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乳癌 の 問質 に お ける 型別 コ ラ ー ゲ ン り 型，
m 型，

肘 型お よび

V 型I およ びラ ミ ニ ン の 局在

金沢 大学医学部病理 学第 一 幕座 く主任 二 中西 功夫教授I

源 利 成

く昭和6 1 年12 月 9 日受付フ

乳腺硬癌の 問質の 成因を調 べ る た め に ， 乳癌の 問質に お ける 型別 コ ラ
ー

ゲ ン く工型，
11I 型， 工Y 型お

よ び V 型ぅ な ら び に ラ ミ ニ ン の 局在 を， 正 常乳腺組織 お よび良性乳腺病変 く乳腺症， 線維腺腫1 に お け る

局在 と比較 して検索 した
，
型別 コ ラ ー ゲ ンお よ び ラミ ニ ン の局在 は

，
そ れ ぞれ型特異的抗 ヒ ト コ ラ

ー

ゲ ン

抗体 お よび 抗 ヒ ト ラミ ニ ン モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 を 用 い て 螢光抗体法に よ り観察 した ． 正 常乳腺で は，
1

型お よ び凹 型コ ラ ー ゲ ン は主 に 小 葉間の 問質 に 分布 して い た
．
工V 型 コ ラ ー ゲ ン と ラ ミ ニ ン は基底膜 に 限局

して 分布 して い た ． V 型 コ ラ
ー

ゲ ン は小葉 内の 粗な問質に わ ずか に 認め られ た ． 乳腺症お よ び線推腺腰に

お け る これ ら の 分布パ タ
ー ン は， 基本的に は正 常乳腺組織 に お け るも の と類似 してい た ． 乳癌 で は

，
I 型

お よ び工工工型 コ ラ ー ゲ ン は問質の結合組織に び まん性 に 分布 して い た
．
V 型コ ラ ー ゲ ン も問質に 認め られ た

．

特 に
，

V 型 コ ラ
ー

ゲ ン は非硬癌に 比 べ て硬癌 に お い て， よ り著明な染色性を示 した ． IV 型 コ ラ
ー

ゲ ン と ラ

ミ ニ ン は癌細胞巣 の辺縁 に 沿 っ て連続的あ る い は不 連続線状 に 分布 して い た
． さ ら に

， 硬癌の 組織像 を呈

す る部分で は
， 癌細胞の 有無に か かわ らず問質の 膠原線維束の 辺緑 に 沿 っ て局在 して い た

． 癌細胞は抗 コ

ラ ー ゲ ン抗体あ る い は抗ラ ミ ニ ン抗体の い ずれ に よ っ ても染色さ れ なか っ た ． 以上 の 所見よ り， 乳腺硬癌

の 成因は 主に 問質の 反応性増殖に よるもの で
， 工型お よ び工工工型 コ ラ ー

ゲ ン に加 えて V 型 コ ラ ー ゲ ン が関与 し

て い る こ とが 示 唆され た
．

K e y w o r d s b r e a st
，

S Cir r h o u s c a r ci n o m a
，

C Oll a g e n
，

1 a m in i n
，

i m m un 0 －

fl u o r e s c e n c e

乳癌に 関し て
，
従来 か ら

，
主 に 腫瘍細胞 く上皮成分ぅ

に 対 す る多く の 研究 が なさ れ てき て い る
． 近年， 他の

臓器痛 も含め て
， 癌 の 浸潤お よ び転移 の 機序 を視点 を

か え て解明 しよう と す る試な が なさ れ ， その 間質成分

お よ び腫瘍細胞 と問質と の相互関係が 重要視さ れ るよ

う に な っ てき た ． 乳癌の種々 の 組織型の なか で も， 浸

潤性硬癌 と浸潤性小葉癌の
一 部は他の 組織型の も の に

比 べ て著明な 問質結合組織の 増生を示 し
，

そ の 間に 癌

細胞が散在性 に浸潤す る ，
い わ ゆ る硬癌と い われ る特

異な 形態 を呈 す る ．
こ の よう な硬癌 は乳腺の み なら ず

胃 に も しば し ばみ られ
，

い ずれ も進行が 速く予後が不

良 とさ れ て い るが
り 2I

， その 成因は明 らか に は され て い

な い
．

硬癌問質の 形成機序に つ い て は
，
種 々の 研究が な さ

れ て き た
． J a c k s o n ら は， 既 存 の 問 質 が 虚 脱

くc oll a p s el して濃縮さ れ たも の と考 えた引
．

一 方
，

A l －

A d n a ni ら
軋
や D o u gl a s ら

5I
は

，
癌細胞自身が過剰の コ

ラ
ー

ゲ ン や エ ラス チ ン を産生 する と報告した
．

と こ ろ

が ， 癌細胞と問質細胞の 相互 作用 の 結果，
主に 問質細

胞が 多量の コ ラ
ー

ゲ ン や エ ラ ス チ ン を産生 す る と い う

説が提唱さ れ
6 ト 1 い

，
この 説が培養系の 実験に よ っ て間

接的 に支持さ れ る よう に な っ て き た 川 可 41
．
い ずれ に せ

よ
，

硬痛問質の 主 成分は コ ラ
ー

ゲ ン で ある と考え られ

る ．

現在，
コ ラ ー ゲ ン に は

，
少な くと も遺伝的 に 異なる

11 種類の 分子 種 H 型ト X 型お よ び E 型う が 知 られ

A b b r e vi ati o n s こ A g ，
Sil v e r i m p r e g n a ti o n ニ A L P

，
alk ali n e p h o sp h a t a s e ニ D E A E

，
d iet h －

y l a m i n o e th yl ，ニ E D T A
，

e th yl e n e di a m i n et et r a － a C eti c a cid i E LI S A
，

e n Z y m e －1in k e d i m m u n o －

s o rb e n t a s s a y ニ E V G
，

el a sti c a V a n G i e s o n ニ F I T C
，

fl u o r e s c ein i畠o thi o c y a n a t e ニ H ． E ．
，
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S up e r n at a n t o f p e p sl n e X t r a Ctio n

源

a dj u st p H t o 8
，
t h e n r e s t f o r 2 4 h r at r ．t ．

C e n t rif ug a ti o n く1 0
，
0 0 0 g l h rl

diff e r e n tia暮 s att fr a c ti o n ati o n a n d

d e n at u ra ti o n a n d r e n a t u r ati o n m e t h o d

T y p e I c olla g e n TY P e Ill c o11 a g e n

dialY S e d v s 5 m M a c e ti c a cid ， th e n

a g ai n st O ．7 M N a CL1 0 ．5 M a c e ti c a cid

u ．c ． く1 0 0 ， 0 0 0 g l h り

P Pt

dialy s e d v s l ．2 M N a CII O
．
5 M a c eti c a cid

比 C ． く1 0 0 ． 0 0 0 g l h り

P Pt

くTY P e IV a n d V c o11 a g e nl

S UP
dis c a rd

h r
．
h o u r ニ r ．t －

，
r O O m t e m P e r a t u r e ニ P Pt ， P r e C IP lt a t e l S u P ，

S U P e r n a t a n t ニ

U ．C ．
，

uIt ra c e nt rif u g a ti o n

Fi g ． 1 ． T h e p r o c ed u r e o f b t llk f r a cti o n a ti o n o f c o11 a g e n t y p e s I
，
III

，
I V

，
a n d V ．

て い る
1 5 ト 2 21

． その う ち ，
1 型

h Y 型 コ ラ ー ゲ ン に 関し

て は その生化学的性質， 機能お よび 組織分布が か な り

解明さ れ てき て い る 岬 23 制
． 癌 の 問質， 特に 硬癌の 問質

の形成機序 に 関す る研究に お い て は
3 ト 卵

，
こ れ ま で は

形態学的手段が 主に 用 い られ，
コ ラ

ー

ゲ ンや エ ラ ス テ

ン に 関する 量的あ るい は質的な検討は 十分に な さ れ て

い ない 現状 であ る
．

そ こ で
，
著者は乳腺硬癌の 問質の 成因を明 らか に す

る ため に
， 正 常乳腺組織，

良性乳腺病変 く乳腺症， 線

推腺腰I お よび 乳癌の 問質に お け る塾 別 コ ラ
ー

ゲ ン

く工型，
m 型， 工Y 型 お よ びV 塾うな らび に ラ ミ ニ ン の 組

織分布 を
，

それ ぞれ型 特異的抗 ヒ ト コ ラ
ー

ゲ ン抗体な

ら びに 抗 ヒ トラ ミ ニ ン モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 を 用 い て

螢光抗体法 に よ り検索 した ．
こ れ ら の 分 布パ タ

ー

ン か

ら， 乳癌問質の 質的特徴お よび硬癌 問質の 形成機序に

関して 考察 を試 みた ．

材料お よび 方法

工 ． 型別 コ ラ ー ゲ ン の 調整

ヒ ト胎盤 1 個 く湿重量約 500 gユを細切 し
， 血液成 分

を除くた め に
， 中性蛋白分解酵素阻害剤 くE D T A 5

m M
，
N E M 2 m M

，
P M S F l m M l を含む 0 ． 0 5 M ト

リ ス 塩酸緩衝液 p H 7 ． 6 を用 い て 4
0

C で洗浄 し， 同時

に ホ モ ジ ナイ ズ した
． 以後の 実験操作は

，
こ とわ りが

な い か ぎり， す べ て4
0

C で行 っ た
． 次 に

， 非 コ ラ ー

ゲ

ン 蛋白質 をで きる だ け除去す る ため に
，
2 M 尿素を含

む 上 記の 緩衝液 で洗浄後， 酸性蛋 白分解酵 素阻害剤

くべ プ ス タ チ ン 5 月gノm l
，

ロ イ ペ プ チ ン 10 ノノ gノm lフを含

む 0 ． 5 M 酢酸 で 尿素を除い た ． これ らの 前処理 を終 え

た胎 盤組 織 く湿 重量 約 200 gう を 2 J の 0 ． 5 M 酢酸 に

懸 濁 し， 組 織 湿 重 量 1 g あ た り5 m g の ペ プ シ ン

く1 二60 0 00
，

S i g m a C h e m i c al C o ．
，
L td ．

，
S t L o ui s

，

M Oうを加 え
，

2 4 時間抽出 した
． 抽出後 ， 遠心 く100 0 0

g ，
1 時間1 に より 上清 を分離 した ．

こ の抽 出操作 を 2

回行な い
， 計 4 J の 抽出上 清を得た ． 上 清の ペ プ シ ン を

不 活性化 す る ため に
，

5 N の 水酸化ナ トリ ウム を加 え

上 滑の p H を8 と し
， 室温で 24 時間放 置し たと こ ろ

，

ゲ ル が形成 され た ． 遠心 く10 00 0 g ，
1 時間う に よ り ，

ゲ ル と 上 清を分離 した ． ゲ ル を王型 お よ び工工I 型 コ ラ ー

ゲ ン 調整 の 出発材料 と し
，

上 清 をIV 型 お よ び V 型 コ

ラ ー

ゲ ン調整の 出発材料と した
2 引

． 工 型 コ ラ
ー

ゲ ン は

永井ら の 方法
2 釘に 従っ て単離 した

．
m 型 コ ラ ー ゲ ン は

Ch a n d r a R aj a n の d e n a t u r a ti o n a n d r e n a t u r a ti o n

法
271 に よ り単離 した

． 以上 の 分画操作 をま と め て 図1

に 示 した ． 王V 型 お よ び V 塾 コ ラ
ー

ゲ ン は Rb o d e s らの

方法 瑚 お よび S a n o ら の 方法2 9I
の

一 部 を改良 し た 方法

でそ れ ぞ れ単離 した く図2 う．

型別 コ ラ
ー

ゲ ン 調整の 各段 階に お い て
，
S D S － ポ リア

ク リル ア ミ ドゲ ル 電気泳動法 くS D S － P A G El に よ り

各型 コ ラ
ー

ゲ ン の 同定 を行 っ た
3 0 ほり

． 特 に
，工工王型 コ ラ

ー

ゲ ン の 同定に は H a y a s hi ら の 電気泳動 の系 に 3 M 尿

素 を加 え る 方 法
32
鳩 よ び S y k e s ら の途 中還元 法3 31 を

併 用 した ． 単離 した各塾 コ ラ ー ゲ ン に つ い て
，

D E A E －

セ ル ロ ー ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

を行 ない
，
非 コ ラ ー ゲ

h e m at o x y lin e a n d e o si n 三 N E M ， N － e t h y l m al ei m id e ニ P B S
， p h o s p h at e b u ff e r e d s alin e 三 P M S F

