。aおよび c：ヘマトキシリン・エオジン染色(HE)、b：過ヨウ素酸シッ

フ(PAS)反応、d-m：EnVisionポリマー法、後染色：マイヤーのヘマトキシリン。 

a. 症例 3。腫瘍は、豊富な好酸性顆粒状細胞質を有する均一な多角形の腫瘍細胞で構成さ

れる。b. 症例 3。細胞質内顆粒は、PAS反応陽性、ジアスターゼ抵抗性。c. 症例 12。悪性

GCT。腫瘍は、中程度の核異型を有し、核／細胞質比の高い、紡錘形から多角形の腫瘍細胞

で構成される。ときおり、豊富な好酸性顆粒状細胞質を有する腫瘍細胞を認める。d. 症例

10。細胞質内顆粒は、S100 に強陽性。e. 症例 3。細胞質内顆粒は vimentin に強陽性。f. 

症例 12。腫瘍細胞の細胞質が nestinに強陽性。g. 症例 12。腫瘍細胞の細胞膜がNGFRに

強陽性。h. 症例 12。腫瘍細胞の細胞質と細胞質内顆粒が desminに陽性。i. 症例 3。細胞

質内顆粒が CD133 に弱陽性。j. 症例 3。細胞質内顆粒が LC3 に強陽性。k. 症例 3。細胞

質内顆粒が p62に強陽性。l. 症例 3。細胞質内顆粒がNBR1に強陽性。m. 症例 3。細胞質

内顆粒が ubiquitinに弱陽性。 

a b c 

d e f 

g h i 

j k l m 
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Figure 2-2. 原発腫瘍の透過型電子顕微鏡検索結果。症例 12。悪性 GCT。 

a. 腫瘍細胞の細胞質内に、多数の小胞状構造物と電子密度の高い顆粒状構造物（矢頭）が

認められる。スケールバーは 500nm。b. 腫瘍細胞の細胞質内に、複数の細胞内小器官を取

り込んだオートファゴソーム様の膜状構造物（矢頭）が認められる。スケールバーは 500nm。

c. 腫瘍細胞の細胞質内にミエリン様の多層性膜状構造物（矢頭）が認められる。スケール

バーは 100nm。  

a b c 
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Figure 2-3. 症例 3 の新鮮腫瘍組織から培養し、23 代以上継代して株化した培養細胞の増

殖曲線と形態学的特徴(a-c)、および初代培養から継代 13代目の培養細胞を免疫不全マウス

へ異種移植して形成された腫瘤の肉眼像（dおよび e）。 

a. 株化細胞の増殖曲線。倍加時間は 30.6時間であった。縦軸は培養細胞数の対数値を、横

軸は培養後の日数を示す。b. 株化細胞（継代 6 代目）の形態学的特徴。培養細胞は紡錘形

または円形を示す。位相差顕微鏡像。c. 株化細胞の形態学的特徴。固定すると、細胞の形態

は円形に変化した。塗抹標本、Wright-Giemsa 染色。d. 初代培養から継代 13 代目の培養

細胞の異種移植によって形成された nude マウス腰背部皮下組織の腫瘍。移植後 22 日後ま

たは 47日後に触知可能な腫瘤（青円）が認められた。腫瘍体積の倍加時間は約 2日であっ

た。e. 初代培養から継代 13 代目の培養細胞の異種移植によって形成された SCID マウス

腰背部皮下組織の腫瘍。接種後 13 日後から 15 日後に触知可能な腫瘤（青円）が認められ

た。腫瘍体積の倍加時間は約 2日であった。 
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Figure 2-4. 異種移植により nudeマウスの腰背部皮下組織に形成された腫瘍の病理組織学
的特徴(a-c)および各マーカーに対する免疫組織化学的検索結果(d-l)。a, b：HE、c：Fontana-
Masson銀染色、d-l：EnVisionポリマー法、後染色：マイヤーのヘマトキシリン。 
a. 腫瘍は紡錘形から多角形の腫瘍細胞で構成され、腫瘍細胞の束状交錯状配列と壊死巣周
囲の偽柵状配列が特徴的である。b. 少数の腫瘍細胞に好酸性細胞質内顆粒を認める。c. 複
数の腫瘍細胞にメラニン顆粒を認める。d. 一部の腫瘍細胞が S100 に弱陽性。e. メラニン
顆粒の有無にかかわらず、複数の腫瘍細胞が Melan A に弱陽性。f. 多数の腫瘍細胞が
vimentinに強陽性。細胞質内顆粒も vimentinに陽性。g. 多数の腫瘍細胞が nestinに強陽
性。h. 腫瘍細胞が CD133 に弱陽性。i. 細胞質内顆粒の有無にかかわらず、多数の腫瘍細
胞が ubiquitinに陽性。j. 細胞質内顆粒を有する腫瘍細胞のみが LC3に強陽性。k. 細胞質
内顆粒の有無にかかわらず、多数の腫瘍細胞が p62 に強陽性。l. 細胞質内顆粒を有する腫
瘍細胞のみがNBR1に弱陽性。  

a b c 

d e f 

g h i 

j k l 



59 

 

第 3章 MPNSTs、GCTs、PWTsの細胞学的特徴とがん幹細胞様細胞の検索 

 

序 

 

神経堤には、全身の様々な組織の細胞に分化する能力を持った幹細胞の存在が示唆され

ている 10,12。神経堤細胞から発生する腫瘍として、MPNSTs や GCTs、悪性黒色腫などが

挙げられる。一般に、腫瘍発生のメカニズムとして、クローン進化モデルとがん幹細胞

(CSCs)モデルが提唱されている 70。固形腫瘍のCSCsのマーカーとしては、主としてABCG5、

ALDH1、CD24、CD34、CD44、CD90、CD133、EpCAMなどが用いられてきたが 69、中

でも CD133は最も多く用いられている。近年の研究では、SSEA-1、CD15、Lewis X、α6-

integrinなどのマーカーも注目されている 70。また、近年の CSCs研究では、移植実験への

新鮮腫瘍組織や継代初期の移植片の使用が注目されており、異種移植実験により形成され

た腫瘍の性質の評価が CSCsの存在の確認に重要であるという認識が高まっている 70。 

イヌの MPNSTs は Schwann 細胞および神経周膜細胞に由来し、GCTs は Schwann 細

胞やメラニン細胞への分化能を有する神経堤細胞に由来することが、第 1 章および第 2 章

で確かめられた。また、ヒトのMPNSTsで、nestin、NGFR、CD34、CD133が発現する

ことから、CSCs 様細胞の存在が示唆されている 57。これに対し、イヌでは乳腺腫瘍 13,34、

肺腺癌 40、肝細胞癌および胆管細胞癌 8、膠芽腫 60で CSCs様細胞の存在が示唆されている

が、MPNSTs と GCTs では、その存在を調べた研究はない。第 1 章と第 2 章で、イヌの

MPNSTsと GCTsでは腫瘍細胞に nestin、NGFR、CD133という幹細胞マーカーの発現が

認められたことから、これら 2腫瘍においても CSCs様細胞が存在する可能性がある。 

過去の報告と第 2 章までの所見を踏まえ、本章では、MPNSTs と、神経堤由来ではない

が、組織学的特徴がMPNSTsと酷似する PWTsについて、腫瘍細胞の細胞学的特徴を調べ

た。また、CSCsの存在の可能性を検討するために、MPNSTs 37例と PWTs 35 例につい
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て、特に幹細胞マーカーの発現に注目して、免疫組織化学的検索、細胞培養、SCIDマウス

