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Toinvestigatealterationsirit翫ebasemenもmembTane(BM)andof免bTOneetinTe-

ceptor(FNR)inmalignantmelanomaLMM).thetumorwerestudied immunohistoche-

micallybydoubleimmunolluorescentstainingusingmonoclonalant-ibodiestothecore

pTOもeinofhepaTanSulfateproもeo監lyc汲n(HSPG),eoll喝enもyp昏Ⅲ (C-3)andchondTO玩主n

6-5甜ate(C6S)aswellasanもiSerum 摘 まaLminim,col旦昭entypeⅠⅤ (C-4),魚broneet豆n

andfibronectinreceptor. InMM insitu,C-4,1amininand HSPG werepreservedasa

conもinuotiS且ineaFbaLndonthedemo-epideTmaLl紬netion(DEJ),whileC6Sisextensively

lostfrom theDEJandfibronectinisremarkablydecreasedint･hepapillarydermiscom-

paredwiththenormalskin. IninvasiveMm/Ⅰ,although thedistributionpatternwas

variedcasebycase.t-heBM componentswerenotdecreased. Thecasesweredivided

intotwogroupsbythedistributionpattern;agreata1110untOreachBM component
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largenests. Inallbutonecasesexamined,however,C6Swasabsentfrom theBM

zoneofthemelanomanestsin thedermis. Thesedataindicatesthatalthough C6S

wasabsent,theotherBM componentswereactivelysynthesizedbytumorcells,and

thattheBM componentswerealteredinphaseorMM insitu.

IntensityorFNR ofmelanomacellsweregenerally morefainterthanthoseor

infiltratinglymphocytesinthedermis,basalcellsoftheepidermisandendothelialαlls
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ofsmallvessels. Therewerenosignificantdifferencesintheirintensityofmelanoma

cellsbetweeneachtumorprogressionphase. Therefore,thepresentstudymayreveal

thatthesereceptorsdonotrelatetoinvasionormetastasisofthetumor,

Ⅰくeywords:malignantmelanoma,base【11ent･mell一l)Ⅰてltle,eXtrとICellularmatrix,

fibronectinreceptor,integrin

悪性黒色腫,基底膜.細胞外物質.

は じ め に

皮膚の悪性黒色腫は,膝壕初期か｢-)転移に至る段階的

進展を肉眼的か一一組織学的に捉えやすいため癌進展の研

究の対照としてよく研究さIlているtL-12､.臨床的には結

situの時賀針では,組織学的には長持潤いこわたり異型 メ

ラノサイトが経やかな平面的拡大を続け,ときにaIr支浅

膚に滴落した畑 小さい腫壕娘を形成する.この段階ま

でを radialgrowthphこISt-(RGl')11213､上いう.やが

て肉眼的には急激に増大する隆起性腫揚が出現 し,組織

学的には悪性度L')より高い瞳噂細胞が川見L.氏皮内に

する.この段階をvcrtieこllgrowl_hI)hilS再 ＼.･'Gl)1l､2＼こ1､

上いい. 高率に転移する.VGPの陸将細胞は.RGl二)

のそれよりも高い増殖能と浸潤能を緒ち,高い転移健を

獲得している3).

腫燭細胞と細 胞 外物質L･f)相互作用はその浸潤および転

移と僻接iこ開通 して いる小516).Liottaの三段階説によ

れば,まず藤療 細 胞 はその細胞素面の基底膜成分をこ対す

るレ救ブタ-を介 して基底膜をこ接着する.欧をこ稜々のプ

nナー′'-～-t･:7'J分泌 し基 蛙膜を破壊する.そしてそこを通

り移動する,瞳癌細 胞 は こか吊り過程を繰り返す二日こ

より.そLL')転移が可能となる一日.そL')ため RGI)および

VGP の各時期に二fさける腫癌細胞の細胞!t二物学的な差は

膝堪細胞間阿L')細胞外物質〔')分布お､Lび膝頼経胞表面の

可能性が考えられている.審研究では悪性黒色腰の各進

展段階における皮膚妖庶膜n曹脳的成分であるⅣ型IJ:トー

ゲソ 匿弧 ラミニソ 札N),-パラソ硫酸プ田テオダ

りカン (HSPG17､針9､､,I-Lン.ドtlイ:ll-ン 61硫酸 ((詣S1

9110111うさl吊こフ (プロネ'7+ンし七一~/"I-･･-(ITNR)∩

変化を免疫組織学的に検討 した.