，

p h e n y l m e th y ls ulf o n y l flu o rid e ニ P T A H
， p h o sp h ot u n g sti c a cid h e m at o x yl in e 三 S D

，
S p r a g u e －

D a w le y i S D S － P A G E ， S O di u m d o d e c yl s ulf a t e －

p Oly a c r y l a m id e g el el e ct r o p h o r e si s ．
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a cid l ．2 M N a CI p r e cipit a t e くt y p e IV a n d tY P e V c oLl a g e n sI

d is s o Iv e d i n l ．O M N a Cl1 0 ． 0 5 M T ris － H CI p H 7 ．5

u ． c ． く1 0 0
－
0 0 0 g ，

1 h り

ad d s oIid N a Cl fi n alIy t o 4 ．5 M

u ．c ． く1 0 0
，
0 0 0 g ，

1 h rl

P Pt

くdis c a rd l

dis s oI v e d in O ． 5 M a c eti c a cid

u ．c ． く1 0 0 ．
0 0 0g ．

1 h り

S u P

くdis c a rdl

a d d s o lid N a Cl t o l ．2 M

u ．c ． く1 0 0 ，0 0 0 g － 1 h り

P P t

くdis c a rdう

dis s oI v ed i n O ．1 M N a Cl1 0 ． 0 5 M T ri s
－ H CI p H 7

．
5

u ． c ． く10 0
，
0 0 0g ，

1 h rl

S u P

くdi s c a rd I

P Pt

di aty s e d v s O ．0 2 M N a CIJ O ．0 5 M T ri s
－ H CI p H 7 ，5 くdis c a rdl

u ． c ． く1 0 0 ． 0 0 0g ． 1 h rI

S U P P P t

くty p e I V c oIla g e nl くt yp e V c o H a g e n l

u ． c ． ， ULt r a c e n t rif u g atio nニ S U P ，
S uP e r n at a n t ニ P Pt ， P r e C IPit at e I

h r
，
h o u r

Fi g ． 2 ． T h e i s o l a ti o n p r o c e d u r e o f t y p e I V c o11 a g e n an d ty p e V c oll a g e n ．

ン 蛋白質を除去 して精製標品 を得 た 叫
． 精製 した各型

コ ラ ー ゲ ン を細菌性 コ ラゲナ
ー

ゼ で消化 した後， S D S －

P A G E に より解析 し， 非 コ ラ
ー

ゲ ン蛋白質の有無を確

認 し た ．
こ こ で 用 い た コ ラ ゲ ナ ー ゼ は， 市 販 の

C 加 加 商 肋 那 加地 軸 助 川 コ ラゲ ナ
ー

ゼ く天野製薬，

名古屋うをゲル ク ロ マ トグラ フ ィ
ー に か けて再精製 し

，

コ ラ ゲ ナ
ー ゼ 以外の 非特異的プ ロ テ ア ー ゼ活性が な い

こ と を確認 した もの で あ る
抑

． 実際 に は
，
5 m M 酢酸で

0 ． 2 ％に な る よ う に 溶解 し た各型 コ ラ ー ゲ ン 溶液 100

声1 に 対 し て
，

6 ．2 5 m M 塩化 カ ル シ ウ ム お よ び15 ． 6

m M N E M を含む 0 ．0 5 M トリ ス 塩 酸緩衝液 p H 7 ． 6

に 0 ． 2 5 m gノm l の 濃度 に 溶解 した細菌性 コ ラゲ ナ
ー

ゼ

溶 液 を 10 叫1 加 え
，

さ ら に 1 M ト リ ス 塩 酸 緩衝 液

p H 7 ．6 を用 い て 中和 し， 37
0

C で 9 0 分間消化 した
． 消

化後，
5 分 間煮沸 して コ ラ ゲ ナ ー ゼ を不 活性化 し， 凍

結乾燥 して 電気泳動用 の 試料と した ．
この 実験 系か ら

，

細菌性 コ ラゲ ナ
ー ゼ だ け を除外 した 系と

，
コ ラ ー ゲ ン

だ け を除外 した系を ，
それ ぞ れ対照と した

．

精製 した 各型 コ ラ
ー

ゲ ン は
，

5 m M 酢酸 に 対 して 十

分に 透析 し凍結乾燥後，

－

2 0
0

C に て保存 した ．

H
． 型 特異的抗 ヒ トコ ラ ー ゲ ン 抗体 の 作製

精製 し た各 塾 コ ラ ー ゲ ン を 各型 に つ き 5 匹 の S D

ラ ッ ト く7 適齢，
オ スフ に免疫 し

，
抗血清 を得 た ． 初

回 感作量 お よ び追加感作 量は と も に ラ ッ ト 1 匹 あた

977

り
，

工型， 工1I 塾 お よ びV 型 コ ラ ー ゲ ン は 1 m g ，
1 V 型コ

ラ
ー ゲ ン は 25 0 J L g と した ． 血清抗体価は E u S A 法に

よ り測定 した 珂
． 各型の抗血清か ら ，

ア フ ィ ニ チ イ ク ロ

マ トグ ラフ ィ
ー

を用 い て型 特異的抗 ヒ ト コ ラ ー ゲ ン抗

体 く抗 コ ラ ー

ゲ ン抗体うを精製 した
3 7 洲

． す なわ ち， 各

塾の抗血清か ら
， 他型 コ ラ ー ゲ ン をそ れ ぞれ結合さ せ

た 活 性 化 C H －S e p h a r o s e 4 B くP h a r m a ci a F i n e

C h e m i c al s
，
C o ．

，
L t d ．

，
U p p s al a

，
S w ed e nl カ ラ ム を用

い て 交叉 反応 す る成分 を除い た後 に
， 同型 コ ラ ー ゲ ン

を結合させ た カ ラム に か け て ， そ れぞ れ の型特異的抗

体 を精製 した
． 精製した 抗コ ラ ー ゲ ン 抗体の 型特異性

は
，
表1 に 示 した条件で E LI S A 法の i n h ib iti o n t e st

3 91

に よ り検定 した ． な お
，
E L I S A 法お よ び E LI S A 法に

よるi n h ibi ti o n t e st に お い て は
，

二 次抗体 と して 10 0 0

倍 稀 釈 し た A L P 標 識 ヤ ギ 抗 ラ ッ トI g G くC a p p el

L a b o r a t o ri e s I n c ．

，
C o c h r a n v ill e ，

P A l を用 い た ．

II工． 対 象

1 1 例の 乳癌お よ び 3 例の 良性乳腺病変 く乳腺症 2

例， 線推腺腰 1 例1 を
， 組織学的な らび に免疫組織化

学的に 検索 した く表2 ン． 組織学的に は，
1 0 ％緩衝ホ ル

マ リ ン 固定後，
パ ラ フ ィ ン切片を作製 し

，
H ． E ．

，
a Z a n

，

E V G
，
A g ，

P T A H の 各染色 を施行 した ． 乳癌の 組織型

は
，
乳癌取扱 い 規約 瑚

に従っ て 分類 した ． また ， 問質の

状態に より ， 硬癌と それ 以外の 痛 く非硬癌う に大別 し



9 7 8 源

T a bl e l － E x p e ri m e n t al c o n diti o n s o f E LI S A i n hib iti o n t e s t s

1 ． C o n c e n t r a ti o n of a n tig e n c o a t e d i n w el1

1 0 p gノm l o f e a c h t y p e of c o11 a g e n

2 ． D il u ti o n o f l s t a n tib o d i e s

T y p e s I ， m ， a n d V こ X 4 0 0

T y p e N 二 X l O O

3 ． A n ti g e n u s e d f o r i n hib iti o n

6 ．2 5 t o 3 2 0 0 n gl m l o f e a c h t y p e o f c oll a g e n

P r ei n c u b at e d w ith l s t a n tib o d i e s f o r 2 4 h r a t 4 C

4 ． Dil u ti o n of A L P－1 a b el e d 2 n d a n tib o d y こ X l O O O

5 ． S u b s tr a t e f o r e n z y m e くA L PI

P a r a nit r o p h e n yl p h o s p h a t e l t a b ノm l o f di e th a n ol a m i n e

b u ff e r

1 s t a n tib o d ie s ， r a t a n ti－C Oll a g e n a n tib o di e s i 2 nd a n tib o d y ，

r a b bit a n ti － r a t I g G ニ h r
，
h o u r

T a bl e 2 ． T h e c a s e s e x a m i n e d hi st o l o gi c ally a n d i m m u n o hi st o c h e m i c ally

C a S e A g e S e x S it e H is t ol o gi c al di a g n o si s C o n diti o n of str o m a

1 6 3 F R

2 38 F R

3 45 F R

4 53 F 1

5 3 6 F L

6 3 8 F R

7 6 2 万
一

R

8 6 6 万
一

R

9 6 2 F L

l O 4 7 F R

l 1 51 万
1

L

I n v a si v e s cir r h o u s c a r ci n o m a

I n v a si v e s c ir r h o u s c a r ci n o m a

I n v a si v e l o b ul a r c a r ci n o m a

I n v a si v e l o b ul a r c a r ci n o m a

M e t a st a ti c d u c t c a r ci n o m a

I n v a si v e s olid ，t u b ul a ，r C a r Ci n o m a

I n v a siv e p a pill o t u b ul a r c a r ci n o m a

I n v a siv e t u b ul a r c a r ci n o m a

I n v a siv e s olid
－

t u b ul a r c a r ci n o m a

I n v a si v e p a pill o t u b ul a r c a r ci n o m a

I n v a si v e s olid － t u b ul a r c a r ci n o m a

S Cir r h o u s

s cir r h o u s

s ci r rh o u s

P a r ti a11y s cir r h o u s

p a r ti al 1y s ci r r h o u s

p a r ti ally s ci r r h o u s

n o n
－

S Cir r h o u s

n o n
－

S Cir r h o u s

n o n
－

S Cir r h o u s

n o n
－

S Cir r h o u s

n o n－S Cir r h o u s

R

R

L

F

F

F

2

8

4

4

3

5

2

3

4

1

1

1

M a s t o p a th y

M a s to p a th y げib r o c y s ti c di s e a s el

Fi b r o a d e n o m a くp e ri c a n al i c ul a r ty p el

F
，
f e m al e ニ R

，
ri g h t こ L ，

1 eft

た ．

N ． 免疫組織学的検索

上 記の症例よ り， 手術時あるい は 生検の 際に
， 迅速

診断の ため に 得ら れ た乳腺組織 の 一 部 を 液体 チ ッ 素

で凍結 した 乳 ク リオ ス タ ッ ト くM il e s L a b o r a t o ri e s

I n c ．
，
N a p el v ill e

，
I L l で 厚さ 3 FL m の凍結切片 を作製

し
， 間接 螢光抗 体法 に よ り 工 乳 工工I 乳 工V 型 お よび

V 型 コ ラ
ー

ゲ ン な ら び に ラ ミ ニ ン の 局 在 を検 索 し

た
38 恒 I

． 凍結切片を 10 分間 アセ トン固定し
， 冷 P B S で

10 分間，
3 回洗浄 した後

， 非特異的反応 を抑制 する た

め に
， 1 0 ％に 稀釈 した正 常ヤギ 血清 くD a k o

－i m m u n 。
．

gl o b uli n s aノs
，

D e n m a rk l あるい は正 常 ヒ ツ ジ血清

C D a k o C o r p o r a ti o n
， S a n t a B a rb a r a

，
C A l を室温で

30 分間作用さ せ た
．

ひき続 き
， 抗 コ ラ

ー

ゲ ン 抗体 ある

い は抗 ヒ トラ ミ ニ ン モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 く抗 ラ ミ ニ ン