への異種移植実験を行った。また、これらの結果と、第 2章で得られたGCTsにおける nestin、

NGFR、CD133 の発現および CD34 の発現パターンとを比較し、MPNSTs、PWTs、およ

び GCTsにおける CSCsの存在の可能性を検討した。  
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材料と方法 

 

【症例】 

第 1 章のクラスター解析の結果を受け、再度分類した MPNSTs 症例 30 例および PWTs

症例 31例に、2011年から 2013年にかけて、切除生検または外科的切除後、東京大学大学

院農学生命科学研究科獣医病理学研究室において、病理組織学的検索および免疫組織化学

的検索により MPNST または PWT と診断された 11 例を加えた都合 MPNSTs 37 例と、

PWTs 35例とを対象とした。最近の研究結果 1,23,64に基づいて、HE染色標本でMPNSTと

診断した症例のうち、平滑筋マーカーのみを発現した症例、もしくはどのマーカーも発現し

なかった症例は PWTに再分類した。また、HE染色標本で PWTと診断した症例のうち、

神経系マーカーを発現し平滑筋マーカーを発現しない症例は MPNST に再分類した。

MPNSTsの症例を Table 3-1に、PWTsの症例を Table 3-2に示した。MPNSTsは 18例が

末梢神経系に、19例が軟部組織または体腔内臓器に発生していた。PWTsは 35例すべてが

皮下組織に発生していた。PWTsの腫瘍発生部位は、頭頸部（2例：症例 38、39）、前肢ま

たは後肢（25例：症例 40-53、61-71）、体幹（8例：症例 54-60）であった。症例の平均年

齢は、MPNSTs が 9.9±2.4 歳齢（3 歳齢から 13 歳 11 ヶ月齢）、PWTs が 11.2±2.2 歳齢

（5歳 5ヶ月齢から 15歳 1ヶ月齢）であった。性別は、MPNSTsでは、雄が 23例（13例

は去勢済み）、雌が 14例（9例は避妊済み）で、PWTsでは、雄が 18例（5例は去勢済み）、

雌が 16例（5例は避妊済み）であった。症例 59については、年齢と性別は記録されていな

かった。 

【免疫組織化学的検索】 

切除した腫瘍を 10%リン酸緩衝ホルマリン水溶液で固定し、パラフィン包埋した。また、

初代培養のために、症例 28 (MPNST)および症例 69 (PWT)から新鮮腫瘍組織を採取した。

パラフィン包埋組織から厚さ 2～4 µmの切片を作製し、Table 3-3に示した一次抗体を用い
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て免疫組織化学的検索を行った。がん幹細胞マーカーとして CD34と CD133の発現を調べ

たが、CD133 の発現検索には、異なるエピトープを認識する 2 つの抗体 ab19898 

(polyclonal; Abcam, Cambridge, UK)とW6B3C1 (monoclonal; Miltenyi Biotec, Bergisch 

Gladbach, Germany)を用いた。原発腫瘍についての免疫染色には、W6B3C1のみを用いた。

S100、Claudin-1、CD34、CD133 (ab19898)、Calponin、Desminについては、抗原賦活

処理として、脱パラフィン標本をクエン酸緩衝液(pH 6.0)中で 121℃10 分間オートクレー

ブ処理した。Olig2 については、Target Retrieval Solution (pH 9.0; DAKO, Glostrup, 

Denmark)中で 121℃10 分間オートクレーブ処理した。CD133 (W6B3C1)については、シ

トラコン酸ナトリウム水溶液(Immunosaver®; Nisshin EM, Tokyo, Japan)中で 98℃45分

間加温処理した。nestin、NGFR、α-SMA に対しては、抗原賦活処理は行わなかった。内

因性ペルオキシダーゼ活性は、3%過酸化水素加メタノールで室温 5 分間処理し、不活化し

た。非特異反応は、8%スキムミルク加 TBSで 37℃30分間処理し、抑制した。一次抗体と

の反応は 4℃で一晩行った。TBS で 3 回洗浄後、CD34 については、ビオチン標識抗ヤギ

IgG (H+L) ウサギポリクローナル抗体(KPL, Gaithersburg, Maryland, USA)と、他の抗体

については、Dako EnVision+ System- 西洋ワサビペルオキシダーゼ標識ポリマー抗マウ

ス二次抗体または抗ウサギ二次抗体(DAKO)と、室温 10分間、37℃40分間、さらに室温 10

分間反応させた。TBSで 3回洗浄後、CD34のみ、さらに Streptavidin (DAKO)と室温 40

分間反応させた。TBSで 3回洗浄後、すべてのマーカーについて、0.05% 3-3’-ジアミノベ

ンジジンおよび 0.03%過酸化水素加トリス塩酸緩衝液で発色した。後染色にはマイヤーの

ヘマトキシリンを用いた。それぞれの一次抗体に対する陽性コントロールとして用いた組

織切片を Table 3-3に示した。陰性コントロールには、一次抗体の代わりに TBSを用いた。

CD34 および CD133 の発現強度を半定量的に評価し、MPNSTs と PWTs 間でχ二乗検定

を行った。有意水準は P < 0.05とした。 

 



63 

 

【細胞培養】 

症例 28 (MPNST)および 69 (PWTs)の新鮮腫瘍組織を細切後、細胞を解離し、10% FBS 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)と 1%ペニシリン―ストレプトマイシン

(Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan)を加えた DMEM (Life Technologies 

Corporation, Carlsbad, CA, USA)を容れた細胞培養用シャーレに播種した。培養細胞がコ

ンフルエントに達したときに、継代を行った。継代初期の細胞について、上述した抗体を用

いた免疫細胞化学的検索により、細胞の特徴を確認した。CD133の発現検索には、ab19898

を用いた。 

【SCIDマウスへの異種移植実験】 

初代培養から継代 2 代目（MPNST 症例 28）または継代 6代目（PWT症例 69）で細胞

を回収して PBS に懸濁し、5 週齢の雌 SCID マウス(FOX CHASE SCID C.B-17/lcr-

scid/scidJcl; CLEA Japan, Tokyo, Japan) 3 匹の腰背部皮下に移植した。移植した細胞数

は、MPNST培養細胞は、それぞれ 2.4×107個、2.4×107個、1.6×107個、PWT 培養細胞

は、それぞれ 2.3×106個、2.3×106個、1.2×106個であった。移植部位に触知可能な腫瘤が

確認された後、腫瘍体積を（長径）×（短径）×（高さ）×3.14／6の式を用いて、週 2回

以上算出した。(1) 腫瘍体積が体重の 10%を超えたとき、(2) 2～3日間で体重が 20%減少し

たとき、または(3) 1週間で体重が 25%減少したときに、マウスを安楽殺、剖検し、腫瘤を

採取した。腫瘤は、10%リン酸緩衝ホルマリン水溶液で固定し、パラフィン包埋した。厚さ

2～4 µm の HE 染色標本を作製し、病理組織学的検索と免疫組織化学的検索を行った。

CD133の発現検索には、ab19898とW6B3C1の両方を用いた。一連の動物実験はすべて、

東京大学バイオサイエンス委員会動物実験専門委員会により承認された。 

【GCTsについての免疫組織化学的検索および免疫細胞化学的検索】 

GCTs 症例からの材料の採取方法については、第 2 章に示したとおりである。本章では、

CD34および CD133 (W6B3C1)に対する免疫組織化学的検索を追加で行った。  



64 

 

