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助成研究報告

副甲状腺 ホルモ ン関連蛋白(PTHrP)の

発現に関する病理学的研究

神戸大学医学部第二病理 北 澤 荘 平(60年 卒) 北 澤 理 子(60年 卒)

1.は じめ に

腫 瘍 に伴 う高Ca血 症 は,日 常 診 療 に おい て

極 めて頻 度 の高 い腫 瘍 随伴 症 候群 の ひ とつで あ

る.高Ca血 症 は,そ の 発 生 機 序 に よ り2つ に

大 別 され て きた.即 ち,癌 の骨転 移 巣 や 多発 性

骨 髄 腫 の よ うに浸 潤 局所 の骨 融解 に よって お こ

る もの(LocalOsteolyticHypercalcemia,LOH)

と,骨 転 移 の ない症 例 にお いて も高Ca血 症 を

呈 す る こ とか ら}腫 瘍細 胞 か ら分泌 され た液 性

因子 が血 流 を介 して 骨 吸 収 を促 進 しi高Ca血

症 を き た す と い う も の(HumoralHypercalce-

miaofMalignancy,HHM)と に分類 され て きた.

1987年Suvaら に よ っ て 同定 され た副 甲状 腺

ホ ル モ ン 関 連 蛋 白(ParathyrQidHormone-re-

latedProtein,PTHrP)は,後 者 の 主 た る 原 因

物 質 とされ て い る1).PTHrPは,N端 側13個 の

うち8個 の ア ミノ酸 が副 甲状 腺 ホル モ ン(PTH)

と同一 で あ り,腎 や骨 等 の標 的臓 器 にお いて,

共通 のPTH/PTHrPレ セ プ ター に結合 して,そ

の作 用 を発 現 す る,

私 共 は,1989年 にN端PTHrPに 対 す る

monoclona1抗 体 を作 成 して 以 後,主 と して 免

疫 組織 化 学 を用 いて外 科 手術 材 料 や剖 検 材 料 の

解析 を行 って きた2).当 時,PTHrPは,専 ら腫

瘍 の 高Ca血 症 惹 起 因子 と して注 目 され てい た

の で,私 ど もの初 期 の 目的 も,"癌 の 病 理 組 織

学 的検 討 を通 じて,PTHrPを 発 現 して高Ca血

症 を起 こ しう る癌 と起 こ さない癌 の病 理形 態 学

的 差異 を把握 す る こ と"に あ ったが,解 析 をす

す め る うち に,悪 性 腫瘍 の みな らず 正 常組 織 に

お い て も広 くPTHrPの 分 布 を認 め た ので,

PTHrPの 生 理 的意義 に も着 目す る ようになっ

た.

今 回,私 共 は,PTHrPの 種hの 悪性腫瘍 や

一部良性疾患 におけ るPTHrPの 発現 と組織形

態学的特徴 との関連 について集積 して きた知見

を報告 する.

II.材 料 と方 法

私 共 の 作 成 した 抗PTHrP皿onoclona1抗 体

(4B3)2)は,IgM分 画 に属 す る.PTHrPのac-

tivedomainで あ るN端 のfragment,human

PTHrP(1-34)50μgを 抗 原 と してFeundの

completeadjuvantでemulsion化 して,8週 令

BALB/cマ ウ ス を1週 間 あ け て3回 免 役 した

後,脾 臓 を摘 出 し,脾 臓 細 胞 とnonsereting

mousemyelomacell(P3/X63-Ag8.01)と を

50%のpolyethyleneglycol存 在 下 に融 合 した.

Hybridomaの ス ク リー ニ ン グ に はhuman

PTHrP(1-34)を 固相 化 したELISAプ レー ト

を用 い,陽 性 ク ロー ンを 限 界 希 釈 して サ ブ ク

ロー ニ ング を2回 繰 り返 した.抗 体 の特 異 性 に

関 して は高Ca血 症 を呈 した 肺 癌 組織 抽 出物 を

westernblottingに 供 して4B3と 反 応 す る単 一

バ ン ドを検 出す る こ と を証 明 し,さ らに,PTH

と の 交 差 反 応 を有 さ な い こ と をhumanPTH

(1-34)を 固相 化 したELISAプ レー トで 確認

した.