材 料 と 方 法

抗体と酵素

Timplへ 121の方法に従い LN を.GlaJl＼rille三､一13､

フ (プロネ'/チンレセプター,インテグリン

の方法に従い C4を,Ruos】al1t.ilJltl'CT)方法により17(

ゾrlネッ+ン (FN)をそれぞれ精製 し,こILlと■-を抗原

として家兎抗【nl清を作成した.HSlr,iこ対する単クロー･･-

ン性抗体 HS47は,静岡県;.r_大学食品栄発科学科の伊

勢村護博士により供与されたものを使拝日.た.C6Siこ

Ⅲ型ニL:.トーL,lン (C3)に対する単!Jr二-ーン性抗体およ

び FNRに対する抗家兎抗Ifll清は Chemicon･社 ([･:I

Segundo,CA)よ･')肺入した.二次抗体上してJ削 ､た

ロー-ダミン標識抗家兎 lgG 山羊血清は ′rこIgO社 (Ⅰ~ミur-

1ingame.CA),FTTC標識抗-Zr'7'八免疫 '/し1ブl)ン′衷

大した.二Lンドrl仁キナーゼ ABC(Prott､LlSrヽl｣lL,aris

由来)晩 餐 化 学 工 業 社 より騎Åした.

材 料

悪性黒色腫の18例を検討した.病型の内訳は メ二,:,/-1-r-

て insilu6例,表在性拡大型2例.末端黒子型5f札

結節型5例であ･.-､た.腫擾LT)進展度別症例数は メ:=i/-･

3例.VGf)6例,皮膚転移6例.のベ21病変に-.)いて

検討 した.皮膚盤換あるいは燐除された腰痛観級は液体

窒素で急速冷凍 し-iOLrに保存した.

方 法

腫壕組織を6ミ･-′rJンL])t享さで.帝切して新鮮凍結標本

切片を得.室鮎で3()分間乾燥固定し､i)110SPh三･ltPbuffered

saline(Pt_3S)で洗浄した操,切片に抗 Cjl抗体または

抗 L.N 抗体.抗 rrN 抗体.抗 ドNlt抗体を反応させ

た.さ!?.)i･こ洗浄後,二次4'lLf本､上こしてl~-トーケ1ミン標識抗家

兎 IgG 山羊血清を反応させた.次に二取染色を行う目

を反応させ.洗浄後 FITC標識抗マウス免疫 ブIlゾり

ン家兎血清を反応させた.C6Sの検出には前処Pt!.上し

ヒドで30分間固定,洗浄後 0.1M 塩化Ij'ンモrjJムiこ15

分間浸潰 し,洗浄後こけ ドロ[千十一ゼABC(0.1u ml

卜り-八酢酸溶液,ph7.3,BSAlmg:ml含有)と30分

間反応させた切片を用いた.この前処理の対照としてコ



た.

すべての操作は室温で行われ,各抗体の反応時間は30

清に対する対照はiT:.常家兎血清,-~tI:/′/t7---十 JL抗 体 に

対する対照をこは PBSを用いた申全ての抗体 を反応 させ

た後,切片は PBS洗浄後,90%ダリセ リソ/P協S (p-

で観察した.

結 果

正常皮r宵にわいて (､;I.lLN.HSlJG ぼ表乾f--i-_乾境界

部,血管周囲,付属館周囲の基底膜に線状かつ連続性に

共存 して認められた (図 旦).FN は薬皮乳頭層におい

て表皮基底膜から寮庶網状層をこ向かって網状,線維状に

認められ,次第をこ減弱する分布を示 した (図 2-級),以

千,悪性黒色腰における基底膜成分の変化を述べていく

が. ･轍に し｢▲1,LN,fISr'G は持存していた.