抗凧 B e h ri n g D i a g n o sti c s
，

L a J o ll a
，

C A
，

L o t

50 7 7 2 11 を4
0

C で
一 晩反応さ せ た

． 抗I 型 ， III 型 お よ

び V 型 コ ラ ー ゲ ン 抗体 は 10 倍 に
， 抗工V 型 コ ラ ー ゲ ン抗

体 は 20 倍 に
，
抗 ラ ミ ニ ン 抗体は 100 倍 に

， それ ぞ れ稀

釈 し て 用 い た
． 次に

， 冷 P B S で 10 分間，
3 回 洗浄 し

た 後， FI T C 標 識 ヤ ギ 抗 ラ ッ トI g G 抗 体 あ る い は

F n
l

C 標 識 ヒ ツ ジ 抗 マ ウ ス 王g G 抗 体 くい ず れ も
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F i g ． 3 ． S D S －

p Ol y a c r yl a m i d e g el el e c t r o p h o r e si s p a tt e r n of ty p e I
，
m

，
I V

，
a n d V c o ll a g e n s i s ol a t e d

f r o m h u m a n pl a c e n t a ． E a c h t y p e o f c oll a g e n w a s d i s s oI v e d i n l o a d i n g b uff e r a n d a p pli e d o n 3 ％

s t a c k in g g el a n d 5 ％ r u n n i n g g el
，

W ith o r w ith o u t r e d u c ti o n － L a n e s l a n d 5
，
t y p e I c o ll a g e n i

l a n e s 2 a n d 6
，
t y p e m C Oll a g e n ニ1 a n e s 3 a n d 7

，
t y p e rv c oll a g e n ニ1 a n e s 4 a n d 8

，
ty p e V c oll a g e n －

L a n e s l t o 4 w e r e el e ct r o ph o r e s e d w ith o u t r ed u c ti o n
，

a n d l a n e s 5 t o 8 w e r e d o n e w ith r e d u c ti o n b y

O
．
1 M di th i b th r eit ol ． A r r o w s i n d i c a t e th e el e c t r o p h o r e ti c p o siti o n s o f a c h ai n s of c o11 a g e n ty p e s －

C a p p el L a b o r a t o r i e s I n c ．
，
C o ch r a n v ill e

，
P A l を ，

P B S で それ ぞ れ 10 倍お よび 20 倍 に 稀釈 し て
，
室温で

1 時間反 応させ た ． 冷 P B S で 10 分 間， 3 回 洗浄 した

後， 9 0 ％グリセ リ ン で 封入 し
， 蛍光顕微鏡 く01 y m p u s

，

m o d el A H 2 － F U に よ り型 別コ ラ
ー

ゲ ン お よ び ラ ミ ニ

ン の 局在 を観察 した ．

な お
，

対照 と して
，

抗コ ラ
ー

ゲ ン 抗体お よび 抗ラ ミ

ニ ン抗体 の か わ り に
，
正 常ラ ッ ト工g G お よ び正 常 マ ウ

ス I g G くい ず れ も C a p p el L a b o r a t o ri e s I n c ．
，

C o ch r a n v ill e
，
P A l をそ れぞ れ反応 させ た ． また， 正

常乳腺組織は 症例 6
，

1 0 お よ び 1 1 の 非病 変部よ り採

取 し
，乳癌ある い は良性乳腺病変 の 対照と して用 い た ．

成 績

工 ． 型 別 コ ラ
ー

ゲ ン の 性状

ヒ ト胎盤か ら単離， 精 製 さ れ た 各型 コ ラ
ー

ゲ ン の

S D S － P A G E の パ タ
ー ン を図 3 に 示 した ． 各塾 コ ラ ー

ゲ ン 分子 の 庇 鎖に 注目し てみ る と
，
工型 コ ラ

ー

ゲ ン は

ぽ1 くり お よ び ぽ2 くH 鎖 か ら，
工工工型 コ ラ ー ゲ ン は

ぼ1 く工11う鎖の み か ら
，
王V 型 コ ラ

ー

ゲ ン は ば1 く汀1 お よ

び g 2 く工マフ 鎖 か ら
，

V 型 コ ラ
ー

ゲ ン は 丑 1 くV う，
ぽ2

くV う お よ び ぽ3 くV う 鎖 か ら そ れ ぞ れ 構成 さ れ て お

り，
こ の 結果 は従来の 報告1 引 421

に
一 致 してい た ．

工V 塾コ

ラ ー ゲ ン はそ の 分子 内に べ プ シ ン感受性部分が存 在す

るた め， 電気泳動上 で は
，

仔1 肌り 鎖お よ び ぽ 2 く汀う

鎖以 外 に 種々 の 分子 量 の ぼ 鎖の 断片が 認め ら れ た
．

D E A E ． セ ル ロ
ー ス ク ロ マ ト グラ フ ィ

ー

に より 精 製 し

た各型 コ ラ ー ゲ ン を細菌性コ ラゲナ
ー

ゼで 消化後，
S D S －

P A G E で 解析 した 結果，
い ずれ の 塾の コ ラ

ー

ゲ ン画分

に お い て も ，
S D S ．P A G E で認 めら れ たす べ て の バ ン
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Fi g －
4

． S D S － P A G E p a tt e rn O f p u rifi e d t y p e V

C Oll a g e n w ith o r w ith o u t b a c t e ri al c oll a g e n a s e

dig e sti o n ． L a n e s l a n d 2
，

t y p e V c oll a g e n

wi th o u t c oll a g e n a s e di g e sti o n ニ 1 a n e s 3 a n d 4
，

t y p e V c o 11 a g e n a ft e r c o11 a g e n a s e d i g e s ti o n ．

L a n e s l a n d 3 w e r e el e c t r o ph r e s ed u n d e r

n o n r e d u c e d c o n d iti o n
，

a n d l a n e s 2 a n d 4 w e r e

d o n e u n d e r r ed u c e d c o n diti o n ． A r r o w s sh o w th e

el e c tr o ph o r e ti c p o si ti o n o f e a c h a c h a i n o f t y p e

V c oll a g e n
，

a n d a r r o w h e a d s in d i c a t e th a t o f

b a c t e ri al c o ll a g e n a s e d e ri v e d fr o m C h l o s tri di u m

あ払わ如才甜 肌 ．

ドが 消失 した
．

その 1 例と して 図4 に
，

V 型コ ラ ー ゲ

ン に 関 し て ， 細 菌性 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 消 化前後 の S D S －

P A G E の パ タ ー ン を示 した ．

H ． 抗コ ラ ー

ゲ ン 抗体の 型特異性

ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー

に よ り精製 した抗

コ ラ ー ゲ ン抗体 に対す る
，
E L IS A 法に よ るi n hib i ti o n

t e s t の 結果 を図5 に 示 した ． そ れ ぞれ の 型別抗 コ ラ ー

ゲ ン 抗体の反 応は 同型コ ラ ー ゲ ン に よ り選択的に 抑制

され
， 他型 の コ ラ ー

ゲ ン で は 10 00 n gノm l 以 上 の 濃度

の も の を作用させ て も抑制され な か っ た ． こ の結果よ

り ， 精製 した抗 コ ラ
ー

ゲ ン抗体の型特異性が確認 され

たこ

m ． 乳癌 お よび 良性乳腺病変の 病理 組織健

今 回 検 索 し た11 例 の 乳 癌な ら び に 3 例の良性乳腺

病変の病 理組織学的診 断を表2 に 示 した
． 乳癌 はそ の

間質の状態 に よ り， 硬癌 とそ れ以 外の 痛 く非硬癌ユ に

大別 した ． 硬癌の 組織像 を呈 す るも の は 11 例の う ち
，

浸潤性硬癌 2 例と浸潤性小葉癌 1 例で あっ た ． 非硬痛

8 例 のう ち
，

3 例 く症例4 ， 5 お よ び 6 1 が 部分的に

硬癌の 像 を示 して い た ． 硬癌 で は密な線推性結合組織

の増生が 著明で， 腺管周囲，
血管周囲お よび線維性結

合組織内 に 弾性線碓の増 生を伴 っ て い た
． 結合組織線

推 間に は紡錐形 の 線推芽細胞横紙胞が散在 して い た ．

良 性乳 腺 病 変 の 内訳 は， 線 推 腺腫 1 例 と 乳 腺 症

くfib r o c y s ti c d i s e a s e1 2 例で
， 問質の線推化は認 め ら

れ たが
， 弾性線維 の増生 は認 め られ な い か ある い は軽

度 で あ っ た
．

I V
． 型 別コ ラ

ー

ゲ ン お よ ぴ ラ ミ ニ ン の 局在

1 ． 正 常乳腺お よび良性乳腺病変

正 常の 乳腺 く図 6 aうに おい て は
，

工塾お よ びH工型 コ

ラ ー ゲ ン は小葉間な ら び に乳管周 囲の 線推性結合組織

に 沿 っ て
，

び まん 性に 分布 して い た ． 工型 お よ びm 型

コ ラ
ー

ゲ ン の 反応 は小葉内の 粗な問質に も認 め られ た

が， 小葉間の 反応 に比 べ て染色性 は 弱 か っ た く図6b
，

C，． I 型 お よび 凹 型コ ラ
ー

ゲ ン の 分布 に は差は 認め ら

れ な か っ たが
，

H王型 コ ラ ー ゲ ン は 工塾 コ ラ
ー

ゲ ン よ り

も や や繊細 に染色 され た ． 工V 型コ ラ ー ゲン と ラミ ニ ン

は腺房
，
乳管， 血 管， 脂肪組織 な どの基底膜領域 に 沿 っ

て線状 に 分布 し
，

それ 以外 の 問質 に は反応 しな か っ た

く図6d
，
fう． V 型コ ラ

ー

ゲ ン は小葉内の 粗な 問質に わ ず

か に 染 ま っ た が
，

それ 以外の 問質お よ び基底膜領域 に

は染色さ れ な か っ た く図6 eう．

線推腺腫お よび 乳腺症 Cfi b r o c y sti c d i s e a s el に お

け る型 別 コ ラ
ー

ゲ ン と ラ ミ ニ ン の 分布 は
，
基本 的に は

，

正 常乳腺組織 に お ける 分布 と同様 で あ っ た ． す なわ ち
，

1 型お よ び 凹型 コ ラ ー

ゲ ン は問質の 線維性組織 に 分布

し
， 工V 型 コ ラ

ー

ゲ ン と ラ ミ ニ ン は基底膜領域 に 局在 し

てい た
．

V 塾 コ ラ
ー

ゲ ン は
一

部の腺管の 周囲に わ ずか

に 染色さ れ るの み で あ っ た ．

2 ． 乳癌 く硬癌
， 非硬癌う

硬痛 く図7 aI に お い ては
，

I 型 お よ びIII 型 コ ラ ー

ゲ

ン は 問質 の太 い 結合組織線推 に 沿 っ て 分布 し
，

m 型 コ

ラ ー ゲ ン は ト型 コ ラ
ー

ゲ ン に 比べ て 繊細 に 染色 され た

く図7 b
，

Cl ．
汀型 コ ラ ー

ゲ ン とラ ミ ニ ン は 癌細胞周囲

に 不連続線状 に 分布 し
，

ま た
， 問質 の 太い 線推 の 辺緑

に 沿 っ て
， 癌細胞の 有無 に か か わ らず線状 に 分布 して

い るの が認 め られ た く図7d ， fl ． V 型 コ ラ
ー

ゲ ン は問

質の 線推 に 沿 っ て 陽性 を示 し
， 特 に 線推の辺 繚 に 強く

染色さ れ た く図 7 eう．

非硬痛 く図8 aうで は
，

工型 お よ びm 型 コ ラ
ー

ゲ ン は
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F i g ． 5 ． E L IS A i n h ibiti o n t e st s o f th e an tib o d i e s t o t y p e I くAl ，
t y p e III くBl ，

t y p e I V tCl a n d

t y p e V t DI c oll a g e n s ． T h e e x p e ri m e n t al c o n d iti o n w a s r ef e r e d t o t a bl e l ．
T h e v e rti c al

a x i s sh o w s ％ o p ti m a l d e rl Sit y c o m p a r e d w i th th a t o f n o ni n hi bi t ed c o n d iti o n
，

a n d th e

t r a n s v e r s e o n e sh o w s th e c o n c e n t r a ti o n o f c oll a g e n くa n ti g e nl u s ed f o r i n hib iti o n ． O p e n

ci r cl e ， Cl o s ed ci r cl e
，
O p e n S q u a r e a n d cl o s ed s q u a r e r e p r e s e n t i n h ibi ti o n b y t y p e I