免疫 組 織化 学 に は,通 常 の ホ ルマ リン固定 パ

ラ フ ィ ン包埋 組 織 の5μm薄 切 切 片 を用 い た.
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標 本 をxyleneで 脱 樹 脂,ethanol系 列 で処 理,

1%H202/methano1に て 内 因 性peroxydaseを

失 活 後,hybridoma4B3の 培 養 上 清 で4Cで 一

晩incubateし た 後,HRP標 識 抗 マ ウ スIgM二

次 抗 体 で 反 応 させ,0.1%H202存 在 下 にDAB

に て発 色 した.

対 象 は,正 常 組 織 に お け るPTHrP発 現 の 検

討 につ いて は,剖 検 時 に採 取 した正 常臓 器 組 織

各5例 を,種 々 の悪性 良性 疾患 の検 討 には,肺

癌60例,子 宮 頚 部 良性 及 び悪 性 疾 患108例,腎

癌42例,卵 巣腫 瘍22例,乳 癌34例 を検索 した.

免 疫 組織 化 学 の判定 基 準 につ いて は,以 下 の

よ うに定 め た.

(一):陽 性 細 胞 が殆 ど無 い.

(一+):陽 性 細 胞が10%未 満.

(+):陽 性 細 胞が10-50%の 範 囲 で あ る.

(++):陽 性 細 胞が50%を 越 え る.

Table1 PTHrPExpressioninNormalHuman
Tissues(n=5)

Skinandskinappendages

Keratinocyte++

Hairfo皿icle+

Mammarglad+

Endcrineorgans

Pazathroidgland+

Pancreaticislet+-

Adrenalcortex+

Respiratoryorgans

Trachea-

Bronchialepitheliawithsquamousmetaplasia+

Digestiveorgans

Esophagus++

Stomach-

Intestine-

Hepatocyte-

Neurogenicorgans

Brain,spinalcoedansnerves-

Meningcepithelium+

Urogenitalorgans

Kidney;glomerulus-,renaltubules+-

Bladder+

Testis;germcellandsertolicell-,Leydigcell+

Femalereproductiveorgans

Ovary;germcell-

Ute血e;cervix十 十,endometrium-

Placenta;amnionsacanddecidua-,syncytiotrophoblast+

皿.結 果 及 び 考 察

1.正 常臓器組織 にお けるPTHrPの 発現

Table.1に 示す様 に,PTHrPは 正常 臓 器組

織 において も広範 な発現局在 を示す ことが明 ら

か とな った.皮 膚,食 道,膀 胱,子 宮頚部の よ

うに扁平上皮や移行上皮で構成 される上皮は,

PTHrP陽 性 を示 した.こ れ に対 して,胃,小

腸 の 腺 上 皮 はPTHrP発 現 を示 さ なか った.

Fig.1に 皮膚扁平上皮における免疫組織化学 の

一例 を示 す.表 皮基底層 はPTHrP陰 性で ある

が有刺細胞層 か ら穎粒層 にPTHrPの 強 い局在

を認 め た.細 胞 が 分 裂 増 殖 す る基 底 層 に は

PTHrPの 発現 が な く,表 皮 の分化極性 と一致

した局在 を示す ことか ら,PTHrPはkeratino・

cyteの 分化 に密接 に関与 して いる こ とが示唆

された.

正常皮膚 においては,表 皮細胞は徐 々に角化

とともに上方へ送 り出 されて はがれ落 ちるもの

で あ る か ら,こ れ らの 細 胞 で 産 生 さ れ た

PTHrPが 内部環境 に入 るこ とは極 めて起 こ り

に くい.

この よ うに,正 常組織 にお けるPTHrPの 機

能 は寧 ろ局所 的でparacrine,autocrine的 であ

ることが想定 され る.さ らに内分泌組織 の一部,

即 ち副 甲状腺,膵 ラ氏島,副 腎皮質や,脳 髄膜

細胞,腎 尿細管,胎 盤 におい て もPTHrP陽 性

を確認 したが,こ れ らの組 織 にお けるPTHrP

の生理 的意義 については,さ らに今後の基礎的

研究 を要す ると思われた.

