
Title 子宮体癌の糖鎖発現異常におけるフコース転移酵素の関与とその転移能への影響
Sub Title
Author 佐久間, 雄一(Sakuma, Yuichi)

野澤, 志朗
Publisher 慶應医学会

Publication year 2005
Jtitle 慶應医学 (Journal of the Keio Medical Society). Vol.82, No.3 (2005. 9) ,p.T285- T295 

JaLC DOI
Abstract
Notes 学位論文
Genre Journal Article
URL https://koara.lib.keio.ac.jp/xoonips/modules/xoonips/detail.php?koara_id=AN00069296-20050901-

0285

慶應義塾大学学術情報リポジトリ(KOARA)に掲載されているコンテンツの著作権は、それぞれの著作者、学会または出版社/発行者に帰属し、その権利は著作権法によって
保護されています。引用にあたっては、著作権法を遵守してご利用ください。

The copyrights of content available on the KeiO Associated Repository of Academic resources (KOARA) belong to the respective authors, academic societies, or
publishers/issuers, and these rights are protected by the Japanese Copyright Act. When quoting the content, please follow the Japanese copyright act.

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

http://www.tcpdf.org


慶晦 医学 。82(3):T285～T295,2005

学 位 論 文

子宮体癌の糖鎖発現異常における

フコース転移酵素の関与とその転移能への影響

慶応義塾大学医学部産婦人科学教室

　　　(指導;野 澤志朗教授)

　 　 　 さ　　く　 オ　　　 のう　　　いら

　　　佐久間　雄 一

6ド成17年2月2互 日受 付)
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　 近 年,婦 人 科悪 性 腫 瘍 の なか で も子 宮 体癌(以 一ド体 癌

と略 す)は 増 加 傾 向 に あ るが,そ の 細 胞 生 物 学 的 特性 に

っ い て は 未 だ 不 明 な点 が 多 く解 明 が 急 が れ て い る.

　 一 方,細 胞 膜 上 に 存 在す る複 合糖 質(糖 蛋 白 と糖 脂 質

の 総 称)が,細 胞 の癌 化 に と もな い 発現 異常 を きた し行

用 な 腫 瘍 マ ー カ ー とな り得 る7i,又 そ の 発現 が 患 者 の 予

後,さ ら にua細 胞 の 浸潤,転 移 能 に関 与 す る事 な どが 報

告 さ れて い る1151.

　 複 含穂 質 の 中 で も,血 液 型関 連 糖 鎖 は そ の 構 造 や 合 成

経 路 が 詳 細 に判 明 して お り,非 還 元 末 端 ガ ラ ク トー ス と

N一 ア セ チ ル グ ル コサ ミ ンが β1-3で 結 合 す る1型 糖 鎖 と

P且一4で 結 合 す るII型 糖 鎖 に分 頬 さ れ る.そ れ らの 中 に

は,末 端 に一 っ ま た は 二つ の フ コー ス がal-2,α1-3.

al-4で 結 合 した フ コ シ ル化 糖 鎖 が 存 在 し,1型 フ コ シ

ル 化 糖 鎖 に はLewis'型,　 Lewisｰ型,　 Hl型 糖 鎖 等 が 属

し,ll型 フ コ シ ル化 糖 鎖 に はLewis'型,　 Lewis'型,

H2型 糖 鎖 等 が 属 す る.そ して そ の 合成 に は α1-2,　 al-

3,0a-4Fucosyltransferase(以 下FTと 略 す)が 関 与

して い る.

　 これ ら血【液 型 関 巡 フ コ シ ル化 糖 鎖 に つ い て は,特 に シ

ア ル酸 を有 す る 糖 鎖 を 中 心 に,従 来 よ り基 礎 的 な らび に

臨 床 的 研 究 が 種 々の 臓 器 の 瘤 に つ い て進 め られ,い くつ

か の知 見 が 得 られ て い る.す で に,癌 化 に と もな うIll腋

型 関 連 糖 鎖 の 発 現 異 常 に は臓 器 特 異 性 が あ る,Rが 知 られ

て お り11.ISi,ま た 患 者 の 予 後 と の 関 速 に っ いて は,大 腸

癌 や乳 癌 に お い て 腫 煽 マ ー カ ーで あ るCAI9-9(糖 鎖 構

造 は シア リルLewis')1〕,　 SLX(シ ア リルLewis')6!を 強

く発現 す る患 者 の 予 後 が 不 良 で あ る と い う臨 床 的 成 績 が

報 告 さ れ て い る.ま た,こ れ ら癌 細 胞 に 発現 され る シア

7ルLewis"や シア リルLewis、 等 の 糖 鎖 がdi1管 内 皮 に

発 現 す る接 着 分 子 で あ るE・ セ レ ク チ ンの リ ガ ン ド糖 鎖

とな り,癌 の 転 移 過 程 で 重 要 な役 割 を撹 って い る事 が 明

らか とな って い る16i.

　 当 研 究 室 で はす で に 、 体 癌 に お い て,1型 糖 鎖 の 異 常

な 発 現 が 見 られ る 事,な か で もLewisｰ型 糖 鎖 は 体 癌 で

特 異 的 に 高 率 に 発 現 す る 事 を 明 らか に して い る1ぬ.又,

高 分 化 型 体 癌 由 来 培 養 細 胞 株SNG-ll'"'を 免疫 原 と して,

体 屈 と特 異 的 に 反 応 す る マ ウ ス 型 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

　 本 論 文 は.Sakuma　 Y,　Kubushiro　 K,　 Tsukazaki　 K,　Nozawa　 S.:Involvement　 of　H　Type　 l　Carbohydrate　 Antigen　 in　Cell

Adhesion　 lO　Vascular　 Endothelial　 Ceps　 of　 Human　 Endometrial　 Cancer.　 An豊icancer　 Res　 23〔2B};且277-12822003の1

部,Kubushiro　 K　 Tsukazaki　 K,　Sakuma　 Y,　Akiba　 Y,　Sakayori　 M,　 Aoki　 R,　Ya2awa　 S,　Nozawa　 S:Expression　 mechanism

of　 human　 uterine　 endometrial　 cancer-speci[ic　 fucosylated　 carbohydrate　 chains:Aberrantα 卜4　 tucosyltranstcrases　 in

uterine　 endometrial　 carlcer・derived　 CCII　 Iines　 wi山type　 l　carbohydrate　 chain.　 lnt　 J　Oncoi　 6:93-97.1995の1部.