結果 

 

【原発腫瘍の病理組織学的所見、培養細胞の形態学的特徴、および異種移植実験】 

MPNSTs、GCTs、PWTs各症例の病理組織学的所見は第 1章、第 2章に示したとおりで

ある。MPNSTs、GCTs、PWTsの初代培養に用いた原発腫瘍の組織像、培養細胞（MPNST：

継代 4 代目、PWT：継代 2 代目）の位相差顕微鏡像、および異種移植実験により形成され

た腫瘍の組織像を Figure 3-1a-iに示した。 

原発腫瘍は、MPNST、PWT ともに紡錘形腫瘍細胞の不規則な交錯状配列や渦状配列に

より構成され(Figure 3-1a, b)、周囲組織への浸潤を認めた。GCT原発腫瘍の病理組織学的

所見は、第 2章で示したとおりである(Figure 3-1c)。培養細胞は、MPNST、PWT ともに、

二極性または多極性に繊細な突起を有する紡錘形を呈していた(Figure 3-1 d, e)。GCT培養

細胞の形態は、第 2 章で示したとおりである(Figure 3-1f)。異種移植実験においては、

MPNST培養細胞移植群では、移植後 77、95、または 112日後に全個体で触知可能な腫瘤

が認められた。腫瘤サイズは増大、減少を繰り返したが、移植後 251日後でも end pointの

条件を超えなかったため、実験終了とし安楽死、剖検を行った。形成された腫瘤は大腿筋に

深く浸潤していた。PWT培養細胞移植群では、移植後 278日後まで触知可能な腫瘤は認め

られなかったため、実験終了とし、安楽死、剖検を行った。剖検時に、3例中 2例の左側腰

背部皮下組織に白色小腫瘤を認めた。MPNST移植腫瘍および PWT移植腫瘍は、いずれも

原発腫瘍と同様の紡錘形腫瘍細胞の不規則な交錯状配列や渦状配列で構成され(Figure 3-

1g, h)、周囲骨格筋組織への浸潤を認めた。GCT移植腫瘍の病理組織学的所見は、第 2章で

示したとおりである(Figure 3-1i)。 

【免疫組織化学的検索】 

MPNSTs と PWTs 各症例における各マーカーの発現強度をそれぞれ Tables 3-4、3-5 に

示した。CD34、CD133 以外の各マーカーの発現は第 1 章で示したとおりである。また、



65 

 

MPNSTs と PWTs における CD34 および CD133 (W6B3C1)の発現パターンを Figure 3-

2a-dに示した。 

CD34 の発現は腫瘍細胞の細胞膜または細胞質に認められ、MPNSTs では 37 例中 7 例

が陰性、18例が弱陽性、5例が中程度陽性、7例が強陽性であった。CD34陽性細胞は、充

実性増殖巣または Antoni B タイプに相当する粘液腫状増殖巣に認められた(Figure 3-2a)。

PWTsでは、35例中 1例が陰性、4例が弱陽性、11例が中程度陽性、19例が強陽性であっ

た(Figure 3-2b)。PWTs における発現強度は、MPNSTs のそれより有意に高かった(P = 

0.00029)。CD133の発現は腫瘍細胞の細胞膜または細胞質に認められ、MPNSTsでは、37

例中 21例が陰性、13例が弱陽性、1例が中程度陽性、2例が強陽性であった(Figure 3-2c)。

CD133 が弱陽性であった症例では、腫瘍増殖巣内のごく一部の腫瘍細胞のみが陽性のもの

から、複数の細胞集団が陽性のものまで、さまざまな程度で認められた。CD133 が中程度

陽性または強陽性であった 3例（症例 8、11、27）では、nestinおよびNGFRも中程度か

ら強陽性であった。このうち、症例 11 の腫瘍細胞は desmin も発現していた。CD34 と

CD133の発現には、負の相関の傾向が認められた。PWTsでは、35例中 22例が陰性、9例

が弱陽性、1例が中程度陽性、3例が強陽性であった(Figure 3-2d)。CD133が弱陽性であっ

た症例では、ごく一部の腫瘍細胞のみが陽性のものから、複数の細胞集団が陽性のものまで

認められた。CD133 が中程度陽性または強陽性であった 3 例（症例 47、48、67）では、

nestinの発現も認められた。症例 49は nestinに陰性であったが、CD133は強陽性であっ

た。MPNSTsと PWTs間で、発現強度に有意差は認められなかった(P = 0.17)。 

初代培養に用いた原発腫瘍、培養細胞、移植腫瘍における各マーカーの発現強度は Table 

3-6 に示したとおりである。また、MPNSTs移植腫瘍と PWTs移植腫瘍における CD34お

よび CD133 (W6B3C1)の発現パターンを Figure 3-3a-dに示した。 

原発腫瘍において、S100、NGFR、Olig2、α-SMA、desmin、calponinの発現強度は、

MPNST、PWTともに陰性から弱陽性であった。Nestinは、MPNST、PWTともに中程度
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から強陽性であった。claudin-1 は、MPNST では陰性、PWT では中程度陽性であった。

