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   The immunohistochemical localization of glycosaminoglycan side chains and core protein of 

proteoglycan was observed, using monoclonal antibodies, on 8 specimens of non-tumor bladder 
tissues and 26 specimens of bladder tumors obtained from total cystectomy or transurethral resec-
tion of bladder tumor (TUR-Bt). In non-tumor tissues of human bladder examined, the surface 
of urothelial epithelium consisted of heparan sulfate as revealed with antibody  HepSS-1, and sub-
mucosal interstitial elements consisted mainly of small proteoglycan having chondroitin 4-sulfate 
side chains as revealed with antibodies 6B6 and 9A2, respectively. On the other hand, in bladder 
tumors examined, the interstitial fibrous elements, the so-called "specific stroma" in cancer cell 
nests, consisted mainly of large proteoglycans having chondroitin 4-sulfate or 6-sulfate side chains 
as revealed with antibodies 2B1, 9A2 and 3B3, respectively. Antibodies 2B1 and 3B3 are considered 
to be useful to demonstrate the involvement by invasive growth of bladder tumor cells. 

                                                  (Acta Urol. Jpn. 37: 329-334, 1991)

Key words: Immunohistochemistry, Large proteoglycans, Small proteoglycans, Chondroitin 6-

            sulfate, Bladder tumor

緒 言

プロテオグリカソ(PG)は,細 胞外基質としてま

たは細胞表層の構成成分として重要な役割をはたして

いる.細 胞は悪性化することにより,そ の増殖能およ

び遊走能が増大することが知られているが,そ の場合

PGの 量および質が劇的に変化することが推測されて

いる.今 日までに,多 くの研究者1)Y`よ り腫瘍組織に

おけるPGの 特性が報告されてきたがわれわれも膀胱

上皮について,そ の悪性化に伴 う間質PGの 質的変

化を検討するため異なったPG分 子を特異的に認識

する6種 類のモノクローナル抗体を用い免疫組織化学

的検索を行い,PG糖 鎖,お よびコア蛋 白の局在に興

味ある変化を認めたので報告する.

材料および方法

1)材 料

経 尿道 的 膀 胱 腫 瘍 切除 術(TUR-Bt)21例 お よび 膀

胱 全 摘術5例 よ り得 られ た非 腫 瘍 部膀 胱組 織8検 体,

腫 瘍26検 体(TCC-Gl7検 体,TCC-G212検 体,

TCC-G37検 体)を 対 象 と した.非 腫瘍 部 膀 胱 組 織

は 病 変 の な い部 で,腫 瘍 増 殖 部 位 か ら少 な く と も5

cm以 上離 れ た 場 所 を選 択 した.(TCC=移 行 上 皮

癌)

2)抗 体

用 い た モ ノ ク ロ ー ナ ル抗 体 は9A2,3B3,CS56,

6B6,2Bl,HepSS-1の6種 類 で,そ の 染 色 性 を

Table1に 示 す,抗 体9A2,3B3,CS56はICN



330

Table1.
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Reactivityofantibodiesraiseda-

gainstdermatansulfate,chondroitin
sulfate,heparansulfate,smallPG

andlargePG.

抗体名 デルマ タ コン ドロイ コ ン ドロイ ヘパ ラ
ン硫酸 チ ン4硫 酸 チ ン6硫 酸 ン硫酸

9A2

(ABCase処 理)

9A2

(B-lyase処 理)

3B3

CS56

HepSS-1

2Bl

6B6

十

十

十

十

十

十

十

largep「otc欝 毅 δ芳糊einと 反応

smal1P「ot留 甥 の錺 糊einと 反応

ImmunoBiologicals社(California,USA)よ り

入 手 した.抗 体9A2お よび3B3は そ れ ぞ れ,コ ン ド

ロイ チ ナー ゼABCに て コ ン ドロイ チ ン4硫 酸 お よ

び6硫 酸 プ ロテオ グ リカ ンを 分解 した場 合 コア蛋 白側

に 残 った分 解 断端 の2糖(dDi-4Sお よびdDi-6S)