2.肺 癌 に お け るPTHrPの 発現

肺癌 症例60例 の うち,高Ca血 症 を合 併 した

症例 は10例 で,血 清Caは13.0±2.1mg/d2(mean

±SD)で あ った.50例 は血 清Ca正 常(8.6±0.5mg

/dの で あ っ た.こ れ ら肺 癌 の 組 織 型 ご との

PTHrP染 色 性 をTable2に 示 す.高Ca血 症 合

併 症 例 の うち10例 中9例 がPTHrP陽 性 で,こ
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れ らは扁平 上皮癌 で あ り,高 分化 の もの ほ ど

PTHrP発 現 が高度で ある傾 向 を示 した.1.で

皮膚 において もPTHrPの 発現 は角化 に関連す

るこ とが示唆 されたが,扁 平上皮癌組織 におい

て も細胞間橋 の著明な部位 や巣状角化巣の近傍

では,特 に強 く染色 される傾 向を認 めた.正 常

の気 道 は線 毛上皮で構成 されPTHrPの 染色性

を有 しないが,喫 煙者 に見 られた扁平上皮化生

の部位で はPTHrP陽 性 を呈 した.

Table2PTHrPExpressioninLungCancer(fiO

cases)

HistologicaltypePositivelTotaJcasesReactivity

Caseswゴ め肋ypercalcemia(10ca5e5ウ

Squamouscellcarcinoma

Welldiffrentiated

Moderatelydifferentiated

Poorlydifferentiated

Adenocarcinoma

Poorlydifferentiated

Casesw.勧oロthyper℃alcemia

3quamouscellcarcinoma

Welldiffrentiated

Moderatelydifferentiated

Poorlydifferentiated

Adenosquamouscellcarcinoma

Adenocarcinama

Welldifferentiated

Moder{賦e且ydifferen臨ed

Poorlydifferentiated

Smallcellanaplasticcarcinoma

Oatcelltype

Intermediatetype

Largecellanaplasticcarcinoma

6/6

2/2

1/1

0/1

11/11
12/12
2/4
1/1

β

β

μ

0

0

0

ρ

β

〃

2

凸∠
1

十+

+

+

十十

十

十一

十

　

+

+

+

高Ca血 症合 併例 の うち1例 は腺 癌 でPTHrP

陰 性 で あ った.PTHrP以 外 の高Ca血 症惹 起 因

子 と して種 々 のCytokineやProstaglandinが 知

られ て お り,腫 瘍 が 産 生 す る これ らの 因子 の関

与 が 疑 わ れた.

Table2に 示 す よ うに,高Ca血 症 を有 さ な

い 症例 に お い て もtPTHrPの 発 現 は極 め て 高

頻 度 で あ っ た.高Ca血 症例 と同様 に分化 型 扁

平 上 皮 癌 でPTHrP発 現 が 強 い傾 向 を示 した.

また,小 細胞 癌 は染色 性 は必 ず しも強 くな いが,

PTHrP発 現 を認 め た.

以 上 の 結 果 か ら,PTHrPの 組 織 局 在 が 直 ち

に 高Ca血 症 に つ な が ら な い こ とが 示 唆 さ れ

た。 さ らに,PTHrP陽 性 腫 瘍 組 織 の 量 と血 清

Caの 相 関 につ い て も検 討 を要 す る と思 わ れ た.

また,さ らに病期 が進展 して末期 に高Ca血 症

となる可 能性 を考 慮す る と,過 剰 なPTHrP産

生の影響 を何 らかの機序 で代償 していることも

考 えられる.

3.子 宮頚部疾患 にお けるPTHrPの 発現

私 どもは,1.2.の 結 果 よ りPTHrP発 現が

扁平上皮 の角化に関与 しうるとい う考察 を得た

ので,扁 平上皮系が その殆 どを占める子宮頚部

腫瘍病変 に着 目 して}PTHrP発 現 を解析 した.

成 人女 性 の子宮 頚部 に認 め られ るreservecell

hyperplasiaをPTHrP免 疫組織化 学に供 した と

ころ,陽 性所見 を得,扁 平上皮 と円柱上皮 のい

ずれ に も分化 しうるbipotentialなreservecell

がPTHrPを 発現 している こ とは興味深 い3).

慢性炎症に伴 う病変 の うち,バ ル トリン嚢胞,

腺や円柱 上皮 の過形成 に よる病変 はPTHrP陰

性であ った.

