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    Seventy five prostatic specimens from cancer, BPH and normal controls were studied by 

light microscopic histochemical methods for the demonstration of complex carbohydrates and 

some proteins: 1) alcian blue (AB) (pH 1.0), 2) alcian blue (AB) (pH 2.5), 3) Periodic 

 Acid-Schiff (PAS), 4) peroxidase labelled-Ricinus communis agglutinin-diaminobenzidine  (PO-

RCA-DAB), 5) Concanavalin A-peroxidase-diaminobenzidine (ConA-PO-DAB), 6)  ConA-P0- 

DAB-periodic acid-m-aminophenol Fast black salt K  (ConA-PO-DAB-PA-AP-FBK). 

   For identifying individual acidic and neutral carbohydrates, following procedures of 

enzyme digestion were performed upon some tissue sections prior to the above histochemical 

staining: a) sialidase (prior to staining with AB at pH 2.5), b) streptomyces hyaluronidase 

(prior to staining with AB at pH 2.5), c) testicular hyaluronidase (prior to staining with AB 
at pH 1.0 or pH 2.5), d) chondroitinase ABC (prior to staining with AB at pH 1.0 or pH 

2.5), e) chondroitinase AC (prior to staining with AB at pH 1.0 or pH 2.5), f) a-amylase 

(prior to staining with  PAS). 
    In addition, the tissue specimens from prostatic cancer were stained immunohistochemically 

for demonstration of prostatic acid phosphatase (PAP) and the serum PAP levels were also 

measured by radioimmunoassay. 

   The histochemical differences in the prostatic tissue among normal control, BPH and cancer 

as follows. 

   In the tissue of prostatic cancer, chondroitin sulfate A, C and hyaluronic acid were present 

in the interstitium. Chondroitin sulfate, hyaluronic acid and sialic acid were present in the 

cytoplasm of cancer cells. 

   In the tissue of BPH chondroitin sulfate B and hyaluronic acid was present in the 

interstitium and hyaluronic acid was present in the cytoplasm of epitherial cells. 

   In the epithelial basement membrane of the tissue from BPH, chondroitin B and hyaluronic 

acid were present. 
 1,2-Glycol groups of neutral complex carbohydrates in the interstitium of prostatic cancer 

were shown to exist in smaller amounts than in that of BPH. 

   In the cytoplasm of cancer cells the intensity of both  PO-RCA-DAB and ConA-PO-DAB 

staining could be divided into three  groups. strong, moderate and weak. 

   In the prostatic cancer there was a good correlation between the intensity of  PO-RCA-DAB

*現:静 岡済生会病院泌尿器科
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・t・i・i・g・ndt・m・ ・g・ad・,・ ・di・t・n・ity・fC・nA-PO-DAB・t・i・ingw・ ・c・ ・rel・t・dw・11with

serumPAPleve1.

ThecytoplasmofcancercellsshowedapositivereactiontoPAPimmunostainingandno

apPreciabledifferencewasobservedaccordingtotumorgrade・

Theseresultsindicatethatthehistochemicalproceduresmightprovideimportantinfor-

mationtodiagnoseprostaticcanccrwithmoreaccuracyandevaluatlngmanagementmmo「e

detailincomparisonwiththepreviousavailablehistopathologicalmethods・
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緒 言

複合糖質は分子内に糖を共有結合でもつ生体高分子

化合物であり,ム コ多糖,糖 タンパク,糖 脂質とに分

類されD,そ の多彩な分布,機 能などeeよ り,近 年注

目を集めている.

糖 タンパクは,広 くすべての細胞に含まれ,ま たタ

ンパクを合成するすべての細胞でつくられる.合 成 さ

れた糖タンパクは,一 部は細胞膜の構成成分として,

細胞内穎粒の限界膜や形質膜などすべての膜構造にふ

くまれ,ま たその一部は細胞外に分泌される.す なわ

ち糖タンパクには,各 種ホルモン,各 種酵素,免 疫グ

ロブリン,血 液型糖タンパクなど多数があり,生 体に

とってきわめて重要な物質である.さ らに細胞組織の

癌化にともなう間質との相互関係や,癌 細胞膜と正常

細胞膜との差異が,糖 タンパクやムコ多糖の変化の面

からも注目されている2).い っぽ う,前 立腺には,酸

性フォスファターゼをはじめとしライソゾーム内の諸

酵素,形 質膜など,前 立腺の糖タンパクや,ム コ多糖

は巾広 く分布するので,そ れらの検討はきわめて重要

と思われる.

さ らにムコ多糖は上皮細胞にもわずかにふくまれる

が間質,結 合組織中におもに存在している.結 合組織

は一般に細胞成分,線 維成分,基 質より成 り,ム コ多

糖はその基質成分として蛋白質,ペ プチドなどと結合

して,複 雑な複合体 として存在している.

前立腺においても近年,上 皮細胞 とムコ多糖をふ く

む間質結合組織との関係が検討 され,そ の結果,両

者間に密接な相互関係の存在することがあきらかにさ

れ,間 質,結 合組織の重要性が 強く認識 されつつあ

る3).す なわち,前 立腺上皮の発生や分化の方向づけ

維持,増 殖などに間質結合組織は重要な役割を果し4),

逆に間質結合組織は上皮細胞によりその量を調節され

ている5),と い う事実が示されてきた,

癌組織においても,間 質,結 合組織と癌細胞とは,

細胞性間質反応や癌細胞が結合組織にお よぼす障害

作用6)のほか,結 合組織の構成成分であるムコ多糖も

これらの相互関係において重要な役割を果すことが,

認識されるようになってきた.す なわち癌細胞によっ

て,あ る特定のムコ多糖が合成され7),さ らにはムコ

多糖が癌の浸潤性増殖に重要な役割をもつという報告

があ り8),癌 組織とムコ多糖とは密接な関係にあるこ

とがしめされてきた.そ れゆえ,前 立腺組織中のムコ

多糖の検討はきわめて重要と思われる.

ところが前立腺組織においては,正 常例,肥 大症,

お よび癌組織のいずれも糖タンパク,酸 性 ムコ多糖な

どの複合糖質に関する組織化学的な研究は乏 しく,さ

らに糖タンパクの糖残基 の同定や,ム コ多糖の酸性

基の有無などによって分類 される異性体中の個々のム

コ多糖,ム コ多糖群の同定に 関する報告は まれであ

る.

今回筆者は,前 立腺正常例,肥 大症例,癌 症例組織

中の複合糖質を組織化学的に,糖 タンパ クはPAS反

応 と1ectin(ConcanavaiinA,Ricinuscommunis

agglutininな ど)反 応にて,酸 性ムコ多糖は,酵 素

消化などの方法を併用して,フ タロシアニン色素のひ

とつアルシア ン青にて検索 し,若 干の興味ある知見を

得たので報告する.

対 象

実 験 に 用 い た 前立 腺 組織 は,1980年1月 よ り1983年

12月 ま でに,名 古屋 大 学病 院,な らびeeee連 病 院 を受

診 した 患 者 よ り得 られ た.

D前 立 腺 癌40検 体,36症 例,(未 治療36検 体,既

治療4検 体),57歳 よ り89歳 まで.平 均72.8歳.

StageA2例,StageB4例,StageC6例,Stage

D29例,

2)前 立腺 肥 大症27症 例,61歳 よ り89歳 ま で.平 均

71.5歳

3)正 常 前 立腺8症 例25歳 よ り52歳 ま で.平 均

40。6歳(膀 胱 腫瘍,前 立 腺 炎 の疑 い な ど で 手術 的,針

生 検 な どで 得 られ た前 立 腺 組 織)

総 計75検 体,71症 例 で あ る,(Table1～3)
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Table1.前 立腺 癌 対 象 症 例.(組 織 診 断,分 化 度,

Stage分 類,PAP,ALP測 定値,PO-

RCA-DAB,ConA-PO-DAB染 色結 果)

高分化型

noagestagePAP(ng/mりAlpConAPO-RCA

材 料

1

2

3

4

5

6

7

69D748

81D58

62A1.3

76A3.3

78Bl.1

78C(W.N.L.)

62Bl.g

W.N.L十 ±

4372十2十

W.N,L.2十2十

W.N.し.±2十

W凡L.± 十

W.N.L± 十

W.N.L.± ±

ave70.3 135.6±274.6

中分化型

noagestagePAP(ng/ml)AlpConAPO-RCA

183D

276D

376D

475D

576C

676C

776D

881D

981B

1082D

1185D

1260D

1360D

1474D

1573D

1657D

17フ3D

1868D

1969D

2069D

1432

14.9

1.8

17.5

(16,2)

2.4

214。O

I9.i

(目.2)

(W.N.L.)

40.I

lO.4

3,8

8.4

3.6

13.6

2.9

5.2

1.5

1.1

1642十

W.N.L2十

W.N.L.±

WN.L2十

W.N.L,±

._鱒 十

… … 十

226±

W,N.L.±

W.N.L.±

180十

502±

329±

W.N.L.2十

480

239

641

W.N.L'

W.N.L.

W.N.L.

十

±

±

±

±

‡

十2

十寧

±*

2十

2十

十

±

十

±帥

±纏

±

十聯寧

±紳*

十

2十

十

十

±

十牌牌

十寧*蛛

前 立 腺 組 織 の 採 取 方 法 は,経 尿道 的 切 除 術(以 下

TUR)45例.前 立腺 摘 除 術19例.針 生 検ll例 で あ っ

た.TUR切 片 は 可及 的 す み や か に 潅流 液 よ り取 り出

した,摘 除 術,針 生 検 に て も,採 取 時 に 可 及 的 に 組 織

の圧 迫 や 挫 減 を 少 な くす る よ う留意 した.

TUR切 片 や 針生 検 組 織 は そ の ま ま,摘 除 術 に よる

組 織 は 約5×5×2mm大 の小 片 に して 固 定 した.組

織 の 固 定 に は,1%塩 化 セ チル ピ リジ ンCetylpyri-

diniumchloride(以 下CPC)-10%中 性 ホ ル マ リ

ン液 に て,4℃ で,48～72時 間 お こな っ た.そ の 後 エ

タ ノー ルに て脱 水,ベ ンゼ ンに て透 徹 し,パ ラ フ ィ ン

包埋 を お こな い,必 要 に 応 じて 厚 さ4μ に 薄 切 し,

キ シ ロール に て 脱 パ ラフ ィ ンを お こな った.

本 実 験 に 先 だ ち,予 備 実 験 と し てRadioimmunoas-

say(以 下RIA)法 に よる 血 中前 立 腺 性 酸 フ ォス フ

ァタ ー ゼ(以 下PAP)測 定 やBesscy-Lowry法 に

よる 血 中 ア ル カ リフ ォス フ ァタ ーゼ 測 定 を お こ な っ

た.10mlの 静 脈 採 血 をTUR,摘 除 術 な どの 前に お

こな い,す み や か に 血 清 に 分 離 し,PAP用 血 清 は

一80℃ に て 凍結 保 存 後,一 括 して測 定 に 供 した.ア

ル カ リフ ォス フ ァタ ー ゼは,病 院 中央 検 査 部 に 依 頼 し

随時 測 定 した.な お直 腸 診 や 経 尿道 的 操 作 の後 は最 低

1日 採 血 を さけ た9).

実 験 方 法
ave73.5 105.4±335.2

低分化型

noagestagePAP(ng/ml)AlpConAPO-RCA

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

69

65

73

79

7ア

71

76

80

80

75

74

70

60

D

D

C

D

B

C

D

D

D

D

D

D

C

1.2

600

2.2

(ll.8)

4.4

(W.N.L.)

130.4

2.8

24.l

I.7

1.1

(W.N.L)

(WN.L.)