CD34 は、MPNST、PWT ともに強陽性であった。CD133 (W6B3C1)は、MPNST は弱陽

性、PWTは陰性であった。 

MPNSTの培養細胞は、すべてのマーカーに中程度陽性から強陽性であった。PWTの培

養細胞は、nestinと CD133 (ab19898)は強陽性、S100、Olig2、claudin-1、calponinは中

程度陽性、α-SMA、NGFR、desminは弱陽性であった。 

異種移植によって形成された腫瘍における各マーカーの発現は、MPNST 移植腫瘍では、

S100、nestin、desminが一部で弱陽性であった。PWT移植腫瘍では、S100が一部で弱陽

性であった。CSCsマーカーについては、CD34はMPNST移植腫瘍では弱陽性から中程度

陽性(Figure 3-3a)、PWT 移植腫瘍では強陽性であった(Figure 3-3b)。CD133 は MPNST

移植腫瘍、PWT移植腫瘍ともに陰性であった(Figure 3-3c, d)。他のマーカーは陰性であっ

た。 

【GCTsの免疫組織化学的および免疫細胞化学的検索】 

GCTsにおける CSCsマーカーの発現を、Table 3-7および Figure 3-4a-fに示した。原発

腫瘍では、CD34 の発現は 12 例中 11 例で認められた。症例 2、3、7、11、12 では細胞質

内顆粒に一致して認められ、症例 1、4、5、8、9、10では細胞膜に認められた。症例 6は

陰性であった。症例 12 では細胞質内顆粒を有する腫瘍細胞のみが陽性となった。CD133 

(ab19898)に対しては、原発腫瘍では 12 例中 6 例で弱陽性から強陽性であった。また、

CD133 (W6B3C1)に対しては、原発腫瘍のうち症例 11のみが一部で弱陽性で、他は陰性で

あった。移植腫瘍では、CD34は nudeマウスでは陰性から弱陽性、SCIDマウスでは陰性

から一部で弱陽性であった。CD133 (ab19898)は、nudeマウスでは弱陽性から中程度陽性、

SICDマウスでは弱陽性から強陽性であった。CD133 (W6B3C1)は、nudeマウスでは一部

で弱陽性、SCIDマウスでは陰性から一部で弱陽性であった。  
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考察 

 

本章で検索した症例のうち、MPNSTsでは 37例中 16例(43.2%)で、PWTsでは 35例中

13例(37.1%)で CD133の発現が認められた。これらの症例では一部の腫瘍細胞のみが陽性、

もしくは複数の腫瘍細胞集団が陽性となった。また、多くの症例で、nestin、NGFR、CD34

といった他の幹細胞マーカーも陽性であった。MPNSTs で CD133 が中程度陽性または強

陽性となった 3例（症例 8、11、27）では、nestinおよびNGFRも中程度陽性から強陽性

であった。とくに、症例 11では desminも強陽性で、多方向性分化を示す症例では、CD133

陽性の CSCs様細胞が多数含まれている可能性が示唆された。ヒトの MPNSTs では CSCs

様細胞が同定されており、幹細胞マーカーである CD133、Oct4、nestin、NGFRの発現が

上昇していることが報告されている 57。本章で検索したイヌの MPNSTs でも、CD133、

nestin、NGFRの発現が認められたことから、イヌのMPNSTsにも神経堤幹細胞に由来す

る CSCs様細胞が存在する可能性が示唆された。また、PWTsでも CD133が中程度陽性か

ら強陽性となった 4例（症例 47、48、49、67）のうち、症例 49を除く 3例に nestinの発

現が認められた。イヌの PWT に CSCs が存在するという報告はこれまでないが、イヌの

PWTsは、血管壁周囲に存在する未分化幹細胞、線維芽細胞、周皮細胞、筋周皮細胞、平滑

筋細胞、筋線維芽細胞、またはこれらの性質が重複する移行細胞を起源とする可能性が指摘

されている 41。本章で検索した PWTs においても、幹細胞マーカーの発現が認められたこ

とから、PWTsの起源として、血管壁周囲の未分化幹細胞が考えられ、CSCs様細胞が存在

する可能性も示唆された。また、細胞培養を行ったMPNST（症例 28）と PWT（症例 69）

について、継代初期の培養細胞は SCIDマウスへの移植能を有し、原発腫瘍の形態学的特徴

を保持する腫瘍を形成することが確認された。 

GCTsにおいては、CD133 (ab19898)の発現が、原発腫瘍 12例中 6例で認められたが、

CD133 (W6B3C1)の発現は、原発腫瘍 12例中 1例のみに認められたにすぎなかった。移植
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腫瘍でも、ab19898が全例で弱陽性から強陽性であったのに対して、W6B3C1は陰性から

一部で弱陽性であった。GCTsでは、ab19898で検出された CD133陽性細胞は、W6B3C1

では、症例 11 の一部でしか検出されなかったが、MPNSTs および PWTs では、W6B3C1

で検出される CD133陽性細胞が認められた。CD133 抗体のうち、W6B3C1 は糖化された

細胞外エピトープ 1を認識し、ab19898は糖化されていない細胞内エピトープを認識する。

このことから、MPNSTsおよび PWTsでは、糖化されたエピトープ 1を有する CSCs様細

胞が存在し、GCTsでは、糖化されていない細胞内エピトープを有する CSCs様細胞が存在

する可能性が示唆された。しかしながら、CSCsは分化するときに糖化状態が変化する可能

性があることが報告されており 19,39、糖化抗原を認識する抗体では、すべての CSCsを検出

できていない可能性がある。GCTsでは、第 2章で示したように、移植により原発腫瘍とは

病理組織学的に異なる組織像を示す腫瘍が形成されることから、GCTsの起源となる神経堤

細胞は、MPNSTs のそれよりも形態学的不安定性が強く、より多方向性分化能が高い可能

性が考えられる。 

CD34 は、PWTs で MPNSTs よりも有意に高い発現が認められた。CD34 は膜貫通型の

糖タンパク質であり、リンパ造血器系の幹細胞または前駆細胞、小血管の内皮細胞、胚性線

維芽細胞、胎児および成体の神経組織の細胞に発現することが知られている。とくに未熟な

幹細胞で最も強く発現する。PWTsにおける CD34の発現は、過去の報告 1と同様、ほぼ全

例で中程度から強陽性であった。MPNSTsでも 30例が弱陽性から強陽性であった。ヒトの

MPNSTsでは、CD34の発現は、Antoni Bタイプの増殖巣における神経内膜由来の線維芽

細胞様細胞で認められることが報告されているが 20、本章におけるイヌでの検索の結果、充

実性増殖巣および Antoni B タイプに相当する粘液腫状増殖巣に CD34 陽性の腫瘍細胞が

認められた。CD133 は、CD34 陽性の幹細胞または前駆細胞に発現することが知られてい

る 39,69。本研究でも、CD34 陽性、CD133 陽性の腫瘍細胞を含むと考えられる症例が



69 

 