Kubushiro　 K,　 Tsukazaki　 K,　 Sakuma　 Y.　 Sakayori　 M.　 Yazawa　 S.　Nozawa　 S:Enzymatic　 basis　 for　 the　 accumulation　 of

Lewis』antigen　 in　 uterine　 endometrial　 cancer.1pn　 j　Canccr　 Res　 86:361-367、 且995の1部.及 びKubushiro　 K,　 Sakuma

Y,Yamashita　 H.　 Fukuchi　 T.8anno　 K.　 Tsukazaki　 K,　 Nozawa　 5:Biolofiical　 Characteristics　 of　 Human　 Uterine

Endometrial　 Cancer　 Variant　 Cells　 Selected　 for　 Blood　 Group　 H　 Type　 l　Antigen:Adhesion　 to　 Vascular　 Endothelial　 Cells.

Acta　 Histochem.Cytochem　 33131:209-213.2000の1部 を 含 む.
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MSN・lmを 作製 し,そ の認識抗原が主としてLewisb型

糖鎖である事を確認している19}.さ らに,患 者体癌組織

中に,MSN-1認 識抗原を発現 していない症例の5年 生

存率が.発 現 している症例に比べ有意に低いという臨床

統計上の成績を得ておりpl.体 絶におけるフコシル化塘

鎖の発現異常が,轡 の細胞生物学的特性に強く関与する

事が推定されている.

　そこで,本 研究ではまず体癌におけるフコシル化糖鎖

の発現異常の機序を明 らかにする目的で,そ の合成に関

与すると考え られるFTの 活性 を測定するとともに.

SNG・IIをMSN-1認 識抗原強発現株(SNG-S)と 弱 発

現株(SNG・W)と に分別 し.各 々におけるフコシル化

糖鎖の発現 とその細胞生物学的特性への関与を特にIhl行

性転移能を中心に検討 した.

材料と方法

i.a-FT活 性 の 測 定

　 子 宮 内 膜 組 織 及 び 培 養 細 胞 のa-FT　 rdtY:の 測 定 は,矢

澤 ら の 方 法nza:に よ っ た.す な わ ち,1sの 細 胞 又 は 組

織 に2%Triton　 X・ioa(Sigma,　 St.　Louis,　 MO)を 含

むPBSを 加 え,9℃ で ソ ニ ケ ー ト後,10,000　 rpmで30

分 遠 心 し酵 素 液 と し た.d-2,　 al-3,α1-4　 FTの 基 質

に は そ れ ぞ れphenyl　 p-galactoside(Sigma,　 St.　Louis,

MO).2'OMeGalpl-4GlcNAcpBn,2'OMeGalpl-3GlcN

AcpBn(Edmonton,　 Canada>を 使 用 し た.塘 供 与 体 と し

て は ト リ チ ウ ム で ラ ベ ル し たGDP・Pocosc(Sigma,　 S重,

Louis.　 MO)70　 pmo1を 用 い.酵 素 液ioｵiと と も に 基 質

10nmolと37℃ で4時 間 イ ン キ ー ベ ー ト し,エ タ ノ ー

ル で 反 応 停 止 後,Sep-Pak　 plus　 C18逆 棺 カ ラ ム

(Waters.　 Milford,　 CT)を 用 い て 基 質 に 取 り込 ま れ た 放

射 活 挫 を 測 定 す る こ と に よ り,α1-2,al-3,　 al-4　 FT

活 性 を 測 定 し た.な お,正 常 子 宮 内 膜 及 び 体 癌 組 織 は 慶

応 義 塾 大 学 病 院 に て 手 術 を 受 け た4S{者 の 同 意 を 得 た.Lで,

そ の 摘 出 標 本 よ り採 取 し た.

2.MSN・1認 識 抗 原 発 現 量 の 差 に よ るSNG11細 胞 の

分 別

　 高 分 化 型 体 癌 由来 培 養細 胞 採SNG-H圃 を トリプ シ ン・

ethylene　 diamine　 tetraacetate(EDTA)に て 剥 離 し,

FCS添 加phosphate-buffered　 saline(PBS)に 懸 濁,

これ にMSN・'IPI　 20ｵ8/m[を 添 加 し室 温 で30分 反 応

さ せ た.PBSで 洗 浄 後,こ の 細 胞 懸 濁 液 を ヤ ギ抗 マ ゥ

ス 抗 体 付 着 マ イ ク ロ セ レク タ ー(A!S,CA)..に 添 加 し,

室 温 で1時 間 礫 置 した.こ れ に よ りマ ウ ス型 モ ノ ク ロー

ナ ル抗 体 で あ るMSN・1と 反 応 したSNGH細 胞 の み が

マ イ ク ロセ レ ク ター容 器 に付 着 す る.そ の 結 果 得 られ た

.1二清 を 非 付 着 細 胞 の 懸 濁 液 と して 回 収 した.又,マ イ ク

ロセ ク ター をPBSで 数 回 洗浄 後,ト リプ シ ンーEDTA

にて 付 着 細 胞 を 剥 離,回 収 した.こ の 選 別 を付 着 細 胞,

非 付 着 細 胞 それ ぞれ につ いt3回 ず つ 繰 り返 した.こ れ

らの 処 理 で 得 られ た 付 着細 胞 す な わ ちMSN・1認 識 抗 原

強 発 現 細 胞 をSNG・S,非 付 着 細 胞 す なわ ちMSN・1認 識

抗 原 弱 発現 細 胞 をSNG-Wと 名 付 け た.両 者 の 分 別 状

態 は フ ロ ー サ イ トメ トリー及 び免 疫 細 胞 化 学 染 色 で 確認

した,フ ロ ーサ イ トメ トリー はEpics　 profile　flowcyto・

meter(Counter　 Corporation,　 FL)を 使 用 した.