302±

248十

186十

407十

W.N.L.2十

W.N,L.±

196十

191±

W,N.L.±

200±

W.N.L,±

W凡L,±

W,N.L.十

± 肇

± 蟻

±

±

2十

±

十

±畿

±

±峯

±

±鞭

十

av873.0 85.3±186.2

前立腺 癌症 例全 体 では、 平均 年齢72.8歳 。PAP値 はm±

SD(平 均 ±標準 偏差)=105.4±289.6ng/mi

(PAP):King-Kint法 正 常値;1.4～5.0田/L

AIp:BesseyLowry法 正 常値;30-1151U/L

W.N.L=withinnomallimit

崇:癌 死症例 を しめす。

*1同 一症 例 で治療 前後 を しめ す。

ConA-PO-DAB,PO-RCA-DAB染 色 は染 色結 果 を しめ す。

2十:強 陽性 例 十:中 等度 陽性 例 ±:弱 陽性 例

1.予 備 実 験

1)ヘ マ トキ シ リンーエ オ ジ ン染 色(HEX染 色)

Harrisの ヘ マ トキ シ リ ン液 を 用 い,組 織 診 断 を お

こな った.

2)RIA法 に よる血 中PAP値 測 定

使 用 キ"iト;Travenol社 のGamma-DabPAP

kit

測 定 方 法,基 礎 的 検 討,臨 床 的検 討,正 常 値 な どの

詳 細 は 筆 者 がす でに 報 告 した1。).

平 均 ±標 準 偏 差=1.78±1.07ng/mlで あ る.

2.本 実験

(A)複 合 糖 質 染 色

1)PeriQdicAcid-Schiff染 色(PAS染 色)

方 法 は,McManus(ig48)11)に した が った.

2)α 一ア ミラ ーゼ消 化 後PAS染 色

α一ア ミラー 一ビ消化 は,LillicandFullmer(1976)12)

の麦 芽 ジア ス タ ー ゼ消 化 法 を お こな った.塩 化 ナ ト リ

ウム89,無 水 第2リ ン酸 ソ ー ダ1.89,第1リ ン酸 カ

リ ウム0.89を 溶解 し蒸 留 水 で1,000mlと した 緩 衝
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Table2・ 前立腺肥大症対象症例.(PAP測 定値)

nopatientage PAP(ng/ml)

1K.Y.63

2R.1.68

3K,T.71

4T,M,69

5T.K.72

6H.A.89

7T.K,70

8K,N.65

9G.N,69

10G.K.74

11M.A.72

12K.W,69

13T.K.72

14H.0,73

15H.T,75

161.0.70

17T。M.80

18M.Y,70

19S.W,62

20S.M.80

21K.0.61

22MM.75

23M.H,78

24J.1.77

25E.M,76

26J.Y.62

27T.S.75

1.8

1.1

1。3

1.1

1.2

2.0

1.5

1.1

等.5

L6

5,1

1.0

1.2

1.6

1.2

28.9

3.7

(4.3)

1.1

L4

(2,0)

(0.2)

3.9

(Pearse,1968)14)の2種 類 を作 製 し使 用 した.ア ル シ

ア ン青 は フタ ロ シア ニ ン色 素に 属 し,組 織 の核 酸,酸

性 タ ンパ ク質,あ る い は酸 性 脂 肪 と反 応 しに く く,酸

性 ム コ多 糖検 出 の ため の もっ と も優 秀 な試 薬 のひ とっ

であ る15).

3)ア ル シア ン青(pH2.5)染 色 法

1.

2.

2.5)(新 調 し濾 過 した もの)に て,

ava

3.

4.

切片を脱パラフィンし水に入れる.

1%ア ルシアン青8GX-3%酢 酸溶液(pH

30分 染色する.

流水にて5分 洗 う.

エタ ノールにて脱水後キシロールにて透徹し封

71.53.16±6.0

(PAP):King-Kint法

正 常 値:1.4～5.OIU/L

Table3.正 常 前 立 腺対 象 症 例.(PAP測 定 値)

nopatientage diagnosisPAP(ng/ml)

1

2

3

4

5

6

7

8

Y.K.

K.T.

H,H.

K,K.

H.W.

M.A,

K」.

H.T,

38

33

49

52

39

48

30

36

BJ.

B.T.

B.T.

B.↑.

B.T.

B.T.

prostatitis?

prostat醜is?

1.0

1.5

1.4

1.2

1.6

1.5

ave 40.6 1.37±0.21

B.T.biaddertumor

液 を つ く り,そ れ に1%麦 芽 ジ アス タ ーゼ を溶 解 した

液 を作 り,こ の溶 液 で,37℃,1時 聞 消化 を お こな っ

た 後,PAS染 色 を お こな った.

アル シア ン青(AB)染 色;ア ル シア ン青 はICI

(Imper三alChemicalIndustry)製(Blackley,

Manchester)の8GXを 用 いた.な お 染 色 液 のpH

はpH1・0(LevandSpicer,1964)13)と,pH2.5

入 す る.

結 果=弱 酸 性 硫 酸 ム コ糖,ピ アル ロ ン酸,シ ア ル酸 ム

コ糖 は青 く染 色 す る,強 酸性 ム コ糖 は淡 青 色 に 着 色 す

る か染 ま らな い。

4)ア ル シ ア ン青(pH1.0)染 色 法

1.切 片 を 脱 パ ラ フ ィ ン し水に 入 れ る.

2・1%ア ル シ ア ン青8GX-O.1N塩 酸 溶 液(pH

1.0)に て30分 染色 す る.

3.切 片 を 濾 紙 で お お い,色 素 液 を吸 い と る.

4.エ タ ノ ール に て脱 水 後 キ シn一 ル に て 透 徹 封入

す る.

結 果:硫 酸 複 合 糖質 だ けが 青 く着 色 す る.

5)酵 素 消 化 実 験1.コ ン ドロイ チ ナ ー ゼABC,コ

ン ドロイ チ ナ ーゼAC,放 線 菌 ピア ル ロニ ダ ーゼ,睾

丸 ピ アル ロ=ダ ー ゼ,シ ア リダ ーゼ の5種 類 の 酵 素 を

使 用 した.切 片 を脱 パ ラ フ ィ ンし水 洗 後,上 記 の酵 素

で 処理 しア ル シア ン青(pH2.5)染 色 を お とな った.

6)酵 素 消 化 実験2.コ ン ドロイ チ ナ ーゼABC,コ

ン ド ロイ チ ナ ー ゼAC,睾 丸 ピア ル ロ ニダ ー ゼ の3種

類 の 酵 素 を使 用 した.切 片 を 脱 パ ラ フ ィ ン し水 洗 後,

上 記 の 酵 素 で処 理 しア ル シ ア ン青(pH1.0)染 色 をお

こな った.

各 酵 素 の消 化 法 は,つ ぎの とお りで あ る.

(1)シア リダー ゼ(BoehringerGmbH,WestGer・

maney),AB(pH2.5)染 色 前 にO.04Mの 塩 化 カ ル

シ ウ ムを 含 むo・IM酢 酸塩 緩 衝 液 に1mg/mlの 濃

度 に シア リダー ゼ を溶 解 し,こ の液 でmo℃ に て12時

間 処理 す る(Spiceretal.1976)16).

(2>放線 菌 ピア ル ロ ニダ ー ゼ(天 野 製 薬),AB(pH

2・5)染 色 前 に,O.1Mリ ン酸 緩 衝 液(pH5.0)中 に,

100TRU/mlの 濃 度 に 放 線菌 ピア ル ロ ーダ ー ゼを 溶

解 し,こ の液 で40℃ に て3時 間 で処 理 す る

(Yamada,1973)i7).

(3)睾メLヒァ ル ロ ニダ ー ゼ(生 化 学 工 業),AB(pHI.0)

また はAB(pH2・5)染 色 前 に,O.1Mリ ン酸 緩 衝
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液(pH5.5)中 に,O.5mg/m1の 濃 度 に 睾 丸 ピア ル ロ

ニダ ーゼ を溶 解 し,こ の 液 で37℃ に て3時 間処 理 す

る(LepPiandStoward1965)18).

(4)コ ン ドロイ チ ナ ーゼABG(生 化 学 工 業),AB(pH

I.o)ま たはAB(pH2.5)染 色 前 に,1.25u/mlの

濃 度に コ ン ドロイ チ ナ ーゼABCをO.1Mト リスー

塩 酸緩 衝 液(pH8.0)中 に 溶 解 し,こ の液 で37℃ に

て2時 間,処 理 す る(Yamada1972,i974)19・2・).

(5)コ ン ドロイ チ ナ ー ゼAC(生 化 学 工 業),AB(pH

1.o)ま た はAB(pH2.5)染 色前 に,i.25u/mlの

濃 度に コン ドロイ チ ナ ーゼACを0.1Mト リスー塩 酸

緩 衝液(pH7.3)中 に 溶 解 し,こ の 液 で37℃ に て

2時 間,処 理 す る(Yamada,1972,1974)19・2・).

な お,酵 素 消化 法 では,常 に 熱 な どで失 活 させ た 酵

素 液 で処 理,溶 媒 のみ で処 理 した 対 照 切片 を作 り,比

較 検討 した.

7)ConcanavalinA-peroxidase-diaminobenzidine

法(ConA-PO-DAB法)21)

L脱 パ ラ フ ィ ン した切 片 を水 に 入 れ る。

2.リ ン酸 塩 緩 衝 塩 化 ナ トリウ ム液(phosphate

buffersaline:PBS)(0.2～0。5M塩 化 ナ トリ ウム含

有0.05Mリ ン酸塩 緩 衝 液pH7.2)中 に5分 いれ る.

3,ConA(PharmaciaFincChemicalsLtd.

upPsala,Sweden)をo.25mg/m1の 濃 度 に な る よ

うにPBSに 溶 解 し,そ の なか に,切 片 を室 温 で15～

30分 浸潰 す る.

4.PBSに て5分 洗 浄,3～5回 液 を変 え て く り

か えす,

5.PO〔horseradishPO(BoehringerMannheim,

GmbH.WestGcrmany)〕 をO.25～0.5mg/mlの

濃 度に な る よ うに,PBS中 に 溶解 し,そ の なか に 切

片を室 温 で15～30分 浸 漬す る.

6.PBSに て5分 洗 浄,3～5回 液 を 変 え て く り

か えす.

7.O.1Mト リスー塩 酸緩 衝 液(pH7.6)中 に3～

5分 浸潰 す る.

8.DAB・H202ト リスー塩 酸 緩 衝液 〔0。1Mト リ

スー塩 酸緩 衝 液pH7.6)4.9ml,1%H2020.1m1,

DAB(3,3Ldiamino-benzidinetetrahydrochloride

(TokyoKasei)2.5mgの 混合 液 〕 の なか に 室 温 で,

5～io分 浸 潰 す る,

9.蒸 留 水 で 洗 浄す る.

IO.100%エ タ ノー ルに て 脱 水 後 キ シ ロー ルに て 透

徹 し封 入 す る.

結果=複 合 糖 質 の α・D-mannoseお よび α一D-91u・

cose残 基 は 褐 色に 着色 す る.
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8)ConA-PO-DAB-periodicacid-m-aminophe・

nol-Fast-blacksaltK(ConA-PO-DAB-PA-AP-

FBK)法22).

1.～9.ま で は7)の 方 法 で お こ な う.

10.

11.

12.

13.

1%operiodicacidに て10分 酸 化 す る.

流 水 に て10分 洗 浄す る.

氷 酢 酸 に1分 入 れ る,

11%m-aminophcnol氷 酢 酸溶 液 に て60分 室

温 で処 理 す る.

14.流 水 に て10分 洗 浄 後,蒸 留 水 に て洗 浄 す る.

15.FastblacksaltK液 〔FBKを3mg/mlの

濃 度 に 含 むO.1Mベ ロナ ールー塩 酸 緩 衝液(pH8.0)〕

中に て2分 浸 漬 して,ア ゾカ ップ リングす る.

