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第1章

犬における鼻腔内悪性上皮性腫瘍の病理学的診断ならびに分類

　　　　　　　　　　　　　　　　緒　言

　腫瘍性疾患は、犬の高齢化に伴い、小動物臨床の現場においてその診断および

治療の大きな割合を占めつつある。近年、腫瘍性疾患に対する治療は、生検材料

の病理学的診断による腫瘍の性質（種類、悪性度、遠隔転移の有無、臨床的予後）

を考慮しながら行われることが多い。そのため、臨床医にとって、腫瘍の性質を

理解することは、最適な治療方法および正確なlnformed　Concentを導く。動物

の鼻腔内腫瘍に関しての体系的な病理学的研究は乏しく、犬での発生（上部気道

腫瘍）は100，000件でわずか2．5例である［22］。

　長期間にわたる鼻汁排出、鼻出血、くしゃみなどの上部気道障害が臨床的に認

められた場合、鼻腔内に発生した腫瘍がその原因であることが多い。鼻腔内の腫

瘍は、上皮由来の乳頭腫、腺腫、扁平上皮癌、腺癌、未分化癌および非上皮由来

の線維腫（肉腫）、軟骨腫（肉腫）、骨腫（肉腫）、粘液腫（肉腫）、肥満細胞腫、

血管腫（肉腫）、脂肪腫（肉腫）、未分化肉腫などに分類される［22］。犬の上部気

道内腫瘍81例を検索し、64例が上皮由来であったとMou　l　tonは記載している［22］。

犬の鼻腔内に発生した癌のほとんどは鼻甲介を被う粘膜上皮細胞由来であると

考えられており、犬の鼻腔内に発生した217例の癌のうち、73例が扁平上皮癌、

91例が腺癌、そして残りの53例が未分化癌であったと報告されている［22］。

また、カリフォルニア大学の調査では63例の鼻腔内の癌のうち、22例が扁平上

皮癌、18例が腺癌、23例が未分化癌であった［22］。一般に、鼻腔内に発生した

これらの未分化癌は、腺構造をほとんど欠き、小円形、紡錘形あるいは多形の腫

瘍細胞が束状充実性に増殖する傾向があると報告されている［22］。
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　そこで著者は、鳥取大学、帯広畜産大学および北海道大学にて1990年～2000

年に登録されている症例、鼻腔内に発生した犬の悪性腫瘍25例を病理組織学的

に分類した。

　　　　　　　　　　　　　　材料および方法

　鳥取大学、帯広畜産大学および北海道大学にて1990年～2000年に登録されて

いる症例、犬の鼻腔内に発生した悪性腫瘍25例を検索の対象とした。腫瘍組織

を、10％中性緩衝ホルマリン固定、パラフィン包埋の後、常法に従いヘマトキシ

リン・エオジン（HE）染色標本を作製し、顕微鏡観察を実施した。

　症例の年齢は4歳から17歳。品種は柴、シェットランドシープドッグ、ゴー

ルデンレトリーバー、雑種等様々であった。臨床症状として、数週間から数ヶ月

にわたる膿性鼻汁の排出、鼻出血、鼻梁部の腫脹、頻回のくしゃみ、呼吸困難等

が認められた。これらの所見は鼻腔内の腫瘍の大きさにおおむね一致して強く認

められた。経過観察が可能であった未分化癌7例のうち5例は、腫瘍の再発ある

いは転移を伴っていた。

　腫瘤の大きさは、米粒大から小児手拳大。白色あるいは赤色充実性で、前頭洞

あるいは飾板を超えて嗅球にまで浸潤増殖するものもあった。1例では、耳下腺

リンパ節の腫大を伴っていた。

結　果

　組織学的所見：検索した25例の腫瘍を、Tumors　in　DomesticAnimals

（Mouけon　JE，1990）に準じて、扁平上皮癌4例、腺癌12例および未分化癌9例

に分類した。扁平上皮癌は、有糸分裂像の散見を伴った、好酸性の細胞質を持つ
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島状および乳頭状の細胞により構成されていた。また、扁平上皮癌に特徴的とさ