を そ れ ぞれ 認 識 す る2).抗 体CS56は コ ン ドロイ チ γ

4硫 酸 お よび6硫 酸 と反 応 す るが,デ ル マ タ ン硫 酸 と

は 反 応 しない3),し か しそ の正 確 な エ ピ トー プは不 明

A

B

.蒙

ダ

・ 「栂 一

,・ .・',ラ ・ ・2.尋

であ る.抗 体6B6は ヒ ト卵 巣 に生 じた 線 維 腫 の 被 膜

よ り単離 した デ ル マ タ ン硫 酸PG(smallPG)を 抗

原 と して祖 父 江 ら4)が 作製 した もの で,そ の コ ア蛋 白

(分 子 量45,000)に 特 異 的 に 反 応 す る.ま た この 抗体

は 抗 原 と した コア部 分 だ け で な く,糖 側 鎖 を 有 す る

intactmolecule(酵 素 に よ る前 処 理 を 施 行 して いな

い糖 側 鎖 を 有 す るPG,分 子 量82,000)と も反 応 す

る とされ て い る.抗 体2B1は,ヒ ト卵 巣 に発 生 した

yolksactumorよ り分 離 精 製 したlargePGを 抗

原 と して 祖 父 江 らが 作 製 した もの で コ ン ドロイ チ ナ ー

ゼ処 理 に よ り糖 側 鎖 を 外 し た コ ア 蛋 白(分 子 量 約

200,000)と 特 異的 に 反応 す る5).抗 体HepSS-16)

は,methylcholanthreneを マ ウス皮 下 に 注 射 し て

発 生 したfibrosarcomaを 抗 原 と してKureand

Yoshieが 作 製 した もの で,ヘ パ ラ ン硫 酸 を認 識 す る.

ヘ パ ラ ン硫 酸 は,ほ とん どす べ て の種 類 の正 常細 胞 表

面 お よび 基 底 膜 に存 在 す る グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン

(GAG)で あ るが7),:抗 体HepSS-1は 主 と して細 胞

表 面 の ヘ パ ラ ン硫 酸 プ ロテオ グ リカ ンを認 識 す る,

3)免 疫組 織 化 学 的 染 色

検体 は 直 ち に95%(v/v)エ タ ノー ル(1%(v/v)

酢 酸を 含む)に て4。C一 晩 固 定 後8),常 法 通 りパ ラ

難
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Figs.A^-D.Immunohistochemicalstainingofnon-tumortissueofthehumanbladder
(counterstainedwithhaematoxylin).StainingwithantibodygA2(Fig.A:x25),
antibody3B3(Fig.B:x25),antibody6B6(Fig.C:x25),andantibodyHepSS-1

(Fig.D:x25).Submucosalinterstitialfibrouselementsareintenselyreactiveto
antibody(9A2(Fig.A)and6B6(Fig.C),butnotreactivetoantibody3B3(Fig.B)and
HepSS-1(Fig.D).Surfacesofepitheliallayersofbladderarestainedwithantibody
HepSS-1(Fig.D),butnotreactivetotheotherantibodies.Figs.E^-J.Immunohis-
tochemicalstainingoftransitionalcellcarcinoma(TCC)ofhumanbladder(counter-
stainedwithhaematoxylin).Stainingwithantibody3B3(Fig.E:TCC-G1:x25,Fig.
F:TCC-G2:x25,Fig.G:TGC-G3:x25),antibody6B6(Fig.H:x25,Fig.1:x25),
andantibody2B1(Fig.J:x25).Theso-called"specificstroma"incancercellnestsis
reactivetoantibodygA2,3B3(Fig.E,F,G)and2B1(Fig.J),butnotreactiveto
antibody6B6(Fig.H,1).Inmostofthenon-invasivetumors,onlythebaseoftumors
isstainedwithantibody3B3(Fig.E),butinfewofthenon-invasivetumorsandmost
oftheinvasivetumors,mesenchymalstromaisdiffuselystainedwithantibody3B3(Fig.
F,G).

フ ィ ン包 埋 を 行い,4ミ クロ ンの薄 切 切 片 を作 製 す る,

っ い で 切 片 を充 分 脱 パ ラ フ ィ ン後,99%の エ タ ノー ル

につ け る.つ ぎ に0.3%の 過 酸化 水 素 を 含 む メタ ノ

ー ルに20分 浸漬 し,内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ーゼ の活 性 を

阻 害 す る.エ タ ノー ル系 列(99.5%,80.0%,70.0

%)に 浸漬 した後 にPBSに て 充分 洗 浄 す る.100倍

稀 釈 し た 正 常 ヤギ 血 清 に 浸 漬,blocking操 作 を 施

す.抗 体9A2,3B3,6B6,に よ る 免疫 化 学 染 色 に

は,予 め,o.2unit/mlの コ ン ド ロイ チ ナ ー ゼABC,

20mM酢 酸 ナ トリウ ムを 含 む20mMのTris-HCL

(pH8.0)の 溶 液 中 で,37℃1時 間 で 前 処理 を行 う.