16.0.1N塩 酸に て5分 ず つ3回 洗 浄 す る.

17.流 水 に て10分 洗 浄す る.

18.エ タ ノ ール列 に て脱 水 しキ シ ロール に て透 徹 封

入す る.

結 果:複 合 糖 質 の α一D・mannoseお よび α一D-glu-

cosc残 基 は褐 色 に 着 色 し,1,2-glycol基 は 黒 紫 色 に

着 色す る.PAS反 応 の色 調 とDAB反 応 の色 調 とは

識別 が 困難 な た め,DABの 褐 色 と識 別 可能 なPA-

AP-FBK反 応 を使 用 した23).

g)Peroxidase-iabelledRicinuscommunisag-

glutinin-diaminobenzidine(PO-RCA-DAB)法24).

1.脱 パ ラ フ ィン した切 片 を 水 に入 れ る.

2.PBS中 に5分 入れ る.

3.RCA-PO液 〔Nicolson-Blausteinの 方 法 で 純

化 したRCAのRCA,2。 分画 を用 い て これ にPOを

glutalaldehyde法 に よ って結 合 しOD280値2.14,

OD403値0.20のRCA-PO液 を作 製 し,こ れ を

PBS(pFI7.2)に て 約20倍 に 希 釈 した液 〕に 室 温 に て

15～30分 浸 漬 す る.

4.PBSに て5分 ず つ3～5回 洗 浄す る.

5.0.05Mト リスー塩 酸緩 衝 液(pH7.6)中 に5分 ず

つ2回 入 れ る.

6.DAB-H202ト リスー塩 酸緩 衝 液 〔0.05Mト リス ー

塩 酸 緩 衝 液(pH7.6)が4.9ml,1%H202が0。1

ml,そ してDAB2.51ngの 混 合液 〕 中に 室 温 に て5

～10分 浸漬 す る.

7.蒸 留 水 で洗 浄 す る.

8.エ タ ノ ール 列に て脱 水 し,キ シ ロー ルに て透 徹 し

封 入 す る,

結 果:複 合 糖 質 の β一D-galactosc残 基 は 褐色 に 着 色

す る.

以 上 のLectin-PO-DAB反 応 に お い てConA-

PO-DAB反 応 では,PO-DAB反 応 とDAB反 応 の
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2種 を,PO・RCA・DAB反 応 で はDAB反 応 のみ を

対 照 実 験 と して 実 施 した.

(B)タ ンパ ク検 出 用 染色

a)テ トラ ゾ ニ ウム(TZ)反 応25)

L切 片 を 蒸 留水 に 入 れ る.

2.新 た に 調整 した0.2%フ ァー ス ト青B(テ トラ

ゾ化0一 ジ ア ニ ジ ン)0.1Mト リスー塩 酸緩 衝 液(pH

9.2)に 室温 に て5分 浸 潰す る.

3.水 洗 後0.1Mペ ロナ ールー酢 酸 緩 衝 液(pH

9・2)に 入 れ2分 ず つ3回 洗 浄 す る.

4.H酸(1・amino-9naphthol-3,6-disulfonic

acid)を 飽 和 させ た(19/50ml)o.1Mペ ロナ ール ー

酢 酸緩 衝 液(pH9,2)に15分 浸 潰す る.

5.3分 水 洗 してか らエ タ ノー ル脱 水 し キ シ ロー

ルに て透 徹す る.

結 果=陽 性反 応 部 位 は 赤 褐 色 に 着色 す る.

b)マ ーキ ュ リー オ レン ジ(RSR)反 応26)

1,切 片 を100%エ タ ノ ールに 入 れ る.

2.マ ーキ ュ リーオ レンジ の ジ メチ ル ホ ル ム ア ミ ド

(ま た は80～100%エ タ ノー ル)飽 和 溶 液 に 王6～18(1

～3)時 間 浸 漬す る.

3.100%エ タ ノール で2回 洗 浄 し,キ シ ロール に

て透 徹 し封入 す る.

結 果:陽 性反 応 部 位 は 淡 燈色 か ら深 榿 赤色 に 着 色 す る.

c)ニ ン ヒ ドリ ンー・Schiff(NIN-s)反 応27)

1.切 片 を水 に 入 れ る。

2.0.5%ニ ン ヒ ドリ ン,IOO%エ タ ノー ル液 に37。

Cに て5～20時 間 浸 潰 す る.

3.流 水に て2～5分 洗 浄 した後,Schiff試 薬 に15

～25分 浸 潰 す る.

4.流 水に て10分 洗 浄す る.

5.エ タ ノー ル列 に て脱 水 し,キ シ ロー ルに て透 徹

し封 入す る.

結 果:陽 性 反 応 部 位 は 赤 紫色 に 着 色 す る.

d)過 蟻 酸 アル シア ン青(PFA-AB)反 応28)

1.脱 パ ラ フ ィ ン した切 片 を 水 に 入 れ た後,余 剰 の

水 を ろ紙 で 吸 い と る.

2.ガ スを 除 くた め十 分混 合 した 過 蟻 酸液(98%蟻

酸40ml,30%過 酸 化水 素水4ml,濃 硫 酸0.5mlを

混 合 し 工時 間 以 上 放 置 し,24時 間 以 内 に使 用 す る.)

に5分 浸 潰す る,

3.流 水 で10分 水 洗 後,70%,100%エ タ ノー一ル で

洗 浄 し,濾 紙 で液 を 吸 い と りふ たた び 流 水 で洗 浄す る,

4.切 片 が 乾 燥 す る まで50～60℃ に 加 温す る.

5.100%oエ タ ノール に て 洗 浄の 後 流水 で1分 洗 浄

す る.

6.ア ル シ ア ン青39を2N硫 酸100ml(70℃

に 熱 し溶 解 させ た後 冷 却 し,濾 過 後 た だ ち に 使 用 す

る)に 溶 解 した 液(pHO,2～0.3)に 室 温 で1時 間 浸 漬

す る.

7.5分 水 洗 し必 要 な らば 対 照 染 色 を す る.

8,エ タ ノー ル列 で脱 水,キ シ ロール に て透 徹 し封

入 す る.

結果:強 陽性 反 応 部 位 は深 青 色 に,弱 陽 性 反応 部 位 は

淡 青 色 に 着色 す る.

e)D.D.D.(2,2,-dihydroxy-6,6,・dinaphthyl

disulfide)反 塔29)

1.脱 パ ラ7イ ンし た切 片 を水 に 入 れD.D.D.液

(D.D.D.25mgを0.1Mベ ロナ ー ル酢 酸 緩 衝 液

pH8.5,35m1と100%エ タ ノー ル15m1と に 溶 解 し

た もの)に50℃ に て1時 間 浸 漬 す る.

2.D.D.D.液 を 室 温 まで 冷 却 した の ち 切片 を蒸 留

水 で短 時 間 洗 う.

3.pH4。0～4.5の 酢 酸 水 を2回 変 え て10分 洗 浄 す

る,

4.切 片を 漸 次 高 濃 度 の エ タ ノ ールに 入 れ て洗 浄,

最 後 に100%エ タ ノ ール に て5分 つつ2回 洗 浄す る。

5.蒸 留 水 に て洗 浄 す る 、

6.新 たに 調 整 した フ ァー ス ト青B液 〔フ ァース ト

青Bをo.1Mリ ン酸 緩 衝 液(pH7.4)にimg/ml

とな る よ うに 溶 解 〕 に 室 温 に て2分 浸漬 す る.

7.流 水 に て水 洗.

8.エ タ ノール 列 に て脱 水,キ シ ロー ルに て 透 徹 し

封 入す る.

判 定:強 陽性 反 応 部 位 は 青 色 に,弱 陽性 反 応 部 位 は 赤

色 に 着 色す る.

(C)酸 フ ォス フ ァ タ ーゼ 検 出 用 染色

酵 素抗 体 法 に よ る30).

第1抗 体:抗 ヒ ト前 立腺 性 酸 フ ォス フ ァタ ーゼ 家 兎

抗血 清(Miles・YedaLtd.Kiryat,Weizmann,

Rehovat,lsrael)

第2抗 体:HRP標 識 抗 家 兎IgG山 羊抗 体

(Miles・YedaLtd.Kiryat,Waisma'nn,Rehovat,

Israel)を 使 用 した,

1.脱 パ ラ フ ィンした 切 片 をPBS(0.01Mリ ン酸

緩 衝食 塩 水,0.OIMリ ン酸緩 衝液i,OOOm1中 に

NaCl8.59を 含 む,pH7。2)に て5分 づ っ6回 洗 浄

す る.

2.必 要に 応 じて過 ヨ ウ素 酸,水 酸化 ホ ウ素 ナ トリ

ゥ ム水 溶 液 な どで 内因 性 ペ ル オ キ シ ダー ゼ除 去 を お こ

な う.

3.湿 室 を作 製 す る.
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4.PBSを 拭 い 正 常 山 羊血 清 を滴 下,掩 絆 し,30

分 湿室 中に 室 温 に て 放 置 す る.

5.PBSを 拭 い第1抗 体 を 滴 下,掩 絆 し,12時 間

湿 室中 に 室温 に て放 置 す る.対 照 と して 抗体 に 変 え て

正 常 家 兎 血 清 とPBSと を 滴 下 した2種 類 を 作 製 す

る,

6.PBSで5分 ず つ6回 氷水 中 に て 洗 浄す る.

7.PBSを 拭 い第2抗 体 を滴 下 し概 拝 し,1時 間

湿 室中 に 室 温に て放 置 す る.対 照 の2種 も同 様に お こ

な う.

8.PBSに て5分 ず つ6回 氷水 中 に て 洗 浄す る.

9.DAB-H202(DAB20mgを75m1の0.05

Mの ト リスー塩 酸 緩 衝 液pH7.6に 溶 解 し,5%

H202,0.lmlを 加 え てpH7.6に 揃 え て 同緩 衝液 に

て全量 を 工00mlに して,使 用 す る)中 に てIO分 間 発

色 す る.

10.5回 水洗 後,エ タ ノール に て脱 水,キ シ ロ ール

に て透 徹 封入 す る.

実験 に 先 だ ち,第1,2抗 体 の 稀釈 濃 度,反 応 時 間

決 定 の た め の 予 備 実 験 と して,第1抗 体,第2抗 体

の濃度 や 反応 時 間 をそ れ ぞ れ 変 化 させ て,1.～10.の

操 作 を繰 り返 しお こ な った.そ の結 果 稀 釈 濃 度 は,第

1抗 体 は600倍,第2抗 体 は2,000倍 が,反 応 時 間 は 第

1抗 体 は12時 間,第2抗 体 は1時 間 が 最 適 と決定 し

た.以 後 これ ら の条 件 に て 本 実験 を お こな った.

結 果

1.予 備実 験

1)HEX染 色に よ る前 立 腺癌 の組 織 診 断 をTable1

に しめ す.高 分 化 型 腺癌7例,中 分 化 型腺 癌20例,低

分 化型 腺 癌13例 であ った31).

2)血 中 のPAP値 をTable1～3に しめ す 正 常

前 立腺 例 ではす べ て1.7ng/rnl以 下 であ り,m±SD

(平均 ±標 準 偏 差)==1.37±0.21ng/mlで あ った.前 立

腺 肥 大 症 では,2例 を除 い てほ か は5.Ong/ml以 下

で,組 織 診 断 に てprostaticinFarctionを と もな っ

て いた1例 は28.9ng/mlと と くに高 値 を しめ した.

m±SD=・2.16±6.Ong/mlで あ った.癌 症 例 では 高,

中,低 分化 型 と も極 端 な高 値 を しめ した症 例 と,正 常

範 囲 内 の症 例 とが あ り一 定 の 傾 向 はみ られ な か った が

極 端 な 高値 を しめ した症 例 は す べ てStageDで あ っ

た ・m±SD=105.4±289.6ng/mlで あ り,そ れ ぞれ

高 分化 型 はm±SD・135.6±274.6ng/ml,中 分化 型

ではm±SD=105.壬 ±335.2ng/ml,低 分 化 型 で はm

±SD=85.3±186.2ng/mlで あ った.な お これ らの計

算 には す べ て,RIA法 に よるPAP値 のみ を 使用 し
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た.

