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概 要　子宮筋腫 に 対す る pathogenesis を解明す る 目的で 子宮筋踵及 び子宮筋腫由来培養細胞 の des−

min ，　vimentin ，飾 ronectin を酵素抗体法 に よ り染色 した ．

　結果は desmin 染色 で は
， 子宮筋腫組織中 の 筋腫細胞及 び 子宮筋腫由来培養細胞共 に ，陽性 で あ つ た。

vimentin は 子宮筋腫組織で は
，

血 管内皮細胞 に の み 染 色陽性 で あつ た が
， 子宮筋腫 由来培養細胞 は すべ

て の 細胞に染色陽性で あつ た．fibrenectinは
， 子宮筋腫組織 中 の 細胞 及 び 子宮筋腫由来培養細胞共 に 染

色陽 性 で あつ た ．

　 こ れ ら の 事 よ り， 子宮筋腫組織 は myogenic 　cell 由来で ある 事が酵索抗体法 に よ り証明さ れた ．子宮

筋腫由来培養細胞は，myoblast 及び fibroblastの 両者 の 性質を もつ myofibroblast と思 わ れ る単層細胞

を 形成 し，成熟子宮筋腫が分化能 を有す る事 が 示唆 された．

　 こ の 事は 子宮筋腫 の 起 源 とな る 細 胞 が myofibroblast に な り，こ の rnyofibroblast 　Pl　myoblast ，

fibroblastと分化 し ， 筋腫を形成す る 可能性 が 考え られ た ．

Synopsis　To 　elucidate 　the 　pathogenes ｛s　of 　Ieio皿 yoma ，　myolna 　tissues 　and 　myoma ・derived　cultured 　cells

were 　stained 　with 　desmin，　viment 三n　and 飾 ronectin 　by　the　enzyme ・labeUed　antibody 　method ．

　Desmin 　staining 　was 　pos三tive　in　both　the　myoma 　tissues　and 　the　 cultured 　ce 玉1s．　Vimentin 　staining 　was

positive　in　 endothelial 　 cells 　in　the　blood　 vessels 　of 　the　myoma 　and 　玉n　the　cultured 　cells．　Fibronectin
staining 　was 　positive　in　both　the　myoma 　 and 　cultured 　cells ．

　These丘ndings 　demonstrate　that 　the 　leiomyoma 　was 　der三ved 　from 　myogenic 　cells ．　 It　was 　suggested 　that
the　myoma ．derived　cultured 　cells　were 　myofibroblasts 　with 　myQblasts 　and 飾 robiasts ，　and 　had 　the　ability

to 　differentiate．　 It　appears 　that　the　original 　cells　of　the　myoma 　differentiate　to　myofibroblasts ，　which 　then

differentiate　into　 myoblasts 　 and 　fibroblasts．

Key　words ： Uterine　leiomyoma ・Pathogenesis ・Desmin ・Vimentin ・Fibronectin

　　　　　　　　　 緒　　言

　予 宮筋腫 は 婦人 科腫瘍 中最 も popular な腫瘍

で あ り， 多く の研究者に よ り数 々 の 研究 がな され

て きた。し か し筋腫の 発生要因 ， 組織発生起源 に

対す る続
一

見解 は い まだ得 られ て い な い ．

　子宮筋腫 は，現在の と こ ろ外科的治療 が一般的

で あ り， 内科的保存治療は 確立 され て い な い ． し

か し
， 子宮筋腫は 子宮 と共存を 許され た 良性腫瘍

で あ り， 今後更 に 内科的保存治療法が探究 され る

べ きで あろ う。

　今回，我 々 は 子宮筋腫の pathogenesis を解明す

る 目的 で
， 子宮筋腫組織及 び子宮筋腫 由来培養細

胞中の desmin，　vimentin ，飾 ronectin を酵素抗体

法 に よ り染色 し若干 知見を得た の で 報告す る．
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　　　　　　　　　研 究方法