，
t y p e III

，

t y p e I V a n d ty p e V c oll a g e n
，

r e S p e C ti v el y ．

問質結合組織 に び ま ん性に 分布 して い た く図8b
，

Cl ．

V 型 コ ラ ー ゲ ン も 同様 に 問質 に分布 し て い た が く図

8el ，
その 染色性は

，
工型 コ ラ

ー

ゲ ンお よび工王I型 コ ラ
ー

ゲ ン の 反応や硬癌に お ける V 型 コ ラ ー ゲ ン の 反応 に比

べ て
，

き わ め て 微弱で あ っ た
．

浸潤性 小葉癌で 硬癌の

像を示 さ ない 部分 で は， 工型，
m 型 お よ び V 型 コ ラ ー

ゲ ン は癌細胞巣 を不規則 に細 分化す る よう に 分布 して

い た
． 非硬癌で は， 工V 型 コ ラ

ー

ゲ ン と ラ ミ ニ ン は癌細

胞巣の 辺 緑に 沿 っ て ほ ぼ線状に 分 布 して い たが
，

と こ

ろ ど こ ろ で 連続 性が 途切 れ て い る こ と が あ っ た く図

8d
，
fう． 非硬癌の 場合 に は硬癌と異な り， 病巣周 囲以外

の 線推束 間に は明 ら か な 陽性所見 は 認 め られ な か っ

た ． 非硬癌 に 分類 され た もの の 中で も，

一 部で 硬癌の

組織像 を呈 する と こ ろが み られ
， その よう な部位 に お

け る型別 コ ラ
ー

ゲ ン と ラ ミ ニ ン の 分布 は硬癌に お ける

分布 と同様で あ っ た ．

検索 した症例 に お い て
， 癌細胞を含 め た上 皮細胞は

，

抗コ ラ
ー

ゲ ン抗体あ る い は抗 ラ ミ ニ ン抗体の い ずれ に

よ っ て も染色 され な か っ た ．

な お
， 対照 と して

，
抗 コ ラ

ー

ゲ ン抗体 ある い は抗ラ

ミ ニ ン 抗体の か わ り に ， それ ぞれ 正 常ラ ッ ト工g G ある

い は正 常 マ ウ ス I g G を反応 させ たが
，

い ずれ も明 らか

98 1

な陽性所見は認 め られ なか っ た
．

考 察

工 ． 型特異的抗 コ ラ ー ゲ ン抗体作製上 の 問題 点

コ ラ
ー

ゲ ン 分子 は
，
基本的に は，

．此 鎖と呼 ばれ る ポ

リ ペ プチ ド鎖 3 本の 3 重らせ ん構造 くヘ リ ッ ク スう に

よ り構成され てい る ． そ の 庇 鎖の
一 次構造の 違 い に 基

い て ， 現在ま で に
， 遺伝的に 異な る少な くと も 11 種類

の 分子種 く工塾 旬 X 型 お よ び K 当削 が存在す る こ とが

知 られ て い る
1 5 ト 2 2I

．
こ の う ち ， I 型

へ

V 型 コ ラ
ー

ゲ ン

に 関 して はそ の 生化学的性質， 機能およ び組織分布が

か なり解明 さ れ てき て い る
瑚 2 2 ト 241 4 11

工型 ，
工I 型 お よ び凹型 コ ラ ー ゲ ン は総称 して 問質型

コ ラ
ー

ゲ ン くi n t e r sti ti al c oll a g e n l と呼ばれ
，

I 型 お

よ び1工1 型 コ ラ
ー

ゲ ン はと も に 問質の 結合組織に 広く分

布し
，

工工塾 コ ラ
ー

ゲ ン は軟骨基質 と眼の 硝子 体に 局 在

し て い る
2 2I2 4I4 り

． 工 塾 コ ラ
ー ゲ ン は ば1 くり お よ び

ぽ 2 くエフ 鎖か ら
，
1工型 コ ラ ー ゲ ン は 戊1 く1り 鎖の み か

ら
，
I王1 塾 コ ラ

ー

ゲ ン は 庇1 くEIl 鎖の み から それ ぞ れ構

成さ れ て い る ．
I V 型 コ ラ ー ゲ ン は別名基底膜 コ ラ ー ゲ

ン と 呼ば れ
，

その 局在は基底膜 に 限られ てい る
2 2 榊 I 411

工V 型 コ ラ
ー

ゲ ン 分子 は ぽ1 く工マフ お よ び 丑2 く工Vl 鎖 か
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Fi g ． 6 ． U n a ff e c t ed b r e a st ti s s u e ． H i st ol o gi c al r e p r e s e n t a ti o n くal a n d i m m u n o fl u o r e s c e n c e

St ai n i n g p a tt e rn S O f t y p e I c oll a g e n くbl ，
ty p e III c o ll a g e n くCI，

t y p e I V c oll a g e n くdl ，
t y p e V

C Oll a g e n くel ，
a n d l a mi n i n くfl ． くaン，

H ． E ．
，

X 25 ニくbl t o くfl ，
X 50

．

ら構成さ れて い る
．
通常，

コ ラ ー ゲ ン 分子 の ヘ リ ッ ク

ス 部分 は ペ プ シ ン に 対 し て低抗性 を示 す が
，
工V 型 コ

ラ
ー

ゲ ン に は分子 の 3 本鎖 ヘ リ ッ ク ス お よ び その 末端

部分 に
，

ペ プ シ ン に感受性 を示 す 非 ヘ リ ッ ク ス 部分が

存在 して い る
．

この ため ，
ペ プ シ ン消化に よ り得ら れ

た工V 型 コ ラ
ー

ゲ ン に は
，

庇 1 m り お よび 此 2 くIVう 鎖以

外 に
，

ペ プ シ ン消化の 程度 に 応 じて 種々 の 分子 量 の 庇

鎖 の 断片が 認め られ る
43I

． V 型 コ ラ
ー

ゲ ン は ぼ1 くV う
，

ぽ 2 くVう お よび 此3 くV l 鎖か ら構成さ れて い る
． 以 前

は
，

V 型コ ラ ー ゲ ン は基底膜 に 局在 して い る と報告さ

れ た が
瑚

，
現 在は

， 問質
4 5 刷

あ るい は問質と基 底膜と の

間に 介在 して い る こ とが 示 され て い る
471

．

型特異的抗 コ ラ
ー

ゲ ン抗体 を作製 す るた め に は， 抗

原と して 用 い る型 別コ ラ
ー

ゲ ン の 純化， 精製 が重 要で

あ る
． 今回 ，

ヒ ト胎盤か ら単離， 精製 して 得ら れた 型

別 コ ラ ー

ゲ ン は
，

その S D S－P A G E の パ タ ー ン か ら 示

さ れ る よう に
， 少 な くと も電気泳動上 で は

，
そ れぞ れ

の 型 の コ ラ
ー

ゲ ン画分 に は他型 コ ラ ー ゲ ン の 混 在は な

い も の と考 えら れ た く図3 う．
ま た

，
ペ プ シ ン消化を受

け て い るた め
，

I 型，
1Il 型 お よ び V 型 コ ラ

ー

ゲ ン は

い ずれ も主 に ヘ リ ッ ク ス部分が 抽出され て い る こ と に

な る
．
工V 型 コ ラ ー ゲ ン の 画分 に は， 此 1く工Vうお よ び 戊2

く工YJ 鎖が そ の 断片とと も に 認 めら れ ，
．ぼ 鎖の ヘ リ ッ ク

ス 部分の 途中に 介在す る非 ヘ リ ッ ク ス 部分が比 較的よ

く保 たれ て い る もの と 考え られ る ．
この こ と か ら， I

型
，

m 型 お よ び V 型 コ ラ
ー

ゲ ン に 対 する 抗体 は主 と し

て ヘ リ ッ ク ス 部分 に対 す る抗体で あ り
，

一 方
，
工V 塾 コ

ラ ー ゲ ン に 対す る抗体 は ヘ リ ッ ク ス 部分に 加 え て非 へ
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F i g ． 7 ． S ci r r h o u s c a r ci n o m a o f th e b r e a s t ． H i st ol o gi c al r e p r e s e n t a ti o n くaJ a n d i m m u n o －

fl u o r e s c e n c e st a i ni n g p a tt e r n s o f ty p e I c oll a g e n くbl ，
t y p e lII c o ll a g e n くcl，

t y p e I V c o ll a g e n

くdl ，
t y p e

．
V c oll a g e n くel ，

a n d l a mi ni n 軋 くal ，
H ． E ．

，
X 40 ニくbl t o 用，

X l O O ．

リ ッ ク ス 部分も認識 して い る こ とが 強く 示唆さ れ る ．

未変性 コ ラ
ー

ゲ ン 分子 の 抗原決定基 は
，

ヘ リ ッ ク ス 部

分 と そ の C お よび N 側両末端の 非 ヘ リ ッ ク ス 部分 と

に 大 別さ れ
， 抗原性 は非 ヘ リ ッ ク ス 部分の 方が高い と

さ れ て い る
3 7 ほ 61

． 今回 ，I Y 塾 コ ラ ー ゲ ン に 対す る抗体作

製に あ た っ て
， 他型 コ ラ ー ゲ ン に 比 べ て よ り 少量 の 感

作 量 で す み
， 他 塾 と 同等 あ る い は そ れ 以 上 の tit e r

を示 す抗体が得 られ た の は こ の た め で あ る
．

抗 コ ラ ー ゲ ン抗体 を作製す る に あた っ て ， 本研究で

は次の 2 点 に 最も注意 を払 っ た ． 第 一 に
， 各型 コ ラ ー

ゲ ン は ， 基 本的 に は ぼ 鎖の 3 本鎖 ヘ リ ッ ク ス か ら な

り，
その ア ミ ノ酸組成が極 めて 類似 して い るた め

， 動

物 に 免疫し て得 られ た抗血 清 に は
， 各型 コ ラ ー ゲ ン と

の 間 に し ば し ば 交叉 反応 が み ら れ る と い う こ と で あ

る 抑 5 61
． 第 二 に

， 抗原に コ ラ
ー

ゲ ン以 外の蛋 白質 が混 入

して い た場合， 同時に 非 コ ラ ー ゲ ン 蛋白質に 対 する抗

体が で きて しま い
， 抗 コ ラ ー ゲ ン 抗体 を精製す る際に

，

これ ら の 成分を 除く こ とが 非常 に 困難に なる と い う 問

題で あ る
．

第
一

の 問題点を解決 す るた め に
，
本研究 で は ア フ ィ

ニ チイ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー に よ り抗血 清か ら型特異的

抗体 を精製 す る方法 を用 い た
．

すな わち
， 各型 コ ラ ー

ゲ ン に 対す る抗血 清を
，
他型 コ ラ

ー

ゲ ン を結合させ た

C H －S e p h a r o s e 4 B カ ラム に 通 して交叉 反応 す る成分

を除き
，
E L工S A 法に より交叉 反応が ない こ と を確認 し

た後
，

同型 コ ラ
ー

ゲ ン を結合さ せた カラ ム に 吸着させ
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Fi g ． 8 ． S olid －t u b u l a r c a ri c n o m a o f th e b r e a s t ． H i s t ol o gi c al r e p r e s e n t a ti o n くal a n d
i m m u n ofl u o r e s c e n c e s t a i ni n g p a tt e m s o f t y p e I c o ll a g e n くbJ ，

t y p e III c oll a g e n くcJ ，
ty p e I V

C O ll a g e n くdl ，
ty p e V c oll a g e n くel ，

a n d l a mi n i n 酢 くaJ ，
H ． E ．

，
X 2 5 ニくbl t o くeI ，

X 5 0 H fJ ，

10 0 ．

て ， それ ぞれ の 型 特異的抗体 を 精製 し た
．

さ ら に
，

E LI S A 法 を用 い たi n h ibiti o n t e st を行 な い 型 特異性

を確認 し た ． E L I S A 法 の i n h ib iti o n t e s t を行 っ た 際

に
， 抗王室乳 用 型お よ びV 型 コ ラ ー

ゲ ン 抗体は 4 00 倍

に 稀釈し， 抗王V 型 コ ラ ー ゲ ン 抗体 は 100 倍 に 稀釈 して

用 い た が
，

い ずれ も交叉 反応 は み られ な か っ た ． し た

が っ て
， 蛍光抗体法 に お い て も ， 各型 コ ラ ー ゲ ン の 間

の 交叉反 応は無視でき る と考え られ た ．

次 に 問題 と な っ た 非 コ ラ ー ゲ ン 蛋 白 は D E A E
．

セ

ル ロ
ー

ス ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

に よ り除去して
， 型 別 コ

ラ ー

ゲ ン画分 を精製 した
34j

．
この コ ラ

ー

ゲ ン を非特異

的 プロ テ ア
ー ゼ活性の ない 細菌性 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 3 51 で 消