メラj-マ imsituでは C4,LN,HSPG は表皮基

底膜をこおいて断裂することなく,線状を皇していたゥし

かしヲその蛍光強度は正常皮膚基底膜と比較してところ

どころ減弱する傾向が認められた.

メラ}-て insituの表皮基底膜における C済 の蛍

光強度は著明に減弱し,さらに異型メラノサイトで完堂

に置換わっている表皮の基底膜では 犠Sの蛍光は消衆

図 漫 正常皮膚の抗ラミニン抗血清を欄いた
瑞光抗体法所見

表皮東成境界部り),血管周囲 (V)の基底膜
に線状かつ連続性に認めらる｡

図 2 正常皮膚 (a)とメラノーマ insitu(b)iこおける抗7イブロネクチン

(FN)抗血清を用いた蛍光抗体法所見

正常皮膚 (a)では FN は東成乳頭層をこおいて褒皮基底膜から真皮網状層に向かって網
状,線維状に認められ (義)亨次第をこ減弱する菊布を示している.それに対しメラノ-マ

insitu紬)では FN が表皮基底膜直下に健かに認められる 日 )のみである.
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図 3 メラノーマ insituにおけるコンドロイチン6硫酸 (C6S)に対する-Efi
']ローン性抗f本(a)と抗IVlf')_コITJ-ナン LC41抗血清 (b)をJ~lH､た瑞
光抗体法二濠毅色所見

のの表皮基底膜にほぼ連続性に認められる (息)の臣こ対し繋 C6S(a)の蛍光は
消失し.ている (千),

底膜を観察すると C4,LN,HSl'Gは減弱するもLJうL-')

はは連続して認め11)かた (図 3-b). さ左i･二･Jうノ---LI

insit,Uでは,二勘支乳頭層iこおける FN が.i~E常皮膚

との比較では6例申5f町ご明王,'lかに減弱していた し図2-
b).

e6SLT)蛍光の消失は悪性黒色腫の進展度に拘iL--ザ全18

症例中 l症例を除きすべて(7)症例で観察された.

RGPiこ属するfil.碇乳頭層L'')個々LT)睦壕細胞または小

さい腫噂髄は,C4,LN,HSPG を保持する基底膜に

呈し,正常表皮基氏陸上r盲珊封壁LT)東光強度を有していた

(図4).RGPを認めたこ摘三例はいずれもrLl]様LT)染色態

度を示した.

VGPと皮膚転移巣では C6Sを除けば'豊富な基底膜

成分の沈着を認め､その分布バターンは2型に分頓され

連続性を保って線状に分布していた (図5).少量の基

底膜成分は澄癌厳内をこも存在するが,二重染色でみてみ

ると,間質成分の C3を伴って腫壕内に存在するもの

の他にこの間質コラ-ゲソを伴わず紅塵療細胞間をこ存在

図4 表在性拡大型悪性黒色腫のへバラン硫酸プll
テオブT)カン (fiSPG)に対する単クu-ン
性抗体を用いた蛍光抗体法所見

莫皮乳頭斥削こ滴落し.た radialgrowthphase
の腫鳩細胞 (い が.おのおの HSPGを保持した
基底膜に囲まれており,その蛍光は明瞭で-様な太
さの線状を呈している.
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図 5 真皮深岡の陣場細胞巣における抗 LN 抗血

清を用いた蛍光抗体法所見

LN は大きな唖癌巣を囲むようにほぼ連続性を
保って線状に分布している (義).

表 l 基底膜成分の分布パタ-y

A*,B**

*:膝蕩巣の外周を開む様に線状の基氏瞭成JJ)が

ほぼ連続性を保って存在するパターソ.
**:膝壕細胞間に線状または特粒状を呈して不規

則に存在するパタ-ソ.

恵 :acra11entiginousmelanoma.
☆☆ :Superficialspreadingmelanomこ1.
☆☆☆ :nodularmelanoma.

図 6 真皮深層の陣場細胞巣における抗 LN 抗血
清 (a)と抗Ⅲ判コラーゲン LC31単クロー
ン性抗体 (ら)を用いた蛍光抗体法二黍染色
所見

図5と同LPバターンを示す瞳噴細胞巣の内部iこ,
C3と共存しない C4が腫噴細胞間に存在している
(l).