れるケラチン真珠構造が認められた。炎症性細胞の浸潤を伴った腫瘍細胞の壊死

がみられた。腺癌は、クロマチンに富む核と好塩基性の細胞質を持ち、異型を有

し、充実状および腺状構造を示していた。腺癌のいくつかには、円柱線毛上皮様

構造を示し、偽層状および乳頭状増殖を特徴とするものがみられた。一部の腺癌

は、管状および充実状を示し、腫瘍細胞の細胞質内好酸性頼粒を特徴としていた。

腺癌に見られる有糸分裂像は、ほとんど認められないものから頻繁に見られるも

のまで様々で、症例により異なっていた。未分化癌は、好塩基性の細胞質と異型

を示し、クロマチンに富む腫瘍細胞が円柱状あるいは丈の高い細胞が管状構造を

とる部分（図Dと線維性の隔壁により囲まれた紡錘形の細胞が充実性増殖を示

す部分（図2）とが混在し、その割合は症例により異なっていた。未分化癌9例

において、ロゼット様構造（図3）が5例に、柵状配列（図4）が4例に見られ

た。

　顕著な有糸分裂像を伴う腫瘍組織には、出血、腫瘍組織それ自体の壊死および

炎症性細胞浸潤が見られた。また、耳下腺リンパ節の腫大を伴っていた症例は未

分化癌と診断され、同様の組織構造を示す腫瘍組織のリンパ節転移が認められた。

　　　　　　　　　　　　　　　　考　察

　動物の鼻腔内上皮系腫瘍に関しての体系的な病理学的研究は乏しく、犬での発

生（上部気道腫瘍）は稀である［22］。鼻腔内の腫瘍は、上皮由来の乳頭腫、腺腫、

扁平上皮癌、腺癌、未分化癌および非上皮由来の線維腫（肉腫）、軟骨腫（肉腫）、

骨腫（肉腫）、粘液腫（肉腫）、肥満細胞腫、血管腫（肉腫）、脂肪腫（肉腫）、

未分化肉腫などに分類される［22］。犬の上部気道内腫瘍81例を検索し、64例が
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上皮由来であったとMou　l　tonは記載している［22］。犬の鼻腔内に発生した癌のほ

とんどは鼻甲介を被う粘膜上皮細胞由来であると考えられており、犬の鼻腔内に

発生した217例の癌のうち、73例が扁平上皮癌、91例が腺癌、そして残りの53

例が未分化癌であったと報告されている［22］。また、カリフォルニア大学の調

査では63例の鼻腔内の癌のうち、22例が扁平上皮癌、18例が腺癌、23例が未

分化癌であった［22］。このように、鼻腔内の癌の約25～4◎％が未分化癌と診断

されており、他の臓器・組織での発生に比べ未分化癌の割合が高く大変興味深い。

少ない症例数であるが、今回検索の鼻腔内発生の悪性腫瘍25例は、扁平上皮癌

4例、腺癌12例および未分化癌9例であり、Mou　l　tonの報告［22］に示されている

それぞれのタイプの腫瘍の発生割合とほぼ一致していた。

　組織学的検索では、扁平上皮癌および腺癌に、比較的分化した偽層状の円柱線

毛上皮様構造が認められ、腫瘍細胞が呼吸上皮に由来することが示唆された。ま

た、一部の腺癌は、管状および充実状を示し、腫瘍細胞の細胞質内好酸性願粒を

特徴としていた。鼻腺（Olfactory　gland）は鼻粘膜下に存在し、導管を粘膜表

面に開口している［43］。鼻腺由来の腺癌は、細胞質内にPeriodicacid－Schiff

（PAS）陽性の願粒もしくは空胞が特徴とされる［9］。今回の症例において、一部

の腺癌は、細胞質内に好酸性の頼粒を持ち、粘膜下組織に存在する鼻腺に由来す

ることが示唆されたが、異型性が強く、その起源を特定することはできなかった。

　未分化癌は、円柱状あるいは丈の高い細胞が管状構造をとる部分と線維性の隔

壁により囲まれた紡錘形の細胞が充実性増殖を示す部分とが混在し、その割合は

症例により異なっていた。未分化癌9例において、ロゼット様構造が5例に、柵

状配列が4例に見られた。未分化癌には、腺構造がほとんど認められず、小円形、

紡錘形あるいは多形の腫瘍細胞が束状充実性に増殖する傾向があると報告され

ている［22］。今回の4例の腫瘍は、いずれも立方形あるいは円柱状の上皮様細
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胞が増殖する部分と紡錘形の細胞が充実性増殖を示す部分の二つのパターンを

示した。すなわち、上皮性細胞が作る真性ロゼットあるいは腺構造および未分化

で小型の核と線維性突起が集合する部分である。また、二つの異なった腫瘍細胞

から構成されている未分化癌は、再発や転移する傾向が強く、予後は非常に悪か

った。今回の検索により、未分化癌と診断される腫瘍の中に上皮細胞と非上皮細

胞の特徴を有し、再発や転移の強い傾向を持つ未分化癌の存在が明らかになった。
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図1　未分化癌。犬、雑種、9歳。腫瘍組織内に見られた円柱状あるいは

　　　丈の高い細胞によって構成される管状構造。（HE染色x6◎0）

図2　未分化癌。犬、雑種、9歳。線維性隔壁によって囲まれた小円形核を有

　　　する紡錘形細胞の充実性増殖。（旺染色x600）
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図3　未分化癌。犬、雑種、9歳。紡錘形腫瘍細胞の増殖巣における

　　　ロゼット様構造。（旺染色x6◎0）

図4　　未分化癌。犬、雑種、9歳。紡錘形腫瘍細胞の柵状配列。（HE染色x600）
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第2章