化後
，
S D S －P A G E で分析 した結果

，
コ ラ ゲ ナ ー ゼ 消

化前 に 認 め ら れ た す べ て の バ ン ドが 消失 した ． し た

が っ て
， 精製し た抗 コ ラ

ー

ゲ ン 抗体 は コ ラ ー ゲ ン 以 外

の 組織成分に は交叉 反応 し な い と考 え られ た ．

工工
． 乳癌 に お け る 型別 コ ラ ー ゲ ン お よ ぴ ラ ミ ニ ン の

局在

一 般に
， 硬癌問質の 成分は コ ラ ー ゲ ンが 主 体で3 ト 7フ

こ れ に エ ラ ス テ ン
51 欄 － 5 3

や 他の 糖蛋質が さ ま ざ ま な程

度 に 混 っ て い る も の で あ る
． 硬癌問質の 成因 に つ い て

は
， 既存 の 問質の 虚脱 に よ る とす る 説

3
や

， 癌細胞自身

が 過 剰の 問質成 分 を産生 す る と い う 説4 料
が こ れ ま で

提唱さ れ て き た ． 近年
，

B a r s k y ら
71 は

， 抗 コ ラ ー

ゲ ン

抗体を用 い て 乳癌 問質 を免疫組織化学的 に 検索 し
， 硬

癌問質 の 主 成分は 工型 コ ラ ー ゲ ン で あ り ， さ ら に V 塾
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コ ラ ー ゲ ンが 増加 す る こ とが 硬癌 の 特徴 で あ る こ と を