抗体6B6の 場 合 に は,intactmoleculeと も直 接 反

応 す るの で,か な らず し も,こ の操 作 を 必要 と しな い

が コ ン ドロイ チ ナ ー ゼABC処 理 に よ り さ ら に 強 い

染色 性 が 得 られ る の で常 に 前 処理 を 行 った.抗 体CS

56,2Bl,Hepss-1の 染色 に はloμ9/m1の 結 晶 トリ

プ シ ンに て37℃,20分 の前 処 理 を 行 う.つ ぎに稀 釈 し

た1次 抗体 と1時 間 反 応 させ る.一 次 抗 体 の 稀 釈度 は

9A2;1,000～5,000倍,3B3=1,000～3,000倍,6B6:

5,000～10,000倍,CS56:1,000～2,000倍,asl
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5,000倍,HepSS-1=1,000倍 で あ る3)余 分 な一 次 抗

体 を 除 去す るた めPBSに て 充分 洗 浄 し,StrAvigin

ABCstainingsystem(BioGenex)を 用 い て抗 原

を ペ ル オ キ シ ダ ーゼ で標 識 し,基 質 と して は0.02%

(w/v)の3-amino-9-ethyl-carbazoleをo.oo8%

(wlv)の 過 酸 化 水 素 を 含む50mMの 酢 酸一 酢 酸 ナ

ト リウ ム緩 衝 液(pH5.0)に 溶解 し,そ れ を 用 い て ペ

ルオ キ シダ ー ゼの 発色 を行 う.ヘ マ トキ シ リンで核 染

色 を 行 い,グ リセ リンー ゼ ラ チ ン溶 液 に て 封 入す る,

結 果

非腫瘍部膀胱組織,お よび膀胱腫瘍組織の染色性を

各抗体ごとに比較検討した.

1)抗 体9A2に よる染色性

非腫瘍部膀胱組織では全検体において粘膜下組織全

体に(Fig.A),ま た膀胱腫瘍組織では,腫 瘍固有

間質に陽性所見がみられた(Glで は7検 体すべてが,

G2で は12検 体中10検 体 が,G3で は7検 体中6検 体が

染色された).

2)抗 体3B3に よる染色性

非腫瘍部膀胱組織では全検体において粘膜下組織お

よび筋層に陽性所見を認めず,粘 膜下層に存在する一

部の血管のみ染色された(Fig・B)・ 膀胱腫瘍組織で

は,非 浸潤性腫瘍と浸潤性腫瘍との間に染色性の相違

が見られた.非 浸潤性腫瘍では腫瘍基底部に接する結

合組織に強い陽性所見が見 られ た.ま たその部位近

傍の血管において,血 管壁および血管周囲の結合組織

にも強い陽性所見が認められた(Fig.E,TCC-G1).

TCC-G2で 非浸潤性腫瘍の一部では腫瘍基底部近傍

の結合組織のみならず,粘 膜下組織および筋線維間に

も染色性の見 られるものがあった(Fig.F)・ 一方浸

潤性腫瘍(す べてTCC-G3)で は,7検 体すべてにお

いて浸潤を受けている筋層部も含めて腫瘍固有間質が

染色された(Fig.G).

3)抗 体6B6に よる染色性

非腫瘍部膀胱組織では全検体において,粘 膜下組織

がよく染色され,そ の他血管周囲,筋 周囲の結合組織

に陽性所見が認められた.し かし動脈壁および筋組織

には陽性所見を認めなかった(Fig・C).膀 胱腫瘍組

織では,非 浸潤性,浸 潤性に関係なく,全 検体におい

て腫瘍固有間質に陽性所見を認めなかった(Fig.H).

