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ヒ ト正常膀胱上皮および膀胱腫瘍における

サイ トケラチンの形態の検討

東京医科歯科大学泌尿器科学教室(主 任;大 島博幸教授)

寿美 周平,木 原 和徳,影 山 幸雄

東 四雄,福 井 巌,大 島 博幸

A STUDY OF CYTOKERATIN IN HUMAN NORMAL BLADDER 
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   Normal epithelial and carcinoma cells of human bladder were investigated for the cytokeratin 
which is one of the intermediate filaments and comprises cytoskeleton using the immunofluorescence 
method. Carcinoma cell lines used were JTC-30, JTC-32, HUB-41 and T-24. In normal urothe-
lium, keratin fibers were fine and straight with unchanged diameter and distributed regularly in 
the cytoplasm. By contrast, keratin fibers in bladder carcinoma cells were kinked and changed in 
diameter and were distributed irregularly in the cytoplasm. The above findings were most obvious 
in T-24 which formed undifferentiated carcinoma when transplanted to nude mice, and keratin 
fibers were dominantly located in the perinuclear area. The changes of keratin fibers appeared to 
be parallel to the grade of histological anaplasia of the tumor formed by implantation of bladder 
carcinoma cell line cells to nude mice. These observations suggest that the morphology of cyto-
keratin is a useful indicator for evaluating the grade of malignancy in transitional cell carcinoma.

(Acta Urol. Jpn. 36: 903-907, 1990)
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緒 言

細胞が癌化することにより多 くの形質が変化する

が,こ れらの形質のうち形態や運動性の変化を担って

いるのは細胞骨格である1).癌 化 した細胞の細胞骨格

も正常細胞と同様に形態学的にはマイクロフィラメン

ト,微 小管,中 間径線維の3種 類から構 成されてい

る.サ イトケラチンはこれらの中の中間径線維に属し

ており,上 皮系細胞に特異的とされ1),細 胞質内にお

いて直径7～llnmの 線維性構造 を形成している.

このサイ トケラチンは細胞の分化お よび腫瘍化に伴

い,鋭 敏に変化するとされている,し かしながら悪性

化に伴うサイトケラチンの形態上の変化については報

告がいまだ少なく,特 にヒト尿路上皮を対象とした検

討はほとんどなされていない.わ れわれは今回,ヒ ト

膀胱上皮においてサイ トケラチンの形態を検討し,正

常上皮と腫瘍細胞における相違を調べるとともに,腫

瘍細胞の悪性度とサイトケラチンの変化の程度との関

連について検索した.

対 象

正 常膀 胱 上 皮細 胞 と して,手 術 時 に 採取 した 正常 膀

胱 粘 膜 を細 切 し,初 代 培養 した細 胞 を 用 いた.膀 胱 腫

瘍 細 胞 とし て 継 代 培 養 細 胞 株JTC-30,JTC-32,

HuB-41,T-24を 用 いた.JTC-30,JTC-32,HuB-41

は 当教 室 の患 者 よ り樹 立 され た細 胞 で あ り2),JTC-

32は 低 分 化 型,他 の2種 は 中 等度 分 化 型 の移 行 上皮 癌

に 由来 して い る.ま たT-24はBubenikら3)に よ

り,grade3の 膀 胱 癌 よ り樹 立 され た細 胞 で あ る.

方 法

1)細 胞 培養

膀 胱 腫 瘍継 代 培 養 細 胞 の う ちJTC-30,JTC-32,

HUB-41はDM-170(極 東製 薬 工 業株 式 会 社)+13



904 泌尿紀要36巻8号1990年

Cellswereincubatedinpre・warmed(37℃)5%MEMfor5minutes

■

placedincold(-200C)methanolfor5minutes

畢

rinsedindistilledwaterandthentwiceinPBS

■

primaryantibodywasaddedandincubatedat37℃foronehour

`

washedtwicewithPBSfor5minutes

↓

fluoresceinconlugatedsecondaryantibodywasaddedandincubated

at37℃for30minutes 畢

mounting

↓

photograph

麟 綴n鵬,線medi"m)

Fig.LProcedureofcytokeratinstaining

%FCS(Gibco)を,T-24は α一MEM(Gibco)十

13%FCSを 培 養液 と して用 い,37℃,5%CO2の 条

件 下 に イ ンキ ュベ ー タ ー内 で培 養 した,正 常 膀 胱 上皮

細 胞は,正 常膀 胱 粘膜 を メスに て1～2mm角 に細 切

し,小 フ ラス コ内 に静 置 して,DM-170+13%FCS

を培 養 液 と し,37℃,5%CO2の 条 件 下 に イ ンキ ュ

ベ ー タ ー内 で培 養 し,組 織 片 周 囲 に 上 皮 細 胞 を,

outgrOWさ せ た.