指摘 した ．
Y a m a m o t o ら

1 0
や N a g ai ら

1 りは
， 乳腺硬癌

と同様の 組織像 を呈 する 胃硬 癌 の 問質 を抗 コ ラ
ー ゲ

ン抗体 を用し 1 て同様 に 検索 し， 硬癌 問質 は主 に 工型 お

よ び1王I 型 コ ラ ー ゲ ン か ら構成さ れ て い る こ と を 示 し

た ．
ま た

， 著明 な問質の 増生 を伴う 肺の疲痕癌に お い

て も
，

ト型お よ び工工I 型 コ ラ ー ゲ ン の 他に V 型 コ ラ
ー

ゲ

ン が 出現 する と報告さ れ て い る
8 刑

．
い ず れ の 報告に お

い て も ， 癌細胞 に は 工型
，
11I 型 あ る い はV 型 コ ラ ー ゲ

ン は証明され て い な い の で
， 癌細胞が 過剰の コ ラ

ー

ゲ

ン を産生 す ると い う説 は否定的で あ る ． 硬癌問質の 成

因に 関す る培養系を用 い た研究で は ， 癌細胞に よ る順

化培地 くc o n d iti o n e d m ed i u m l が 練 椎 芽細 胞の 増 殖

と コ ラ ー ゲ ン や エ ラ ス テ ン な どの 問質成分の 合成 を促

進す る と い う こ とが 示 され て い る
1 1 ト 川

．
この よ う な こ

と か ら
，

硬癌問質の 成因は
， 問質細胞 く線維芽細胞う

が癌細胞 か ら何ら か の 刺激 を受 け
，

その 結果 と して過

剰の コ ラ
ー

ゲ ン や エ ラス チ ン を産 生 する よう に な る こ

とで あ ろう と推定され て い る
．

今 臥 抗コ ラ ー ゲ ン 抗体 と抗ラ ミ ニ ン 抗体 を用 い て

螢光抗体法に よ り そ の 局在を調べ た 結果，
正 常乳腺組

織 で は，
工型 お よ び1Il塾 コ ラ

ー

ゲ ン は小葉間の 線推性

結合組織 に び ま ん性に 分布 し， 1 V 型 コ ラ ー ゲ ン は ラ ミ

ニ ン
5 51

と とも に 基底膜 に局在 して い た
．

V 型 コ ラ
ー

ゲ

ン は小葉内の 粗 な問質に わずか に 認 めら れ た ． 乳腺症

や 線維腺腫 に お け る型 別コ ラ
ー

ゲ ン とラ ミ ニ ン の 分布

は
，

基本的 に は ， 正 常乳腺 に お け る分布と ほ ぼ同様 で

あ っ た ．
正 常乳腺 お よび 良性乳腺病変で は ， 生 化学的

に も 免疫組織化学的に も V 塾 コ ラ ー ゲ ン は ごくわ ずか

しか 認 め られ ない こ と が報 告され て お り
71

， 今回 の 成

績 も それ に
一

致す る も の で あ っ た ．

乳癌 1 1 例を同様 に検索 した結果，
正 常乳腺や 良性乳

腺病変 に 比 較し て い く つ か の 特徴が み ら れた ． ま ず第

一 に
，
工V 塾 コ ラ

ー

ゲ ン と ラ ミ ニ ン は癌細胞巣辺 緑の 基

底膜に 相当す る部 分に 沿 っ て線状 に 分布 して い た が
，

痛が 問質に 浸 潤 して い る よう な と こ ろ で はそ の 連続性

が途切れ て い た こ と で ある ．
こ の よ う な基底膜の 断裂

は これ まで に も 報告され て お り
5 7 ト 抑

，
癌細胞 が分泌す

る酵素 に よ っ て 基底膜が 分解さ れ る た め と考え られ て

い る
6 り 一 叫

第二 の 特徴 は V 型 コ ラ ー ゲ ン の 分布で あ る ． V 型 コ

ラ ー ゲ ン は正 常乳腺組織や 良性乳腺病変 に は ごく わず

か し か認 め ら れ な い の に 対し て
， 乳癌の 場合， 特 に 硬

癌 で は か な り び まん 性に 出現 す る こ と で あ る ． ま た ，

硬癌の 問質の 中で も太 い 線維の 辺 緑 に よ り強い 染色性

を示 して い た ．
こ の よ う な硬癌 に お ける V 塾 コ ラ

ー

ゲ

ン の 増量 は B a r s k y ら
7
恨 よ っ て， ま た ， 肺 の 疲痕癌

8 柳

に お い て も 報告 さ れ て い る 所で あ る ．

一 方
，

動脈硬

化
6 SI 抑

， 肥大性癖痕
671

， 熱傷肉芽組織6 81 細
， 肺線推症

7 01

な どの 悪 性腫 瘍以 外に 線推化 をき たす 病変部に お い て

も， V 型 コ ラ ー ゲ ン が増加す る こ とが 知ら れて い る ．

V 型 コ ラ ー ゲ ン は ダガ びZ わり で 周期性をも っ た細線維 を

形成 し， か つ
， 1 型 コ ラ ー ゲ ン の 共存下で ト型コ ラ

ー

ゲ ン と の 間 に h y b rid fib ril を形成す る こ とが 証明 さ

れ て い る
71 閥

．
した が っ て

，
V 型 コ ラ ー ゲ ン は 悪 性腫

瘍，特 に 硬癌 の 問質に 特異的 に 出現す るも の で は なく
，

進行性の 線維化の 過程 に 深 く関与する コ ラ
ー

ゲ ン で あ

る こ とが 示 唆され る ．

第三 の 特徴は， 硬癌 に お い てIV 型 コ ラ ー ゲ ン と ラ ミ

ニ ン が，

一 部癌細胞と は無関係 に 太い 線推 の 辺 緑 に

沿 っ て線 状あ る い は小斑 状 に 局在 し て い た こ と で あ

る ． この よ う な基底膜成分の 異常分布は
，
既に N a g a i

ら
1 11が 胃の 硬癌 に お い て観察 し硬癌の 特徴の

一 つ で あ

ろう と 主張 し てい る所見で ある が
，

そ の異常分布の 解

釈は難か し い
．

こ の 異常分布 を示 す基 底膜成分 の 由来

と して ま ず考 えら れる の は
，

浸潤 の速 い 癌細胞 に よ っ

て 形 成さ れ た基底膜が 癌細胞の 遁走に よ りと り残さ れ

た も の で ある と い う可能性で ある
． 次に

，
こ れ は線維

化に 先立 っ て 新生 す る とさ れ る毛細血管の 基底膜の 遺

残 で あ る の か も しれ な い
． しか し

，
こ れ らと は別 の 考

え と して
，

こ の 異常基底膜成分は
，
硬癌の問質に しば

しば出現す ると い われ る筋線維芽細胞の 基底膜様構造

を表わ して い る の かも しれ な い
．
I V 型 コ ラ

ー

ゲ ン と ラ

ミ ニ ン が 主 に 問質の 太 い 線維の辺 繚に 沿 っ て 局在 して

い た と い う今 回の 所見か ら考 える と
，

こ の 異常な 基底

膜成分 は硬癌 問質の 筋線維芽細胞 に 由来す る とい う こ

とが最 も妥当の よう に 思 わ れ るが ， 免疫電頗的手技に

よる証明 を待たね ば な らな い だ ろう
．

硬癌問質の 形成機序に つ い て は
，既 に 述べ た よ う に

，

癌細胞と 問質お よ び問質細胞と の 相互 作用 の 結果で あ

る とい う見 方が 強い
6 ト 1 り

． 今回の 螢光抗体法 に よ る染

色の 結果 ，
コ ラ ー ゲ ン や ラ ミ ニ ン は癌細胞に は染ま ら

な か っ た
． 乳癌の 問質 に は 1 型 お よ び1牲型 コ ラ ー ゲ ン

に加 え てV 塾 コ ラ ー ゲ ン が染色さ れ
， 特に 硬癌 の 問質

に よ り著明 な 染色性を示 した
．

ま た
，

V 型 コ ラ
ー

ゲ ン

は硬癌 問質の 太い 線推 の 辺 緑に 局在 して い た
．

以上 の

所見 は， 硬 癌問質 が常在 す る 問質細胞の 過剰反 応 に

よ っ て 形成さ れ た もの で ある と い う考 えを支持し てい

る ．

一 方
，

基 底膜の 主 要成分で あるIV 型 コ ラ ー ゲ ン と

ラ ミ ニ ンが 硬癌問質の 太 い 線推 の 辺緑 に線状 に 局在 し

て い た
． 硬癌の 問質 に 多い とさ れる筋線推芽細胞は

，

電顕的 に は平滑筋細胞と線維芽細胞の 両者 の 特徴を あ

わ せ も っ た細胞で
， 細胞周囲 に基底膜様構造 を備 えて

い る
6 珊 瑚

． V 型 コ ラ
ー

ゲ ン は わ7 め 0 で は平滑筋細胞



98 6

の 周囲に 分布 し， 培養平滑筋細胞が 1 型，
工I工型 コ ラ ー

ゲ ン の他に V 型 コ ラ ー ゲ ン を産生す る こと が 示 され て

い る
1 5I 2 別

ので
，
筋線維芽細胞 も ある 条件 下 で は V 型 コ

ラ ー ゲ ン を過剰に 産生し得る もの と思わ れ る ． 以 上 の

こ と か ら
，

硬癌の問質は， 癌細胞と問質の 線推芽細胞

お よ び筋線緯芽細胞との 間の相互作用の 結果， 問質細

胞 に よ っ て主 に形成され た もの と 考え られ る ．

結 論

正 常乳腺組織， 良性乳腺病変お よ び乳癌の 問質に お

ける 墾別 コ ラ
ー

ゲ ン く王塑 ， m 塾
，

工V 塾 お よび V 型う

な らび に ラ ミ ニ ン の 分布を， 型特異的抗 コ ラ ー

ゲ ン抗

体 と抗ラ ミ ニ ン 抗体 を用 い て螢光抗体 法 に よ り観察

し， 硬癌の 問質の 成因を検討 した ．

1 ．
ヒ ト胎盤 から ペ プシ ン 消化 に て コ ラ ー ゲ ン を抽

出 し， 塩析法 に よ り工 型， H工型，
工V 塾 お よび V 型 コ ラ

ー

ゲ ン を単離 した ．
つ い で

， D E A E － セ ル ロ
ー ス クロ マ ト

グラ フ ィ
ー に よ り精製 した

． 各塾 コ ラ ー ゲ ン の純度 は

S DS ． P A G E と細菌性 コ ラゲ ナ
ー

ゼ 消化 試験 を併用 し

て確認 した
．

2 ． 型別 コ ラ
ー

ゲ ン を S D ラ ッ トに 免疫 して得 られ

た抗血清か ら ， ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

で型

特異的抗 コ ラ ー ゲ ン抗体を精製 した
． 各抗体 の塾特異

性 は E LI S A 法のi n hib iti o n t e st によ り検定 した ．

3 ． 正 常乳腺組織で は
，

工型お よびII工型コ ラ ー ゲ ン

は主 に小葉間の 問質に 分布 し， 王V 型 コ ラ
ー

ゲ ン と ラ ミ

ニ ン は基底膜領域 に 限局して線状 に 局在 して い た ． V

型 コ ラ
ー

ゲ ン は小葉内の粗な 結合組織に わ ずか に 認 め

られ る のみ であ っ た
． 乳腺症お よ び線維腺脛 に お け る

塾別 コ ラ
ー

ゲ ン と ラ ミ ニ ン の 分布 も
，
基本的 に は 同様

であ っ た
．

4 ． 乳癌 で は
，

工型およ び凹 型 コ ラ ー ゲ ン は癌細胞

巣周 囲の問質 に 分布 して い た ． rV 型 コ ラ
ー

ゲ ン と ラ ミ

ニ ン は癌細胞巣の基底膜 に相 当す る部分 に ほぼ線状 に

存在す るが，

一

部で その連続性が 途切 れ て い た
．

一

九

硬痛の 問質では
，

こ れ らの基底膜成分は太い 線推の 辺

繚 に沿 っ て局在 し
，
癌細胞巣 と は無関係 で あ っ た

．
V

型 コ ラ ー ゲン は問質 に びま ん性 に 分布 し
，

その染色性

は非硬癌に 比 べ て硬癌 に よ り著明で あ っ た ． ま た ， 問

質の太 い 線維の辺緑の 方が 強い 染色性 を示 した ．

5 ． 検索 した 全例 に おい て， 抗 コ ラ
ー

ゲ ン抗体 も抗

ラ ミ ニ ン 抗体も癌細胞 を含め た上 皮細胞 に は反応 しな

か っ た
．

以上 の所見か ら， 乳腺硬痛 の成因は主 と して 問質の

反応性増殖 に よ る もの で ， 工塾 お よび m 型 コ ラ ー ゲ ン

に 加 えて V 型 コ ラ ー ゲ ンが 密な線推性 問質の 形成 に 深

く関与 して い る こ とが 示唆さ れ た
．
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o n th e s ci r r h o u s c a r ci n o m a o f h u m a n s t o m a ch ．

A n n ． N ． Y ． A c a d ． S ci ．
，
4 6 0

，
32 1 ． 3 3 2 く19 8封．

1 2I Y l o d a Y S k y ，
1 ．

，
L ni

，
G ． M ． 鹿 G o s p o d a r o w i c ヱ

，

D ． こ M o r p h o l o g l C a l a p p e a r a n c e
， g r O W th b e h a v i o r

a n d m l g r a t O r y a C ti vit y o f h u m a n t u m o r c ell s

m ai n t ai n e d o n e x t r a c ell u l a r m a t ri x v e r s u s pl a s ti c ．

C ell
，
1 9

，
6 0 7 ． 61 6 く19 8 01 ．

131 K a o
，
R ． T ．

，
H all

，
J ．

，
E n g el

，
L ． 鹿 S t e r n

，
R ． こ

T h e m a tri x o f h u m a n b r e a st t u m o r c ell s i s

m it o g e n i c f o r fib r o b l a s t s ． A m ． J ． P a th ol ．
，
1 15

，
1 0 9 －

1 1 6 く19 8 41 ．

1 4I K a o ，
R ． T ．

，
H a ll

，
J ． 鹿 S t e r n

，
R ． こ C o11 a g e n

an d el a sti n s y n th e si s i n h u m a n st r o m a a n d b r e a s t

c a r ci n o m a c el1 1i n e s ニ M o d ul a ti o n b y th e e x tr a
．

c ell u l a r m a t ri x ． C o n n e c t ． T i s s u e R e s ，
，
14

，
24 5 ． 25 5

く19 8 軋

15J B o r n s t ei n
，

P ． 鹿 S a g e ， H ． こ S t r u c t u r all y

di sti n c t c oll a g e n ty p e s ．
A n n ． R e v ． B i o ch e m ．

，
4 9

，
9 5 7 －

1 0 0 3 く19 8 01 ．

1 6I J a n d e r
，
R ．

，
R a u t e r b e r g ，

J ． 鹿 G l a n v ill e
，

R ．

W ． ニ F u r th e r c h a r a ct e ri z a ti o n o f th e th r e e p ol y
－

p e p tid e c h a i n s o f b o v i n e a n d h um a n S h o rt ．

ch ai n

c oll a g e n くi n ti m a c oll a g e nl ． E u r
． J ．

B i o c h e m ．
，
1 3 3

，
3 9 －

4 6 く19 8 31 ．

1 7I B e n t ヱ
，

H ．
，

M o r ri s
，
N ．

P
．
，

M n r r a y ，
L ． W り

S a k ai
，
I ．． Y ．

，
H o lli s t e r ， D ． W ． 鹿 B u r g e s o n

，
R ． E ． こ

I s ol a ti o n a n d p a r ti al c h a r a c t e ri z a ti o n o f a n e w

h u m a n c oll a g e n w ith a n e x t e n d e d tri pl e
－ h eli c al

s t r u c t u r al d o m a i n ． P r o c ． N a tl ． A c a d ． S ci ． U ．S ．A ．
，
80

，

31 68 － 3 1 72 く198 31 ．

1 8I S a g e
，
H ． ， T r 仏eb ，

B ． 及 B o r n st ei n
，
P ． ニ B i o

．

s y n th eti c a n d st r u c t u r al p r o p e rti e s o f e n d o th eli al

c ell t y p e Vltl c oll a g e n ． J ． B i ol ．
C h e m ．

，
2 5 8

，
1 3 39 1 －

1 3 4 01 く19 8 31 ．

1 91 N i n o m i y a
，
Y ． 及 OI s e n

，
B

． R ． こ S y n th e si s a n d

c h a r a c t e ri z a ti o n o f c D N A e n c o d i n g a c a rtil a g e
－

s p e cifi c sh o rt c o ll a g e n ． P r o c ． N a tl ． A c a d ． S ci ． U ．S ．

A ．
，
8 1

，
30 1 4 －3 0 1 8 く19 8 41 ．

2 01 S c h m id
，

T ． M ． 鹿 Li n s e n m a y e r
，

T ■ F ． こ

I m m u n o hi s t o c h e m i c al l o c ali z a ti o n o f sh o r t c h a i n

c a rtil a g e c o11 a g e n くt y p e X l i n a vi a n ti s s u e s ． J ． C ell

B i o l ．
，
1 0 0

，
5 98 － 6 05 く19 85ン．

2 1I B u r g e s o n
，

R ． E ．
，
H eb d a

，
P ． A ． ， M o r ri s ， N

，

P ． 鹿 H olli s t e r
，
D ． W ． こ H u m a n c a rtil a g e c o ll a g e n s ．

C o m p a ri s o n o f c a rtil a g e c oll a g e n s w ith h u m a n t y p e

98 7

V c o ll a g e n ． J ．B i ol ． C h e m ．
，
2 57 ，

7 8 5 2 ．7 8 56 く19 8 礼

22I 畑隆 一 郎ニ コ ラ ー ゲ ン
．
そ の機能 と代乱 蛋白質

核酸 酵素
，

31
，
2 9 －5 2 く19 8 61 ．

2 3I M i n o r
，

R ． R ． こ C oll a g e n m e t a b oli s m ． A

c o m p a ri s o n o f di s e a s e s o f c o11 a g e n a n d di s e a s e s

a ff e c ti n g c oll a g e n ． A m ． J ． P a th ol ．
，
9 8

，
2 26 ． 2 8 0く19 8 0I ，

24ナ v o n d e r M a r k
，
K ． こ L o c ali z a ti o n of c o ll a g e n

t y p e s i n ti s s u e s ． 工n t ． R e v ． C o n n e c t ． T i s s u e R e s ．
，
9

，

2 6 5 －3 2 4 く19 8 1ン．

2 5I T r el st a d ，
R ． L ．

，
L a w l e y ，

K ． R ．
，
H a y a s h i

，
K ．

，

E h rli c h
，
H ． P ． 鹿 S il v e r ， F ． I I ． ニ T y p e V c oll a g e n

f r o m th e c hi c k e m b r y o こ B i o ch e m i c al
， p h y si c o ．

c h e m i c al a n d ul t r a st r u ct u r al c h a r a ct e ri sti c s ．

C oll g e n R el ． R e s ．
，
1

，
3 9 －5 2 く19 8 1I ．

2 6I 永井 寺軋 砂 田泰伸 二 型別 コ ラ
ー

ゲ ン の 調整．
コ

ラ ー ゲ ン 実験法 く永井 裕， 藤本大三郎編う， 第 1 版，

3 ト50 貢， 講談社， 東京，
1 9 85 ．

2 7I C h a n d r a R aj a n ， J ． ニ S e p a r a ti o n of t y p e III

c oll a g e n f r o m t y p e I c o11 a g e n a n d p e p si n b y

d if f e r e n ti al d e n a t u r a ti o n a n d r e n a t u r a ti o n ． B i o －

c h e m ． B i o p h y s ． R e s ． C o m m u n ．
，
83

，
1 8 0 － 1 86 く19 781 ．

2 8I R h o d e s
，

R ． K ． 良工 M ill e r ， E ． J ． ニ P h y si c o
－

ch e m i c al c h a r a c t e ri z a ti o n a n d m ol e c ul a r o r g a n i z a
－

ti o n o f th e c oll a g e n A a n d B c h ai n s ． B i o c h e m i st r y ，

1 7
，
3 4 4 2 －3 4 4 8 く19 7即．

2 9I S a n o ， J り F u ji w a r a
，
S ．

，
S a t o ， S ．

，
I s hi 2Z a ki

，
M ．，

S u gi s a ki
，
Y ．

，
Y aji m a

，
G ． 息 N a g ai

，
Y

． こ A B くty p e

V l a n d b a s e m e n t m e m b r a n e tt y p e I VI c o11 a g e n s i n

th e b o v in e l u n g p a r e n c h y m a ニ El e ct r o n m i r o n c o p l C

l o c ali z a ti o n b y th e p e r o x id a s e －1 a b el e d a n tib o d y

m eth o d ． B i o m e d ． R e s ．
，
2

，
2 0 －2 9 く19 8 11 ．

3 0ナ W e b e r
，

K ． 皮 O s b o r n
，

M ． ニ P r o t ei n s a n d

s o di u m d o d e c yl s ulf a t e こ M ol e c ul a r w ei gh t d et e

n a ti o n o n p o l y a c r yl a m id e g el s a n d r el a t e d

p r o c e d u r e s ． I n H ． N e u r a th
，

R ． L ． H i11 良 C ． L ．

B o ed e r くe d s ．1 ，
T h e P r o t ei n s

，
V Ol l ．

，
3 r d ed ．

， p ．1 7 9 －

2 2 3
，
A c a d e m i c P r e s s

，
I n c

．
，
N e w Y o rk

，
1 97 5 ．

3 い 田 中静 子， 永井 裕 こS D S － ポ リア ク リ ル ア ミ ド

ゲ ル 電気泳動法
．

コ ラ
ー

ゲ ン 実験法 く永井 裕， 藤本

大三 郎編右 第 1 版，
63 － 8 8 頁， 講談 札 束京

，
19 8 5 ．

3 2ナ H a y a s hi
，
T ． 及 N a g a i

，
Y ． ニ S e p a r a ti o n o f th e

a ch ai n s o f ty p e I a n d III c oll a g e n s b y S D S －

p ol y a c r yl a m i d e g el el e c t r o p h o r e si s ． J ． Bi o c h e m ．
，
8 6