するものがあった (図 6-a,b).第二のバク-ンは.塞

底膜成分が腫葛細胞間iこ不規RuC･こ存在するもので.線状

を呈する部分や願粒状を望する部分があり,その蛍光強

度は一定でなかった (図 7).二重染色では基底膜成分

は間質成分 (C3)と共存しているようにふえた.しか

なかでも両者が認め暮､'れることがあー-)たが.いずわかが

明らかに優位であった (表 l).

抗家兎血清の代わりに正常家兎血清または単クローン

性抗体の代わりに Ⅰ)BSを用いたコントロール切片では

前者の場合ローダミンの蛍光は認めないが,FITCの特

異染色は認められ さらに後者の場合ローダミンの特異

蛍光は認められるものの FITCの蛍光は認められなかっ

た.このことはそI1ぞわの蛍光は適切な対応する抗原の

んを認識していることを示している.

正常皮膚において FNR は表皮基底細胞,血管内皮
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図 7 真皮深層(･瑚車喝 細 胞 製 C'lf;i I.N 抗 Efll清 を FI】
いた蛍光I;tl本法所 托

t.Nは肺臓細胞間に本税l伸 こ存 在 して い 1,線 拭

してし､ない.

図 8 正常皮膚の抗 フィブロネクチンレセプター抗
血清を用いた蛍光抗体法所見

表皮哉底細胞 (B)と血管内皮細胞 (Elが強い

蛍光を細胞裏面に持っている.

図 9 悪 性 黒 色 腫 L11皮 席 転 移 製 に 料 十 封 一'L 7 ( ブ ‖

轟 ク チ ン レ救 ブ タ - 抗 庖 痛 を 用 い た 蛍 光 抗 体

法 所 持

療 療 細 胞 の ほ と ん ど が 撃血 管 内 皮 細 胞 と 同 等 の 強

い 叛 忙 与･巧守 欄t】抱 長 (柚 こ持 一一て し､イ:- ( A ) .

樹 川 S星もu* 済㌢榊 VGP奉納 sklnm眺asLaS王S畠

図且0 悪性黒色腫の各進展段階における蛍光強度別

悪性黒色腫の進展と腫癌細 胞のフィブロネクチン
レ東ブタ～の発現強度の間に 有意な関係は認められ
ない.

*:melanomainsit,un-6.
紬 :radialgrowthphase(礼:'IM insituを除
く)ll-3.

***:vert-iealgrowthphasen-6.
☆

m

幽

王

n-6.

表皮基底細胞や血管内皮細胞と同等の蛍光を

持つ腫腐細胞が目立つもの.

Ⅲと王の中間.

微弱.
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細胞LT)細目泡表面て検出さ′ナ豆二. さ∴に浸潤した炎症細胞

豪商をこ私基底細胞と同様の蛍光幾度で認められた (固 軌

藤癌細胞素面の FNR の蛍光強度を定魔することはで

きないので,同一切片内の東成基底細胞または血管内皮

細胞と患転瞭することによってその蛍光強度を三段階に分

けて評価 した?すなわち第一段階 ;教弱,第二段階 ;節

-と第三段階の中間ヲ第三段階 ;義盛基底細胞または血

管内皮細胞と同等または近い蛍光強度をむつ腰癌細胞が

目立つむのである (図 9),悪性禦色度の各進展段階に

おける蛍光強度別症例数の割合を示した (図且竜虹 悪性

黒色塵の進展と鷹癌細胞の FN民 の発現強度の関係に

相関は認められなかった.