MPNSTs、PWTs ともに認められた。この所見からも、両腫瘍において CSCs 様細胞が存

在する可能性が示唆される。 

MPNST、PWT の細胞培養および異種移植実験においては、原発腫瘍と培養細胞、移植

腫瘍それぞれで、腫瘍細胞の形態、組織学的構築が類似していた。移植腫瘍についての免疫

組織化学的検索の結果、MPNST移植腫瘍、PWT移植腫瘍ともに、神経系マーカーは陰性

から一部で弱陽性、平滑筋マーカーは陰性であった。また、CD34は、MPNST移植腫瘍に

おいて弱陽性から中程度陽性、PWT移植腫瘍において強陽性であった。CD133は、いずれ

の移植腫瘍とも ab19898、W6B3C1 ともに陰性であったが、CD34 の発現から、CSCs 様

細胞が存在する可能性が示唆された。 

本章では、イヌの MPNSTs、GCTs、PWTs について、免疫組織化学的検索によって、

CSCsマーカーに陽性の細胞が認められ、異種移植実験によって、原発腫瘍と同一の細胞学

的、組織学的特徴を示す腫瘍が形成されたことから、これら腫瘍には CSCsが存在する可能

性が示唆された。CSCsの正確な同定には、培養細胞の in vitroでのクローニング、sphere 

assay、フローサイトメトリー法による sub population assayや aldefluor assayなどによ

って CSCsを単離した上で、main population と sub populationの細胞を 1×103個や 1×

104個といった少数の細胞数で移植し、腫瘍原性の強さの比較と、原発腫瘍と同一の細胞学

的特徴、組織学的不均一性を保った腫瘍を形成するか否かを確認する必要がある。さらに、

培養細胞の移植実験により形成された腫瘍から再度培養を行って、他個体の免疫不全マウ

スへの移植を繰り返し、連続して同一の特徴を示す腫瘍を形成する能力のある細胞が含ま

れていることを確認する必要がある。本章では、正確な CSCs の単離はできておらず、ま

た、移植した細胞数は、MPNSTは 1.6×107個と 2.4×107個、GCTは 1.0×106個、1.1×106

個、2.2×106個、3.7×106個、PWT は 1.2×106個と 2.3×106個であった。そのため、CSCs

の正確な同定には、今後更なる研究が必要であると考えられる。人医療域では、CSCsを標
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的とする新規治療法に関する研究が盛んに行われている。獣医領域でも、今後、これら CSCs

様細胞を標的とした新規治療法の開発を視野に入れた研究が必要になると考えられる。  
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要約 

 

固形腫瘍のがん幹細胞(CSCs)マーカーとしては、CD133が最も多く用いられている。近

年では、移植実験への新鮮腫瘍組織や継代初期の移植片の使用が注目されており、異種移植

実験により形成された腫瘍の性質の評価が CSCs の存在の確認に重要であるという認識が

高まっている。ヒトのMPNSTs においては、nestin、NGFR、CD34、CD133の発現によ

り、CSCs 様細胞の存在が示唆されているが、これまで、イヌの MPNSTs、GCTs、PWTs

において、その存在について調べた研究はない。本章では、イヌのMPNSTs、GCTs、PWTs

における CSCs の存在の可能性を検討することを目的として、第 1 章、第 2 章で得られた

所見とともに、CSCs マーカーである CD34 と CD133 (ab19898, W6B3C1)の発現を調べ

た。MPNSTsと PWTsではW6B3C1のみを用いた。また、1例のMPNSTと 1例の PWT

の新鮮腫瘍組織から初代培養を行い、培養細胞の細胞学的特徴を調べるとともに、SCIDマ

ウスの腰背部皮下組織に移植し、原発腫瘍と同一の腫瘍形成能を有するかを検討した。その

結果、MPNSTs において nestin、NGFR、CD34、CD133 (W6B3C1)を発現する症例が複

数認められ、CSCs 様細胞が存在する可能性が示唆された。PWTs でも、nestin、CD34、

CD133 (W6B3C1)を発現する症例が認められ、CSCs 様細胞が存在する可能性が示唆され

た。細胞培養および異種移植実験では、MPNSTs、PWTsともに、原発腫瘍、培養細胞、移

植腫瘍それぞれの腫瘍細胞の形態、組織学的構築は類似していた。GCTs では、CD34 と

CD133 (ab19898)の発現が多くの原発腫瘍および移植腫瘍で認められたが、CD133 

(W6B3C1)の発現は、原発腫瘍 1例と移植腫瘍において、一部の細胞でしか認められなかっ

た。以上の所見より、イヌのMPNSTs、GCTs、PWTsについて、免疫組織化学的検索によ

って、CSCsマーカーに陽性の細胞が認められ、異種移植実験によって、原発腫瘍と同一の

細胞学的、組織学的特徴を示す腫瘍が形成されたことから、これら腫瘍には CSCsが存在す

る可能性があるが、その正確な同定には、今後更なる研究が必要であると考えられる。  
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図表 

症例 品種 年齢 性別

1 チワワ 11歳 雄 延髄-C1硬膜内髄外

2 フレンチ・ブルドッグ 6歳4ヶ月 雄 C1-2硬膜内髄外

3 ミニチュア・シュナウザー 10歳11ヶ月 雌 C2部位髄外

4 雑種 7歳 雄 C2脊柱管内

5 ミニチュア・シュナウザー 7歳 雌 C2-3硬膜内髄外

6 ミニチュア・ダックスフント 12歳2ヶ月 雄 C5-6神経根

7 ミニチュア・ダックスフント 13歳1ヶ月 雄 C6-7右側神経根

8 ヨークシャー・テリア 10歳4ヶ月 去勢雄 C6-7右側神経根

9 ミニチュア・ダックスフント 10歳 去勢雄 C6-T1右側腕神経叢

10 シェットランド・シープドッグ 13歳6ヶ月 去勢雄 左側腕神経叢

11 ウェルシュ・コーギー 9歳5ヶ月 雄 左側尺骨神経

12 ビーグル 8歳 雄 T8右側椎弓部（再発）

13 ウェルシュ・コーギー 10歳2ヶ月 避妊雌 L2-3硬膜内髄外

14 雑種 13歳8ヶ月 避妊雌 L2-3髄外硬膜外

15 雑種 13歳2ヶ月 去勢雄 L4-硬膜内

16 アメリカン・コッカー・スパニエル 11歳 避妊雌 L7脊髄

17 雑種 7歳11ヶ月 避妊雌 軸椎内、神経根

18 ビーグル 9歳7ヶ月 避妊雌 坐骨神経

19 ゴールデン・レトリーバー 7歳4ヶ月 避妊雌 下腹部腹壁

20 雑種 9歳6ヶ月 避妊雌 左側肩部

21 ミニチュア・ダックスフント 9歳10ヶ月 去勢雄 左側腋窩から胸腔（再発）

22 ヨークシャー・テリア 11歳6ヶ月 去勢雄 左側前肢橈尺骨部外側

23 ポメラニアン 13歳11ヶ月 雌 左側前肢（再発）

24 雑種 3歳 去勢雄 左側大腿内側

25 ドーベルマン 11歳3ヶ月 雌 大腿部

26 ウェルシュ・コーギー 7歳5ヶ月 避妊雌 大腿部

27 ラブラドール・レトリーバー 8歳4ヶ月 雄 右側足根関節部（再発）

28* ウェルシュ・コーギー 10歳9ヶ月 去勢雄 尾根部

29 ウェルシュ・コーギー 9歳9ヶ月 去勢雄 尾根部

30 ウェルシュ・コーギー 12歳 去勢雄 脾臓

31 ゴールデン・レトリーバー 11歳 雄 脾臓

32 ビーグル 13歳 去勢雄 脾臓、肝臓、腎臓、肺

33 ビーグル 9歳3ヶ月 雄 右側副腎、肝臓、尿管（再発）

34 ゴールデン・レトリーバー 10歳2ヶ月 雌 歯肉（再発）

35 ゴールデン・レトリーバー 8歳10ヶ月 去勢雄 歯肉

36 ビーグル 8歳 去勢雄 鼻腔内

37 グレート・ピレニーズ 8歳4ヶ月 避妊雌 右側肩甲骨外側軟部組織

*：症例28の新鮮腫瘍組織用いて細胞培養を実施。

Table 3-1. 用いたMPNST症例

腫瘍発生部位

PNS

non-PNS

PMS：末梢神経系、non-PNS：軟部組織または体腔内臓器
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症例 品種 年齢 性別