犬の鼻腔内に発生した未分化癌の病理学的研究

　　　　　　　　　　　　　　　　緒　言

　鼻腔内の腫瘍は、上皮由来の乳頭腫、腺腫、扁平上皮癌、腺癌、未分化癌およ

び非上皮由来の線維腫（肉腫）、軟骨腫（肉腫）、骨腫（骨肉腫）、粘液腫（肉腫）、

肥満細胞腫、血管腫（肉腫）、脂肪腫（肉腫）、未分化肉腫などに分類される［22］。

犬の上部気道内腫瘍81例を検索し、64例が上皮由来であったとMou　l　tonは記載

している［22］。犬の鼻腔内に発生した癌のほとんどは鼻甲介を被う粘膜上皮細胞

由来であると考えられており、犬の鼻腔内に発生した217例の癌のうち、73例

が扁平上皮癌、91例が腺癌、そして残りの53例が未分化癌であったと報告され

ている［22］。また、カリフォルニア大学の調査では63例の鼻腔内の癌のうち、

22例が扁平上皮癌、18例が腺癌、23例が未分化癌であった［22］。このように、

鼻腔内の癌の約25～40％が未分化癌と診断されており、他の臓器・組織での発生

に比べ未分化癌の割合が高く大変興味深い。

　ヒトにおいて、嗅神経芽腫Olfactory　neuroblast◎maは、鼻腔内に発生する稀

な神経性腫瘍の総称（属名）である。Bergerら［4］の最初の記載以来、その発

生起源、名称、分類に多くの議論がある。この中には◎lfactory　neurob｛astoma

［2，8，11，28］、　Olfactory　esthesioneurob　l　astoma［5，24］、　Esthes　i　oneurocytoma

［3］　、　Esthesioneur◎ep　i　the　l　i　oma　　［4］、　01factory　neuroep　i　the　l　i◎ma　　［32］　、

lntranasal　neuroblastoma［29］およびOlfactory　placode　tumor［38］などの名

称が含まれている。腫瘍細胞の細胞的特徴は、リンパ球と同大あるいはそれより

多少大きい小型の細胞で、その細胞境界は不明瞭である。しかし、分化の程度が

低くなるにつれ、核の腫大や核型の不整が出現し、核小体も明瞭になる。定型的
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な例では、腫瘍細胞は密な細胞配列をとり、シート状に増殖する。このシート状

増殖巣が血管の豊富な柵状間質により分けられ、互いに連続する小葉構造を成す。

一方、明瞭な内腔を有する円柱上皮の同心円配列すなわち真性ロゼットの形成を

みるものもあり、それは嗅上皮の支持細胞由来と考えられている。そのほか、細

胞が同心円状に配列して、その内部を細胞突起である細線維が満たす

Homer－Wr　i　ght型ロゼットの形成や細胞間に豊富な細線維の出現も見られる。こ

のように、本腫瘍には、単一な像ではないいくつかの特徴的な像が見られ、これ

はこの腫瘍の組織発生、分化ということと密接に関連している［12］。

　近年、電子顕微鏡および免疫組織化学的検討から、Olfactory賠urob　l　astoma

は上鼻腔に発生する神経性腫瘍であるが、その性格は末梢交感神経系に好発する

いわゆる古典的Neuroblast◎maと同一のもの（regional　neural　crest由来）で

あり、その嗅上皮起源説に強い疑いが持たれている［8］。そして、1993年の新

しい欄0分類では、Olfactory　neuroblastomaの項目に、　variantとして新たに

嗅神経上皮腫Olfact◎ryneuroepithelio田aが追加された［30］。しかし、ヒトに

おいても、本腫瘍の発生は稀であり、特徴や起源に関しての体系的研究は乏しい。

1999年の動物の新しいWHO分類においても、　Olfactory　neurob　l　astomaは神経

上皮の前駆細胞由来とされ、01factory　neuroepitheliomaとの病理学的な区別

はない日刀。

　本研究の目的は、犬の鼻腔に発生した悪性腫瘍を分類し、そのうち特に未分化

癌と過去に診断された症例を免疫組織学的および電子顕微鏡学的に再検索し、未

分化癌の細胞起源を検討することにある。
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　　　　　　　　　　　　　　材料および方法