　 1．材料

　実験 に 用い た 筋腫組織は
， 子宮筋腫 と診断 され，

単純子宮全摘術を施行 され た ， 年齢 37〜52歳に 至

る 10例 の 患者の 摘出子宮よ り得 られ た ．筋腫組織

は ，一部を病理検査 と酵素抗体染色用 とし残 りを

培養 に 供 し た ．

　 2．研究方法

　 1）子宮筋腫由来細胞の 培養

　筋腫組織を小鋏 で
，

1mm 埆 程 度に細切 し細 切

した 筋腫組織を滅菌 し た 三 角 フ ラ ス コ 中に入 れ ，

0．25％ trypsin（Flow　Laboratories
，
▽a ．

，
　U ．S，A ．）

15ml 十 〇．1、％ eollagenase （和光純薬 ， 大阪）15m1

溶液を加 えた 後， マ グ ネ チ ッ ク ス タ
ー

ラ
ー

で ゆ る

や か に 撹拌 し て 浮遊細胞に し た 、最初 の 消化処理

は 30分行 い
， 濾過し て 上 清は 廃棄 した e2 回 目以

降は 1 時間毎に 同様 な操作を行 い ， 2 回 目よ りの

上 清中の 浮遊細胞を培養に 供 し た 。その 後 3 回 目 ，

4 回 目と 同様 な処理 を した．得られ た 細胞浮遊液

を金 属 メ ッ シ ュ に て 濾過 し
， 濾過液 を容量15ml の

disposable遠沈管 （Cerninig　Glass　Works ，　Com −

ing
，
　N ．Y ，

，
　U ，S．A ．）中で

，
4 ℃ ， 300g，5分間遠沈

した．遠 沈 後 は，decantationに て 出 来 る だ け

trypsin及 び collagenase を取 り除 き，
　 phosphate

buffer　solution 中で 再 度遠沈した。遠沈後 は ，20％

ウ シ 胎児血 清 （Fetal　bovine　serum ，　Flow 　Labor・

atoreis ，　 Va ．，　 U ．S．A ．），
　 PeniciUin　 1001．U ．／ml ・

Streptomycin　100μ g／m1 　 （GIBCO ） を 含 む

McCoy 　5A 培地 （Flow 　Laboratories）中セこ 再浮

遊 させ ，底面 積25cm2の Tissue　 culture 　 fiask

（Corning） に て 培養 し た。培 養器 の 気相 は 5 ％

CO2 。 95％ air 　37℃下 と し
， 培養液は 週 2 回交換

した．

　2）観察方法

　培養細胞 は 位相差顕微鏡に よ る観察と と もに ，

colony は 1  ％中性 ホ ル マ リ ソ 固 定後 ，
　 Giemsa 染

色又 ぱ
，
O．1％ crystal 　violet 染色後 肉眼的並 び に

光顕的観察 を行 い
， 適宜写真撮影 した。

　3）酵素抗体染色

　筋腫組織 は 95％冷 ア ル コ
ー

ル 24時間 固定後パ ラ

フ ィ ソ に 包埋 し薄 切切片 を 作製 し，培養 細胞 は

大塚他 747

95％冷 ア ル コ ール 20分 間 固 定 後 ， 各 々 desmin，
vimentin

，
　fibronectin　Va色を行 つ た ．用い た des・

rnill （ア マ ・一一シ ャ ム ジ ャ パ ン 株式会社 ， 東京）は，

monoclonal 　anti ・desmin （lgGl） で 53KD の 単
…・

ポ リペ チ ドを認識す る もの で ，desminの ア ミ ノ 酸

残基 325〜372間が， こ の 抗体 の エ ピ トープ で ある

事 が，Western　 blottingで 確 か め ら れ て い

る
5）1コ）13）。2 次抗体以降 は ，Universal　immunoper ・

oxidase 　 kit （DAKO 　 Corporation
，
　Santa　 Bar−

bara，　Califernia，
　U ．S．A ．）を用 い た L　 vimentin （日

本 タ
ー

ナ
ー
株式会社，神戸）は ，monoclonal 　anti・

vimentin で 58KD の 単
一一・

vrli．
“

リ ペ プ チ ドを認識 す

る事が ，Western　blottingで 確 か め られ て お り
，

GFAP （Glial　 fibrialiy　 acidic　 protein ） と幾分

cross する
9）、飾 ronectin （日本 タ ーナ ー株式会社 ，

神戸）は
， polyCIOnal　anti −fibronectinで antigen

は fibronectin　human 　purified　proteinを 用 い て

お り ， human の fibronectinとの み 反 応 す る。

vimentinjbronectin に 関 して は ， 2 次抗体以降

は kit（日本タ ーナ ー株式会社 ， 神戸）を用 い た．

desmin，　vimentin ，5bronectin染色 は これ らを基

本 として反応 を よ くす るため に ， tryps五n 処理及 び

第 1 次 抗 体 と の 反 応 を overnight す る な ど

modification した e　 desmin，
　fibronectinは

，
　 PAP

法　（Peroxidasee −antiperoxidase 　method ）

vimentin は
，
　 ABC 法 （Avidin −bio血 peroxidase

complex 　method ）を用 い た ．蓑 1 に desmin染色

を挙 げた が，基本的 に は vimentin
，
　fibronectinと

も同様で ある．

　　　　　　　　　研 究成績

　 1，desmin染色

　写真 1 は
， 子 宮筋腫組織の desmin染色像で あ

る （× 50）．amino −etbylcarbazole で 赤 く染色され

て い る部 分が筋腫細胞 の細胞質で あ る．間質部分

と明瞭な境界を形成す るが，
一・一

部 間質の 細胞 も染

色 され て い る．写真 2 は 子宮筋腫 由来培養細胞の

染色 で ある （X50 ）．細胞形態は
，
3 種類認め られ ，

細長 くの び た 紡錘形 の 細胞 は，細胞質が均
一

に 染

色 され細胞形態が 閉瞭で ある．紡錘形で は あ るが

長 くの び て い な い 細胞は
， 染色性 が均

一
で な く濃

淡が認め られ る．や や 扁平 な底辺 の広 い 多角形 の
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表 1 酵素抗体法 PAP 法に よ る desmin 染色 （パ ラ フ ィ ン VJ片 ）