38 ウェルシュ・コーギー 12歳 去勢雄 右側頬部

39 シー・ズー 12歳 雌 左側頸部

40 シー・ズー 8歳6ヶ月 雌 左側上腕骨尾側面軟部組織

41 ゴールデン・レトリーバー 12歳7ヶ月 雌 左側腋窩

42 雑種 14歳8ヶ月 雄 左側肘部

43 ビーグル 15歳 雌 左側肘部

44 ボストン・テリア 9歳2ヶ月 避妊雌 左側肘部

45 雑種 15歳1ヶ月 雄 左側肘部

46 シェットランド・シープドッグ 9歳10ヶ月 避妊雌 左側肘部

47 シェットランド・シープドッグ 12歳4ヶ月 雄 左側肘部

48 雑種 13歳6ヶ月 雄 左側肘部外側

49 ヨークシャー・テリア 11歳9ヶ月 雄 右側肘部

50 ウィペット 5歳5ヶ月 去勢雄 右側肘部

51 柴 13歳6ヶ月 雄 右側肘部

52 柴 11歳4ヶ月 雄 右側前肢付け根

53 ラブラドール・レトリーバー 10歳 雌 右側前肢

54 ウェルシュ・コーギー 12歳9ヶ月 去勢雄 右腋窩から前胸部

55 ボクサー 8歳11ヶ月 雄 胸壁

56 チワワ 9歳 雌 右側腰部

57 ウェルシュ・コーギー 13歳3ヶ月 雌 腰背部

58 ラブラドール・レトリーバー 9歳2ヶ月 去勢雄 左側臀部

59 シェットランド・シープドッグ 不明 不明 臀部

60 ゴールデン・レトリーバー 13歳4ヶ月 避妊雌 左側臀部

61 雑種 9歳3ヶ月 雄 左側臀部

62 ポメラニアン 10歳2ヶ月 避妊雌 左側下腿部

63 雑種 13歳10ヶ月 雄 左側大腿部（再発）

64 ラブラドール・レトリーバー 12歳 雌 左側大腿部（再発）

65 シェットランド・シープドッグ 10歳 雄 左側大腿部
66 シェットランド・シープドッグ 10歳11ヶ月 雌 左側大腿部
67 ウェルシュ・コーギー 9歳7ヶ月 雄 右側大腿部
68 雑種 10歳 雄 大腿部

69* 雑種 12歳11ヶ月 避妊雌 大腿部外側および内側
70 ゴールデン・レトリーバー 13歳 去勢雄 腰下リンパ節（右側後肢腫瘍の転移病巣）
71 ゴールデン・レトリーバー 8歳6ヶ月 雌 左側足根部（再発）

72 ヨークシャー・テリア 9歳2ヶ月 雌 右側後肢第二、三指間

*：症例69の新鮮腫瘍組織を用いて細胞培養を実施。

前肢

後肢

Table 3-2. 用いたPWT症例

腫瘍発生部位

頭頚部

体幹
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CD133 CD133

(ab19898) (W6B3C1)

1 +++ - -

2 +++ +++ -

3* +++ + -

4 +++ - -

5 +++ - -

6 - - -

7 +++ - -

8 +++ +++ -

9 +++ - -

10 +++ ++ -

11 +++ +++ ±

12 + +++ -

ND +++ ND

Nudeマウス - ~ + + ~ ++ ±

SCIDマウス - ~ ± ++ ~ +++ - ~ ±

*：症例3の新鮮腫瘍組織を培養した継代8代目の結果。

ND：実施せず

-：陰性、±：一部で弱陽性、+：弱陽性、++：中程度陽性、+++：強陽性

Table 3-7. GCTsにおけるがん幹細胞マーカーの発現

原発腫瘍

培養細胞*

異種移植腫瘍

腫瘍の種類 症例／マウス CD34
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Figure 3-1a-i. 異種移植実験に用いたMPNST、PWT、GCTの原発腫瘍、培養細胞、移植

腫瘍の病理組織学的および細胞学的特徴。a, b, c, g, h, i：HE染色。d, e, f：位相差顕微鏡

像。 

a. 尾根部。ウェルシュ・コーギー。症例 28。MPNST。原発腫瘍は紡錘形腫瘍細胞の不規

則な交錯状配列や渦状配列（挿入図）で構成される。b. 大腿部外側および内側。雑種。症

例 69。PWT。原発腫瘍は紡錘形腫瘍細胞の不規則な交錯状配列や渦状配列（挿入図）によ

り構成される。c. 舌腹側。雑種。症例 3。GCT。腫瘍は豊富な好酸性顆粒状細胞質を有する

均一な多角形の腫瘍細胞で構成される。d, e. MPNST培養細胞（継代 4代目: d）、PWT培

養細胞（継代 2 代目: e）の形態学的特徴。ともに培養細胞は二極性または多極性の繊細な

突起を有する。f. GCT株化細胞（継代 6代目）の形態学的特徴。培養細胞は紡錘形または

円形を示す。g, h. MPNST 培養細胞、PWT培養細胞の SCIDマウスへの異種移植実験の結

果。MPNST移植群(g)、PWT移植群(h)ともに、腫瘍細胞は原発腫瘍と同様、紡錘形で、不

規則な交錯状配列や渦状配列（挿入図）を示す。i. GCT 培養細胞の nude マウスへの異種

移植実験の結果。腫瘍は紡錘形から多角形の腫瘍細胞で構成され、腫瘍細胞の束状交錯状配

列と壊死巣周囲の偽柵状配列が特徴的である。  

MPNST PWT 

原
発
腫
瘍 

培
養
細
胞 

移
植
腫
瘍 

GCT 

a b c 

d e f 

g h i 
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Figure 3-2a-d. MPNST、PWT症例における CD34と CD133の発現。a, b：LSAB法。c, 

d：EnVisionポリマー法。後染色：マイヤーのヘマトキシリン。 

a. 左側尺骨神経。ウェルシュ・コーギー。症例 11。MPNST 腫瘍細胞が CD34 に弱陽性。

b. 大腿部外側および内側。雑種。症例 69。PWT腫瘍細胞が CD34に強陽性。c. C6-7右側

神経根。ヨークシャー・テリア。症例 8。MPNST腫瘍細胞が CD133 (W6B3C1)に強陽性。

d. 左側肘部。シェットランド・シープドッグ。症例 47。PWT腫瘍細胞が CD133 (W6B3C1)

に強陽性。  

MPNST 症例 PWT症例 

CD34 

CD133 

a b 

c d 
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Figure 3-3a-d. MPNST培養細胞、PWT培養細胞それぞれの異種移植により SCIDマウス