　組織学的および免疫組織学的検索：鳥取大学、帯広畜産大学および北海道大学

にて1990年～2000年に実施した病理組織診断症例のうち、鼻腔内に発生した犬

の悪性腫瘍25例を検索の対象とした。腫瘍組織を、10％中性緩衝ホルマリン固定、

パラフィン包埋の後、常法に従いヘマトキシリン・エオジン（HE）染色標本を作

製し、顕微鏡観察を実施した。その中で、未分化癌と診断した9例の腫瘍（表丁）

について、免疫組織学的に検索した。一次抗体は、モノクローナル抗サイトケラ

チン抗体（10倍希釈、◎AKO，　U．　S．　A．）、抗ニューロフイラメント抗体（10倍希

釈、Sanbio　b．　v．，　Netherlands）を用いた。また、症例3については、嗅細胞

に対するマーカーとしてポリクローナル抗カルノシン抗体（2，000倍希釈、藤田

保健衛生大学　医学部解剖学教室　酒井博士より分与）およびモノクローナル抗

シナプトフィジン抗体（50倍希釈、DAKO，　U．　S．　A）を使用した。切片を脱パラフ

ィン後、トリプシン処理、O．3％過酸化水素水による内因性ペルオキシターゼ処理

および正常ヤギ血清による非特異反応阻止の前処理を行った。一次抗体を、

over　night、4°Cでインキュベートし、標識ストレプトアビジン・ビオPチン（LSAB

法、DAKO，　U．S．A．）を用いて標識し、　diaminobenzidme（D　A　B）で発色した。

なお、対比染色としてメチルグリーン染色を施した。

　電子顕微鏡学的検索：電子顕微鏡学的検索では、伯％中性緩衝ホルマリン固定

された症例3の検査材料を1m㎡に細切した後、0．　IM緩衝液（pH　7．4）で洗浄し、

1％オスミウム酸固定し、アルコール系列で脱水後、Epon　812に包埋した。超薄

切片は酢酸ウランと硝酸鉛で二重染色し、電子顕微鏡（JCM－100CXlDで観察し

た。
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　　　　　　　　　　　　　　　　結　果

　組織学的所見：検索25例の腫瘍は、ケラチン真珠構造を特徴とする扁平

上皮癌4例、腺構造の形成が著明な腺癌12例および未分化癌9例に分類された。

未分化癌は、円柱状あるいは丈の高い細胞が管状構造をとる部分と線維性の隔壁

により囲まれた紡錘形の細胞が充実性増殖を示す部分とが混在し（図5）、その

割合は症例により異なっていた。未分化癌9例において、ロゼット様構造が5例

に（表1）、柵状配列が4例に見られた。顕著な有糸分裂像を伴う腫瘍組織には

出血、腫瘍組織それ自体の壊死および炎症性細胞浸潤が見られた。また、耳下腺

リンパ節の腫大を伴っていた症例は未分化癌と診断され、同様の組織構造を示す

腫瘍組織のリンパ節転移が認められた。

　免疫組織学的所見：未分化癌と診断された9症例中8例では、管状構造を構成

する細胞がサイトケラチン陽性を示した（図6a）（表1）。一方、4例において、

小型の核をもつ円形あるいは紡錘形細胞が増殖する部位に、ニューロフィラメン

ト陽性の細胞質を有する細胞（図6b）が混在していた（表「）。また、症例3に

おいて、小型の核をもつ円形あるいは紡錘形細胞がシナプトフィジン陽性を示し

（図6c）、小巣状構i造を示した腫瘍細胞がカルノシン陽性を示した（図6d）。以

上のHEおよび免疫組織学的所見から、症例3、4、5および6の4例の未分化癌

を嗅神経上皮腫と診断した。転移していた腫瘍組織も免疫組織学的に原発腫瘍と

同様の所見を示した。

　電子顕微鏡学的所見：腫瘍細胞は、管状構造を示し（図7）、多くの微絨毛

（図8）及び細胞間接着装置（図9）が、腫瘍細胞間に認められた。しかし、神

経分泌頼粒やシナプスは、管状構造を構成する部位および円形あるいは紡錘形細

胞が増殖する部位にも認められなかった（図10）。
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　　　　　　　　　　　　　　　　考　察

　嗅上皮は、嗅覚の一次ニューロンである嗅細胞、円柱上皮細胞の形態をとる支

持細胞および基底側に位置する基底細胞の3種類の細胞により構成されている

［23］。支持細胞は、大気中の様々な物質に暴露されている鼻腔内の嗅上皮、特に

嗅細胞の防御的役割を担っていると考えられ、詳細な性格は不明である。基底細

胞は、嗅細胞および支持細胞に分化することができる未熟な細胞として知られて

いる。近年、電子顕微鏡学的研究により、Olfactory　neuroblastomaは細胞質内

に電子密度の高い神経分泌穎粒を持つため、上顎洞などのある種の交感神経系

cellnestsから発生する腫瘍であり、その嗅上皮起源説に強い疑いが持たれて

いる［8］。免疫組織学的研究により、嗅細胞は神経系のマーカーとしてのニュ

ーロフィラメント、Neuron－specificenolase陽性、支持細胞および基底細胞は

サイトケラチン陽性と報告されている［19，36，39］。Hassounら［13］や高橋ら

［35］は、免疫組織学的検索および電子顕微鏡学的検索により、嗅神経上皮腫

Olfactory　neuroepitheliomaこそが真に嗅粘膜上皮の未分化な多分化能を持つ

細胞から発生する腫瘍であると報告した。

　199｛年に改訂されたヒトの上部気道腫瘍の酬0分類［30］では、鼻腔内に発生

する嗅神経性腫瘍として、従来の「嗅神経芽腫Olfactory　neuroblastoma」の項

目にvariantとして新たに嗅神経上皮腫Olfactory　neuroepitheliomaが追加さ

れた［15］。嗅神経上皮腫は、Olfactory　esthesioneuroepitheliomaとして1924

年にBergerら［4］によって報告された鼻腔内腫瘍であり、それは性格の異なる

二つの構成要素を有する。すなわち、上皮性細胞が作る真性ロゼットあるいは腺

構造および未分化で小型の核と線維性突起が集合する部分である。Bergerらは、

その報告の申で、この腫瘍は嗅上皮細胞が起源であり、その腫瘍細胞

（Esthes　i　oneur◎b　l　ast）はロゼットを形成する嗅上皮のうちの支持細胞および未
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分化な核と線維性突起を持つ感覚神経細胞（嗅細胞）へ分化したものとしてとら