3.モ ノ ク ロー ナ ル抗 体

　 MSN-1'""は 当研究 室 に て作 成 した マ ウ ス型 モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 で,イ ム ノ グ ロ ブ リ ン ク ラス はIgM,詔 識 抗

原 は 主 と して 末端 に2個 の フ コ ー ス を 有 す るLCWISｰ型

請 鎖 で あ る こ とを 確 認 して い る191.抗H1型 モ ノ ク ロ ー

ナ ル抗 体 はSignet　 Laboratories,　 InC(Massachusetts,

U.S.A)よ り,抗H2型 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 はDAKO

Corporation(Glostrup.　 Denmark),抗Lewis」 型,抗

Lewisｰ型 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ミ ド リ十 字 株 式 会 社

(大 阪)よ り購 入 した.抗Lewis'型 お よ び 抗Lewis'型

モ ノ ク ロ ー ナ ル抗 体sstは,国 立 が ん セ ン ター 研 究 所 広 橋

説 雄 所 長 よ り 供 与 を 受 け た.抗Lactotelraosyl

ceramide(Lc4)型 モ ノ ク ロ ー ナ ル抗 体HMST・126'は 当

研 究 室 で 作 成 した もの で,Lc4と 特 異 的 に 反 応 す る 事

を 確 認 し て い る.抗neo】actoletraosyl　 ceramide

(nLc4)型 モ ノク ロー ナ ル抗 体21:は国 立 成 育医療 セ ン ター

研 究 所 秦順 一 研究 所 長 よ り供 与 を受 け た,

4.免 疫 組 織(細 胞)化 学 染 色

　 免疫 組 織(細 胞)化 学 染 色 はavidine・biotin　 complex

法 に よ り 行 ったit、 各種 モ ノ ク ロー ナ ル 抗 体 との 反 応 は

室 温 で1時 間 と した.ま た,染 色 性 の 判 定 基 準 は,す で

に塚 崎 ら に よ り報 告 され て い る方 法 に よ ったrr..す なわ

ち.全 細 胞 の 中 で 陽 性 継 胞 の 占 め る染 邑 頻 度 を[0%未

満.10-50%,51%以 上 の3段 階 に,又 染 色 強 度 を主 観

的 に弱,中,強 の3段 階 に 分 頬 し,両 者 の 組 み 合 わ せ で

染 色 反[ui9を(一),(+),(++),(+++)の4段 階

で 判 定 した.

5.Cell　 Ana量ysis　 System(CAS)に よ るDNA　 ploidy

及 び 細 胞 増 殖 能 の 検 討

　 SNG・SとSNG-WのDNA　 ploidyを,　 CAS200
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Image　 Cytometer(Cell　 Analysis　 System,　 Inc.,　IL)

で 分 折 した.DNAはFoylugen反 応 を用 い て 染 色 した.

細 胞 増 殖 能 は。Ki67と の 免 疫 細 胞 化 学 的 反 応 性 に よ り

検 討 した.

6.ヌ ー ドマ ウ ス肺 転 移 モ デ ル の 作 製

　 ヌ ー ド マ ウ ス 　(BALB/C,　 nu/nu,6weeks　 old,

female)を 用 い,　 SNG-S,　 SNG・Wの 尾 静 注 及 び 子 宮

正 所 性 移 櫃 に よ る肺 転 移 モ デ ル を 作 製 した.腫 瘍 細 胞 を

1.Ox106個/0.l　 ml　PBSと し,尾 静 注 又 は 開 腹 下 に子 宮

へ 局 注 した.注 入8週 間 後 に ヌー ドマ ウ スを 解 剖 し,肺

転 移 の 有 無 を顕 微 鏡 下 に検 討 した.

7.SNG・SとSNG・Wの 血 管 内 皮 細 胞 に 対 す る接 着 試

験

　 血 管 内皮 細 胞 は ヒ ト瞬帯 静脈 よ り コ ラ ゲ ナ ー ゼ処 理 で

得 た も の を,　 96-well　 multiwell　 plateでsemi-

confluentと な るま で 静置 培 獲 して 使 用 した.サ イ トカ

イ ン処 理 はhuman　 Inter且eukin・1β(rlL-1P)2.5　 U/ml

で4時 間 行 った.SNG・S,　 SNG・W細 胞 は0.02%EDTA

と0.05%ト リプ シ ンで 剥 離 後,10%FCS+Ham'S　 F12

培 地 で 洗 浄 し,さ ら にPBSで 洗 浄 し,1×105個/1　 ml

PBSの 細 胞 懸 濁 液 と し.血 管 内 皮 細 胞 上 に50　 pl/well

ず っ マ ウ ン トした.37℃ で30分 培 養 後,接 着 して い な

い細 胞 を15095分 間 の 遠心 に て 除 去 し,位 相 差 顕 徴 鏡

下 に200倍 且裡 野 あ た りの 血 管 内 皮 細 胞 へ の 接 着 細 胞

数 を カ ウ ン トした.

　 SNG・Wのdo内 皮 細 胞 へ の 接 着 阻 害 試 験 は 各 種 血 液

型 関 連 箱 鎖 に対 す るモ ノ クロ ー ナ ル抗 体 を 用 い て 行 な っ

た.SNG・WのPBS懸 濁 液 に100　 F1〆mlの モ ノ ク ロ ー

ナ ル抗 体 を添 加 し,室 温 で30分 間 反 応 後,PBSで 洗 浄

して 使 用 した.な お,コ ン トロー ル抗 体 と して,マ ウ ス

IgG　 i　Kappa(Sigma.　 St.　Louis,　MO)を 用 い た,

8.フ ローサ イ トメ トリーに よ る,単 一 糖鎖 付 着 蛍光 ビー

ズ と血 管 内 皮細 胞 との 接 者 性 の 検 討

　 蛍 光 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ 　(Becton　 Dickinson

Immunocytometry　 Systems,　 California,　 U.S.A.)に

phosphatidyl　 ethanol　 amineを 介 してLewisｰ型.

Lewisｰ型,　 HI型,　 H2型 糖 鎖 を 結 合 さ せ た 単 一 糖 鎖 付

着 蛍 光 ビー ズ は,日 本 抗 体 研 究 所 矢 澤 伸 副 所 長 よ り供

与 され た もの を 使 用 したxi.劉,サ イ トカ イ ン処 理 した血

管 内皮 細 胞ioｰ個/l　 ml　PBSに 単 一 糖 鎖 付 着蛍 光 ビー ズ

ioｰ個 を添 加 し,37℃30分 閻 反 応 後,150gで2分 間

遠 沈 し,非 付 着 ピー ズを 含 む 上 清 を 除 去,さ ら にPBS
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第1図iF.常 子宮 内 膜 及 び 体 癌 組 織 に お けるal-2,　 al-3,

　al-4　 Fucosyltranstei「ase活 性.本 文 中 に 紀 載 さ れ た 方

　法 で,正 常 子 宮 内 膜 組 織(N)8例.体 癌 組 織(C)L4

　例 に お け るFucosyltransterase(FT)活 性 を測 定 した.