，

4 5 3 －4 5 9 く19 7 9I ．

3 31 S y k e s
，
B ． ，

P u d dl e
，
B ．， F m n ci s

，
M ． 鹿 S m it b ，

R ． 二 T h e e sti m a ti o n o f t w o c oll a g e n s f r o m h u m a n

d e r m i s b y i n t e r T u p t e d g el el e ct r o p h o r e si s ． B i o ch e m ．



9 8 8

B i o p h y s ． R e s ． C o m m u n ．
，
7 2

，
1 4 7 2 － 14 8 0 く19 7 61 ．

3 4I H o ff m a n n
，
H － P ．

，
O I s ell ， B ． R ．

，
C h e n ， H ． T ． 鹿

P r o ck o p ，
D ． J ． こ S e g m e n t －l o n g

－

S p a Ci n g a g g r e g a t e s

a n d i s ol a ti o n of C O O H －t e r mi n a l p e p ti d e s f r o m t y p e

I p r o c oll a g e n ． P r o c ．
N a tl ． A c a d ． S ci ． U ．S ． A ．

，
7 3

，

4 30 4 ．4 3 0 8 く19 761 ．

3 5I H a t a
，

R ．
，

N i n o mi y a
，

Y ．
，

N a g ai
，

Y ． 鹿

T s u k a d a
，
Y ． ニ B i o s ym th e si s o f i n t e r stiti al ty p e s o f

C Oll a g e n b y al b u m i n
－

p r O d u ci n g r a t li v e r p a r e n c h y
－

m al c ell くh e p a t o c y t el cl o n e s i n c ul t u r e ． B i o
－

C h e m i s tr y ，
1 9

，
1 6 9 －1 7 6 く19 8 0J ．

3 6I V oll e r
，

A ．
，
B id w ell

，
D ． E ． 及 B a r tl et t

，
A ． こ

E n z y m e i m m u n o a s s a y s i n d i a g n o sti c m e d i ci n e ．

T h e o r y a n d p r a cti c e ． B u11 ． W ． H ． 0 ．

，
5 3

，
55 － 6 5 く197 61 ．

3 7I F u r th m a y l
－

，
H

． こ I m m u nl z a ti o n p r o c ed u r e s
，

i s ol a ti o n b y a ffi n it y ch r o m a t o g r a p h y ，
a n d s e r o l o gi

．

C a l a n d i m m u n o c h e m i c a l c h a r a ct e ri z a ti o n o f

C Oll a g e n s p e cifi c a n ti b o d i e s ． h l H ． F u r th m a y r くe d ，1 ，

lm m u n o c h e m i s t r y o f th e E x t r a c e11 u l a r M a t ri x
，
V O l ．

I
，
l st e d ．

， p ．1 4 3 － 1 7 8
，
C R C P r e s s

，
I n c ．

，
B o c a R a t o n

，

1 9 82 ．

3 8I K o n．0 mi
，
H ．

，
H o ri

，
H ．

，
S a n o

，
J ．

，
S ll n a d a

，
H ．

，

H a t a ， R ．
，
F uji w a r a ， S ． 鹿 N a g ai

，
Y ． こ I m m u n o h i －

St O C h e mi c al l o c al i z a ti o n o f t y p e I ， II
，
III

，
an d I V

C O11 a g e n s i n th e l 11 n g ． A ct a P a th ol ． J p n ．
，
3 1

，
60 1 － 6 1 0

く19 811 ．

卿 R e れn a r d
，
S ． I ．

，
B e r g ，

R ．
，

M a r ti n
，

G ． R ．
，

F oi d a r t
，
J ． M ． 鹿 R o b e y I P ． G ． こ E n z y m e －1i n k e d

i m m u n o a s s a y くE L IS A J f o r c o n n e cti v e ti s s u e c o m
．

p o n e n t s ． A n al ． B i o c h e m ．
，
1 04

，
20 5 － 21 4 く19 8 0ン．

4 0I 乳癌取扱 い 規約 く乳癌研究会編う． 第7 版，
2 1 ．5 7

貢， 金原出版
， 東京，

1 9 8 4 ．

4 11 F u r th m a y r ，I I ． 皮 v o n d e r M a r k
，
E

． こ T h e u s e

O f a n tib o d i e s t o c o n n e c ti v e ti s s u e p r o t ei n s i n st u di e s

O n th ei r l o c ali z a ti o n i n ti s s u e s ．
1 h H ． F u rth m a y r

くe d ．J ，
I m m u n o c h e m i s t r y o f th e E x t r a c ell ul a r

M a t ri x
，

V Ol － II
，
1 st e d ．

， p ■8 9 ．1 1 7
，
C R C P r e s s

，
I n c ．

，

B o c a R a t o n
，
1 98 2 ．

4 2I M i11 e r
，
E ． J ． 及 R h o d e s

，
R ． K ． ニ P r e p a r a ti o n

a n d ch a r a c t e ri z a ti o n of th e d iff e r e n t t y p e s o f

C Oll a g e n ■ M e th o d s E n z y m ol
，
8 2

，
3 3 －6 4 く19 8 2l ．

d胡 鮎h w a r 也 D ．
，

C h i m ． Q u e e
，

T ． 鹿 Y ei s
，

A ． こ

C h a r a c t e ri z a ti o n o f b o v i n e a n t e ri o r
－l e n s

－

C a p S u l e

b a s e m e n t ．

m e m b r a n e c o 11 a g e n ． 1 ． P e p si n s u s c e p ti －

bilit y ，
S a lt p r e ci pit a ti o n a n d th e r m al g el a ti o n 二 a

P r O p e rt y O f n o n － C Oll a g e n c o m p o n e n t i n t e g ri t y ． E u r ．

J － Bi o c h e m ．
，
1 03

，
2 1 ．2 7 く19 8 0J ．

44 J R o ll
，

F ． J ．
，

M a d ri
，

J ． A ．

，
A lb e rt

，
J ． 皮

F u r th m a y r
，

H ． こ C o d i st rib u ti o n o f c oll a g e n t y p e s

I V a n d A B 2 i n b a s e m e n t m e m b r a n e s a n d m e s a gi u m

O f th e k id n e y ． J ． C ell B i o l ．
，
8 5

，
5 9 7 － 61 6 く19 8 0J ．

4 5I M a r ti n e z － H e r n a n d e z A ．
，
G a y ，

S ． 鹿 M ill e r
，

E
． J ． 二 U lt r a s t r u tu r al l o c ali z a ti o n o f t y p e V

C Oll a g e n i n r a t k id n e y ， J ． C ell B i ol ．
，
92

，
3 4 3 －3 4 9

く19 8 21 ．

4 6J F it c h
，
J ． M ．

，
G r o s s

，
J

．
，
M a y n e

，
R ．

，
J o h n s o n ．

W i n t
，
B ． 及 L i n s e n m a y e r

，
T ． F － こ O r g a n i z a ti o n o f

C O ll a g e n t y p e s I a n d V i n th e e m b r y o n i c c hi c k e n

C O rn e a 二 M o n o cl o n al a n tib o d y s t u d i e s ． P r o c ． N a tl ．

A c a d ． S ci
． U ．S ． A ．

，
8 1

，
2 7 9 1 －2 7 9 5 く19 8 41 ．

4 7I E o H O m i
， 耳 ．

，
H a y a s b i

，
T ．

，
N a k a y a s u

，
E ． 鹿

A ri m a I M － こ L o c a li z a ti o n o f t y p e V c oll a g e n a n d

t y p e I V c oll a g e n i n h u m a n c o r n e a
，
1 u n g a n d sk i n ．

I m m u n o h i s t o c h e mi c al e v i d e n c e b y a n ti －

C Oll a g e n

a n tib o d i e s c h a r a c t e ri z e d b y i m m u n o el e c t r o b l o tti n g ．

A m ． J ． P a th ol ．
，
1 1 6

，
4 1 7 －4 2 6 く19 8 4j ．

4 8J T r e m b l a y ，
G ． こ El a st o si s i n t u b ul a r c a r c in o m a

O f th e b r e a st ． A r c h ． P a th ol ．
，
9 8

，
3 0 2 －3 0 7 く19 7 4J ．

4 9J T r e m b l a y ，
G ． こ U l t r a st r u ct u r e o f el a s t o si s i n

S Ci r rh o u s c a r ci n o m a o f th e b r e a st ． C a n c e r
，
3 7

，
3 0 7 －

31 6 く19 7 6J ．

5 0I M a rti n e z
－ H e rn a n d e z

，
A ．

，
F r a n ci s

，
D

． J ． 鹿

Sil v e r b e r g ， S ． G ． こ E l a st o si s a n d o th e r s t r o m al

r e a c ti o n s i n b e n i g n a n d m ali g n a n t b r e a s t ti s s u e ． A n

u lt r a st r u c t u r al st u d y ． C a n c e r
，
4 0

，
7 00 － 7 0 6 く19 7 7J ．

5 1I P i e t r o w
，
D ．

，
W al s k i

，
M ． 鹿 G r o n i o w s k i

，
J ． こ

El e c t r o n m i c r o s c o pi c st u di e s o n el a s ti c ti s s u e i n

d e s m o pl a s ti c c a r c in o m a o f th e b r e a st ． A ct a M e d ．

P o l
．
，
1 8

，
3 5 5 －3 5 6 く19 7 7う．

521 N a k a n i s h i
，
I ．

，
M o rii z u m i

，
T ．

，
0 0i ， A ． ， O d a

，

Y ． 皮 K aji k a w a
，
K ． 二 A n u lt r a st r u c t u r al s t u d y o n

p e ri d u c t al el st o si s in h u m a n b r e a st t u m o r s ． A c t a

P a th 01 ． J p n ．
，
3 3

，
7 61 － 7 7 2 く19 8 31 ．

5 3ナ P a rf r e y ，
N ． A ． 息 D o yl e

， C ． T ． ニ El a st o si s i n

b e ni g n an d m ali g n a n t b r e a s t d i s e a s e ． H u m ． P a th o l ．
，

1 6
，
6 7 4 － 6 76 く198 引．

5 4I N i m n i
，
M － E ． こ C oll a g e n 二 S t r u c t u r e ， f u n c ti o n

，

a n d m et a b oli s m i n n o r m a l a n d fib r o ti c ti s s u e s ． S e m ．

A r th r
． R h e um ．

，
1 3

，
1 －8 6 く1 9 83l ．

5 5I F o id a r t
，
J ． M ．

，
B e r e

，
E ． W ． J r ． ， Y a a r

，
M ．

，

R e n n a r d
，
S ． I ．

，
G ulli n o

， M ． ， M a r ti n
，
G ． R ． 鹿 E a t z

，

S ． I ． ニ D i st rib u ti o n a n d i m m u n o el e c t r o n m i c r o
．

S C O p l C l o c a li z ati o n o f l a m l n l n
，

a n O n C O 11 a g e n o u s

b a s e m e n t m e m b r a n e gl y c o p r o t ei n ． L a b ． I n v e st ．
，
4 2

，

源
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336－34 2 く19 8 01 ，

5 6I F u rt h m a y r
，
H ． 皮 T i m pl e

，
R ■ ニI m m u n o c h e

－

m i st r y o f c oll a g e n s a n d p r o c oll a g e n s ． I n t － R e v ．

C o n n e c t ． T i s s u e R e s ．
，
7

，
6 1 －9 9 く19 7 61 ．

571 A l b r e c h t s e n
，

R ．
，

N i el s e n
，

M ．
，

W e w e r
，

U ．
，

E n g v a11
，
IL 8 E R u o sl a h ti

，
E ． ニ B a s e m e n t m e m b r a n e

c h a n g e s i n b r e a st c a n c e r d e t e c t ed b y i m m u n o －

h i st o ch e m i c a l s t ai ni n g f o r l a m in i n ． C a n c e r R e s ．
，
4 1

，

5 0 7 6 ．5 0 8 1 く19 8 11 ．

581 B a r s k y ，
S ． H ．

，
S i e g al

，
G ． P ． ，

J a n n o tt a
，
F ． 及

L i o tt a
，
L ． A ． こ L o s s of b a s e m e n t m e m b r a n e c o m －

p o n e n t s b y i n v a si v e t u m o r s b u t n o t b y th e ir b e ni g n

c o u n t e r p a r ts ． L a b ．
I n v e s t ．

，
4 9

，
1 4 0 ．1 4 7 く19 8 31 ．

5 91 D e M a r ti n o
，
C ．

，
Bi g o tti

，
A ． 8 t N a t al i

，
P ． G ． こ

I m m u n o h i s t o c h e mi c al l o c ali z a ti o n o f c o n tr a c til e

p r o t ei n s
，
b a s e m e n t m e m b r a n e

，
1 a m i n i n

， t y p e I V

c oll a g e n a n d fib r o n e c ti n i n th e n o r m a l h u m a n

b r e a st a n d it s d i s o rd e r s ． J ． S u b m i c r o s c ． C y t ol ．，
1 6