えた。一方、Bergerらは、未分化な核と線維状突起のみからなる上鼻腔内腫瘍

を報告し［3］、この腫瘍をOlfactory　esthe　i　oneurocytomaと命名した。この腫

瘍は、嗅上皮に起源する神経性腫瘍のより分化した型であり、感覚神経細胞のみ

の一方向の分化を示したものとした。その組織像は、副腎などに好発する

neurob　l　astomaの組織像と同様の組織像であり［41］、WHO分類においては

Olfactory　neuroblastomaとしてとり扱われている。これらの二つの腫瘍、特に

後者の起源については嗅上皮あるいは交感神経系組織のいずれかについていま

だに議論されている。しかし、交感神経系組織は、鼻腔や上鼻腔に現在のところ、

解剖学的に明示されているものはない［35］。嗅神経芽腫はヒトにおいても大変

まれな腫瘍とされているが、再発および転移することが多く、悪性腫瘍として位

置付けられている［35］。これまでに動物では、猫2例［10］および牛1例［1］

で嗅神経芽腫の報告がある。過去に嗅神経芽腫として報告されているこれらの腫

瘍の中には、1993年に改訂されたヒトの腫瘍のWHO分類において「嗅神経芽腫」

の項目にvariantとして新たに追加された嗅神経上皮腫が含まれている可能性

がある。

　少ない症例数ではあるが、今回検索した鼻腔内発生の悪性腫瘍25例は、扁平

上皮癌4例、腺癌12例および未分化癌9例であり、Mou　l　tonの報告［22］に示

されているそれぞれのタイプの腫瘍の発生割合とほぼ一致していた。また、今回

の検索では、未分化癌と過去に診断された9例のうち4例が上皮細胞のマーカー

としてのサイトケラチンおよび神経系のマーカーとしてのニューロフィラメン

ト陽性像を示した。また、症例3では、シナプトフィジンおよび嗅細胞に対する

マーカー［28，29］としてのカルノシン陽性像を示した。　神経系腫瘍である

Neuroblast◎ma、　GanglioneuroblastomaやGangUoneuromaは、1ニュー1コブイラ
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メント陽性像を示し［6，25］、一方、上皮系腫瘍は、サイトケラチンに陽性を示

す［2L25］。

　電子顕微鏡学的特徴としては、Olfactory　neuroblastomaは電子密度の高い分

泌頼粒やシナプス、未熟な軸索など幼若ニューロンの形態を有する［8，20，31，37］。

それに対してOlfactory　neuroepitheliomaは電子密度の高い分泌願粒を持たず

［13，18，34］、少なくとも二つの異なるタイプの細胞を認め［13，34］、1つは神経

細胞突起に似た突起をもち、線毛、中心子を特徴とし、もう1つは多くの微絨毛

を持ち管状に配列し、隣接細胞間には細胞間接着装置を認める。前者は嗅粘膜上

皮の嗅細胞、後者は支持細胞に類似するとされる［34］。今回の検索では、多くの

微絨毛及び細胞間接着装置（デスモゾーム）が、管状構造を構成する腫瘍細胞間

にしばしば認められた。しかし、Olfactory　neuroblastomaに特徴的とされる神

経分泌頼粒やシナプスは、管状構造を構成する部位および円形あるいは紡錘形細

胞が増殖する部位にも認められなかった。

　以上の所見により、未分化癌と過去に診断されたこれらの4例の腫瘍は、上皮

系および神経系両者の特徴を有しており、過去にヒトで報告されている嗅神経上

皮腫の所見と一致していた［13］。また、再発および転移の強い傾向も共通して

認められた。上皮系および神経系の腫瘍の特徴を有する腫瘍としてカルチノイド

（Neuroendocrine　carcinoma）について検討することが鑑別診断上重要である。

カルチノイドは、一般的に、多型性に乏しい小型の腫瘍細胞により構成され、蜂

窩状あるいはリボン状のパターンを備えた充実性構造を示し、時に小管腔をつく

ることがある。カルチノイドはセロトニンやキニンなどの活性物質を産生する機

能性腫瘍として位置付けられており、臨床的にカルチノイド症候群を伴うことが

ある。したがって、カルチノイドの場合は、臨床的にも注意が必要である。今回

の4例の腫瘍は、いずれも立方形あるいは円柱状の上皮様細胞が増殖する部分と
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紡錘形の細胞が充実性増殖を示す部分の二つのパターンを示したことからカル

チノイドは除外したが、鼻腔内に発生しうる機能性腫瘍として今後カルチノイド

を考慮し病理組織学的検索を進める必要がある。今回の検索より、未分化癌と診

断される腫瘍の中に、上皮系および神経系腫瘍の特徴を併せ持ち、また、再発や

転移の強い傾向を有する嗅神経上皮腫を考慮する必要がある腫瘍が混在するこ

とが明らかになった。したがって、鼻腔内未分化癌の診断に際しては、免疫組織

化学的検索および電子顕微鏡学的検索結果も合わせて検討することが望まれる。
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表｛　未分化癌と診断された9症例の臨床および病理学的所見

HE所見 免疫染色

症例番号　品種　年齢（歳）　転帰 ロゼット様構造 CK　　NF

1
2
3
4
5
6
7
8
9

Shelty

柴

雑

雑

雑

柴

Golden

雑

雑

4
8
9
9
9
1
2
3
7

　
　
　
　
　
弓
1
■
　
1
　
1
　
4
■
■

再発、死亡

安楽死

転移、安楽死

再発、転移

再発

死亡

不明

不明

安楽死

十
十
十
十

十
十
十
十
十
十
十
十

十
十
十
十

Shelty：シエツトランドシープドッグ　Golden：ゴールデンレトリーバー

CK：サイトケラチン　NF：ニューロフィラメント
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図5　症例3。腫瘍組織内には、円柱状あるいは丈の高い細胞が管状構造を