2.本 実験

1)PAS染 色によると,前 立腺 肥大症組織において

は,間 質,上 皮細胞,腺 腔内物質ともに反応陽性であ

るが,間 質において強く,な かでも上皮細胞周囲が濃

染し層状に腺上皮をとりかこんでいた.上 皮細胞の染

色性はやや弱いが,そ の腺腔側細胞質は比較的強かっ

た.ま た上皮細胞中にはPAS陽 性に濃染する小穎粒

が存在 した.腺 腔内物質は強陽性をしめした.前 立腺

癌組織では間質の染色性は肥大症とほぼ同様であるが

細胞を包囲し濃染する層の存在は各症例により一定し

なかった,前 立腺癌では細胞の染色性は間質に比べ弱

く,濃 染する小穎粒はほとんど認められなかった.正

常前立腺例では肥大症とほぼ同様の結果であった.

2)α一アミラーゼ消化を おこなうと,肥 大症 組織の間

質は染色性に変化無く,上 皮細胞の染色性にもほとん

ど変化はないが,細 胞質中の小穎粒の消失がみられた,

前立腺癌においては間質,細 胞ともにほとんど変化は

なかった,正 常前立腺組織では間質はほとんど変化せ

ず,腺 上皮細胞の小頼粒の消失が肥大症と同様にみら

れた.そ のほかの変化も少なかった.

3)ア ル シアン青(pH2.5)染 色においては,前 立腺

肥大症組織では,間 質,腺 上皮細胞とも反応陽性であ

るが,間 質では腺傍周囲に染色性の強い部位がみとめ

られた.上 皮細胞は間質に比して染色性が強いので,

間質と上皮細胞との差が比較的明瞭であった。腺腔内

物質は強陽性反応を示した.前 立腺癌においては間質,

癌細胞ともに反応は肥大症のそれに比して強陽性であ

り,間 質,癌 細胞両者間の染色性の差は,あ きらかに

癌細胞においてより強い.肥 大症にみられたような染

色性の強い層は癌細胞の周囲にはみ られなかったが,

両者の境界は,間 質と癌細胞との染色性の相違に より

明瞭な症例が大多数であった.正 常前立腺例は肥大症

とほぼ同様の結果であったが,間 質の染色性は弱か っ

た(Fig.1～3).

4)ア ルシアン青(ρH).O)染 色においては,全 般的

に反応はAB(pH2,5)反 応に比して弱陽性であっ

た.肥 大症においてはAB(pH2.5)と は異な り,間

質が上皮細胞の染色性よりも強く,腺 傍周囲がもっと

も青染した.上 皮細胞はほとんど染色されなかった.

これに対して腺腔内物質は濃染した.癌 組織において

は肥大症と異なり間質,癌 細胞とも染色性は強く,両

者とも青染した.し かし間質の方が より強かった.正

常前立腺例においては,肥 大症とほぼ同様の所見をし

めしたが,染 色性はやや弱かった(Fig.4～6).

5)酵 素消化実験1.コ ンドロイチナーゼABC,コ ン
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瀞
噛

噂 樹
(前立腺癌組織,中

ド ロイ チ ナ ー ゼAC,放 線 菌 ピア ル ロニ ダ ーゼ,睾 丸

ピア ル ロ ニダ ーゼ 消 化 後 ア ル シ ア ン青(pH2.5)染 色

を お こな うと前 立 腺 肥 大 症 で は,い ず れ の 酵 素 消化 で

も間 質,上 皮細 胞 と も染 色性 が 有 意 に 低 下 した.コ ン

ドロイ チ ナ ーゼABCとACと の 消 化 効果 の比 較 で

は,コ ン ドロイ チ ナ ー ゼABCの 方 が よ り強 か った.

睾丸 ヒァル ロ_ダ ー ゼ と放 線菌 ピア ル ロニ ダ ーゼ で は

前 者 の 方 が 消化 効果 が よ り強 か った.し か し腺 腔 内物

質 は消 化 に よ りほ とん ど影 響 され なか った.前 立腺 癌

組 織 に て も間 質,癌 細 胞 と も肥 大症 とほぼ 同 様 の結 果

で あ り「 γ ドロイチ ナ ー一ゼABC,AC,睾 丸 ピア ル ロ

ニダ ー ゼ,放 線 菌 ピア ル ロニ ダ ーゼに よ り有 意 に 消 化

され,そ の 消 化 効果 もほ ぼ 同 様 で あ った,正 常 前 立 腺

組 織 に お い て もほ ぼ 同様 の結 果 を しめ した.シ ア リダ

ー ゼ消 化 で は肥 大症 ,正 常 前 立 腺例 で は間 質,上 皮 細

胞 と も消 化 効果 は な く,AB染 色性 は不 変 で あ った.

癌 組 織 で は 癌 細 胞 のみ シ ア リダ ーゼ 消 化効 果 がみ られ

た(Tablc4).

6)酵 素消 化 実 験2.コ ン ドロイ チ ナ ー ゼABC,睾 丸

ピア ル ロ ーダ ー ゼ消 化 後 ア ル シア ン青(pH1.0)染 色

に ては,前 立 腺 肥 大 症,正 常 前 立 腺 例 と も,間 質 は 著

明に 消 化 され,ほ とん ど染色 性 を失 った.し か し腺 腔

内 物質 は不 変 であ った.い っぽ う,コ ン ドロイチ ナ ー

ゼAG消 化 効 果 は,「 ン ドロイチ ナ ーゼABC消 化

効 果に 比 して弱 く,間 質 の 染 色 性 の低 下 も軽 度 であ っ

た.他 方 癌 組 織 で も,コ ン ドロイ チ ナ ー ゼABC,AC,

お よび 睾 丸 ピア ル ロー ダ ーゼ 消 化 後 の ア ル シ ア ン青

(pH1.0)染 色 で は,染 色 性 の 低下 がみ られ た が 肥 大

症 とは 異 な り,癌 組 織 で は コ ン ドロイ チ ナ ー ゼAC

の消 化 効果 は ほ か の二 酵 素 とほ ぼ 同 様 の結 果 を しめ し

た(Table5).
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Tablc4.諸 酵 素 の消 化 結 果 〔ア ル シ ア ン青(pH2.5)染 色前 〕

正常前立腺

誹Pラ肖イヒChase-ABCChase-ACTHyaseSHyaseSiali

上皮細胞

基底膜

間質

3十B

3十B

3十B

±

±

±

十8

十B

十B

±

±

±

十B3十B

十B3十B

十B3十B

前立腺肥大症

7Pi肖 イヒChase-A8CChase-ACTHyaseSHyaseSiali

上皮細胞

基底膜

間質

3十B

3十B

3十B

±

±

±

十B

十B

十B

±

±

±

十B3十B

十B3十B

十B3十B

前立腺癌

夢E消 イヒChase-ABCChase-AC丁HyaseSHyaseSiali

癌細胞5十B

間質4十B

2十B

2十B

3十B

2十B

2十B3十B4十B

2十B2十B4十B

Chase-ABC:コ ン ドロ イ チ ナ ー ゼABC消 化

Chase-AC:コ ン ドロ イ チ ナ ー ゼAC消 化

丁Hyase

SHyase

Sial,

B:blue,

:睾 丸 ピ ア ル ロ ニ タ ー ゼ 消 化

:放 線 菌 ピ ア ル ロ ニ ダー ゼ 消 化

:シ ア リ ダ ー ゼ消 化

±:AfeebleordoubtfulreaGtton

1～n:Thenumberbelngproportiona[totheintensityofreaction

Table5. 諸酵素の消化結果 〔アルシアン青

(pH2.5)染 色前〕

Table6. PO-RCA-DAB染 色 と前立腺癌の分

化度との関係をしめす

正常前立腺

3Ei肖 イヒChase-ABCChase-ACTHyase

強陽性 中等度陽性 弱陽性

上皮細胞

基底膜

間質

±

2十B

十B

±

±

±

±

十B

±

±

十B

±

StageA

B

C

D

2

1

1

3

0

1

3

9

0

2

2

15

X2=9.824p=0,1333

前立腺肥大症

?Pi肖 イヒChase-ABCChase-AOTHyase

上皮細胞

基底膜

間質

十B

2十B

十B

±

十B

±

±

十B

±

±

十B

±

Table7. PO-RCA-DAB染 色 と前 立 腺 癌 の

Stageと の関 係 を しめ す

強陽性 中等度陽性 弱陽性

前立腺癌

ヲF消 イヒChase-ABCChase-ACTHyase

高 分化型

中 〃

低 〃

3

4

1

2

9

2

2

7

10

癌細胞2十B

間質3十B

±

±

±

±

±

±

X2=8.5348p=0.0753

Chase-ABC:コ ン ドロ イチ ナ ー ゼABC消 化

Charse-AC:コ ン ドロ イチ ナ ー ゼAG消 化

THyase:睾 丸 ピア ル ロニ タ ー ゼ消 化

B:blue,±:Afeebleordoubtfulreaction

1～n:Thenumberbeingproportionaltotheintensity

ofreaction

Table8. ConA-PO-DAB染 色 と前立腺癌の

分化度 との関係をしめす

強陽性 中等度陽性 弱陽性

高分化型

中 〃

低ty

2

4

1

1

2

5

4

14

7

X2=4.2421p==0.3773
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7)ConA-PO-DAB反 応は,正 常前立腺においては

間質,腺 上皮細胞ともに陽性反応をしめし,ほ ぼ同程

度か上皮細胞にやや強い染色性をしめし,そ の上皮細

胞は主として腺腔側に強 く染色された上皮細胞穎粒を

含んでいた.核 は反応陰性であった.前 立腺肥大症に

おいても正常前立腺例とほぼ同様の結果であった.前

立腺癌組織では間質の染色性が,肥 大症に比較して強

いものの,癌 症例間での染色性の差はほとんど認め ら

れなかった.癌 細胞の核は陰性で染色されず,細 胞質

は反応陽性で均等に穎粒状に染まるが,肥 大症と比較

して,反 応の強弱が症例によって存在し,強 染する症

例,や や強い症例,弱 い症例とあった.こ れにより,

強陽性群,中 等度陽性群,弱 陽性群,の3種 に大別さ

れた(F三g.7～10).

8)GonA-PO-DAB-PA-AP-FBK反 応によると正常

前立腺例,前 立腺肥大症では間質が黒紫色に染まり,

とくに基底膜が濃染した.ま た腺上皮は穎粒状に褐色

に染まった,こ れに対して前立腺癌組織では間質,癌

細胞とも褐色に,あ るいは間質がごく軽度に紫褐色に

染色されるのみであった(Fig.17,18).

9)PO-RCA-DAB反 応は,正 常前立腺例,肥 大症

では間質,上 皮細胞とも,反 応陽性で染色性はほぼ同

様であったが,核 は反応陰性であった.癌 組織では間

質の染色性が肥大症より強いが,癌 症例間の差はほと

んどみられなかった.癌 細胞核は反応陰性であった、

癌細胞質の反応性は,ConA-PO-DAB染 色 と同様に

強染する症例,や や強い症例,弱 い症例と,各 症例間

の染色性の差が大きく,強 陽性群,中 等度陽性群,弱

陽性群の3種 に大別された(Fig.12～16).