　 1．筋腫 組織

1．筋腫組織 の 固 定 （95％ ア ル コ ー
ル 　24hrs）

2．パ ラ フ ィ ン 包埋，薄切

3．脱パ ラ フ a
’
7 ，PBS 　washing

4．0．工％ Trypsin溶 液 　37℃ 　ユ〔｝分

5，内囚性 ペ ル オ キ シ ダーゼ阻 IE （0，3％　H202　30分）

6．組織蛋 白 と の 非特 異反応 blocking（ブ タ 止 常血 清）

7．第 1次抗 体 と の 反 応 （マ ウ ス 抗igGl　monoclonaI

　 anti ・desmin）

　 over −night 　 4e　C

8．架橋抗 体 と の 反 応 （ペ ル オ キ シ ダ
…一ビ標 識 ラ ビ ッ 1・

　 抗 マ ウ ス IgG ） （3D分）

9．基質溶液 との 反 応 （40分）

　 　 1．AEC （hydrogenperoxide　amino ・ethylcarbazole ）

　 　 2．　3％ II202

　 　 3、　Tris 　buffer

10．後染 色 （ヘマ トキ シ リ ン 液）

11．封 入

2．培養細胞

1．95％ ア ル コ
ー

ル 間 定 （2D分）

以下

左記 と同 じ．

細胞 は
， 横紋様に 濃淡 の つ い た染色を呈 す る． こ

れ ら 3種類共 desmln染色 positiveで ある 。

　2．vimentin 染色

　写真 3 は
， 子宮筋腫組織 の vimentin 染 色で あ

る（×50）．vesse ］の endothelium に あた る部分 の

み染色 され，他の 部分は 染色 されて い な い ．写真

4 は 筋 腫 由来 培 養細 胞 の vimentin 染 色 で あ る

（× 50）．紡錘形 の 細胞は 細胞形態明瞭 に 染色され

た が
， や や底辺 の 広 い 多角形 の 細胞 は 濃淡 が つ よ

く， 細胞形 態 も不 開瞭 で あ る．しか し ， 両者 共

Vimentin 染色 pOSitiveで ある．

　3e　 fibronectin染色

　写真 5 は ，子宮筋腫組織の 丘bronectin染色で あ

る （× 50）．全て の 細胞が染色 され て い る。写真 6

は
， 子宮筋腫 由来培養細胞 に お ける fibronectin　va

色で ある （× 50）．desmin
，
　 vimentin に 比 べ des・

min 染色で 述 べ た 様な 3種類 の 細胞は
， 3種類共

細胞質全体 が染色 され染色 も均一で あ り，細胞形

態が 明瞭で ある．

　　　　　　　　　考　　案

　desmin は 細胞 骨格 蛋 白の
一

つ で あ り，細胞 骨

格 を 主 と し て 構成 す る 要 素 と し て は
，   mi −

Crotubuie ，   miCrOfilament ，   intermediate

filamentの 3種の 線維性構造が ある
3）．　 desmin は

こ の 3種の うち，intermediate　filamenWこ属す る

もの で あ り， 筋細胞 に特 異的 な もの で ある
2）e 同様

に vimentin は 線維芽細胞 t ど の 間 葉由来の 特異

的な intermediate丘1ament で あ る
1°｝。丘bronectin

は
， 肺 ， 腎 ， 皮膚，胎盤 ， 脾 ，

血 管な どほ と ん ど

の 動物器官及 び血 液 ， 羊水 などの 体液中に 存在 し ，

色 々 な細胞生理作用 を持つ ，単一の 糖 タ ン パ ク 質

で あ る
1）。高 等 動 物 で は 血 漿 中 に あ る 血 漿

fibronectinと培養細胞 表面 及 び培養 液中 に 分泌

され る細 胞 性 飾 ronectin が よ く研究 さ れ て き

た
12 ）。生 物学的活性 は 細胞接着の 促進 ， 細胞形態 の

調節，細胞社会性 の 促進 ， 食作用 の 促進 ， 細胞分

化 の 調節，細胞増殖 の 促進，組織 の修復，癌細胞

の 転移の 抑制 がある
4｝14｝16〕．

　子宮筋腫は
， 電顕観察 に よ り平滑筋で 構成 され

て い る事が報告 され て い る
6）．こ の 報告及 び，des・

min
，
　vimentin ，肋 ronectin の 各 々 の 特徴 よ り著者

は
， 子宮筋腫組織 が myogenic 　cell 由来で あ る事

を，子宮筋腫由来培養細胞 に対 し て は，myoblast