　　　とる部分と線維性の隔壁により囲まれた紡錘形の細胞が充実性増殖を

　　　す部分とが混在している。（HE染色x580）

図6a　症例3。管状構造を構成する一部の腫瘍細胞の細胞質に見られたサイ

　　　　トケラチン陽性所見。（サイトケラチン免疫染色x750）

図6b　症例3。充実状増殖を示す小円形腫瘍細胞の細胞質に見られたニュー

　　　　ロフィラメント陽性所見。（ニューロフィラメント免疫染色x750）

図6c　症例3。小型の核をもつ円形あるいは紡錘形細胞がシナプトフィジン

　　　　陽性を示している。（シナプトフィジン免疫染色x750）

図6d　症例3。小巣状構造を示した腫瘍細胞がカルノシン陽性を示している。

　　　（カルノシン免疫染色x750）
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図7症例3。腫瘍組織内に見られた明瞭な内腔を伴った管状構造。

　　（電顕写真x13，500）

図8症例3。腫瘍細胞の内腔側に見られた微絨毛。（電顕写真x32，000）
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図9症例3。腫瘍細胞間に見られた細胞間接着装置（矢印）。

　　（電顕写真x2◎，000）

図10　症例3。神経分泌穎粒は腫瘍細胞の細胞質内に認められない。

　　　（電顕写真x16，500）
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　　　　　　　　　　　　第3章

犬の鼻腔内発生未分化癌とp53癌抑制遺伝子の変異との関連性

　　　　　　　　　　　　　　　　緒　言

　癌抑制遺伝子p53の異常はほとんどすべての悪性腫瘍において共通に認めら

れている遺伝子異常である［7，14］。p53は、転写調節機能、他の細胞内タンパク

質と結合することによるシグナル伝達機能、DNA複製に関与するタンパク質複合

体の構成要素、DNA結合能およびエキソヌクレアーゼ活性など機能を持ち、これ

らの機i能が複合的に作用し、細胞周期停止、アポトーシス誘導、DNA修復、　DNA

複製調節および分化誘導を引き起こす。p53癌抑制遺伝子の変異とヒトのおける

各種の腫瘍の性質（種類、悪性度、遠隔転移の有無、臨床的予後など）との関

連が研究され、乳腺癌、骨肉腫や脳腫瘍においてp53の構成アミノ酸の組成変

化等につながる遺伝子変異のパターンが腫瘍の性質に深く関与することが報告

されている［16］。p53遺伝子の突然変異のほとんどはアミノ酸置換を伴なうミ

スセンス変異である。これは他の癌抑制遺伝子、例えばAPC（adenomatous

polyp◎sis　colD遺伝子における変異が不完全な蛋白質を産生するようなナン

センス変異であることと比べると、p53遺伝子の大きな特徴である。変異はp53

遺伝子の中でも動物種を越えてよく保存されている領域に集中しており、ホッ

トスポットも見出されている［33，42］。P53遺伝子異常は良性の段階では認めら

れず、悪性になって初めて見つかっている。しかし、獣医病理学の領域では本

遺伝子の変異と腫瘍の病理発生・悪性度との関連性を検索した報告は乏しく、

また、ヒトにおいても嗅上皮由来腫瘍を含む鼻腔内腫瘍でのp53癌抑制遺伝子

の変異検索の報告は我々の知る限り無い。鼻腔は、大気中のさまざまなリスク

ファクター（オゾン、ニッケルやコバルトなどの腫瘍原因子）に直接暴露され
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ているため、遺伝子変異の機会が多いことが推定されている。

　そこで、著者は犬の鼻腔内発生未分化癌および嗅神経上皮腫におけるp53癌抑

制遺伝子の変異と本腫瘍の性格（分類や悪性度）に関する検索を行った。

　　　　　　　　　　　　　　材料および方法

　組織学的および免疫組織学的検索：鼻腔内に発生した犬の悪性腫瘍25例のう

ち未分化癌と診断した9例の腫瘍について、組織学的および免疫組織学的に検索

した。腫瘍組織を、｜0％中性緩衝ホルマリン固定、パラフィン包埋の後、常法に

従いヘマトキシリン・エオジン（旺）染色標本を作製し、顕微鏡観察を実施した。

免疫組織学的検索一次抗体は、坑ヒトp53モノクローナル抗体（PAb　24◎、10倍

希釈、N末端213－217アミノ酸をエピトープとする、ONCOGENE　RESEARCH　PRODUCTS）

を用いた。また、犬の乳腺癌の腫瘍組織を陽性コントロールとして用いた（図

11a，　b）。切片を脱パラフィン後、トリプシン処理、0．3％過酸化水素水による内因

性ペルオキシターゼ処理および正常ヤギ血清による非特異反応阻止の前処理を

行った。一次抗体を、over　night、4°Cでインキュベートし、標識ストレプトア

ビジン・ビオチン（LSAB法、　DAKO，　U．　S．　A．）を用いて標識し、　d　i　am　i　nobenz　i　d　i　ne

（DAB）で発色した。なお、対比染色としてメチルグリーン染色を施した。

　　　　　　　　　　　　　　　　結果

　検索した9例のうち、8例の腫瘍に中等度から高度の陽性所見が見られた。陽

性像は、細胞質および核の両者に見られたが、核の陽性像が強い傾向が見られ

た。未分化癌9例の構i造は多岐にわたり、小型穎粒状細胞（図18a，　b）、紡錘形

細胞、管腔構造、柵状構造（図19a，　b）、大型の上皮様細胞による充実性癌様の

構造などが見られたが、そのうち、上皮様に分化している大型の細胞にp53免
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疫染色陽性所見が多く認められた（図12a，　b、図16a，　b）。紡錘形の細胞による