　平 均 植 ± 標準 偏 差 を 示 す.

　CKubu3hiro　 K.Sakuma　 Y　 et　al　 Jpn　 J　Cancer　 Rcs

　86:36!一367,1995の 第1図 を,許 可 を 得 て転 載)

.

O

.

.

◎

.

.

,

■

.

"
5

"◆一.一
.".四.".u
.".証

覗

　

響
O

●
.

■
■

■
・

・
…

,

・
・
・

・
・
・

・
・

・
…

訂

　
μ
・
ヒ

㌦
㌦
≧

≒

.・
:

.

4

.55

㍗　

O

α

P
逃

0

　

20

●
●

0
8

●

惜十十

001

O

50酬叫輪㎜幽㎞

…01
…

…

:
嚢

妻

鉱
,
…

.
借

"

0

■

曜

.

●

.

.

9

.

.

=

■

■

.

■

・

・

,

・

,

…

町

μ

2

.70

蓼

7
ぴ
げ
,
・
+

1.　

0

α

P
よ

0

　

20

001

8

十

0
8

●

　

0

㊥酬帆絢剛劇鵬齢

(̀
ら
∈
」
O
E
S

≧
Σ
冒O偲
⑳
鴇
」2
2
理
三
§

コ
』

第2図 体 癌 組 織 に お け るLewish型 糖 鎖 の 免 疫 組 織 化 掌

　 的 反 応性 とd-2,al-4　 Fuco5}肛ransferase活 性 と の関

連.両 者 の 問 に 正 の 樽 関 関 係 を認 め る.r:Spearman

　 の順 位相 関 係 数.

　 (Kubushiro　 K.　Sakuma　 Y　et　al　 :Jpn　 J　Cancer　 Res

　 86:36且 一367,1995の 第2図 を,許 可 を.aてiFGY)
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第3図 　 SAG・WとSNG-SのMSN-1免 庚 報1胞化 学 染 邑.

　 SNG・W(A)はMSN-1で ほ と ん ど染 色 さ れ な い の に 対

　 し,SNG・S(B,で は 強 い染 邑1生を 認 め る.　 Y　IOO.

　 (Kubushiro　 K,　Sakuma　 Y　et　al:int　 J　Oncnl　 6　:93-

　 97,X995の 第1図 を,許 可 を 得 て転 載}

第4圃 　SNG・WとSNG・SのMSN・1に 対 ず る反Cc;Hk:の フ

　 ロ ー サ イ ト メ ト リー に よ る ヒ ス トグ ラ ム.SNG・Wに 比

　 べSNG・Sで 高 い 蛍 光 強 度 を 示 す.

　 (Kubushiro　 K,Sakuma　 Y　cl　al:InlJOncol　 6　=93-97.

　 1995のsi:21'x!を 許 可 をf.'eて転 載)
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佐久間=H1型 糖鎖 と血行性 転移

で 洗 浄 後50ｵmナ イ ロ ン メ ッ シュ で ろ過 し,フO一 サ

イ トメ ト リー で解 析 した.コ ン トロ ー ル に は 糖 鎖葬 付 着

蛍 光 ビ ー ズを 使用 した.

結　　果

1.正 常 子宮 内膜 及 び 体 癌 組 織 にお け る α・FT活 性

　 正 常 子宮 内 膜8例 に お け るal-2FT,　 al-3FT,α1-4

FTの 酵素 活 性 は,そ れ ぞ れ10.0±4.3.,7.2±3.5.,14.5

±2.4pmol/mg/hrで あ っ た.そ れ に 対 し,体 癌 組 織

14例 で は それ ぞ れ86.5±32.3(pく0.05),89.5±zs.o

(p<0.05),iia..1±30.7(pく0,01)pmo1/mg/hrと,

す べ て のO・FT活 性 が 有 意 に 増 加 して い る事 が 判 明 した

(第1図),ま た 。 体 癌 に お い て 特 異 的 に 発 現 す る

Ixwisｰ型 穂 鎖 の 免 疫 組 織 化 学 的 反 応 性 と,そ の 合 成 に

関 与 す る と考 え られ るal-2FT,　 al-4FT活 性 に は,正

の 相 関 関 係 が 存 在 す る事 が 明 らか と な っ た(第2図).

尚,tl且 一3FTに つ い て は相 関 は認 め られ な か っ た.

2.SNG・n細 胞 のSNGSとSNGW細 胞 へ の 分 別

　 SNG・SとSNG・Wの 分 別 状 態 は,　MSN・1認 識 抗 原 発

現 量 の差 を 免 疫 細 胞 化学 染 色 及 び フ ロ ーサ イ トメ ト リー

で比 較 す る事 に よ り確 認 した,そ の 結 果,免 疫 細 胞 化r

染 色 でSNG・SがMSN・1染 色 で 強 陽 俄 を 示 し た の に 対
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し.SNGWで は ほ とん ど 染 色 され なか った(第3図).

また,フ ロー サ イ トメ ト リー に よ る ヒス トグ ラム の 解 析

で も.SNG-Sで はSNG・Wに 比 べ 強 い蛍 光 強 度 を 示 す

細 胞 が 多 数認 め られ た(第4図).こ れ ら に よ り,SNG・

SとSNGWの 間 に はMSN・1認 識 抗 原 発 現 量 に 大 き な

差 の あ る事 が 明 らか に な った.

3。SNG・SとSNG-Wに お け る 血 液 型 関 連 糖 鎖 の 発 現

　 SNG・SとSNG・Wの 血 液 型 関 連 糖 鎖 の 発 現 を 免 疫 細

胞 化学 染 色 に に よ り検 討 した.そ の 結 果.SNG・Sで は

SNG・Wに 比 べLewis畠 型,　 Lewisｰ型 糖 鎖 の 強 い 発現 が

見 られ た の に 対 し,SNG-Wで はH型 糖 鎖,中 で も

lxwisｰ型 糖 鎖 の 前 駆 鰭 鎖 で あ るHI型 糖 鎖 が 強 く発 現

して い る事 が 判 明 した.一 方,Lc4,　 nLc4,　 Lewis"　 ,

Lewis'型 糖 鎖 の 発現 に は 差 の な い事 が 明 らか と な っ た

(第5図).
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第6図 　 SNG-WとSNG-Sに お け る α1-2,　 al-3,　 al-4

　Fucosy4transferase活 性.　W,　 SNG・W;S,　 SNG-S.　 i

　gの 細 胞 あ た りの 濡 性 を 測 定 した.