Tabte3に 示 す様 に,子 宮頚癌 の うち扁平上

皮癌 は腺 癌 に比 してPTHrP発 現 が高 く,し か

も角 化型でPTHrP染 色性 が強 い ことは肺癌 に

おける観察 と同様であった.こ のように子宮頚

癌で は組織亜型 としてはPTHrPを 発現 しやす

い扁平上皮癌が殆 どにも関わ らず,今 回の対象

症例 は全例血 清Ca値 は正常であ りr切 除対象

例の多 くが臨床病期 的に比較的早期であったた

め と思 われた.

私共 は,子 宮頚部扁平上皮癌 の検討 の中で,

同程度 の分化度 を示す癌胞巣で も周囲問質 の状

態 によって はPTHrPの 発現 に差違 を示 す こと

を観察 した.Fig2は 同一症例の比較であるが,

癌胞 巣の周囲 に多 くの問質線維芽細胞 が近接 し

て いる部位 の方 がPTHrPの 染色 性が高い傾 向

を示 した.線 維芽 細胞 は種 々のfactorを 産生

す るが,TGFβ は扁平上皮癌培養細胞系におい

てPTHrP産 生 を充進 させ るとい う結果が既 に

報告 されてい る.4)こ のように癌胞巣 のPTHrP

産生 に関 して浸襲部周囲の間質線維芽細胞 との

interactionが 想定 され,さ らにそれが癌の増殖

浸襲 に何 らかの機能 的意義 を有す る可能性 があ

る.
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Table3PTHrPExpressioninUterineCervical
Neoplasia(108cases)

Histologicaltype Positive/TotalcasesReactivity

(++++一 一)

Squamouscellcazcinoma(invasive)
Keratinizing
Largenon-keratinizing
Smallnon-keratinizing

Adenocarcinoma(invasive)
Endocervicaltpye
Endometrioid

Mixed(invasive)
Adenosquamous
Co-existence

8/87100
20!2210912

15/1531110

0
0

ハ」

ノ

ー

ハU
-

ノ0

1
昌

-

ー

ノ0

1

Cervicalintra-epithelialneoplasia(C-N)
Grade111/12

Grade210/11
Grade39/15
withkeratinizing6/7

withoutkeratininzung3/8
Koilocyticatypia
Adenocarcinomainsitu(AIS)

μ
β

内∠

(
U

1/1

0012

0510

1000

1

1

1
0

1

5

2
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・
　

　-
-　
c
n

　-
+
N

N

O

8

8

4

4

1
晶
0

0
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-

N

N

O

O

O

鞭蟻
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灘灘
Fig.2子 宮頚 部癌症例 のPTHrp免 疫組織化学.

間質の豊富 な部位(a),間 質の乏 しい部位(b)

を示 す.

4.腎 癌 に お け るP丁HrPの 発 現

腎 癌 は高 頻 度 に高Ca血 症 に合併 す る こ とが

知 られ,PTHrPの 発 現 頻 度 も高 い と予 測 され

た.Table4に 示 す よ う に,腎 細 胞 癌42例 の検

討 に お い て は,40例 がPTHrP陽 性 を 呈 し,

clearcelltype,granularcelltypeと い う組 織 学

的 亜 分 類 はPTHrP発 現 に無 関係 で あ った.腎

癌 に お い てPTHrPは 極 め て 普 遍 的 に発 現 して

い る こ とが 示 唆 され,更 に興 味 深 い こ とは,腎

癌 に お い て も,PTHrP発 現 と高Ca血 症 に は乖

離 を認 め た。

Table4 PTHrPExpressioninRenalCellCar-
cinoma(42cases)

HistologicaltypePosidve/Totalcases

Caseswithhypercalcemmia(4cases)

Cleazcellsubtype3/3

漁edsubtype1!}

Caseswithouthypercalcemia(38cases)
Cleazcellsubtype29/31
Granularcellsubtype6/6
Mixedsubtype1/1

Reactivity

(++++一 一)

1110

1000

N

O

O

0
0
m

o

o

4
.
角∠

1

7

4

0

5.卵 巣腫 瘍 にお け るPTHrPの 発 現

卵 巣 腫 瘍 の 中で 高 率 に高Ca血 症 を示 す 型 と

して小細 胞 癌 が あ る.卵 巣 小細 胞 癌 は極 め て希

な腫 瘍 で,組 織 発 生 起源 につ い て も明 らかで は

な い.表 層 上 皮系 腫 瘍 に属 す るclearcellcarci-

nomaやserouscystadenocarcinomaに お い て

も高Ca血 症 の合併 頻 度 は高 い5).Table5に 卵

巣 腫 瘍 の 組 織 型 とPTHrP染 色 性 を 示 した.

clearcellcarcinoma,serouscystadenocarcino-

maは 全例PTHrP陽 性 で あ ったが,表 層 上皮 系

に 加 え,胚 細 胞 腫 瘍 のteratomaやyolksac

tumorに お いて もPTHrP発 現 を認 め た.