考 案

悪性祭色魔の RGP と VGP における黒色腫細胞の

細胞生物学的な違いに関する研究は数多くあるが,それ

らによれば VGP の腫療締胞は細胞生物学的かこ RGP

の厳癌細胞とは興りチむしろ転位厳を形成する腫癌細胞

に近いと考えられている16)且7). RGP の膿癌細胞は強い

浸潤能を持たず,震度乳頭 層 に とどまり転移することは

ないは)のに対しVGP の腰癌細胞は寮皮に深く捜潤 し,

高率に転移するl)乏)3).より高い浸潤能,転移能を有す

る悪性腰癌細胞は,プロテア-ゼ活性がより高く確)5)19),

基底膜破壊が高度をこ進んでいると考えられる.皮膚癌で

鷹も多く見られる有線細胞癌では高分化型でも基底膜は

よく保たれているのをこ対し,低骨化塾では基底膜の断裂

や消失が認められ,基底膜成分は著明に減少していた 20),

さらに腰慶巣のプロテアーゼ活性屯低分化型が遍分化型

より商かった盟も)甲そのため悪性黒色腫においては,VGP

の腫癌巣や転移巣における基底膜が高度に破壊されてい

ると予想された.

しかし,悪性黒色塵の VGP漉癌巣および転移巣の

基底膜成分は,2つの分布パタ-ソを皇したが,いずれ

も断裂はあるものの鷹痴巣周囲や腫慶巣内をこ不規則に分

布しており,むしろ C6S以外の基底膜成分は有練細胞

癌に比べる上境的に著明に増加していた.

電 胤 的 iこ は真皮に深く浸潤 している腫癌細胞L')周りに

は lこIminL,IdL,nSこ1は確認されたい2'3､..今回:I-:-乍には

示さなか--,たが我々も同様LJ)電軸所見を得ている.こか

は生成された基底膜成分がうまく輿合体を作れない慧3)

ンLHも在せず.細胞表面と思われる部位に線状,歎粒状

に沈着していた.

近年,iI･1 ･ヽitI･Pにおいて陣場細胞の浸潤および転移

i･ニ(汀k(1ハ二,,ミニ:L--I:'~トト --('仁′:;･A/)tンLT珊J_に､

細胞素面の LN が遺棄な役割を担っていることが示酸

胞癌の症例の感慶細胞表面をこ鮎基底膜成分を認めたもの

屯ありその転移との関係が考えられている2石)負特に悪

性黒色腫では基底膜成分度数能が高まっていると考えら

れるが, これらの感癌細胞素面の細胞外物質が多分子

結合性を介 して転移に利周されている可能性 も示唆され

C6S は18症例中17症例で検出できなかった書斎親細

胞癌では C65 は全 く基底繰上に認められないが,基底

細胞癌では C6S を保緒 している20)ことからこの現象

は皮膚癌の全てで認められるものではない.C6Sが検

出されなかったのは,犠 S が腫癌細胞の生成するプロ

テア--ゼに対する感受性が非常に高いために消焦 した可

能性もあるものの,その選択的で完全な蛍光の消失はむ

しろ悪性禁色腰細胞自身の 犠S生成臆の喪失のためで

ある可能性が惑い.一風 今回デ-射こ示さなかったが,

母斑細胞母斑において C65は衷皮内,薬鹿肉を問わず,

その細胞巣の基底膜をこ減弱してはいるが残存していたこ

とから, 今後症例数の革み塵ねが必要であるが,C6S

Lr_)有無に､い )悪性黒色腫!｣辻班細胞付斑ハ鑑別に伸廿で

きるかもしれない.

存棟細胞癌ハ L,こlITinomtlinsitu 上考:Lit):hる:ト ー

ITン病や光線lf雄二症では (.i(うSは陣場基底膜.__信二よく保

持されていた20)ことから, 有線細胞癌における C6S

産牛能は ｡こltでinomこIiIISitLlかと一一Cこu･Llill川11こ1に進展

する過程で失われると考えられた慧0).この点,悪性黒

色腫では illSituですでに C6Sは検出されrT:､さ吊こ

FN も減弱している.これらの所見はメラ}…マimsitu

の時期ですでをこ基底膜の性状が変化していることを示唆

している.それがどのような意味があるのか今後の検討

をこより明らかにしなければならない,

最近. (ン十ブりンと呼ばわる細胞接着囲(･を特異的

に認識するレセプタ-の一群の存在が明らかとなった.