の腰背部皮下組織に形成された腫瘍における CD34 と CD133 の発現。a, b：LSAB 法。c, 

d：EnVisionポリマー法。後染色：マイヤーのヘマトキシリン。 

a. MPNST移植腫瘍。腫瘍細胞は CD34に弱陽性。b. PWT移植腫瘍。腫瘍細胞は CD34に

強陽性。c. MPNST移植腫瘍。腫瘍細胞は CD133に陰性。d. PWT移植腫瘍。腫瘍細胞は

CD133に陰性。  

MPNST 移植腫瘍 PWT移植腫瘍 

CD34 

CD133 

a b 

c d 
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Figure 3-4a-f. GCTの原発腫瘍、および、異種移植により nudeマウスの腰背部皮下組織に

形成された腫瘍の CD34 (a, b)、CD133 (ab19898: c, d)、および CD133 (W6B3C1: e, f)に

対する免疫組織化学的検索結果。a, b：LSAB法。c, d, e, f：EnVisionポリマー法。後染色：

マイヤーのヘマトキシリン。 

a. 症例 3。GCT。腫瘍細胞の細胞質内顆粒と細胞膜が CD34に強陽性。b. GCT移植腫瘍。

腫瘍細胞の細胞質が CD34に弱陽性。c. 症例 3。GCT。腫瘍細胞の細胞質内顆粒が CD133 

(ab19898)に弱陽性。d. GCT移植腫瘍。腫瘍細胞の細胞質が CD133 (ab19898)に弱陽性。

e. 症例 3。GCT。腫瘍細胞の細胞質内顆粒と細胞膜が CD133 (W6B3C1)に陰性。f. GCT移

植腫瘍。腫瘍細胞の細胞質が CD133 (W6B3C1)に弱陽性。  

CD34 

GCT 原発腫瘍 GCT 移植腫瘍 

CD133 

(W6B3C1) 

a b 

c d 

CD133 

(ab19898) 

e f 
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総括 

 

本研究では、イヌの悪性末梢神経鞘腫瘍(MPNSTs)、血管周壁腫瘍(PWTs)、顆粒細胞腫瘍

(GCTs)について、MPNSTs の診断基準の確立、MPNSTs と PWTs の鑑別診断に有用なマ

ーカーの探索、MPNSTs と GCTs の由来細胞の特定、GCTs の細胞質内顆粒の性状解析、

および、これらの腫瘍におけるがん幹細胞(CSCs)の存在の可能性を検討することを目的と

して、病理組織学的、細胞学的、免疫組織化学的に詳細に検討し、以下のような成果を得た。 

第 1章の第 1項では、ヒトでは Schwann細胞、神経周膜細胞、またはその両方に由来す

るとされるMPNSTsについて、イヌにおける由来細胞を確定し、正確な診断基準を確立す

ることを目的として、イヌの MPNSTs を末梢神経系(PNS)に発生した 16 例と軟部組織ま

たは体腔内臓器(non-PNS)に発生した 14例に分け、それぞれの病理組織学的特徴と S100、

nestin、NGFR、Olig2、claudin-1、CD57、PRX、α-SMA、desmin、calponinの発現の相

違を比較・検討した。その結果、イヌのMPNSTsの病理組織学的特徴は、発生部位が PNS

か non-PNS かにかかわらず類似していた。また、発生部位にかかわらず、S100、nestin、

NGFR、Olig2、claudin-1、CD57、PRXの発現が認められた。また、2例でのみ desminの

発現が認められた。発生部位ごとの平均陽性細胞率の比較では、PNSに発生したMPNSTs

では、S100、Olig2、Claudin-1の平均陽性細胞率が non-PNSに発生したMPNSTsのそれ

よりも有意に高かったが、その他のマーカーの発現には、発生部位による有意差は認められ

なかった。クラスター解析でも、PNSに発生したMPNSTsとnon-PNSに発生したMPNSTs

とは、二つの群には分かれなかった。これらのことから、イヌのMPNSTsはその発生部位

にかかわらず、Schwann細胞、神経周膜細胞に由来し、同一の病理学的特徴を示すことと、

発生部位にかかわらず、ヒトのMPNSTsと同一の形態学的診断基準を適用できることが示

された。 
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第 1 章の第 2 項では、病理組織学的特徴が酷似し、以前から鑑別診断が困難で、同一の

腫瘍として扱われる傾向さえある MPNSTs と PWTs との鑑別診断に有用なマーカーの探

索を目的として、MPNSTs 30例と PWTs 31例における S100、nestin、NGFR、Olig2、

claudin-1、CD57、PRX、α-SMA、desmin、calponin の発現を免疫組織化学的に調べた。

その結果、MPNSTs の各マーカーに対する平均陽性細胞率は、α-SMA と calponin を除い

て、PWTsのそれよりも有意に高かった。α-SMAと calponinについては、PWTsの平均陽

性細胞率が、MPNSTのそれよりも有意に高かった。各症例の各マーカーに対する陽性細胞

率を用いたクラスター解析により、ほとんどの MPNSTs と PWTs が 2 つの異なる群に分

類されたが、3例のMPNSTsは PWT群に、NGFRあるいは Olig2を発現していた 6例の

PWTsは MPNST群に分類された。PWT群に再分類された 3例の MPNSTs は、ほぼすべ

てのマーカーに対して陰性であり、未分化型の PWTであると考えられた。また、MPNST

群に再分類された 6例の PWTsは、神経系マーカーのみが陽性であったことから、non-PNS

に発生したMPNSTsであると考えられた。S100、nestin、claudin-1は少数から多くのPWTs

で発現していたが、MPNST群に分類されなかった PWT症例では、NGFRが全例で陰性、

Olig2が 2例を除き陰性であったことから、NGFRと Olig2は、MPNSTsと PWTsの鑑別

診断に最も有用なマーカーであるということが示唆された。 

第 2章では、ヒトで Schwann細胞由来とされる GCTsについて、イヌにおける由来細胞

を特定することと、ヒトではオートファゴソームまたはオートファゴリソソームであると

される細胞質内顆粒について、イヌの GCTs の細胞質内顆粒の性状を解明することを目的

として、イヌの舌に発生した良性 GCTs 11例および悪性 GCT 1例の病理組織学的特徴と、

S100、vimentin、nestin、NGFR、Melan A、CD133、Iba1、α-SMA、desmin、および、

オートファジー関連マーカーである LC3、p62、NBR1、ubiquitinの発現を調べた。また、

透過型電子顕微鏡(TEM)により、細胞質内顆粒の超微形態学的特徴を調べた。さらに、1例

の良性 GCTの新鮮腫瘍組織から初代培養を行い、その細胞学的特徴を形態学的および免疫
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細胞化学的に調べるとともに、nudeマウスおよび SCIDマウスの腰背部皮下組織に移植す