管状構造を主体とする腫瘍も陽性像を示した（図14a，　b）。大小さまざまな異型

細胞から構成される充実性癌様構造の腫瘍においては、大型の細胞に陽性像が

見られた（図13a，　b、図15a，b、図17a，　b）。症例9の腫瘍細胞においてp53免疫

染色陽性所見は認められなかった（図2◎a，b）。これらの結果から、鼻腔内に発

生した未分化癌の発生に、p53癌抑制遺伝子変異が関与する可能性のあることが

示唆された。構成細胞による陽性所見局在の違いの意義や予後との関連につい

ては不明である。

　　　　　　　　　　　　　　　　考察

　ヒトの腫瘍、特に乳腺、肺、直腸、白血球、骨、脳や膀胱腫瘍の検索により、

検索された腫瘍の50％以上の症例において、p53癌抑制遺伝子異常の関与が示

されている［41］。本蛋白をコードする遺伝子の点突然変異、対立遺伝子消失、

再構成、欠失などの異常が知られており、その結果、細胞増殖抑制機構の破綻

それに続く腫瘍発生が起こることが示されてきる。エクソン5－8領域によって

構成される5つのドメイン構造は脊椎動物の進化の過程でよく保存されており、

また、この領域における遺伝子異常が本蛋白の異常のほとんどを占めることが

わかっている。ヒトでは、1塩基対の置換によるミスセンス変異が最もよく知

られている変異であり、変異の部位や置換される塩基対の種類は臓器や腫瘍の

種類、腫瘍原因により異なる傾向がある。

　正常のp53癌抑制遺伝子蛋白は細胞内で速やかに分解される（15分以内）た

め、免疫組織化学的に検出が困難である。一方、変異蛋白は分解が困難なため

細胞間に長く存在し（数時間以上）、また、悪性の腫瘍細胞内に蓄積する傾向が

あるため、抗体により検出が可能となる。ただし、正常の本遺伝子の転写活性
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が増大した場合にも理論的には陽性所見が増加する場合もありうるので免疫組

織化学検索結果の理解には注意を要する。

　動物の腫瘍発生とp53癌抑制遺伝子異常との関連についての免疫組織化学的

検索の報告は少ないが、乳腺、直腸、骨腫瘍等で報告されている［40］。しかし、

予後や腫瘍の病理発生との関連についての詳細は今尚不明である。

　今回の検索対象9例はいずれも未分化癌と診断された悪性腫瘍であったため、

本蛋白陽性所見と予後との関連についての情報は得ることができなかった。ヒ

トの腫瘍を用いた検索では、腫瘍の組織学的悪性度とp53癌抑制遺伝子蛋白陽

性所見との関連性について報告されている〔4日。動物の腫瘍においても、組織

学的悪性度や腫瘍の進行における本蛋白陽性所見の広がりや強さの程度の推移

等についての情報を得ることが今後必要と思われる。ただし、用いる抗体やプ

ローブが認識する抗原決定基（アミノ酸配列）や塩基配列の種間の相同性につ

いての詳細な情報をもとにヒトやその他の動物での結果と比較検討するよう注

意を要する。

　P53癌抑制遺伝子蛋白陽性所見は、これまでの報告と同様に、核内あるいは細

胞質内に認められ、核内でより強い陽性所見が見られた。腫瘍組織内では、あ

る腫瘍細胞群に限局的に、あるいはび慢性に陽性像が見られ、また、異なるタ

イプの複数の腫瘍細胞から構成される腫瘍組織内では、一方の細胞集団に限っ

て陽性所見が見られる場合および両者にみられる場合があり、一定の傾向は示

さなかった。しかしながら、少数ではあるが検索9例のうち8例に陽性所見が

認められたことから、鼻腔内未分化癌および嗅神経上皮腫の発生におけるp53

癌抑制遺伝子異常の関与について分子生物学的な手法を用いた詳細な検索を実

施する必要がある。
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図11a　陽性コントロール（乳腺癌、　HE染色x400）。

図11b　陽性コントロール。腫瘍細胞の核内にP53陽性所見が認められる。

　　　　（p53免疫染色x400）

図12a

図12b

症例1。腫瘍組織内に管状構造を示す腫瘍細胞が見られる。

（旺染色x400）

症例｜。管状構造を示す腫瘍細胞の核内にp53陽性所見が認められ

る。（p53免疫染色x400）

図13a

図13b

症例2。腫瘍組織内に上皮様を示す腫瘍細胞が充実性構造を示し

ている。（旺染色x400）

症例2。充実状構造を示す腫瘍細胞の核内および細胞質内にp53陽

性所見が認められる。（p53免疫染色x400）
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図14a

図14b

症例3。大型の腫瘍細胞と紡錘形の腫瘍細胞が、腫瘍組織内に混在

している。（旺染色x400）

症例3。大型の腫瘍細胞および紡錘形を示す腫瘍細胞の核内および

細胞質内にp53陽性所見が認められる。（p53免疫染色x400）

図｜5a

図15b

症例4。充実性構造を示し、大型の核をもつ腫瘍細胞と小型で頼粒

状の腫瘍細胞が、腫瘍組織内に混在している。（HE染色x400）

症例4。小型の腫瘍細胞に比べて、充実性構造を示す腫瘍細胞の核

内および細胞質内にp53陽性所見が多く認められる。（p53免疫染

色x400）

図16a　症例5。腫瘍組織内に上皮様に分化している腫瘍細胞が見られる。（HE

　　　　染色x400）

図16b　症例5。上皮様構造を示す腫瘍細胞の核内および細胞質内にp53陽

　　　　性所見が認められる。（p53免疫染色x400）
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図17a