　 (Kubushiro　 K,Sakuma　 Y　et　al:IntJOncol　 6　 :93-97,

　 1995の 第4図 を許 可 を得 て 転 載)

第7図 　 SNG・SとSNG・Wに お け るDNA　 ploidyのCAS

　 に よ る 分m.(AI.　 SNC-S,　 DNA　 index　 l.66:(BI,　 SNG-W.

　 DNA　 indexl.89.両 者 に 明 らか な差 を忽 め な い.

　 (Kubushiro　 K,Sakuma　 Y　et　al:IntJOncol　 6:93-97,

　 1995の 第3図 を 許 可 を得 て転 載)
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4.SNG-SとSNG・Wのa-FT活 性

　 SNG・SとSNG・Wの α1-2FT活 性 な らび にal-3FT

活 性 に は ほ とん ど差 が 認 め られ な い の に対 し,α1-4FT

活 煙 は そ れ ぞ れ96.2pmol/mg/hr,6.2　 pmol/mg/hr

第1　 SNG-t4とSNG・Sの ヌー ドzウ ス尾静注,子 宮 【E所性

　移植モ デルを用 いた肺 転移能の比較

で あ り,SNG・Sに お け るa]一4FT活 性 はSNG・Wに 比

べ 著 明 に高 い 事 が判 明 した(第6図).

Incidence(number　 of　 mice)

Cells
　 Injection

into　　tail　vein

]ntrauterine

transplantation

SNG-W

SNGS

26.7%(8/301

0.0%(0/271

●]
63.6%(14/221

23.8%15/21)

　
　
鱒]

細 胞 を 尾 静 注 ま た は開 腹 下 に 子宮 へAspし,8週 間 後 の肺 転 移

の 有 無 を 顕 微 鏡 下 に 検 詞 した.両 モ デ ル と もSNG・Wで は

SNGS比 べ 有 意 に 高 い 肺 転 移 率 を 忽 め た.('pく0.01.

。●pく0 .of)　 (Sakuma　 Y　el　al:Anticancer　 Res　 23(2D/=

1277-1282,2003の 第1浅 を許 可 をi!iて 転 載)

5.SNG・SとSNG・WのDNA　 ploidyお よ び細 胞 増 殖

能

　 CASに よ る解 析 の 結 果,　 SNGSとSNG-WのDNA

indexは そ れ ぞ れ1.66,1.89で,両 者 のDNA　 ploidy

に は 差 の な い こ とが 明 らか と な っ た(第7図).又,細

胞 増 殖 能 を 反 映 す るKi67の 免 疫 細 胞 化 学 的 反 応 性 は,

SNG・SとSNG-Wで そ れ ぞ れ369%　 (93/252),

302%(77/255)で,細 胞 増 殖 能 に も有 意 な 差 の な い

事 が 判 明 した(P>0.1).
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第8図 　 SNG・WとSNG・Sの ヒ ト贋 帯 静 脈 由 来 血菅 内 皮 細

　 胞 に対 す る接 着 性.rllレ 且βで 刺激 した血 管 内 皮 細 胞 に 対

　 す る顕 微 鏡200倍 ↓視 野 あ た りの 接 醤 細 胞 数 を カ ゥ ン ト

　 した,W.　 SNG-W;S,　 SNG・S.　 a:均 値 ± 標 準 偏 差 を 示

　 す.

　 (Kubushiro　 K,Sakuma　 Y　 et　al　 Acta　 Histochem.

　 Cytochem　 3313):209-213,2000の 第2園 を許 可 を 得 て

　 改 変,転 載)

6.SNG・SとSNG-Wのrn　 vivoに お け る遠 隔 転 移 能

　ヌ ー ドマ ウ スへ のSNG・SとSNG・Wの 尾 静 脈 モ デ ル
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第9図 　各 腫 血 液 型 関 連 糖鎖 に 対 ず る モ ノ クo一 ナ ル抗 体

　 を 用 い た,SNG-Wの サ イ トカ イ ン処 理 ヒ ト鵬 帯 静 脈 由

　 来 血}Tj内 皮 細 胞 へ の 接 着 阻 害 試 験.コ ン ト ロ ー ル 抗 体

　 (マ ウ スIgG)の 接 苔 率 を 且00と す る%表 示 の 平 均4A±

　 標準 偏 差 を 示 す.{iiHI型 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る明

　 らか な援 着 阻害 を認 め た.

　 (Kubushiro　 K,Sakuma　 Y　 et　al:Acla　 Histochem.

　Cytochem　 33(31:209-213,2000の 第4図 を許 可 をi9て

　改 変,転 載)
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佐 久 間:H1型 踏 鎖 と 血行C2FGTY

に お け る 肺 転 移 率 は そ れ ぞ れ0.0%(0/27),26.7%

(8/30)で あ り,SNG-Wで 有意 に高 か った(pく0.01).

又,子 宮 正 所 性 移 植 モ デ ルに お け る肺 転 移 率 も,そ れ ぞ

れ23.8%(5/21).63.6%(is/22)と,　 SNGWで 有

意 に高 く(p〈0.01),SNG・WはSNG・Sに 比 べ 高 い逮

隔 転 移 能 を 有 す る事 が 判 明 した(第1表).

7.SNG・SとSNG・Wの 血 管 内 皮 細 胞 に 対 す る接 着 能

　 SNG・Wの サ イ トカ イ ン処 理 した血 管 内 皮 細 胞 に対 す

る 接 着 細 胞 数 はizzz±26.1個/1視 野 と,　 SNG・Sの

44.3±12.8個/1視 野 に比 べ 有 意(pく0.01)に 多 か っ

た(第8図).ま た,各 種 血 液 型 関 辿 糖 鎖 に 対 す る モ ノ

ク ロー ナ ル抗 体 を 用 い た接sax害 試 験 の 結 果,抗Hl型

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 処 理 したSNG・Wの,サ イ トカ イ

ン処 理 した血 管 内 皮細 胞 に対 す る接 看 率 は,コ ン トロー

ルに比 べ2.410.5%と 明 らか に阻 害 され て い る事 が 判 明

しr:.一 方,抗H2型.抗Lewisｰ型 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体 処 理 で は,そ れ ぞ れ56.1ｱ8.2%,8L2圭8.2!%と 若 干