ることで、培養細胞が移植能および、原発腫瘍と同一の腫瘍形成能を有するかを検討した。

その結果、良性 GCTsの病理組織学的特徴は過去の報告と一致し、細胞質内顆粒は PAS反

応陽性、ジアスターゼ耐性であった。免疫組織化学的検索では、vimentinは全例で、S100

と NGFR は 4 例で発現していた。desmin は 2 例で発現し、CD133 は 6 例で発現してい

た。nestinは悪性 GCTsのみで発現していた。Melan Aは発現していなかった。これらの

結果から、腫瘍細胞は神経堤から生じる Schwann細胞または横紋筋細胞に由来する可能性

が示唆された。また、神経堤幹細胞マーカーである nestin、NGFR、および CSCs マーカ

ーである CD133の発現が認められたことから、GCTsに CSCsが存在する可能性も考えら

れた。腫瘍細胞の細胞質内顆粒は、LC3、p62、NBR1、ubiquitin に陽性であり、さらに、

TEM観察の結果、腫瘍細胞の細胞質にオートファゴソーム様の膜状構造物が認められたこ

とから、イヌの舌における GCTs の細胞質内顆粒は、オートファゴソームまたはオートフ

ァゴリソソームであることが示された。培養細胞は、形態学的に悪性所見を有し、神経系マ

ーカー、オートファジーマーカー、幹細胞マーカーの発現が認められた。Melan A は少数

の培養細胞で顆粒状に発現していた。これらの所見から、腫瘍細胞は培養により脱分化して、

神経堤幹細胞の性質を獲得したことが示唆された。また、複数の細胞は Schwann細胞また

はメラノサイトへ分化したことも示唆された。異種移植により免疫不全マウスに形成され

た腫瘍は、多角形から紡錘形の腫瘍細胞の束状交錯状配列から成り、壊死巣の周囲に偽柵状

配列が認められた。また、まれに、腫瘍細胞の細胞質に好酸性顆粒やメラニン顆粒が認めら

れた。顆粒状細胞質を有する腫瘍細胞は、オートファジーマーカーに陽性であり、暗褐色の

メラニン顆粒を有する腫瘍細胞は、Melan A に陽性であった。これらのことから、一部の

腫瘍細胞は、異種移植によりメラノサイトに再分化したことが示唆された。また、移植腫瘍

の細胞質内に p62と ubiquitin の発現が、細胞質内顆粒の有無にかかわらず認められたが、

LC3と NBR1の発現は、細胞質内顆粒を有する腫瘍細胞でのみ認められた。これらのこと
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から、異種移植により形成された腫瘍の腫瘍細胞には、アダプタータンパク質と結合したユ

ビキチン化タンパク質が存在しているものの、オートファジーは一部の腫瘍細胞でのみ活

性化していることが示唆された。したがって、イヌの舌の GCTs は神経堤細胞に由来する

こと、その細胞質内顆粒は、オートファジーによって形成されること、また、腫瘍細胞の形

態は、周囲の微小環境の変化に依存して変化することが示唆された。 

第 3 章では、神経堤由来とされる MPNSTs と GCTs、および、由来が異なりながら

MPNSTsと組織学的特徴、生物学的挙動が酷似する PWTsにおける CSCsの存在の可能性

を検討することを目的として、第 1章、第 2章の検索結果に加えて、CSCsマーカーである

CD34と CD133の発現を調べた。CD133の発現解析には、糖化されていない細胞内エピト

ープを認識する ab19898 と、糖化されたエピトープ 1 を認識する W6B3C1 を用いた。

MPNSTs と PWTs では W6B3C1 のみを用いた。また、1 例の MPNST と 1 例の PWT の

新鮮腫瘍組織から初代培養を行い、培養細胞の細胞学的特徴を調べるとともに、SCIDマウ

スの腰背部皮下組織に移植し、移植能と原発腫瘍と同一の腫瘍形成能を有するかを検討し

た。その結果、MPNSTs では 37 例中 16 例で CD133 (W6B3C1)の発現が認められた。ほ

とんどの症例で、一部の腫瘍細胞のみ、もしくは、複数の腫瘍細胞集団が陽性となった。ま

た、多くの症例で、nestin、NGFR、CD34といった幹細胞マーカーも陽性であった。1例

では、desminと CD133が強陽性となり、多方向性分化を示す症例においては、CD133陽

性の CSCs様細胞が多数含まれる可能性が示唆された。これらの結果から、イヌのMPNSTs

にも神経堤幹細胞に由来する CSCs 様細胞が少数から多数存在する可能性が示唆された。

また、PWTsでは 35例中 13例で CD133 (W6B3C1)の発現が認められ、ほとんどの症例で

nestin および CD34 の発現が認められ、CSCs 様細胞が存在する可能性が示唆された。細

胞培養および異種移植実験では、MPNST、PWT ともに、原発腫瘍、培養細胞、移植腫瘍

それぞれの腫瘍細胞の形態、組織学的構築は類似し、培養細胞は移植能と原発腫瘍と同一の

腫瘍形成能を有することが確認された。GCTsでは、CD34と CD133 (ab19898)の発現が多
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くの原発腫瘍および移植腫瘍で認められたが、CD133 (W6B3C1)の発現は、原発腫瘍 1 例

と移植腫瘍において、一部の細胞でしか認められなかった。以上の検索結果より、イヌの

MPNSTs、GCTs、PWTs について、免疫組織化学的検索によって、CSCs マーカーに陽性

の細胞が認められ、異種移植実験によって、原発腫瘍と同一の細胞学的、組織学的特徴を示

す腫瘍が形成されたことから、これら腫瘍には CSCsが存在する可能性が示唆されたが、そ

の正確な同定には、今後更なる研究が必要であると考えられる。人医療域では、CSCsを標

的とする新規治療法に関する研究が盛んに行われている。獣医領域でも、今後、これら CSCs

様細胞を標的とした新規治療法の開発を視野に入れた研究が必要になると考えられる。 

本研究の結果より、1) イヌのMPNSTsの起源は Schwann細胞および神経周膜細胞であ

り、ヒトの MPNSTs の診断基準と同じ診断基準が適用できること、2) MPNSTs と PWTs

の鑑別診断には NGFR と Olig2 が有用であること、3) イヌの舌の GCTs は神経堤細胞由

来であり、腫瘍細胞の形態は微小環境の変化に依存して変化すること、GCTsの細胞質内顆

粒はオートファジーによって形成されること、および 4) これらの腫瘍には、CSCs 様細胞

が存在する可能性があることが示唆された。 

腫瘍における治療抵抗性や再発には CSCs が関与している可能性が考えられているが、

MPNSTsや PWTsにおいても治療抵抗性や再発にCSCsが関与している可能性が考えられ

る。MPNSTsと PWTsは由来が異なるが、形態学的特徴が類似し、MPNSTsと GCTsはと

もに神経堤細胞に由来するが、形態学的特徴は異なった。由来や性質の異なる腫瘍の分類を

過度に単純化したままだと、腫瘍特異的な治療法の開発や予後の改善が妨げられる。分子標

的療法などの腫瘍特異的な治療法の開発には、正確な診断や、分化に関わる因子の解析、

CSCsの増殖、分化にかかわる細胞内情報伝達経路などに関する研究が重要になると考えら

れる。本研究で得られた成果は、イヌの神経堤由来腫瘍、および軟部組織肉腫として一括し

て取り扱われる傾向にある腫瘍群について、より正確な病理組織学的診断を可能とし、新規

治療法開発の糸口として重要な知見を提供するものと思われる。  
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