2)サ イ トケ ラチ ソの染 色

サ イ トケ ラチ ンの染 色 は,抗 ケ ラチ ンモ ノ クロナ ー

ル抗 体 を用 いた 閻接 蛍光 抗体 法 で 行 い,Cytolitekit

(第1化 学 薬 品)を 用 い た.そ の フ ロ ー チ ャ ー トを

Fig.1に 示 す.膀 胱腫 瘍 継 代 培 養細 胞 は ス ライ ドグ

ラ ス上 に単 層 培 養 して か ら上 記 の 染色 操 作 を行 った,

正 常 膀胱 上 皮 細 胞 は ス ライ ドグ ラス上 で の培 養 が 困難

で あ ったた め,培 養 フ ラス コ内 で染 色 操作 を行 った,

3)膀 胱 腫 瘍 継 代 培養 細 胞 のinvivoに お け る 組

織 像

各 継代 培 養 細 胞 のinvivoで の 形 態 に 関 して は,

サイ トケ ラ チ ンの染 色時 に 各 膀胱 腫 瘍細 胞 の 一部(5

×106)を ヌー ドマ ウス に移 植 し,形 成 され た腫 瘍 を

一 ヵ月後 に 摘 出 しそ の組 織 像 を膀 胱 癌取 扱 い 規 約4)に

基 づ き検 討 した.

結 果

1)正 常膀胱上皮のサイトケラチン

サイ トケラチンは,正 常膀胱上皮では細い均一な太

さの線維として細胞質内を直線状に走り,ほ ぼ均等に

分布 していた(Fig.2).

停

A

Fig.2.Normalbladderepithelium.Keratin

fibersarethin,straight,constantin

diameteranddistributedevenlyinthe

cytQplasm.A,x200B,×1,000

2)膀 胱腫瘍継代培養細胞のヌードマウス移植にお

ける形態とサイトケラチン

ヌードマウス移植にてJTC-30は 中等度分化型の

組織構築を示 し,JTC-32,HUB-41は 低分化の像を

呈し,T-24は きわめて未分化な形態を示した(Fig.

3B,D,F).

中等度分化型の形態を示すJTC-30で は,サ イ ト

ケラチンの細胞質内の分布は正常上皮と同様に,ほ ぼ

均等な細胞が多かったが,線 維径には大小不同があ

り,走 行にも蛇行,錯 綜が認め られた(Fig.3A).

低分化型の形態を示すJTC-32,HUB41で は,線 維

の大小不同,蛇 行,細 胞質内分布の不均等が強 くな

り,線 維が錯綜 し網目上に絡み合う傾向も認められた

(Fig.3C).ま た核膜周囲への集積傾向を示した.

未分化な形態を示すT-24で はサイ トケラチンは核膜

周囲に強く集積するとともに細胞質内に不均等に分布

し,そ の線維は著しい大小不同を示 し,そ の走行にも

著明な蛇行,錯 綜が認められた(Fig.3E).
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考 察

細 胞 質 内 には 細 胞 内小 器 官,限 界膜 とい った構 造 の

ほ か に線 維 成分(fibroussystem)が 存 在 す る.電 顕

的 お よび生 化 学 的検 索に よ って,こ のsystemの 解 析

が進 み,現 在 で は 大 別 して3種 の もの が 知 られ て い

る.す なわ ち,マ イ クロ フ ィラ メ ン ト,微 小 官,中 間

径 線維 であ り,こ れ らを ま とめ て細 胞骨 格(cytoskel-

eton)と い う名 称 が幅 広 く使わ れ て い る5).

細 胞 の 癌 化 と細 胞 骨 格 の変 化 に関 して は最 近 多 くの

デ ー タが 蓄積 され て きてい るが,こ れ らの研 究 は主 と

して マイ ク ロ フfラ メ ン トを 中心 に 進 め られ て きて い

る.