タ ンパク検出用染色では正常前立腺例,肥 大症,前

立腺癌とも反応は陽性であ り,染 色性の差はほとんど

みられなかった.

a)TZ反 応は正常,肥 大症,癌 組織とも,強 く染色

されたがとくに細胞核,間 質の染色性が強 く,と くに

平滑筋が強陽性であった.

b)RSR反 応は主として正常,肥 大症,癌 組織とも

細胞核が強陽性であ り,細 胞質,間 質はともに弱陽性

であった.

c)NIN-S反 応は,正 常,肥 大症,癌 組織とも間質と

細胞核がおもに陽性反応をしめした.

d)D.D.D.ジ アゾ青B反 応では,正 常,肥 大症とも

腺上皮細胞と平滑筋細胞が,癌 組織では癌細胞と平滑

筋細胞が強陽性であった.

e)PFA-AB反 応によると正常,肥 大症では基底膜が

濃染し間質が これにつぎ上皮 細胞の染色性は 弱かっ

た.癌 組織では間質全体が濃染した.
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PAP検 出 用染 色 は正 常,肥 大症 と もに 腺 上 皮 細 胞 の

み が反 応 陽性 で あ り,主 と して上 皮 細 胞 質 の 腺腔 側 に

穎 粒 状 の 染色 がみ られ 極 性 は よ く保 たれ て いた.癌 組

織 も癌 細 胞 のみ に 反 応 陽 性 で あ るが,染 色 され た 穎 粒

は 細 胞 質 中に 一 様 に 分 散 し極 性 は失 わ れ て いた.癌 で

は 各 症例 と もほ ぼ 同様 の染 色性 を しめ し,血 中 のPAP

値 とは 相 関せ ず,ま た 正 常,肥 大 症 と比 較 して もほ ぼ

同様 の染 色 性 を しめ した(Fig.19～22).

PO-RCA-DAB染 色 に よ り癌 症 例 を 強 陽 性,中 等

度 陽 性,弱 陽 性 とに 分 類 し,臨 床 と対 比 し以 下 の 結果

を 得 た.年 齢別 では,強 陽 性 群 は平 均 年 齢74.5歳,中

等 度 陽 性 群 は7L8歳,弱 陽 性 例 群 は72.3歳 と,ほ ぼ 同

様 であ った.分 化度 と比 較 す る と,分 化 度 の高 さ と染

色 性 の強 さにP<0.1で 相 関 が み られ た(Table6).

Stageと 比 較す る と,Stageの 低 い症 例 に,染 色 性 が

強 い傾 向が み られ た(Table7).高 分 化 型 で も骨転 移

以外 の遠 隔 転 移 の あ る症 例 は 弱 陽性 を しめ し,中,低

分化 型 に お い て は,治 療 に よ く反 応 した 症 例 は 強 陽 性

中等 度 陽 性 が 多 く,初 診 よ り2年 以 内に 癌 死 した 症 例

や,初 診 時 に 骨 以外 の遠 隔 転 移 を 認 め た症 例 は,す べ

て弱 陽 性 で あ った.ま た,治 療 前 に 強 陽性 であ り,治

療 後 に は 弱 陽 性 に 変化 した 症 例 もあ り,こ れ らか ら

PO-RCA-DABの 染 色 性 は,あ る程 度,臨 床 経 過 を

反 映 してい る もの と思わ れ た.

ConA-PO-DAB反 応に お い ては,平 均 年 齢 別 で は

強 陽性 群75.4歳,中 等 度 陽 性 群72.9歳,弱 陽性 群72.2

歳 で あ りほ ぼ 同 様 で あ った.染 色 性 と分 化度 とは や や

相 関す る よ うだ が(Table8),Stage分 類 とは 相 関

しなか った(Table9).し か し血 中 のPAP値 と比

較す る と(TableIO),PAP値 はConA-PO-DAB

反応 強 陽性 群 ではm±SD(平 均 ±標 準 偏 差)=・219.5

±495.3ng/ml,中 等 度 陽 性 群 で はm±SD=248,3±

280.9ng/ml,弱 陽 性 群 で はm±SD=5.66±6.6ng/

mlで あ り,ConA-PO-DAB染 色 の 染 色性 と,血 中

のPAP値 と相 関 した.こ れ に 対 してPO-RCA-

DAB染 色 と血 中 のPAP値 を 比 較 した が(Table

11)こ れ は 相 関 しな か った.血 中 の ア ル カ リフ ォス フ

ァタ ーゼ(以 下Alpと 略す)値 と,ConA-PO-DAB

染 色 の 染色 性 や,PO-RCA-DABの 染 色 性 と比 較す

る と(Table12.13。),Alpが 極 端 な高 値 を しめ して

も弱 陽 性 で あ る症 例 が 多 く,ConA-PO-DABの 染 色

性 と血 中 のAlp値 とや や 相 関す る と 思 わ れ るが,

PO-RCA-DABの 染 色 性 と,血 中 のAlp値 とは相

関 しな か った,

検 定 はす べ てx2検 定 で お こな った.
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Table9、ConA・PO-・DAB染 色 と前 立腺 癌 の

Stageと の 関係 を しめ す

Table13.PO-RCA-DAB染 色 と前 立 腺 癌 の

血 中Alp値 との 関係 を しめ す

強陽性 中等度陽性 弱陽性 強陽性 中等度陽性 弱陽性 計

StageAl

Bl

CO

D5

0

0

2

6

1

3

4

17

高度上昇2

軽度上昇0

上昇なし6

2

4

6

37

59

1022

計 8 12 18 38

X2=3.380p==O.7586

Table10.ConA-PO-DAB染 色 と前 立 腺 癌 の

血 中PAP値 との 関 係 を しめ す

X2=3.382p=0.515

高 度 上 昇=Alp値3001U/L以 上

軽 度 上 昇;Alp値1151U/L以 上300iU/L未 満

上 昇 な し:Alp値1151U/L未 満

強陽性 中等度陽性 弱陽性 計

高度上昇2

軽度上昇3

上昇なし2

5

1

3

0

6

18

7

10

23

計 7 9 24 40

x2=16.936p=0.002

高 度 上 昇PAP値30ng/ml以 上

軽 度 上 昇PAP値5ng/ml以 上30ng/ml未 満

上昇 な しPAP値5ng/m床 満

Table11.PO-RCA-DAB染 色 と前立 腺 癌 の

血 中PAP値 と の関 係 を しめす

強陽性 中等度陽性 弱陽性 計

高度上昇1

軽度上昇3

上昇なし4

2

4

7

4

3

12

7

10

23

計 8 13 19 40

x2=1.996p=0.735

高 度 上 昇PAP値30ng/ml以 上

軽 度 上 昇PAP値5ng/ml以 上30ng/m床 満

上 昇 な しPAP値5ng/m床 満

Table12.ConA-PO-DAB染 色 と前 立 腺 癌 の

血 中Alp値 との 関 係 を しめ す

強陽性 中等度陽性 弱陽性 計

高度上昇1

軽度上昇1

上昇なし5

2

4

2

47

49

1522

計 7 8 23 38

X2=6.315p=O.1792

高 度 上 昇;Alp値3001U/L以 上

軽 度 上 昇:Alp値1151U/L以 上3001U/L未 満

上 昇 な し:Alp値1151U/L未 満

考 察

分子内に糖を共有結合でもつ生体高分子を一括して

複合糖質といい,さ らにムコ多糖 糖タンパク,糖 脂

質とに3大 別される1).

ムコ多糖は,脂 質を含まない多糖であ り,そ のほと

んどすべては分子中にカルボキシル基や硫酸エステル

などの酸性基を含み酸性ムコ多糖と呼ばれ る.ま たこ

れらのムコ多糖はその構成単糖や,そ のほかの構成成

分たとえば硫酸基,カ ルボキシル基により,ピ アルロ

ン酸,コ ンドロイチン,コ ンドロイチン硫酸異性体A,

B,C,D,Eな どに分類され,命 名されている.一 般

にムコ多糖は生体において,蛋 白,ペ プチドなどと結

合した,複 合体として分布 し,さ まざまな生理学的機

能を果 している14).

ム コ多糖は動物体を構成する諸組織のうち,結 合組

織,軟 骨組織,骨 組織など支持組織の主要成分をなす

物質である.ま た上皮,筋,神 経などの組織にも必ず

若干量含まれている.結 合組織は,細 胞成分,線 維成

分,基 質からなるが,ム コ多糖は基質と密接に関係す

る.顕 微鏡で観察すると,基 質は結合組織細胞 と線維

との間を埋めているゲル状,ま たは流動性の物質で,

光学的に均一透明である.通 常の固定,染 色法ではか

なりの量が操作中に溶出,消 失するので,ム コ多糖の

固定には四級アンモニウム塩である,CPCが 用 いら

れる32)

前立腺肥大症,前 立腺癌,正 常前立腺ともアルシア

ン青染色に陽性反応をしめし,酸 性ムコ多糖および糖

タンパクが間質,上 皮細胞,癌 細胞のいずれにも存在

する.

前立腺肥大症においては,ア ルシアン青(pH1.0)

染色にて,間 質,基 底膜には硫酸ムコ糖が存在 し,コ

ンドロイチナーゼABCに より染色性を失い,睾 丸

ピアルロニダーゼ,コ ンドロイチナーゼACに ては

失なわないことより,こ の間質,基 底膜には,コ ンド

ロイチン硫酸Bが 有意に存在する.し かし上皮細胞中

に,有意には硫酸ムコ糖が検出されることはなかった.

アルシァン青(pH2.5)染 色では上皮細胞は濃染し,

睾丸 ピアルロニダーゼ,放 線菌 ピアルロニダーゼの消

化効果の差より,弱 酸性ムコ糖,す なわちコンドロイ

チン,ピ アルロン酸などが相当量存在す ると思われ

る,ま た間質 のアルシアン青(pH2.5)の 染色性は
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アルシアン青(pH1.0)よ りも強く,同 様に コンドロ

イチン,ビ アルロン酸などが存在する.い っぽ う,シ

アリダーゼの消化効果は弱く,問 質,腺 上皮細胞とも

にシアル酸は有意に検出されなかった.

前立腺癌においては,ア ルシアン青(pH1.0)染 色

によると間質,癌 細胞 ともに肥大症より染色性が強 く

硫酸ムコ多糖は肥大症に比較して有意に増加 している

とおもわれる.さ らにアルシアン青(pH1.0)染 色に

対する,コ ンドロイチナーゼABG,ACお よび,睾 丸

ビアルロニダーゼの消化効果がほぼ同程度であること

から,間 質に増加している硫酸ムコ多糖はおもに コン

ドロイチン硫酸A,Cで あろう.ア ルシアン青(pH

2.5)染 色による癌細胞の染色性は強 く,ま た放線菌

ピアルロニダーゼの効果に比し睾丸 ピアル ロニダーゼ

の消化効果の大きいことから,癌 細胞中にはおもに弱

酸性ムコ多糖(コ ンドロイチン,ピ アルロン酸など)

が多量に存在すると思われる.ま た癌細胞中ではシア

ル酸が検出された.

基底膜は正常前立腺,肥 大症ともに腺上皮細胞基底

部のPAS染 色陽性の膜様構造 として観察される.基

底膜はコラーゲン性糖蛋白,非 コラーゲン性糖蛋白お

よび酸性ムコ多糖より成るが33),ア ルシアン青(pH

1.0)染 色に より正常例,肥 大症例 とも,基 底膜が間

質のほかの部位よりも強く染色され,消 化実験の結果

をもあわせると,同 部にはコンドロイチン硫酸Bが 相

当量存在すると思われる.こ れは間質のほかの部位 よ

りも,量 的に 多いと推定される.ま たアルシアン青

(pH2.5)染 色にても基底膜は反応陽性であ り,睾 丸

ピアルロニダーゼ,お よび放線菌ピアルロニダーゼの

消化効果 も著明であ り,同 部にはピアルロン酸も相当

に存在する.こ れに反して 癌組織に おいては,PAS

染色にても高分化型の一部を除 き,明 瞭な基底膜は観

察できず,ま たアルシアン青(pH1.0)染 色によって

も硫酸ムコ多糖性の膜様構造の存在は確認されなかっ

た.