の阻 害 が 認 め られ た が,他 のLewisｰ,　 Lewis'.　 Lewis'

型 糖鎖 に対 す る モ ノ ク ロー ナ ル 抗 体 で は 全 く阻 害 され な

い 事 が 明 らか とな った(第9図).ま た,抗Hl型 モ ノ

ク ロ ーナ ル抗 体 によ る接 着 阻 害 に は,濃 度 依 存 性 が 認 め

られ た,(第10図)
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第10図SNG-Wの サ イ トカ イ ン処 理 ヒ ト贋 帯 静 脈 由 来 血

　 管 内 皮 纈 胞 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル抗 体 に よ る 濃 度 依 存

　 性 接 普 阻 害 試 験.SNG-Wの 接 看 は抗Hl型 モ ノ ク ロ ー

　 ナ ル 抗 体 に よ り 濃 度 依rF性 に 阻 害 さ れ た,一 方.抗

　 Lewis,型 モ ノ ク ロ ー ナ ル抗 体 によ るoptoは 忽 め な か った.

　 (Sakuma　 Y　et　al:Ani亀icancer　 Res　 23f2B1:1277-

　 1282.2003の 第1図 を 許 可 を 得 て 転 載)
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第11図 　 単 一 糖 鎖 付 着 蛍 光 ビー ズ の サ イ トカ イ ン処 理 ヒ ト脇 帯 礎 脈 由 来 血Tf内 皮 細 胞 に 対 す る接 着性 の フ ロ ー サ イh

　 メ トリー に よ る検 討.コ ン トロ ー ル と して 糖 鎖 非 付 着 蛍 光 ビー ズを 用 い た.H1型 糖 鎖 付 着 ピ ー ズ の み で 血 管 内皮 細

　 胞 へ の 接 着性 を 認 め た.

　 (Sakuma　 Y　et　al=Anticancer　 Res　2312BI;1277-1282.2003の 第2図 を許 可 をi7て 転 載)

一T291一



慶晒 医学 　82巻3号(平 成17年9月)

8.単 一 塘鎖 付 着蛍 光 ビー ズの 血管 内 皮細 胞 へ の接 着1生

　 単一 糖 鎖付 着蛍 光 ビー ズ の サ イ トカ イ ン処 理 した血 管

内 皮 細 胞 へ の 接 着 性 を,フ ロー サ イ トメ トリーを用 い て

検 討 した.そ の 結 果,HI型 糖 鎖 付 着 ビー ズを 用 い た 検

討 で は,コ ン トロ ール に 比 べ高 い蛍 光強 度 を示 す 血 菅 内

皮 細 胞 が 多 数 認 め られ,H1型 糖 鎖 が 血管 内 皮 細 胞 へ 多

数 接 着 した こ とが 判 明 した.一 方,Lewis'型,　 LCWISｰ

型,H2型 糖 鎖 付 着 ビー ズ にっ い て は,血 管 内 皮 細 胞 へ

の 接 着性 は認 め られ ない事 が 明 らか と な った(第11図).

考　　察

　 細 胞 の癌 化 に 伴 な う#5f合糖 質,中 で も血 液 型 関連 塘鎖

の 発現 異常 に っ い て は種 々の 臓 器 に つ いて の 報 告 が な さ

れ て い るが 。 膵 や遠 位 大 腸 の 様 に,1型 糖 鎖 の 発現 異常

を 生 ず る もの と川・151胱 や 肺 な どu型 糖 鎖 の 発 現 異 常

を 生 ず る もの1旧2レが 有 る.1型 糖 鎖,11型 糖 鎖 の 発現 に

は,そ の 合 成 経 路 か ら,Galactosyltransferase(GT)

お よ びFT,な か で も1型 フ コ シ ル 化 糖 鎖 の 合 成 に は

pl-3GT.　 a]一2FT,　 al-4FT,1]型 フ コ シル 化 糖 鎖 の

合 成 に は β1-4GT,α1-2FT,α1-3FTが 関 与 す る と 考

え られ る(第5図),実 際,FTに っ い て は,遠 位 大 腸

癌 組 織 に お け る1型 穂 鎖 の 異 常 発 現 とal-4FT活 燃 の

充 進 に つ い て の報 告 が み られ る161.

　 ま た,こ れ ら血 液 型 関 連 糖鎖 の癌 細 胞 の 生 物学 的 特 性

に対 す る関 与 に つ いて も,特 に シア ル酸 を 有 す る糖 鎖 で

あ る シア リルLewisｰ,シ ア リルLewis'をr「1心 に検 討 さ

れ て い る.臨 床 的 に は,こ れ らの シ アル酸 を 有 す る穂 鎖

の 強 い発 現 の見 られ る大腸 癌 や乳 艇 患 者 の 予 後 が不 良 で

あ る9f111.81が報 告 され て い る.ま た癌 の 血 行 性 転 移 に お

け る重 要 な ス テ ップf-1、す な わ ち,① 癌 細 胞 の 原 発 巣 か

らの 離 脱,②1血 管 内 へ の 侵 入,③ 血 管 内 移 動 と腫 瘍llll栓

の 形 成 ④ 還 隔 臓 器 の 血1管内皮 細 胞 へ の接 着,⑤ 血 管 外

へ の 脱 出,⑥ 転 移 巣 に お け る増 殖 の うち,シ ア ル酸 を有

す る糖 鎖 が 癌 細 胞 の 血管 内皮 細 胞 へ の接 着 に関 与 す る事

が 明 らか に され て い る,例 え ば,肺 癌 由 来 培 養細 胞 株

QG56の 血 管 内 皮 細 胞 へ の接 着 が シア リルLewis罵 依 存

姓 で あ る事.又 大 腸 癌 由 来 培 養 細 胞 株Colo201の1m管

内 皮 細 胞 へ の 接 着 が シア りルLewis'依 俘 牲 で あ る'n.,

しか も サ イ トカ イ ンで刺 激 した血 管 内 皮 細 胞.Uに 出 現 す

るan々 の 接 着 分 子 の う ち,　E・セ レク チ ンが リガ ン ドで あ

るmが 示 さ れ て い る161.し か しな が ら,こ れ らの シ ア ル

酸 を 有 す る糖 鎖 以外 の糖 鎖 につ い て は,異 常 発 現 の 報 告

が あ るだ けで,そ の 機能 に関 して は ほ とん ど解 明 され て

い な い.