浸潤性腫瘍では,粘 膜下結合組織に,非 腫瘍部膀胱組

織 と同様に陽性染色が見られた(Fig.1)が,腫 瘍が

浸潤傾向を示すにつれて粘膜下結合組織の陽性所見の

低下をみた,

4)抗 体2Blに よる染色性

非腫瘍部膀胱組織では,全 検体においてほとんど染

色性が見られなかったが,膀 胱腫瘍組織では,腫 瘍の

固有間質に2B1の 陽性所見が見られた(Fig.J)・ た

だし腫瘍の浸潤性,非 浸潤性による染色性の相違は見

られなかった(TCC-GlとG3で は 全例に,TCC-

G2で は12例 中11例 の腫瘍固有間質に陽性所見が見ら

れた).

5)抗 体CS56の 染色性

非腫瘍部膀胱組織では全検体において粘膜下層全体

に,ま た膀胱腫瘍組織では,腫 瘍固有間質に陽性所見

が見られ(Glで は7検 体すべてが,G2で は12検 体

中lI検 体が,G3で は7検 体すべてが染色された)抗

体9A2と ほぼ同様の染色性を示 した.

6)抗 体HepSS-1の 染色性

非腫瘍部膀胱組織では,上 皮細胞表面に強い陽性所

見が見られた(7検 体中5検 体が染色された;Fig.

D)が,膀 胱腫瘍組織では全検体において染色されな

かった.

考 察

従来ムコ多糖と称されてきた分子は生体内ではコア

蛋白(coreprotein)と 多糖鎖(グ リコサ ミノグリカ

ソ:GAG)と の複合体として存在することが明らか

にされ,現 在ではプロテ オグリカン(PG)と 総称さ

れている.今 日までにPGに つ いて数多くの生化 学

的研究が行われ,そ の分子の多様性が認められてきた

が,近 年PGに 対するモノクローナル抗体の開発に

より,は じめて化学構造の多様性を特徴とするこの分

子ファミリーの正確な組織学的分布を知ることができ

るようになったio).

抗体6B6はsmallPG(分 子量約45,000)の コ

ア蛋白と特異的に反応 し,ま た他の種々の組織から分

離されたsmallPGと も交叉反応することが報告 さ

れている4)6B6に よって証明されるsmallPGは

成 人の全身各組織の結合組織内に分布することが示さ

れておりa,e),こ れ まで多くの研究者に よって種々の

組織から分離同定されているsmallPGと 同 じファ

ミリーに属するものと考xら れている.Fukatsuet

al.")は,多 くの腫瘍組織について検討 し,腫 瘍固有

間質には6B6陽{生 のsmallPGが ほ とんど証明さ

れないことを見出した.一 方抗体2B1はyolksac

tumorか ら分離精製されたlargePGの コア蛋白(分

子量約200,000)と 特異的に反応 し,そ れによって証

明されるlargePGの 分布は正常胎児組織の間質結

合組織のECM(extracellularmatrix;細 胞外基

質)y`め られるが,成 人では大動脈,血 管周囲組織
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にごく少量認められるにすぎず,ま た腫瘍固有間質V=

は多量認められることが報告されている5).この1arge

PGは,胎 児組織12,13>,筋 肉腫14),yolksactu-

mor15)等 か ら分離同定されているが,そ れ らの生物学

的意義についてはまったく解明されていない.そ して

これらのコア蛋白が同じ遺伝子に由来するものかどう

かの解明が進められつつある.本 研究においても非腫

瘍部膀胱組織の間質の主成分は6B6陽 性のsma11PG

よ りな り,一 方膀胱腫瘍間質には,2Bl陽 性の1arge

PGが 存在することが確認された。Nakashimaet

a1・16)は2Bl陽 性PGは 増殖傾向を有する未分化な

線維芽細胞(immaturemesenchymalcells)に よ

って産生されることを示唆しているが,腫 瘍固有間質

は,腫 瘍細胞の増殖に伴って増生 しつつ,1argePG

を産生しているものと考えられた.増 殖しつつある腫

瘍細胞から,間 葉系細胞の増生を強いるような因子が

産生され,そ れによって線維芽細胞の幼若化,増 生傾

向が促され,胎 児性と考えられる2Bl陽 性PGを

産生 し,そ れぞれの腫瘍組織固有の問質組織へと分化

誘導されていくことも想像できよう.