α一アミラーゼ消化試験によると,正 常前立腺,肥 大

症ともに腺上皮細胞中にはグリコーゲン穎粒が存在す

る.こ れに反し癌細胞中にはグリコーゲンはほとんど

存在しなかった.

以上をまとめると,前 立腺肥大症,癌 組織に分布す

る酸性ムコ多糖の差異は,つ ぎのごとくである.

癌間質には硫酸ムコ多糖ことにコンドロイチン硫酸

A,C,と 弱酸性ムコ多糖,す なわちコンドロイチン

ピアルロン酸が存在する.癌 細胞にも同様に硫酸ムコ

多糖と,弱 酸性ムコ多糖すなわちピアルロン酸などが

存在するが,分 布には差異があ り,癌 間質には硫酸ム
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コ多糖がより多く,癌 細胞中には弱酸性ムコ多糖がよ

り多く存在する.

前立腺肥大症の間質には,癌 間質とは異な り,コ ン

ドロイチン硫酸B,弱 酸性ムコ多糖(ピ アルロン酸,

コンドロイチンなど)が 存在するが,そ の量は少ない.

前立腺肥大症の腺上皮細胞には,硫 酸ムコ多糖は有

意には認められず,弱 酸性ムコ多糖(ピ アルロン酸,

コンドロイチンなど)が 存在する.正 常前立腺は腺上

皮細胞,間 質 とも,肥 大症とほぼ同様の結果であった.

基底膜には正常前立腺,肥 大症 ともに コンドロイチ

ン硫酸B,ピ アルPン 酸などが存在する.癌 組織では

高分化型では一部で基底膜が観察されたが,中 分化型,

低分化型では光顕的に基底膜があきらかでなかった.

これに関して鈴木は,癌 細胞では合成されるピアルロ

ン酸が,基 底膜の形成を阻害すると報告 している34).

上皮性腫瘍組織において酸性ムコ多糖が増加してい

るとの報告は多く,西 田らは胃腺癌においてコンドロ

ィチン硫酸A,C,ピ アル ロン酸が増加するが,シ ァ

ル酸は検出されないと報告している35>.そ のほか,結

合組織性腫瘍26),乳 癌37),な どでも同様の報告がある.

本研究においてもこれらの報告とほぼ同様の結果がえ

られた.

間質の酸性ムコ多糖の増加は,腫 瘍細胞によるムコ

多糖の産生7)や分解,腫 瘍細胞に反応した間葉系細胞

によるムコ多糖の産生38),あ るいは間質,結 合織反応

に よる炎症性細胞滲出39)など,さ まざまの原因があげ

られるが,今 回の実験結果では正常前立腺や肥大症の

上皮細胞には認められないコンドロイチン硫酸A,C

が癌細胞中に検出され,ま た ピアルロン酸なども癌細

胞にも癌間質にも増加しており,癌 細胞によるこれら

ムコ多糖の産生を,示 唆しているものと考えられる.

この酸性ムコ糖が腫瘍組織中に増加する意義にっい

て,Ozzelloら は ピアルロン酸,コ ンドロイチン硫酸

が腫瘍細胞の増殖に不可欠であるとし4。),竹内 らは,

移植腫瘍の増殖を酸性ムコ多糖が支持するとし,さ ら

に上皮性腫瘍細胞が旺盛な増殖をしめすときは著明に

酸性ムコ多糖が合成 され活性をしめし,腫 瘍に特有な

間質組織を形成 してゆくと報告している41).Bern丘eld

らは発生過程の増殖中の上皮細胞ではムコ多糖が合成

され間質にも多量のムコ多糖が存在すると報告してい

る42).さ らにTooleら は癌組織の増殖,侵 入部位に

はピアルロン酸が多量に認められ,ビ アル ロン酸が癌

の浸潤,増 殖に重要な役割を果すとしている43).鈴 木

も癌細胞表面のピアルロン酸が癌細胞の浸潤,転 移と

密接な関係があると述べている34).し たがって前立腺

癌細胞中でも,酸 性ムコ多糖が合成され,そ の増殖,
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浸 潤,転 移 に 同 物 質 の存 在 が 不 可 欠 で あ ろ うと推 測 さ

れ る.ま た酸 性 ム コ多 糖 は前 立 腺 組 織 の亜 鉛 と結 合 す

る こ とが 知 られ てお り44),こ の面 か らの 酸性 ム コ多 糖

の 前 立腺 代謝 と の関 連 も検 討 され るべ きで あ ろ う,

本研 究 に お い て,酸 性 ム コ多 糖 の増 加 は高 分 化 型 癌

に お い て も顕 著 に み られ る の で,ア ル シア ン青 染 色 が

前 立腺 癌 と肥 大 症 の組 織 診断 に 役 立 つ もの と考 え られ

本 染色 の臨 床 応 用 が期 待 され る.

糖 タ ンパ クは コア とな る タ ンパ ク質 に ヘ テ ロの 短 か

い 小 糖 鎖 が共 有 結 合 した もの で,糖 タ ンパ ク1分 子 あ

た りの 糖 鎖 の量 は 一 定 せ ず,ム コ多 糖 にみ られ る よ う

な 二 糖単 位 の く り返 しは な い、 糖 鎖 に 含 まれ る糖 残 基

の お もな ものに は,ガ ラ ク トサ ミ ン,グ ル コサ ミ ン,

ガ ラ ク トー ス,グ ル コ ース,マ ンノ ース,フ コース,

シ アル 酸 な どが あ る45).

一般 に 糖 タ ンパ クの分 布 は実 に 多 彩 であ り
,す べ て

の細 胞 に 含 まれ,タ ンパ クを合 成 す るすべ て の細 胞 に

よ って産 生 され 細 胞 成 分 を な した り,間 質 結 合 組 織 中

に も含 まれ,あ るい は 細胞 外 に 分 泌 され る.分 泌 され

る糖 タ ンパ クに は,諸 種 ホ ル モ ン,酸 性 フ ォス フ ァ タ

ー ゼ,そ の他 が あ る.他 方 細 胞 成 分 と しては,細 胞膜

の構成 成 分 と して,細 胞 内膜 系,形 質膜 な どす べ て の

膜 構 造 に 含 まれ る.ま た 間質 結 合 組 織 中に は,コ ラ ー

ゲ ン,エ ラス チ ンな どの線 維 成 分 の ほ か,基 質 中 に 無

定 形物 質 とし て も存 在46)す る.今 回 の 実験 に .よりこれ

らの細 胞膜 中 の糖 残基 と特 異 的 に結 合 す る レクチ ンで

あ るConcanavalinA,Ricinuscommunisagglu-

tininな どを 使用 して 前 立腺 上 皮 細 胞 膜 中 の糖 タ ンパ

クの 糖残 基 を 同定 した.さ らにPAS反 応 に よっ て糖

タ ンパ クの1,2-glycol基 を検 出 した.1,2-glyco1基

と糖 残基 との 関 係 を み る た め に は1ectin-PO-DAB

反 応 と,1,2-glycol基 検 出 とを 組 合 せ る二 重 染色 が 用

い られ る22).

正 常 前立 腺,肥 大 症,前 立 腺 癌,各 組 織 と も1,2-

glycol基 は 上 皮 細 胞,癌 細 胞,間 質 で検 出 され た.

細 胞 内 で は正 常 前 立 腺,肥 大 症,前 立腺 癌 各 細 胞 で差

は ほ とん ど なか った.

間質 で は,癌 に お い て,正 常 例,肥 大症 例 に 比 し,

α一D-mannose,α 一D-glucose残 基,お よび β一D.

galactose残 基 を もつ糖 タ ンパ クの増 加 が 認 め られ た.

これに 対 して,1,2-glycol基 を もつ 糖 タ ンパ クは 正 常

例,肥 大 症 間 質 で,癌 閥 質 よ りも比 較 的 多量 に 認 め ら

れ た.こ の傾 向 は 癌 細胞 の分 化 度 に も相 関 し,と くに

高分 化 型 よ りも低 分化 型 で顕 著 であ った.

細 胞 で は,PO・RCA・DAB染 色,ConA-PO-DAB

染 色に お いて,正 常 前 立腺,お よび 前 立腺 肥 大 症 では

症 例 間 の 染色 性 の差 異 は な く,α 一D。mannose,α 一D-

gluc・se,β 一D-galactose残 基 を もつ 糖 タ ンパ クの分

布,局 在 に差 は な い と思 わ れ る.こ れ に た い し て,癌

では そ の 染 色性 が各 症 例 間 で あ き らか に 差 が あ り,濃

染 す る ものを 強 陽 性 例,そ れ よ りもや や 染 色 性 の 弱 い

もの を 中等 度 陽 性 例,ほ とん ど染 色 しな か った 症 例 を

弱 陽性 例 と分 類 す る こ とが で きた,こ の こ とは,PO-

RCA・DAB染 色 に お い て,ConA・PO・DAB染 色 よ

りも顕 著 で あ っ た.

前 立腺 癌 細 胞 に お け る,PO-RCA-DAB染 色や

ConA-PO-DAB染 色 の 染 色 性 の 相 異 は,癌 細 胞 中 の

レクチ ン レセ プ タ ー,す な わ ち糖 タ ンパ ク申 の 糖 残基

で あ る α・D-mannose,α 一D-glucose,β 一D・galactose

残基 の 多 寡に よ る も の と思 わ れ る.強 陽 性 症例 で は,

これ らの 糖残 基 を含 む 糖 タ ンパ クの 増 加 を しめ し,弱

陽 性例 よ り も,癌 細 胞 中 で の 糖 タ ンパ クが増 加 してい

る もの とお もわ れ る.正 常 細 胞 と比 較 して,癌 細 胞 の

レクチ ン レセ プ タ ー の増 加 は 数 多 く報告 され て お り,

そ の原 因 は 癌 化 に と もな う細 胞膜 構 造 の変 化,す なわ

ち,Burgerのcrypticsitehypothesis47),レ セ プ タ

ーの密 集化 ,レ セ プタ ー の 再 配 列 な ど48・49)が考 え ら

れ て い る.し か し現 在 まで 前 立 腺 癌 中 で の,レ クチ ン

レセ プタ ー の報 告 は ほ とん どみ られ な い.

前 立腺 癌 のPO-RCA-DABの 染 色性 の差 は臨 床 で

のStage,お よび分 化 度 と相 関 す る傾 向 を しめ した.

糖 タ ンパ クは細 胞 膜 の構 成 分 と して,す べ て の膜 構 造

に 含 まれ て い るが,膜 に 含 まれ る糖 タ ンパ クに は,ホ

ル モ ン レセ プ タ ー5。),各 種 酵 素5D,あ るい は フ ィプ ロ

ネ クチ ンの ご と く細 胞 の接 着,分 化,間 質 線維 の形 成

構 築維 持 な どを果 す もの52)と 数 多 くあ る.β 一D・galac・

tose残 基 を 持 つ糖 タ ンパ クの 同定 は まだ 不 十 分 で あ

り,そ れ を 特 定す る こ とは 不 可 能 で あ るが,β 一D・

galactose残 基 を持 つ糖 タ ンパ クの個 々 の癌 症例 に よ

る麓 を しめ して い る可 能 性 も あ る と お もわ れ る.酸 化

酵 素,転 移 酵 素,加 水 分解 酵 素 で糖 タ ンパ クに 分類 さ

れ る酵 素 は数 多 く存 在 す る51).な か で も糖 タ ンパ ク合

成 に 関 す る,糖 転移 酵 素 は ゴル ジ装 置 ば か りか 細 胞表

面 に も 存 在 し,細 胞 の接 着,増 殖 の調 節,な どの面

か ら も 注 目 さ れ て い る が53>,そ の うちgalactosy1-

transferaseは 乳癌 な ど で増 加 す る と の報 告 が あ るの

で54),転 移 酵 素 とPO・RCA-DAB染 色 との 関 連 も

考 え られ る.電 顕 的 に はR.CAの 結 合 部 位 は 固 定

した 組 織 で は 形 質 膜,ゴ ル ジ膜,多 胞 体 と され てお

り55・56),その なか で も ゴ ル ジ装 置 は 糖 タ ンパ クの 合成

に お い て,糖 タ ンパ クが ラ イ ボ ソー ムや,粗 面 小 胞体

でつ くられ た の ち,ガ ラ ク トース を ゴル ジ装 置 で 付加
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されて成熟することか ら57・58),その関連性が注目され

ている。正常前立腺細胞や肥大症細胞ではゴルジ装置

は原則として核の近くで腺腔側にひとつ存在する59).