図17b

症例6。大型の核をもつ腫瘍細胞と紡錘形を示す腫瘍細胞が腫瘍

組織内に認められる。（HE染色x400）

症例6。大型の核をもつ腫瘍細胞および紡錘形を示す腫瘍細胞の

核内および細胞質内にp53陽性所見が認められる。（p53免疫染色

x400）

図18a

図18b

症例7。腫瘍組織内に比較的小型の腫瘍細胞が巣状に増殖している

部位が見られる。（HE染色x400）

症例7。巣状に増殖している腫瘍細胞の核内および細胞質内にp53

陽性所見が認められる。（p53免疫染色x40◎）

図19a

図19b

症例8。腫瘍組織内に腫瘍細胞が柵状に増殖している部位が見られ

る。（HE染色x400）

症例8。柵状構造を示す腫瘍細胞の核内および細胞質内にp53陽性

所見が認められる。（p53免疫染色x400）
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図20a

図20b

症例9。腫瘍組織内に比較的小型の腫瘍細胞が巣状に増殖している

部位が見られる。（HE染色x400）

症例9。巣状構造を示す腫瘍細胞の核内および細胞質内にp53陽性

所見は認められない。（p53免疫染色x400）
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　　　　　　　　　　　　　　　　総　括

　今回検索した犬の鼻腔内に発生した悪性腫瘍25例は、扁平上皮癌4例、腺癌

12例および未分化癌9例であり、Mouほonの報告に示されているそれぞれのタイ

プの腫瘍の発生割合とほぼ一致していた。組織学的検索では、腺癌に比較的分化

した偽層状の円柱線毛上皮様構造が認められ、腫瘍細胞が呼吸上皮に由来するこ

とが示唆された。一部の腺癌は、管状および充実状を示し、腫瘍細胞の細胞質内

に認められる好酸性の穎粒を特徴としていた。また、細胞質内に好酸性の穎粒を

有する一部の腺癌は、粘膜下組織に存在する鼻腺に由来することが示唆されたが、

異型性が強く、腫瘍性腺細胞の起源を特定することはできなかった。

　未分化癌は、円柱状あるいは丈の高い細胞が管状構造をとる部分と線維性の隔

壁により囲まれた紡錘形の細胞が充実性増殖を示す部分とが混在し、その割合は

症例により異なっていた。未分化癌9例において、ロゼット様構造が5例に、柵

状配列が4例に見られた。今回の4例の腫瘍は、いずれも立方形あるいは円柱状

の上皮様細胞が増殖する部分と紡錘形の細胞が充実性増殖を示す部分の二つの

パターンを示した。すなわち、上皮性細胞が作る真性ロゼットあるいは腺構造お

よび未分化で小型の核と線維性突起が集合する部分である。また、二つの異なっ

た腫瘍細胞から構成されている未分化癌は、再発や転移する傾向が強く、予後は

非常に悪かった。今回の検索により、未分化癌と診断される腫瘍の中に上皮細胞

と非上皮細胞の特徴を有し、再発や転移の強い傾向を持つものの存在が明らかに

なった。

　また、今回の検索では、未分化癌と過去に診断された9例のうち4例が上皮細

胞のマーカーとしてのサイトケラチンおよび神経系のマーカーとしてのニュー

ロフィラメント陽性像を示した。また、症例3では、シナプトフィジンおよび嗅

細胞に対するマーカーとしてのカルノシン陽性像を示した。電子顕微鏡学的特徴
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としては、多くの微絨毛及び細胞間接着装置（デスモゾーム）が、管状構造を構

成する腫瘍細胞間にしばしば認められた。しかし、Olfact◎ry　neur◎blastomaに

特徴的とされる神経分泌穎粒やシナプスは、管状構造を構成する部位および円形

あるいは紡錘形細胞が増殖する部位にも認められなかった。よって、未分化癌と

して過去に診断されたこれら9例のうち、4例は、上皮系および神経系腫瘍の特

徴を有する嗅神経上皮腫と再診断された。

　9例の犬の鼻腔内発生未分化癌におけるp53癌抑制遺伝子蛋白異常との関連性

を免疫組織化学的に検索した。抗体としてヒト由来（PAb　24◎）抗原（異なる種

間で保持されている）由来のモノクローナル抗体を用いた。その結果、検索した

9例のうち、8例の腫瘍に中等度から高度の陽性所見が見られた。陽性像は、細

胞質および核の両者に見られたが、核の陽性像が強い傾向が見られた。未分化癌

9例の構造は多岐にわたり、小型頼粒状細胞、紡錘形細胞、管腔構造、管状構造、

大型の上皮様細胞による充実性癌様の構造などが見られたが、そのうち、上皮様

に分化している大型の細胞にp53免疫染色陽性所見が多く認められた。これらの

結果から、鼻腔内に発生した未分化癌の発生に、p53癌抑制遺伝子変異が関与す

る可能性のあることが示唆された。
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