と fibroblastの 区別が酵素抗体法で 証 明出来 る の

で は と考 えた 。

　子宮筋腫組織で は 当初 の 予 想通 りで あっ た が
，

子 宮 筋腫 由来 培 養 細 胞 に お い て は ，紡錘 形 の

myogenic 　cell 由来 と思わ れ る細胞及 び底面 に 広

くひ ろが る多角形 の fibroblastと思わ れ る 細胞 の

両老共，desmin，　vimentin ，飾 ronectin が positive
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写真 4　子宮筋腫 庄1来培 養 細 胞 の vlmentln 染 色

　（× 50）。写真 2 と比ぺ 染色 の 濃淡が み られ，細 胞

　形 態 も不 明瞭て あ る．

糠
の vlmentln 染色 （× 50） vesse1

の み 染色 され て い る

3　 子宮筋腫

endothehum

真

の

写

筋腫 由来培 養 細 胞 の fibroneLtin染 色

へ て の 細胞 か 染色 さ れ，染色性 も均
一

か 明 瞭て ある

宮

す

態

写 真 6　 子

　（× 50）
　で 細胞形

筋腫写真 5　子 宮 筋腫組織 の fibronectin　n 色 （× 5G）

　組織中い た る所が染色され て い る．
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750 子 宮筋腫 ・子宮筋睡由来培養細胞の 酵素抗体染色 日産婦誌 39巻 5 号

に 染色 され た． こ の 事実は 子宮筋腫 由来培養細胞

が ， myoblast 及び fibroblastの 両者 の 性質 を持ち

あわ せ る ，myofibroblast の 段 階 に あ る事を うか

がわ せ た．Tavassoli　et　al．
15）は ，　Leiomyomatosis

peritonealis　 disseminataの 電 顕 観 察 に よ り

smooth 　musele 　cel1 が myo 丘broblast，　fibroblast，

endometrial 　stroma 　cel 正，　decidual　cel1 へ と多分

化 能 を 有 す る 事 を 言 い
，

Fujii　 et　 al ．7）8）は ，

leiomyOmatosis　peritonealis　disseminataの 電顕

観察 ， 及 び子宮筋腫発生 モ デ ル とし て の エ ス ト ロ

ゲ ン e プ P ゲ ス テ ロ ン 作用下で の 腹膜上皮
．
ドの 腫

瘤の 観察に よ り子宮筋腫 の 発生 は
， 胎生体腔上皮

下に 伴 う未分化な間葉細胞を起源 とす る可能性 を

示唆 して い る．こ れ らの 事を考 え合わ せ る と，今

回著者の 培養 した 子宮筋腫 由来細胞 は，培 養下で

smooth 　muscle 　 ce11 が ，
　 myofibroblast か ら

fibroblast
，
　myoblast へ の 分化 の 過程 に あ る 可能

性 を示 唆 し
， 成熟子宮筋腫 に お い て で さえ ， そ の

構成細胞は 分化能 を有す る こ とが想定 され る に 聚

つ た ．し た が つ て ，筋腫 の 原基か ら myo 飾 roblast

が 作 ら れ myofibroblast は fibroblast，　myoblast

へ と分化 し ， 筋腫 を構成す る と推測 され る。しか

し，今 回 の 筋腫 由来培 養細 胞 に 対す る desmin，

vimentin ，　fibronectinの 染色結果 の み よ り， 筋 腫

の 発生起序に つ い て 言及する に は 問題点も多い
e

これ らの 培養細胞 を別 の 観点 か らみ て 電顕等を併

用す る必要がある し ， ま た
， 起源 となる細胞を見

出す新 た な実験計画を た て る 必要 もある．今後 さ

ら に 子宮筋腫 の pathogenesis を解明 し て ゆ きた

い ．

　稿 を終わ る に 臨み ，御協力
．
下 さつ た ， 新 日鉄 八 幡病院 産

婦 人科，川 上 昌男博士 並 び に ス タ ッ フ の 方 々 ，当病院中検

病理 の ス タ ッ フ の 方 ．々に 深甚 な る 謝意を表 しま す．
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