癌細胞においてはこのような極性は消失するが,一 般

に高分化型ではよく発達 し,低 分化型では小型である

とされ,か つ数は一定 していないとされている60).そ

れゆえPO-RCA-DAB染 色 の染色性の相異は癌細胞

での,膜 構造中の糖タンパクの変化や,癌 細胞でのゴ

ルジ装置の数や機能などが,原 因のひとつであると推

定される.さ らにフィプロネクチンは癌化した細胞表

面では消失するとの報告 もあ り61》,このような細胞接

着,分 化などの機能をもつ糖タンパ クの変化もひとつ

の原因とおもわれる.ま た臨床的にも治療のよく奏効

した症例にPO・RCA-DAB染 色の強陽性症例が多

く,さ らに治療によって染色性が変化するらしく,し

たがってPO-RCA-DAB染 色はある程度,癌 細胞の

アンドロゲンホルモンレセプターや諸酵素の変化,細

胞の接着,分 化さらに浸潤,転 移にも関連するのでは

ないか と考えられる.そ れゆえこれが新たな前立腺癌

の分類の基準になるものと期待される,

ConA・PO-DABに お ける染 色 性の差 は α一D-

mannose,α 一D-glucose残 基 を含む糖タンパクの差

異をしめす.ま たConAとPAPと は親和性があ

り62),同一症例で,治 療前は血中のPAP値 が高値で

あり,ConA-PO-DAB反 癒が強陽性をしめしていた

が,そ れが治療後血中のPAP値 が低下するとともに

弱陽性になった症例があったので,細 胞中のPAP量

を反映するものと思われ,ConA-PO-DAB染 色は前

立腺癌の糖タンパク合成の程度をある程度しめしてい

ると考えている.$実ConA結 合部位の電顕的検討

によると,ConAは 形質膜,小 胞体,ゴ ルジ膜,核 膜

などに結合し63・64),糖タンパクの合成では粗面小胞体

でマンノース付加がおこなわれている,と いう報告 も

あり57),また去勢ラットでは正常ラットに比較して,

ConA-HRP染 色の染色性が弱いとの報告63)や,前 述

の糖タンパク合成に関与する糖転移酵素のひとつであ

る,galactosyltransferaseにConAが 結合するとの

報告65)などか ら十分考えられる.

PAP.ALPば か りか,前 立腺癌にはPQntesら の

総説のように66),腫 瘍マーカーは数多 く,ConA-PO-

DAB染 色,RCA-PO-DAB染 色 との関連も示唆さ

れる,

PAP検 出用染色によると,肥 大症と癌とでは染色

性が異なり,癌 の分化度と染色性とに相関がみられる

との報告 もあるが67),今 回 の実験結果はBentzの 報

告68)と同様に正常前立腺,肥 大症,前 立腺癌症例間,
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および癌の分化度別の染色性にもほとんど差異がみら

れなかった.PAP検 出用染色とConA-PO-DAB

染色の結果に よると,血 中のPAP値 の大きなばらつ

きは,癌 細胞の産生能,分 泌能,血 中へのバ リヤーの

存在,ネ ガティブフィードバ ックの存在,癌 細胞 と間

質との構成比などがあげられているが69・70),今回の実

験結果か ら,癌 細胞中の糖タンパ ク合成の程度に相異

が認められるので,あ る程度癌細胞中のPAP合 成 と

関係があることが推定される.

タ ンパク染色の結果では,癌 と肥大症間のタンバク

アミノ酸の分布の差はあきらかでなかったが,肥 大症

の光顕的な基底膜がPFA-AB反 応に反応 陽性であ

り,こ れはSS基 の存在をしめし,こ の基を持つアミ

ノ酸はチスチンであ り同部位にはチスチンが相当量存

在すると思われる.ま たSH基 検出のためのRSR,

D.D.D.反 応 では癌,肥 大症とも間質に比 し,細 胞

ことに核の反応が陽性であり,SH基 をもつアミノ酸

すなわちチスティン,グ ルタチオン,お よびメチオニ

ンが細胞 ことに核に相当量存在することも推測され

る.

結 語

前立腺肥大症と前立腺癌組織との組織化学的相異を

あきらかにする目的で,正 常前立腺8例,肥 大症27例

前立腺癌40例 の組織を,1%CPC-10%ホ ルマリン液

にて固定 し,パ ラフィン切片 とし,複 合糖質染色,タ

ンパク検出用染色,PAP検 出用染色,血 中のPAP値

測定などをおこない,以 下の結果をえた.

1)癌 間 質には,硫 酸ムコ多糖とくにコンドロイチン

硫酸A,C,お よび弱酸性 ムコ多糖,と りわけピアル

ロン酸が存在した.

2)癌 細胞にも同様に硫酸ムコ糖や,弱 酸性ムコ多糖

ことに ピアルロン酸,さ らに シアル酸が存在した。癌

間質と細胞でのムコ多糖の分布の差は間質には硫酸ム

コ糖がより多 く,細 胞には弱酸性 ムコ多糖がより多く

存在した.

3)前 立腺肥大症の間質には,癌 間質とは異な り,コ

ンドロイチン硫酸Bや,弱 酸性ムコ多糖ことに ピアル

ロン酸が存在するが,そ の量は少なかった.

4)前 立腺肥大症の腺上皮細胞には,硫 酸ムコ多糖は

認められず,弱 酸性ムコ多糖ことにピアルロン酸が存

在した.正 常前立腺は肥大症とほぼ同様の結果であっ

た.

5)正 常前立腺,肥 大症の基底膜にはコンドロイチン

硫酸B,ピ アルロン酸などが存在した.癌 組織で,低

分化型ほど基底膜はあきらかではなかった.
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6)癌 間質には 正常前立腺,肥 大症に比較して1,2-

glyco1基 を持つ糖タンパクは減少していた.

7)正 常 前立腺,肥 大 症では 腺上皮細胞中の β一D-

9alactose残 基あるいは α一D-glucQse,α一D・mannose

残基 を持つ糖タンパクの分布は,全 症例間でほぼ同様

であった。

8)癌 細胞中のβ一D-galactose残 基を含む糖タンパク

の分布には,各 症例間で差があ り,PO-RCA・DAB

染 色の染色性により三大別が可能であった.こ の染色

性と臨床経過との間に相関が認められた.

9)癌 細胞中 の α一D-glucose,α 一D-mannose残 基

を含む 糖タンパクの分布には 各症例間で差があ り,

ConA-PO-DAB染 色 の染色性により三大別が可能で

あった.ConA・PO-DAB染 色性と,血 中の前立腺性

酸フォスファターゼ値との間に相関がみられた.

10)正 常前立腺 と肥大症の前立腺性酸フォスファター

ゼは細胞内で極性を示して存在した.

II)癌 細胞中の前立腺性酸フォスファターゼの存在は

極性を失っていたが,肥 大症とほぼ同様に染色された.

12)血 中の前立腺性酸フォスファターゼ値 と癌細胞内

の前立腺性酸フォスファターゼの染色性とはかならず

しも相関しなかった.

以上の結果 より前立腺肥大症と癌組織における,複

合糖質の組織化学的相異や,癌 の分化度などによる複

合糖質の分布の差がしめされ,こ れらはあわせて臨床

面への応用が可能であることを示唆している.

稿を終 るに臨 み,本 論文 の御 指導,御 校 閲を賜 わりま した

三矢英輔教授 に 心か らの 謝意を 表 します.ま た種 々の御協

力,御 教示 をいただい た三宅弘 治助教授,名 古屋市立大学医

学部 第2解 剖学教室 山田和順教授 に深 く感謝いた します.な

らびに種 々の御 協力をいた だい た教室員諸兄 に深 く感謝いた

します.

本 論文 の要 旨は第72回 日本泌尿器科学会 総会 にて 発表 し

た,

文 献

1)平 野 茂 博:緒 論,ム コ多 糖 の構 造 と機 能,長 谷 川

栄 一,2版,1～5,南 江 堂,東 京,1976

2)板 倉 照 好:癌 細 胞 間相 互 作 用 の 異 常.代 謝21.

353～360,1984

3)田 口 修=泌 尿生 殖 器 の 発 生 分化,異 常 増 殖 に お

け る間 質 の役 割.癌 と化 学療 法11;670～675,

1984

4)ChungLWKallClCunhaGR .Stromal-

epitherialintcractions:li.Regulationof

prostaticgrowsbyemblyonicurogenital

sinusmesenchyme.Theprostate4:503～511,

1983

5)MuntzingJ:co11agensynthesisandbrake・

downintheratventralprostate,Thepro.

staticcell:structureandfunction.partA,

GPMurphy,AAsandberg,JpKarr,137～

144,AlanRLiss,Inc,N.Y.1981

6)1.iotaLA:Tumorextracellularmatrix.Lab

Invest47:112～113,1982

7)馬 場 志 郎 ・早 川 正 道 ・中 沢 和 子 ・中 村 宏 。藤 岡

俊 夫 ・小 田 島 邦 男:尿 路 悪 性 腫 瘍 患 老 の 尿 中 酸 性

ム コ多 糖 体 排 泄 量 と そ の 組 成 分 布.日 泌 尿 会 誌

74=39～54,1983

8)大 平 敦 彦:細 胞 表 層 に 存 在 す る ヘ パ ラ ン硫 酸 プ ロ

テ オ グ リ カ ン の 構 造 と機 能.代 謝21:305～313,

1984

9)糸 井 壮 三;泌 尿 器 科 領 域 に お け る 酵 素 の 研 究.第

2報.日 泌 尿 会 誌50:597～620,1959

10)杉 山 寿 一 ・ 日江 井 鉄 彦 ・加 藤 範 夫 ・三 矢 英 輔 ・野

口 英 三 ・仙 田 宏 平 ・佐 々 木 常 雄;RIA法 に お け

る 血 清 中 の 前 立 腺{生 酸 性 ボ ス フ ァ タ ー ゼ の 検 討.

泌 尿 紀 要27:1415～1425,1981

11)McManusJFA=Histologicalandhistochemi-

calusesofperiodicacid.StainTechnol23=

99～108,1948

工2)LillieRDandFullmerHMG1ycogen

dcmonstrationmethods,Histopathologic

technicandpracticalhistochemistry。4th.

626～632,McGraw-HillBookCo.NewYork,

1976

13)LevRandSpicerSS:Speci且cstainingof

sulphategroupswithalcianblueatlowpH.