Table5 PTHrPExpressioninOvarianNeopla-
sia(28cases)

HistologicaltypePositivefl'otalcases

Serouscystadenoma

Serouscystadenocarcinona

Mucinouscystadenoma

Mucinouscystadenocarcinona

Endometrioidadenocarcinoma

Cleazcelladenocarcinoma

Dysgernrinoma

Yolksactumor

Matureteratoma

Immatureteratoma

1/2
5/5

0n
ors
4/4

5/5
1/1
3/3
2/2
1/2

㌔
ツ

ー

0

2

2

0

0

0

0

0

1

+　
'
　

　

　--　
0

0

0

0

0

0
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,
Vd
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6.乳 腺,乳 癌におけるPTHrPの 発現

正常 の乳腺組織で はduct部 分にPTHrPの 局

在 を認めたが,乳 汁分泌変化 を呈す る乳腺では,

腺 房 にお い て もPTHrP発 現 が 高 度 で あった

(Table1).乳 汁産生 に際 して,局 所で のCa

動 員にPTHrPが 重要 な役割 を担 ってい ること

が示唆 されるが,そ れ を裏付 ける実験結果 も報
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告 され て い る6)

Ductalcarcinomaの 浸 潤 癌 の 検 討 で は,

Table6に 示 す よ うにpapillotubularcarcinoma

に お いてPTHrP陽 性 例 が多 く(8/9),solid・

tubularは 殆 ど 陽 性 で あ り,papillotubularと

solidtubularの 混 在 す る型 は,両 者 の 中 間 の 陽

性 率 を 示 す が,個 々 の 症 例 で は組 織 学 的 に

papillotubular像 を示 す 部 位 に 一致 してPTHrP

の染 色性 を認 め た.

河 野 らは乳 癌 原発 巣 がPTHrP陽 性 を示 す 症

例 で はPTHrP陰 性 症 例 に 比 して 骨転 移 率 が 高

い傾 向 を見 出 し}臨 床 的意 義 の深 い検 索結 果 で

あ る と思 わ れ た.さ ら に各 遠 隔 移 転 部 位 毎 の

PTHrP発 現 を比較 検 討 し,骨 転 移 巣 は肺 や 肝

転 移 巣 と比 べ てPTHrP陽 性 率 が 有 意 に高 い こ

と を報告 した7).同 様 の結 果 はMartinら に よっ

て も記 載 され て い る8).詳 細 な機 序 は 明 らかで

な いが,転 移 巣周 辺 の微 少 環境 に よって,腫 瘍

のPTHrP産 生 が調 節 乃 至 修 飾 さ れ る こ とに加

え,腫 瘍 がparacrine/autocrinefactorと して の

PTHrPを 発 現 す る こ とが 骨 転 移 形 成 に何 らか

の寄 与 をす る可 能性 も考 え られ た.

Table6PTHrPMammaryCarcinoma

(34cases)

HistologicaltypePositive/Totalcases

invasiveductaladenocazcinoma
Papillotubular'8/9
Papillotubular+Scirrhous6/12
Solidtubular+papillotubular214
Solidtubulaz+Scirrhous1/7

SolidtubularO/3
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lV.終 わ りに

PTHrPは 正常組 織 に局在 を認 め,悪 性 腫瘍

において は高Ca血 症の有無 に関 わらず,種 々

の臓器の腫瘍 に広 範囲に発現 していた.し ば し

ば腫瘍 の組織型 とPTHrP発 現 に相関性が あ る

ことや,周 囲の問質が腫瘍細胞 のPTHrP産 生

を修飾す ることを示唆す る所見が観察 された.

この ように,PTHrPの 局在 を組織形態 学的 に

検討す ることは,そ の機能的意義の解明の手が

か りになると思われた.今 後,更 に検討 を重 ね,

腫瘍 の病態解析や診 断において幾 らかで も貢献

してゆ きたい と考 える.
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