　 当研 究 室 で は す で に 体 癌 に お い て1型 糖 鎖 の 発現 異 常

が 見 られ,な か で もLewisｰ型 糖 鎖 は 体癌 に 特 異 的 に強

い 発 現 が 見 られ る事 算η,ま た体 癌 と特 異 的 に反 応 す る モ

ノ ク ロー ナ ル抗 体MSN-11ｰ'を 作 成 し,そ の 認 識 抗 原 が

主 と してLewisb型 糖 鎖 で あ る51(191を明 らか に して い る.

ま た,臨 床 統 計 上,体 癌 組 織 でMSN-1と 反 応 しな い症

例 の 予 後 が,反 応 す る症 例 に比 べ 有 意 に 不 良 で あ る事 を

報 告 しMI,こ れ まで そ の 機 能 が ほ とん ど 明 らか に され て

い な いLewisｰ型 を は じめ とす る シ アル 酸 を持 た な い フ

コ シル化 糖 鎖 が,体 癌 細 胞 の 生 物 学 的 特 性 に何 らか の 関

与 を有 す る可 能 性 を 示 唆 して きた.

　 そ こで まず,体 癌 にお け る フ コ シ ル化 糖 鎖 の 発現 異常

の機 序 を解 明 す る 目的 で,FT活 性 の 測 定 を 行 っ た と こ

ろ,体 癌 組 織 で は す べ て の α・FT活 性 が 正 常 内 膜 に比 べ

高 く な って お り,ま た 体 癌 で 特 異 的 に 発 現 す るLewisｰ

型 糖 鎖 の 発 現 と,そ の 合 成 に 関 与 す るal-2,αL-4FT

活 性 の 間 に は 正 の 柑 関 関 係 が 存 在 して い た.さ らに,

MSN・1認 識 抗 原(主 と してLewisｰ型 糖 鎖)強 発 現 株

で あ るSNG-Sに お け る α1-4FT活 性 が 弱 発 現 株 で あ る

SNG・Wに 比 べ 明 らか に 高 い と い う結 果 が 得 られ た.

SNGWに お け るH且 型 糖 鎖 の 強 い発 現 は,α1-4FT活

姓 が 低 い た めH1型 糖 鎖 か らのLewisb型 糖 鎖 の 合 成 が

阻 害 され,H且 型 糖 鎖 の 蓄 稜 を 生 じて い る もの と説 明 で

き る.以 上 の事 実 よ り,体 癌 に お け る血 液 型 関 連 糖 鎖 の

発 現 異.,,の 機 序 と して,al-2FT,　 d-4FT活 性 が 強 く

関 与 す る 寧 が 示 唆 され た蹴30}.当 研 究 室 で はす で に,

体 癌 にお け るpl-3GT活 性 のii.atを 報 告 して い るが311,

子宮 体内 膜 の癌 化 に と も な う血 液 型 関 連 糖 鎖 の発 現 異 常

が,そ の 合成 に関 与 す る穂 転 移 酵 素 活 性 の 支 配 を受 け て

い る こと が,本 研 究 に お いて も明 らか と な った.

　 今 回 、SNG・SとSNG・Wと い う亜 株 樹 立 に用 い た マ

イ ク ロ セ レ ク タ ーsulLよ る細 胞 分 別 法 は,　 single　cell

cloning法 と異 な り,特 定 の 糖 鎖 抗 原 の 有 無 によ って の

み細 胞 の 分 別 を行 え る た め,純 粋 に糖 鎖 の 発 現 機 序 や機

能 を検 討 す る の に 適 し た方 法 と言 え る.実 際,SNG・S

とSKG・Wに お け るDNA　 ploidyや 増 穂 能 に は 差 が 無

く,SNG・11をMSN・1認 識 抗 原 の 有無 とい う特 性 に よ っ

て の み 分 別 す る こ とが で き た と考 え られ る.

　 次 に このSNG・SとSNG・Wに っ い て,そ の 細 胞 生 物

学 的 特 性 の 差 異 を 検 討 した と こ ろ,in　 VIVOの ヌ ー ドマ

ウ ス肺 転 移 モ デ ル に お い て,SNG・W　 f3　SNG-Sに 比 べ

高 い血 行 性 転 移 能 を 有 して い たaxi.さ らにin　vitroで の

llll管内 皮 細 胞 との 接 着 性 を 検 討 し た所,　 SNGWで は

SNG・Sに 比 べ 血 管 内 皮 細 胞 に 対 して 高 い 接 着 性 を 認

めJ31,こ れ がto　uiuoに お け るSNG-Wの 高 い遠 隔 転 移

一T292一



佐久間:H1型 糖鎖 と血行性転移

能の一因であると考え られた,従 来,絶 細胞膜上のシア

ル酸を含む糖鎖が血菅内皮細胞との接着に関与する事が

報告されている.そ こで,SNG-W上 に発現 している糖

鎖が,血 管内皮細胞に対する接着因子として機能 してい

るか否かを明 らかにするため,各 種血液型関連槽鎖に対

するモノクローナル抗体を用いた接着阻啓試験を行った

所,SNGWで のみ強 く発現 し,　SNG・Sで は発現 の見

られないH1型 塘鎖が,血 管内皮細胞 との接着に強 く関

与する事が判明 したam.　m.こ の事は,　H　1型 穂鎖付着蛍

光 ビーズを用いたフローサイ トメ トリーによる検討でも

確認されたu:.こ の単一糖鎖付着 ビーズを用いた実験法

では純粋にその糖鎖抗原と血管内皮上のリガンドとの相

互反応を見る事が出来るという利点を有 している,H1

型糖鎖付着 ビーズが血管内皮細胞に接着性を有するとい

う結果は,SNG・Wに おいてだけでなく,　H1型 糖鎖を

発現する他の培養細胞株においても,H1型 糖鎖が血管

内皮細胞に対する接着因子のひとつとして機能する可能

性を示唆 している.一 方,SNGWの 血管内皮細胞に対

する接着は,Hl型 糖鎖以外にもH2型,　 Lewis● 型糖鎖

に対するモノクローナル抗体でも若干の阻害を受 けた.

しか し,H2型 とLewis'型 糖鎖にっいては,単 一糖鎖

付着 ビーズを用いた検討では血管内皮細胞に対する接着

性を有 していなかった,こ の解釈として,実 際の癌細胞

の血管内皮細胞への接著が,単 一糖鎖と血管内皮細胞上

のリガンドとの直接の相互反応のみによるとは限らない

可能性 も考えられる.例 えば,癌 細胞上の塘鎖にさらに

他の物質が結合 し,そ の物質が血管内皮細胞に対する接

著因子として機能するという間接的関与も考えられる.