イソテグリンはαサブユニットと声サブユニットからな

る三豊体を形成し声サブユニットをこよ巧 勘 から 鮎 の

3群に分類される曲勘 サブファミリーは VLA-1から

VLAliまであり CJ卜で)LN,FN など(･り_主iこ細胞外物

田をりガンドとし.種々の細胞表面に認めL､ニーItるL')に対

し,鮎 サブファミリーは白血球表面をこ限って認められ

ら. ビトrパ','7-f-ンし-t･/j､ヶ-.-と血小板の gpllb::m;1

が β3に属する28､.

今lP.1用いた抗 FNR抗体は, 1'ン:'1-グりン β1サブ
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のであるが. ボりf/口=ナノL抗休であ;), さt､-)にその

染色態度かi､･-VLA-5を特異的に認識 しているとい･>)

より糾 せプアァミリ-を広 く認識 していると考えられ

る29､.

した細胞間で インナグーIン(I)差を検討 した報告はいく←)

かあるが.悪性化にぐ巨 ､増加するもL'り30㌧ 減少す:;:-ち

の糾,変化をみないものがあり3諾),一定 した法則は見

はi-E常夫攻と比較すると.前宵では iE31･･(ン十'/りンが

増加しているtT)に対し,後者では消孝三,減少など症例iこ
よりし､ろい71な変化を示す33､.

今臥 ヒトの悪性黒色腫におけるβ1の発現強度と腫

壕(7)進展の関係をふた.細胞接着閃~rとそLl)L/セナヤ一一

の関係は複雑なシステムを形成して い る 3壕)ため簡単な

結論はLE二iJ,せないが.いずれ ･り進 展 段 階 iこおいてもβl l

ンナ ブりンの発現強 度 は 症 例 間 iこ 大 きな差があり, i31

の発現強度と感藤の進 展 の間 に相関が認められなかった

ことは転移能が商い細胞は細胞外物質に対するしノi･/ナ -々.I

が必ず しも増加 しているわけではないこと_を示す.

しかし.β3インナグリンがヒトの悪性黒色腫Lpr)IくGP

移輿の腫癌細胞には強く発現するという報千早71や.rrll

bβ3†ンナグリンiこ対する抗体がL1--.-ドてrL)スに移植

したヒトの悪性黒色腫細胞の増穂を著明に抑制 したとす

る報告351は悪性黒色腫細胞の浸潤,転移iこ β3サブ77

ミり一一,特iこヒトtlネケ+ンに対するインナゲ1)ンが深

く関与していることを示唆 していると思われる.

接着分子のリガンドを摸 した合成べ7L'+ド251361371381

や抗接着分子抗体35)による悪性腫轟の増殖,浸潤,転

移の抑制が試みられている.しかし,実際のヒトの悪性

腫癌の治療に応用するためには各接着分子の機能を in

vitroの実験で検討するだけでなく,さらに動物実験に

おける転移抑制実験や,実際のヒトの構組織におけるこ

れらの.(ンテグリンがどのように発現 しているかについ

ての免疫組織学的検討を行う必要があると考えられる.

結 語

悪性黒色腫の各進展段階における基底膜成分の変化お

よび腫癌細胞の7[プロネクチンレセプタ-の発現を免

① コソドロ1'チソ6硫酸と7-(プロネ')ナンの消失

および減弱は メラノ-I-Iinsituですでに始まってい

る.

Uih vL,rticalgrowthphLllSL,t.り陸将巣才∴たび転移取に
おける基底膜成分し'lJJ拍]'Jく/1-ンは2型;こ!'1枚できるが.

そのパタ-ソとそれを形成する腰癌細胞の転移能の問に

は着意な関係は認められない.

耳＼悪性黒色腫におけるニ1ンT/r7(+i,(う硫酸ハ広汎

病性矢はそL･')鑑別診断に利肝 L'-.きるr瑚転作が示唆された.

表皮基底細胞や血管内皮細胞と同等またはより弱く発現

しており,腰痛進展とその発現強度の間に有意な関係は

認められなかった.

稿を終えるをこあたり禰緒旨導,都校閲を戴きました

佐藤良夫教授に深謝いたします.また直接御指導い

ただきました風間 隆博士,激重な抗体を御供与 く

だされた伊勢村誰博.畑こ御礼申し日干ます.
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