，

1 6 3 －1 6 5 く19 8 41 ．

6 01 C h a r pi n
，
C ．

，
I ，
i s sit z k y ，

J ． C ．
，
J a c q u e m i e r

，
J ．

，

I J a V a u t
，
M ．

N ．
，
K o p p ，

F ．
，
P o u r r e a u － S c h n eid e r

，
N ．

，

M a r ti n
，
P ． M ． 皮 T o g a

，
M － こI m m u n o h i st o c h e m i c a l

d e t e c ti o n o f l a m i n i n i n 9 8 h u m a n b r e a st c a r －

ci n o m a s こ A li gh t a n d el e c t r o n m i c r o s c o p l C St u d y －

H u m ． P a th o l ．
，
1 7

，
3 55 － 36 5 く19 8 61 ．

6 1I L i o tt a
，
L ． A ．

，
T r y g g v a s o n

，
K ．

，
G a r bi s a

，
S ．

，

H a rt
，
I ． ， F ol t 2i

，
C ．

M 一 皮 S h a fi e I S ． こ M et a s t a ti c

p o t e n ti al c o r r el a t e s w ith e n z ym a ti c d e g r a d a ti o n of

b a s e m e n t m e m b r a n e c o11 a g e n ． N a t u r e
，
2 8 4

，
6 7 －6 8

く19 8 0う．

6 21 I ．
i o tt a

，
L ． A ．

，
R a o

，
C ． N ． 鹿 B a r sk y ，

S ． H ． ニ

T u m o r i n v a si o n a n d th e e x t r a c ell ul a r m a t ri x ． L a b ．

I n v e st ．
，
4 9

，
6 3 6 － 6 4 9 く19 831 ．

6 3I L i o t t a
，

L
．

A ． ニ T u m o r i n v a si o n a n d

m e t a s t a s e s 二 R o l e o f th e b a s e m e n t m e m b r a n e ． A m ．

J ． P a tb ol
り
1 1 7

，
33 9 一 朗8 く19 瑚 ■

6 4I Li o t t a
，
L ． A ． 及 R a o

，
C ． N ． こ R ol e of th e

e x t r a c ell ul a r m a t ri x i n c a n c e r ． A n n ． N ． Y ．
A c a d ．

S ci ．
，
4 6 0 ，

3 33 － 34 4 く19 851 ．

6 5I O o sh i m a
，
A ． こ C oll a g e n a B c h a i n ニ I n c r e a s e d

p r o p o r ti o n i n h u m a n a th e r o s cl e r o si s ． S ci e n c e
，
2 1 3

，

6 6 6 － 66 8 く19 8 1I ．

66I M o r t o n
，
I ． ．

F ． 8 c B a r n e s
，

M ． J ． こ C oll a g e n

p o l y m o r p hi s m i n th e n o r m al a n d di s e a s ed b l o o d

v e s s el w a11 ． I n v e sti g a ti o n of c oll a g e n s t y p e s I
，
III

9 8 9

a n d V ． A th e r o s cl e r o si s
，
42

，
4 1 －5 1 く19 8 21 ．

671 E h rli c h
，
H ．

P
．
鹿 W h it e

，
B － S ． こ T h e id e n tifi ．

c a ti o n of a A a n d a B c o ll a g e n ch ai n s i n h y p e r
－

t r o p hi c s c a r ． E x p ． M ol ． P a th o l ．
，
34

，
1 －8 く19 8 11 －

6 81 H a y a k a w a
，
T ．

，
H a slli m o t o

，
Y ．

，
M y o k ei

，
Y ．

，

A o y a m a
，

H ． 良 I z a w a
，

Y ． こ T h e eff e c t o f s k i n

g r a ft s o n th e r a ti o o f c oll a g e n ty p e s i n h u m a n p o st －

b u r n w o u n d ti s s u e s ． C o n n e c t ． T i s s u e R e s ．
，
9

，
2 4 9 －2 5 2

く19 8 2I ．

柳 橋本洋子 ， 来任準
－

，
早川 太郎， 青山 久 こ 熱傷

肉芽組織の V 型 コ ラ
ー

ゲ ン
． 結合組織，

15
，

1 2 4 －1 2 5

く198 41 ．

7 01 M a d ri
，

J ． A ． 鹿 F u r t h m a y r
，

H ． ニ C oll a g e n

p ol y m o r p h i s m i n th e l u n g ． A n i m m u n o ch e m i c al

st u d y o f p u l m o n a r y fib r o si s ． H u m － P a th o l －
，
1 1

，
3 5 3 －

3 6 6 く19 8 01 ．

7 1I A d a c h i
，
E ． 鹿 H a y a sh i

，
T ． こ b w itY V f o r m a ti o n

o f fi n e fib ril s w ith a D ．

p e ri o di c b a n di n g p a tt e r n

f r o m t y p e V c o11 a g e n ． C o11 a g e rl R el ． R e s －

，
5

，
2 2 5 －2 3 2

く19 8引．

7 21 A d a c hi
，
E ． 鹿 H a y a s h i

，
T ． ニ 1h viir o f r o m a ti o n

o f h y b rid fib ril s o f t y p e V c oll a g e n a n d t y p e I

c oll a g e n ．
L i m i t e d g r o w th o f t y p e I c oll a g e n i n t o

th i c k fib ril s b y t y p e V c o11 a g e n ． C o n n e c t ． T i s s u e

R e s ．
，
1 4

，
2 5 7 －2 6 6 く19 861 ．

731 D v o r a k
，
H ． F ．

， Q u a y ，
S ． C ．

，
O r e n s t ei n

，
N ． S 一

，

D v o r a k
，

A ． M ．
，

H a h n
，

P ．
，

B it z e r
，

A ． M ． 鹿

C a r v al h o
，
A ． C ． こ T u m o r sh e d di n g a n d c o a g ul a ti o n ．

S ci e n c e
，
2 1 2

，
92 3 － 92 4 く19 8 11 ．

7 4I D v o r a k
，
H ． F ．

，
D i c k e r si n

，
G ． R －

，
D v o r a k

，
A ．

M ．
，
M a n s e a u

，
E ． J ． 鹿 P y n c ，

K ． こ H u m a n b r e a s t

c a r ci n o m a ニ Fib ri n d e p o sit s a n d d e s m o pl a si a ．

I n fl a m m a t o r y c e ll t y p e a n d d i s t r ib u ti o n ．

M i c r o v a s c u l a tu r e a n d i n f a r c ti o n ． J ． N a tl ． C a n c e r

I n st
リ
6 7

，
3 3 5 一 錮5 く19 8り．

7 5ナ S e e m a y e r
，
T ． A ．

，
L a g a c 6

，
R ．

，
S ch ii r c h

，
W ． 及

T r e m bl a y ，
G ． ニ M y o fib r o b l a st s i n th e s t r o m a o f

i n v a si v e a n d m e t a st a ti c c a r ci n o m a ． A p o s sib l e h o s t

r e s p o n s e t o n e o pl a si a ． A m ． J － S u r g ． P a th ol ．

，
3

，
5 2 5 －

53 3 く19 7 9I ．

7 6I N a k a n i s hi
，
I ．

，
K aji k a w a

，
K ．

，
O k a d a

，
Y ．

E g u c h i
，
K ．

二 M y o fib r o bl a st s i n fib r o u s t um O r S a n d

fib r o si s i n v a ri o u s o r g a n s ． A c t a P a th ol ． J p n －
，
3 1

，

4 2 3 ．4 3 7 く19 8 11 ．
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D is t ri b u ti o n of C oll a g e n T y p e s t I
，
III

，IV a n d V I a n d L a mi n i n i n t h e S t r o m a of B r e a s t

C a r ci n o m a s T o s h i n a ri M i n a m o t o
，

D e p a rt m e n t o f P a t h ol o g y くり ，
S c h o ol o f M e di ci n e

，

K a n a z a w a U n i v e r si ty ，
K a n a z a w a 9 2 0 －J ． J u z e n M e d ． S o c ．

，
9 5

，
9 7 5 － 9 9 0 り9 8 61

E e y w o r d s こ b r e as t
，
SCi r r h o u s c a r ci n o m a

，
C Oll a g e n

，
1 a m i n i n

，
i m m u n o fl u o r e s c e n c e ．

A b s t r a c t

I n o r d e r t o i n v e s tl g a te th e p o s si b l e m e c h a n i s m o f th e f b r m a ti o n o f th e B b r o u s st r o m a o f

S Ci r r h o u s c a r ci n o m a
，
t h e di st ri b u ti o n o f c oll ag e n ty p e s I

，
III

，
I V a n d V

，
a n d l a mi n i n i n b r e a st

C a r Ci n o m a s w a s s t u d i e d
，
b e i n g c o m p a r e d w i th th a t i n u n a frt ct e d b r e a st tis s u e a n d b e n i g n b r e a st

l e si o n s i n cl u di n g m a s t o p at h y a n d n b r o a d e n o m a
，
b y a n i m m u n o fl u o r e s c e n t t e c h n i q u e u s l n g ty P e

q

S p e Cifi c a n ti － C Oll a g e n a n ti b o d i es a n d m o n o cl o n al a n ti －l a m i n i n a n ti b o d y ． I n u n afr b c te d b r e a st

tis s u e
，
ty p e I a n d III c o ll a g e n s w e r e d iff u sel y d i st ri b u te d i n t h e i n t e rl o b ul a r st r o m a

，
a n d ty p e IV

C Oll a g e n a n d l a m i ni n w e r e e x cl u si v el y l o c ali z e d i n th e b a se m e n t m e m b r a n e r e gi o n ． T y p e V

C Oll a g e n w as f ai n tl y i d e n ti壬i e d i n th e i n t r al o b u l a r l o o s e c o n n e c ti v e ti s s u e ． T h e di s tri b u ti o n

P a tte r n Of th e c o11 a g e n ty p e s a n d l a m i n i n i n b e n i g n b r e a st l e si o n s w a s al m o st th e s a m e a s th at i n

u n a h cte d b r e a st ti s s u e ． I n c a r ci n o m a s o f th e b r e a s t
，
b o th s c i r r h o u s a n d n o n

－ S Ci r r h o u s
，
ty P e I a n d

III c oll a g e n s w e r e m 可o r c o m p o n e n ts i n th e n b r o u s s tr o m a w h e r e ty p e V c o11 a g e n w a s al s o

r e c o g n i z e d ． It w a s n ot e d t h at t h e n u o r e s c e n c e o f t y p e V c oll a g e n i n s ci r r h o u s c a r ci n o m a w a s

m o r e i n t e n s e t h a n t h a t i n n o n
－ S Ci r r h o u s c a r ci n o m a ． T y p e IV c oll a g e n a n d l a m i n i n d eli n e a te d t h e

b a s e m e n t m e m b r a n e s o f c a r ci n o m a c ell n e sts c o n ti n u o u sl y o r p a rti a ll y di s c o n ti n u o u sl y ． I n

a d di ti o n
，
i n th e st r o m a o f s c i r r h o u s c a r ci n o m a

，
ty P e I V c oll a g e n a n d l a mi n i n w e r e p r e s e n t li n e a rl y

al o n g t h e m a r g l n O f t hi c k b u n d l e s o f c oll a g e n o u s 蔦b e r s ． C a r ci n o m a c e11 s w e r e n o t r e a c ti v e w it h

a n ti － C Oll a g e n a n tib o d i es n o r a n ti Nl a m i n i n a n ti b o d y ． T h e s e 丘n d i n g s s u g g e s t e d th a t ty p e V
C Oll ag e n

，
a S W ell a s ty p e I a n d III c oll a g e n s

，
W a S i n v oI v e d i n t h e f b r m ati o n o f th e s t r o m a o f

S Cir r h o u s c a r c i n o m a a s a r e s u lt o f s t r o m al r e a c ti o n ．