JHistochemCytochem12:309,1964

14)PearseAGE:Phthalocyanindyes,Alcian

blue.Histochemistry.Theoreticalandapp-

1ied.Vol.1.344～349,ChurchillLtd.,

London&N.Y.,1968

15)山 田 和 順=ム コ糖 の 組 織 細 胞 化 学 的 研 究 法,蛋 白

質 核 酸 酵 素,17:775～790,1972

16)spicerss,HornRGandLepPiTJ=Histo-

chemistryofconnectivetissuemucopoly-

saccarides。Theconnectivetissue.251～303,

Baltimore.WilliamsWilkinsCompany,1967

17)YamadaK=Theeffectordigestionwith

Streptomyceshyaluronidaseuponcertain

histochemicalreactionsofhyaluronicac量d



杉山:前 立腺癌 ・組織化学

containingtissues.JHistochemCytochem

21:794～803,1973

18)LepPiTJandstowardPJ=ontheuseof

testicularhyaluronidasefbridentifyingacid

mucinsintissuesections.JHistochem

Cytochem13:406～ 脳)7,1965

19)YamadaK:Histochemicalandcytochemical

methodfbrstudyofmucosaccarides.Protein

NucleicAcidEnzyme17=775～790,1972

20)YamadaK:Theeffectofdigestionwith

chondroitinasesuponcertainhistochemicaI

reactionsofmucosaccharidecontainingtis-

sues.JHistochemCytochem22:266～275,

1974

21)YamadaKandShimizuS:Concanavalin

A-perioxidase-diaminobenzidine(ConArPO-

DAB>alcianblue(AB).Areliablemethod

fordualstainingofcomplexcarbohydrates.

Histochemistry47=159～169,1976

22)YamadaK:ConcanavalinA-pcrioxidase-

diaminobenzidine-periodicacid-m-aminophe-

nol・fastblacksa正tK.二Amethodforthe

dualstainingofneurtralcomplexcarbo-

hydrate.HistochemJlo:573～584,1978

23)清 水 暁 ・山 田 和 順:Lectin-Peroxidase-Dia-

minobenzidine(LT・PO-DAB)反 応 を 使 用

す る 結 合 組 織 複 合 糖 質 の 二 重 染 色 法.結 合 組 織

10=57～67,1978

24)YamadaKandShimizuSThehisto-

chemistryofgalactoseresiduesofcomplex

carbohydrateasstudiedbyperoxidasc-

labelledRicinuscommunisagglutinin.

Hystochem三stry53:143～156,1977

25)PearseAGE:Histochemistry,theoreticaland

appiied.Vo亘.1.127～129,ChurchillLiving_

stone,EdinburghLondonandNewYork,

1968

26)BennetHSandWattsRM:Thecytochcmi-

caldemonstrationandmeasurementof

sulfhydrylgroupsbyazo-arylmercap亡ide

coupling,withs正)ecialreferencetomercury

orange.Generalcytochemicalmethod.

DanielliJF,317～374,AcademicPress,New

York.1958

27)YasumaAandIchikawaT:Ninhydrinand

alloxan-shiffstaining。Anewhistochemical

67

stainingmethodforprotein.JLabclinMed

41:296～299,1953

28)AdamscwMandsloperJc:Techniquefor

demonstratingneurosecretorymaterialin

thehumanhypotha正amus.LancetI=651～

652,1955

29)BarrnettRJandseligmanAM:Histo-

chemicaldemonstrationofsulhydryland

disulfidegroupsofprotein.JNatCancer

InstI1=769～792,1954

30)渡 辺 慶一 ・名 倉 宏 ・長 村 義 之 ・小松 遵 至 ・和 泉

伸 一 ・吉 村 真 一 ・武市 光 司:酵 素 抗体 染色 法 の 手

技,酵 素抗 体 法,渡 辺 慶一,1版,33～99,学 際

企 画,東 京,1981

31)瀬 戸 輝 一 ・矢 谷 隆 一 ・原 田 昌興 ・古 里 征 國 ・坂 本

穆 彦 。菅 野晴 夫:「 前 立腺 癌 の組 織 分類 と取 扱 い

規 約 」試 案 の概 要.日 病 会 誌72補 冊(2):22

～27,1983

32)KellyJw,BloomGDandscottJE:Quater-

naryammoniumcompoundsinconnective

tissuehistochemistry:Lselectiveunblock-

ing.JHistchemCytochem11:791～798,1963

33)RisteliI.andRisteliJ=Basementmembrane

reserch.MedicalBiology59:189～189,1981

34)鈴 木 旺:癌 細 胞 の 転移 過 程 に おけ る細 胞基 質 問

相 互 作用,癌 と化 学療 法11:677～680,1984

35)西 田 清一 ・渡辺 洋 望 ・小林 晃 ・大 高 裕 一:癌 固

有 間 質及 び偶 然 間 質 の 組 織化 学 的 観 察.結 合 組 織

5=41～42,ユ973

36)三 沢 和 男 。渡辺 洋 望 ・大 高裕 一:結 合 組 織 の 腫 瘍

及 び 増 殖 性変 化 に つ いて の 組 織 化 学.結 合 組 織

4:74～75,1972

37)竹 内 純 ・祖 父 江 三 津 子 ・佐藤 恵 美 子 ・三 浦 酸

・中 垣茂 男1乳 腺 腫 瘍 組 織 の 間 質結 合 組 織 に 関 す

る生 化学 的 な らび に 組 織 学 的 研 究.結 合 組 織8=

47～56,1976

38)竹 内 純 ・祖 父 江 三 津 子 ・吉 田 正彦 ・中島 伸 夫 ・

築 館 一 男 。内堀 典 保 ・辻 克 人 ・稲 垣 喜 治 ・岡 田

雅 昭=腫 瘍 問 質質 成 分 の特 性 とそ の組 織 構 築 との

相 関.結 合 組織14:47～51,1982

39)渡 辺 洋 望:炎 症 に お け る結 合 組 織 の 動 態,結 合 組

織4=13～16,1972

40)OzzclloL,LasfarguesEYandMurrayM:

Growth-promotlngactivityofacidmucopoly-

saccaridesonastrainofhumanmammary

carcinomacells.CancerRes20:600～605,



68 泌尿紀要31巻

1960

41)Takeuchi∫:Growth・promotingeffectof

acidmucopolysaccharidesonEhrlichascites

tumor.CanccrRLesearch26=797～802,1966

42)BernfieldMRandBanerjeeSH:Acid

mucopolysaccharid(glycosaminoglycan)at

theepithelial-mesenchymalinterfaceof

mousecmbryosalivaryglands.∫CellBio1

52=664～673,1972

43)TooIeBP,BiswasCandGrossJ;Hyaluro-

nateandinvasivenessoftherabbitV2

carcinoma.Biochemistry76=6299～6303,1979

44)SatoCSandGyorkeyF:Z三ncbindingby

glycosaminoglycans.JBiochem80:883～886,

1976

45)吉 沢 善 作 ・伊 勢 村 護 ・池 中 徳 治 ・木 幡 陽 ・村

松 剛;構 造,糖 タ ンパ ク質 の 構 造 と機 能L吉

沢 善 作,山 科 郁 男,1版,13～33,南 江 堂,東 京

1978

46)SpiroRG:Glycoprotein=Theirbiochcmist-

ry,biology,androleinhumandisease.N

EnglJMed281:1043～1056,1969

47)BurgerMM:Adifferenceinthearchitecture

ofthesurfacemembraneofnormaland

virallytransformedcells.ProcNAS62:

994～1001,1969

48)RapinAMCandBurgerMM:Tumorcell

Surfaces:generalalterationsdetectedby

agglutinins.AdvCancerRes20:1～42,1974

49)EmmelotP:Biochemicalpropertiesofnor.

皿alandneoplasticcellsurfaces;areview.

EuropJcancer9:319～333,1973

50)井 村 裕 夫:ホ ル モ ン ● レセ プ タ ー.臨 泌33:731

～280
,1977

51)JuitszMandLlosaP:section1.Glyco-

proteinsasHorrnonesalldasEnzymes,

Glycoproteins,GottschalkA.partB,1019～

1068,ElsevierPublishingCo.Amsterdam,

1972

52)RuoslahtiEandEngva1正E:Complexingof

fibronectingiycosaminoglycansandcollagen.

BiochemicaetBiophysicaActa631=350～

358,1980

53)ShurBDandRothS:Cellsurfaceglycosy正 一

transferases.BiochemBiophysActa415

473～512,1975

1号1985年

54)ChatterjeeSKandKimU=Galactosyl.

transferaseactivityinmeta急tasiz呈ngand

　コ コ
nOnmetaStaSIZIngratmamma「yCa「Cmomas

anditspossiblerelationshipwithtumorcell

surfaseantigenshedding・JNatlCancerInst

58:273～280,1977

55)YokoyatnaM,NishiyamaF,KawaiNand

HiranoH:Thesta量ningofGolgimemb.

raneswithRicinuscommunisagglutinin.

horseradishperoxidaseconjugate量nmice

tissueceUs.ExpCellRes125:47～53,1980

56)BerttonRandBariety∫:Acomparative

ultrastructuraiIocalizationofConcanavalin

A,wheatgermandRic三nuscommunison

glomeruliofnormalratkidney.JHistochem

Cytochem24=1093～1100,1976

57)斎 藤 多 久 馬 ・松 下 正 也 ・ゴ ル ジ 装 置 の 細 胞 化 学.

生 体 の 化 学31(1):12～21,1980

58)平 野 寛 ・高 田 邦 昭 ・川 上 速 人 ・西 山 文 朗:免 疫

細 胞 化 学 的 に み た 細 胞 膜.細 胞14:126～134,

1982

59)MaoP,NakaoKandAngristA:Human

prostaticcarcinoma:anelectronmicroscope

study.CancerRes26=955～973,1966

60)古 里 征 国 ・山 口 裕 ・川 口信 彦:泌 尿 器 科 系 疾 患

の 微 細 構 造 の 見 方(10).臨 泌36=925～931,

1982

61)YamadaKM:Immunolog量calcharacteriza・

tiOnOfamajOrtranSf()rmatiOnSenSitive

fibroblastccllsurfaceglycoprotein.JCell

Biol78:520～541,1978

62)LeeC,WangMC,MurphyPandChuTM:

Asolid-phasefluorescentimmunoassayfor

humanprostaticacidphosphatase.Cancer

Res38:2871～2878,1978

63)東 海 林 文 夫:ラ ッ ト前 立 腺 上 皮 細 胞 の ホ ス フ ァ タ

ー ゼ 活 性 局 在 と レ ク チ ン 結 合 部 位 とに 関 す る 電 顕

的 細 胞 化 学 的 研 究.日 泌 尿 会 誌75=65～80,

1984

64)BernhardWandAvrameasS:Ultrastruc-

tualvisualizationofcellularcarbohydrate

componentsbymeansofconcanavalinA.

ExptlCellRes64:232～236,1971

65)PodolskyDKandWeiserMM:Roleofcell

membranegalactosyltranseferaseinconcana・

valinAagglutinationoferythrocytes.Bio"



chemJ146:213～221,1975

66)PontesJE:Biologicalmarkersinprostate

cancer,JUro1130:1037～1047,1983

67)吉 田 正 林 ・三 木 誠:前 立 腺 の 酸 フ ォ ス フ ァ タ ー

ゼ に 関 す る 免 疫 組 織 化 学 的 研 究.日 泌 尿 会 誌74=

514～522,1983

68)BentzMS,CohenG,DemersLMand

BudgeonLR:Immunohistochemicalacid

phosphataselevelandtumorgradeinpro-

staticcarcinoma.ArchPatholLabMed106:

杉 山=前 立 腺 癌 ・組 織 化 学69

476～480,1982

69)ReifAE,SchlessingerRM,FishCAand

RobinsonCM=Acidphosphataseisozymes

incanceroftheprostate.Cancer31:689～

6991973
,

70)石 部 知 行 ・碓 井 亜 ・田中 求 兵=酸 性 フ ォス フ ァ

タ ー ゼ ア イ ソエ ンザ イ ム.日 本 臨 床34=753～

767,1976

(1984年8月2日 迅 速 掲 載受 付)