マ イ ク ロ フ ィラ メ ン トは,直 径 約6nmの ア クチ
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ンフィラメントに代表されるsystemで あ り,癌 化

に伴 うアクチンの突然変異体の出現6),マ イ クロフィ

ラメントの膜への付着部位の変化7),マ イ クロフィラ

Xソ トの修飾蛋白の変化8)な どが報告されている.ま

た発癌遺伝子の一部に β一アクチンに対応する塩基配

列があるとする知見9)や,線 維芽細胞の悪性度とアク

チソの変化が並行するとの知見6)も 得られており,こ

れらは細胞骨格の研究が発癌および癌の悪性進展の研

究に重要な位置を占めていることを示している.

中間径線維の1つ であるサイ トケラチンは上皮系細

胞にかなりの程度まで特異的とされ,全 身の上皮細胞

に幅広く分布するとともに各種の上皮性腫瘍に局在が

認められている.こ のサイ トケラチンには現在 まで

に,数 多くの分子量の異なるsubtypeが 知 られてお

り,上 皮細胞の種類,分 化度,腫 瘍化により,含 有す

るsubtypeが 異 なることが明らかとなっている10-14).

しか しながら悪性化に伴 うサイトケラチンの形態上の

変化,す なわちケラチン線維自体の形の変化および細

胞質内の走行,分 布の変化についての報告はいまだ少

なく,特 にヒト尿路上皮細胞での検討はほとんどなさ

れていない.

今回,わ れわれはヒト膀胱上皮を対象に,抗 ケラチ

ンモノクローナル抗体を用いた免疫蛍光法によりサイ

トケラチンの形態変化を観察 した.そ の結果,正 常細

胞と癌細胞との間で,サ イ トケラチン線維の直径,走

行,細 胞内分布に著明な相違が認められ,し かも癌細

胞の中ではその悪性度が高 くなるにつれて,ケ ラチン

線維の変化が顕著となる傾向が認められた.今 回対象

とした膀胱腫瘍継代培養細胞の悪性度については,組

織型のみでなく,細 胞間の低分子物質の直接の移動に

よる情報交換システムである細胞間コミュニケーシコ

ンの面からも検討されているが15),そ れ らと今回の検

討結果はほぼ一致しており,細 胞間コミーニケーショ

ンの低下あるいは消失した細胞ではサイ トケラチンも

強く変化する傾向が認められた.細 胞骨格の変化は,

癌の浸潤性や転移性にも深 く関連しているとされ,予

後を左右する因子の1つ にな りうると考えられる.

今回の検討において,サ イ トケラチンの形態変化が

膀胱腫瘍の悪性度の指標の1つ になりうる可能性が示

唆された.

結 語

ヒト正常膀胱上皮細胞および膀胱腫瘍細胞におい

て,細 胞骨格の構成要素であるサイトケラチンの形態

を抗ヶラチンモノクローナル抗体を用いた免疫蛍光法

により検討した.正 常膀胱上皮のサイ トケラチンは細
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い均一な太さの線維で,細 胞質内を直線状に走り,か

つ均等に分布 していたが,腫 瘍細胞では,サ イ トケラ

チンに,太 さの大小不同,蛇 行,細 胞内分布の不均等

などの変化が認められた.各 膀胱腫瘍継代培養細胞の

ヌー ドマウス移植における組織学的形態とサイトケラ

チンの形態変化とを対比し,膀 胱腫瘍細胞の組織学的

悪性度とサイ トケラチン線維の変化の強さとが比較的

並行している所見を得た.
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EditorialComment

本論文は膀胱の正常上皮および膀胱癌の培養細胞で

サイ トケラチンを特異的に染色 して観察し,そ の形態

の変化が悪性度と関連する ことを示唆したものであ

る.サ イ トケラチンは著者も述べているように細胞骨

格を形成する微細線維構造であるが,従 来から増殖や

分化に関連してその重要性が考えらてきたものの抗ケ

ラチンモノクローナル抗体利用によって特異的検出法

が確立されるまでは研究の進展を見なかった.

われわれの研究グループでも培養膀胱癌細胞で同様

に細胞骨格の1つ であるアクチンと悪性度の関連に注

目し検討 したことがあるが数種の方法によって形態と

分化の関連性を認める結果がえられたD.

最近では陰茎扁平上皮癌により樹立した細胞株で,

サイ トケラチンの免疫蛍光染色による検出を行って細

胞同定のための有用性を確認 している2).し か しなが

ら,こ れらの微細構造と癌の悪性度の関連においてさ

らに研究を推進するためには,定 量的解析が必要で免

疫化学的微量定量と ともに画 像解析 の確立 とくに

computerassistedtechnologyの 関 発が期待 され

る.
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