また,あ る穂鎖単独の血管内皮細胞への接着力が極めて

弱い場合.そ の楯鎖を発現する癌細胞同士がまず結合 し,

極めて多数の踏鎖抗原となってはじめて接着性を生ずる

可能性等も考えられ,こ れらにっいても更なる検討を要

する,

　本研究における以上の結果は,こ れまで不明とされて

いた体癌におけるフコシル化糖鎖発現異常の機序,及 び

その機能を明 らかにするとともに,患 者体癌組 織が

MSN-1と 反応 しない症例の予後が,反 応する症例に比

べ有意に不良であるという臨床統計上の成績を裏付ける

ものである.す なわち,MSN・1認 識抗原を発現 してい

ない体癌では.al-4FT活 性の低下等により,前 駆糖鎖

であるHl型 糖鎖の蓄積が生 じており,そ の血管内皮細

胞に対する接着因子としての機能か ら,血 行性転移能が

高まり,予 後不良の一因 となる可能性が示唆 される.

　今後は,SNG・W細 胞にal-4FTのcDNAを トラン

スフェクションする事による転移能の変化等,分 子生物

学的手法を用いた検討を要するとともに,H]型 糖鎖の

リガンドの解明,さ らには,in　UIW1に おける転移抑制

への応用の可能性にっいての検討が急務であると考えら

れる.

総　　括

　本研究では,子 宮体癌におけるフコシル化糖鎖,中 で

も血液型関連糖鎖の発現異常における糖転移酵素の関与

を明 らかにする目的で α・FT活 性の測定を行なうととも

に,そ の細胞生物学的特性への関与について血管内皮細

胞への接葛挫を中心に検討し,以 下の知見を得た.

1.体 癌 組 織 で は 正 常 内 膜 に 比 べal-2,　 al-3,α1-

4FTの す べ て の 活 性 が 充 進 して い た,ま た,体 癌 に 特

異 的 に発 現 す るLewisｰ型 穂 鎖 の免 疫 組 織 化 学 的 反 応 性

とal-2,α1-4FT活 性 に はiEの 相 関 関 係 を詔 め た.つ

い で,体 癌 に 特 異 的 に 発現 し,臨 床 統 計 上 患 者 の予 後 と

関 趣 を 有 す る フ コ シ ル 化 糖 鎖 で あ るMSN・ 且認 識 抗 原

(主 と してLewisｰ型 糖 鎖)の 発 現 量 の 差 に よ り,体 癌

由 来 培 養 細 胞 株SNG・11を,マ イ ク ロセ レク ター を 用 い

てSNG・S(強 発 現 株)とSNG・W(弱 発 現 株)に 分 別

し,各 々 のa・FT活 性 を 測 定 した,そ の 結 果,　 SNG・S

で はSNG・Wに 比 べQ1-4FT活 性 が 著 明 に,t進 して い

た.ま た,両 者 にお け る血 液 型関 連 糖鎖 の 発 現 の 差 を検

討 した所,SNG・Sで はLewis'型,　 Lewisｰ型 糖 鎖 の 強

い 発 現 が 見 られ た の に 対 し,SNGWで は,　 Lewisb型

糖鎖 の前 駆 糖鎖 で あ るHl型 糖 鎖 の強 い発 現 が 見 られ た,

この 籍 鎖 の 発 現 の 差 は,al-4FT活 性 の 差 に よ り生 じて

い る と考 え られ た.以 上 よ り,体 癌 に お け る血1液型 関 辿

糖 鎖 の 発 現 異 常 の 機 序 と して,al-2FT,　 al-4FT活1生

が 強 く関 与 す る事 が 判 明 した.

2,SNGSとSNG・Wの 細 胞 生 物 学 的 特 性 の 蓬 を 検 討

した と ころ,DNA　 ploidyや 増 殖能 に は差が 見 られ なか0

た が,ヌ ー ドマ ウ ス肺 転 移 モ デ ル を 用 い たin　U[UOで の

検 討 で はSNG・Wが 有 意 に 高 い血 行 性 転 移 能 を 有 して

い た.ま た,in　 vitroに お け る血 管 内 皮 細 胞 との 接 穏{生

を 検 討 し た と こ ろ,SNG・WはSNG・Sに 比 べ 有 意 に 高

い 血 管 内 皮 細 胞 へ の 接 着 能 を詔 め た.さ らに,各 種 血 液

型 関 連 糖 鎖 に対 す る モ ノ ク ロー ナ ル 抗 体 を 用 い た接 着 阻

害 試 験 や,単 一 糖 鎖 付 着蛍 光 ビー ズを 用 いた フ ロー サ イ

トメ トリー に よ る検 討 の結 果.SNG-Wの 血 菅 内 皮 細 胞

に対 す る 高 い 接 着 能 に は,H1型 糖 鎖 が 強 く関 与 す る 事

が 判 明 した.以 上 よ り,癌 細 胞 膜 上 のHl型 糖 鎖 が 血 管
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内皮 細 胞 に対 す る接 着 因 子 の ひ とつ と して 機能 して い る

事 が 明 らか と な った.そ して,MSN-1認 識 抗 原 を 発現

しな い体 癒 症 例 の 予 後 不良 の一 因 と して,al-4FT　 rrt!1:

の 低 一ド等 に よ るHl型 糖 鎖 の 蓄 積 と,そ れ に と もな う血

行 性 転 移能 のiiiと い う細胞 特 性 が 関 与 して い る事 が 示

唆 さ れ た,

　本稿を追えるにあたり,御 指導御校閲を賜 りました慶

応義塾大学医学部産婦人科学教室野澤志朗教授に深謝い

たします,ま た,直 接御指導いただいた慶応羨塾大学医

学部座婦人科F教 室塚崎克己助教授,久 布白兼行講師に

深 く感謝の意を表 します.ま た,実 験に関するご協力,

御援助をいただいた日本抗体研究所矢澤伸副所長,婦 人

科病理研究室諸兄に感謝いた します.尚 第1-9図 は久

布白兼行講師の論文から引用したがこのデータは佐久間

雄一が主たる貢献者であり,共 著者の同意を得て転載 し

た.
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