抗体3B3,9A2はCouchmanetal・2)に よって

開発されたモノクローナル抗体で,そ れぞれPGを

コンドロイチナーゼABC処 理後,コ ア蛋 白に結合

しているdDi-6Sお よび ∠Di-4Sを 認識する.グ リ

コサ ミノグリカンを構成する繰返 し2糖 の全容を証明

するわけではないが,主 としてコンドロイチン6硫 酸

および,4硫 酸を側鎖 としているPGの 同定には有用

である.そ して9A2陽 性成績は成人各組織の間質結

合組織に広 く認められ9),ま た腫瘍固有間質にもかな

り広範に認められている11).3B3陽 性成績は,正 常組

織では軟骨と血管壁のECMに 認められるにすぎな

い.最 近骨髄のECMが3B3陽 性であることが報告

された17,IB).一方増生しつつある筋組織は多量のコン

ドRイ チン6硫 酸を合成することが示され,最 近3B3

陽性成績が筋肉腫組織のECMに 特 異 的な所見で

あることが報告されている19).ま たFukatsuetal.11)

は胃癌組織についてPGの 局在を詳 細に検索し,癌

細胞増殖に伴って近傍の粘膜筋板が3B3陽 性所見を

呈するようになることを示 している.本 研究において

も,膀 胱腫瘍の増殖,進 展に伴い,近 傍の結合組織お

よび筋組織のECMに 抗体3B3陽 性所見が認めら

れたが,非 浸潤性膀胱腫瘍と浸潤性膀胱腫瘍を比較し

た場合,非 浸潤性腫瘍では,腫 瘍基底部に接する結合

組織のみに3B3陽 性所見が見られた(Fig.E)の に

対して,浸 潤性腫瘍では,腫 瘍浸潤部周囲の間質に広

範な3B3の 染色性が見られた(Fig.G).し か し非浸
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潤性腫瘍でもFig・Fの ごとく腫瘍基底部に接する結

合組織のみならず,粘 膜下結合組織及び筋層部結合組

織に染色性を示すものも見られた.こ のような症例は,

将来浸潤性腫瘍に進展 して行 く可能性を示唆するもの

と思われ興味深かった.

3B3陽 性 のコンドロイチン6硫 酸PGの 生体内に

おける役割意i義については,未 だ解明されておらず,

最近,抗 体の開発により各組織内の局在,分 布が漸く

明らかにされた ところである,軟 骨,骨 髄のECM,

血管壁等に限られて分布を見ることから,ま た腫瘍固

有間質では主 としてmyxomatousareaに 認め られ

ているiuこ とか ら線維増生傾向の弱い燧粗結合組織の

ECMに 主 として分布しているということができる.

Fukatsueta1.11)は,コ ン ドロィチソ6硫 酸は抗線

維化作用と関係 しているのではないかと記している.

本研究において見られた腫瘍固有間質およびその近傍

組織における3B3陽 性所見は抗体2Bl陽 性所見と

同様,腫 瘍細胞増殖に伴って惹起された間葉系細胞の

増殖傾向と関連 しているように思われた.

結 語

プロテオグリカンのコア蛋 白および糖側鎖を認識す

る6種 類のモノクローナル抗体を用いて非腫瘍部膀胱

組織および膀胱腫瘍組織の免疫組織化学的検索を行い,

つ ぎのような結果をえた.

1)非 腫瘍部膀胱組織では,粘 膜上皮細胞表面にヘ

パラン硫酸が認められ,粘 膜下層においては,主 とし

て側鎖Y`コ ン ドロイチン4硫 酸を 有す るsma11PG

が認められたが,デ ルマタン硫酸,コ ソドロイチソ6

硫酸およびIargePGは,ほ とんど認め られなかっ

た.

2)膀 胱腫瘍組織では,腫 瘍細胞表面にヘパラン硫

酸がみとめられず,腫 瘍固有間質には側鎖にコンドロ

イチン4硫 酸 また は コンドロイチソ6硫 酸 を有する

1argePGが 主 として認められ14),デ ルマタン硫酸お

よびsmallPGに 対する反応は,ほ とんど認められ

なかった.

3)コ ン ドロイチソ6硫 酸の存在を示す抗体3B3

の染色において,非 浸潤性腫瘍の一部に腫瘍基底部に

接する結合組織のみならず粘膜下結合組織,筋 層部結

合組織にまで広範に陽性所見を示す ものが存在した.

このような非浸潤性腫瘍は,将 来浸潤性腫瘍に進展す

る可能性を有するものと思量 した,

なお論文作成にあたり技術的指導をしていただいた安井千

景さんに深謝いたします.
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