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緒 言

1965年Moore等19)に よ って初め て牛脳 よ り分

離 されたS-100蛋 白は,中 性領域 においては100

%飽 和 硫安液に も可溶性(soluble)で ある事に

ちなんで命名 された,分 子量約2万 の酸性蛋 白

である。その後の研究 によりS-100蛋 白は, α 鎖

お よび β鎖 の2つ のサブユニ ッ トか ら構 成 さ

れる2量 体であ り,現 在S-100a(α, β), S-100

b(β, β), S-100a0(α, α)の3分 子種が同定

されている11). S-100蛋 白は物理化学的には, 1

分 子 につ き2個 のCa++を 結 合す る能 力を持つ

カルシウム結合蛋 白であるが,そ の生物学的意

義 については未だ推定 の域 を出ていない. S-100

蛋 白は,は じめ神経外胚葉由来の細胞(グ リア

細胞,シ ュワン細胞等)に 特異的に存在する と

考えられていた.し か しその後諸家の報告 によ

り,神 経組織以外の種 々の細胞 にもS-100蛋 白

の存在が明 らか となってきた.即 ち,皮 膚のラ

ンゲルハ ンス細胞21),メ ラノサ イ ト22),リンパ節

のinterdigitating reticulum cell21),32),軟骨 細

胞27),脂 肪細胞18)等で ある.さ らに最 近にな り

S-100蛋 白のサブユニ ッ トであるS-100蛋 白 α鎖,

 β鎖 各々についての免疫組織化学的局在検索が行

われ,そ の結果, S-100蛋 白の分子種(S-100a,

 b, a0)に よる局在証明が正常組織 のみ ならず,

腫 瘍組織 についても試み られつつ ある.正 常組

織 では, S-100aは グ リア細胞,メ ラノサ イ トに,

 S-100bは シ ュ ワン細胞 に, S-100a0は 神 経 細

胞,マ クロフ ァー ジ等に存在す る事が報告 され

ている.一 方,腫 瘍組織 においては, S-100aは,

星細胞腫細胞,悪 性黒色腫細胞に, S-100bは,

神 経鞘腫細胞に, S-100a0は 色 素母 斑細胞等 に

存在する事が報告 されている33).し か しS-100

蛋 白サブユニ ッ トの細胞内微 細局在に関する報

告は少 ない.今 回著者は, S-100蛋 白サブユニ ッ

トに対す るマ ウスモノクローナル抗体 を用いて

ヒ ト正常大脳お よびヒ ト膠芽腫 におけるS-100

蛋 白サブユニ ッ トの局在 を光 顕並びに電顕的に

検索 した.そ の結果, S-100蛋 白の機能 を推測す

る上 で重要 と思われ る所見 を得 たので文献的考

察 を加 えて報告する.

実験材料および方法

1)対 象

ヒ ト大脳組織は深在性脳腫瘍 に対する内減圧

術の 目的で切除 を行 った5例 の脳組織(主 に前

頭葉)を 用いた.ま た6例 の膠芽腫組織 は当教

室において開頭術によ り摘 出された生検材料 を

用いた.

2)免 疫 組織化学的検索

(A)光 顕 的検索　 生検組織は採取後すみや

かに10%中 性 ホルマ リン液で固定 した後,パ ラ

フィン包埋 し, 8μ の切片 を作製 した.切 片は

脱パ ラフィン処理後,組 織の内因性ペ ルオキシ

ダーゼ活性 を不活化する為, 0.5%過 酸化水素加
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メタノールに室温で30分 間浸漬 した.リ ン酸緩

衝生理食塩水(以 下PBSと 略す)に て切片 を洗

浄後,組 織のFcレ セプ ター をブロックす る目

的で正常ヤギ血清(PBSに て10倍 希 釈)を 室温

で10分 間作用 させ た.次 に第1次 抗体 として,

抗S-100蛋 白 α鎖マ ウスモ ノクローナル抗体

(PBSに て50倍 希 釈,日 本抗体研究所),抗S-100蛋

白 β鎖マウスモノクローナル抗体(PBSに て25倍

希釈,日 本抗体研究所)を4℃ で12時 間作用 させた.

対 照抗体 として抗 ヒトB cellマ ウスモノクローナ

ル抗体(PBSに て25倍 希 釈, Orthomune社,

米 国)を 用いた.第2次 抗体 としてhorseradish

 peroxidase標 識 抗 マ ウスIgGヤ ギIgG(PBS

にて10倍 希 釈,日 本抗体研究所)を 室温で1時

間作用 させた後, 0.005% H2O2加DAB溶 液

(Sigma社,米 国20mg 3, 3´-diaminobenzidine

 tetrahydrochloride/100ml 0.05M Tris-HCL

 buffer, pH 7.6)に10分 間浸漬 し発色反応 を行 っ

た. PBSで 洗 浄後エタノール列にて脱水 し包埋

の後鏡検 した.写 真撮影には,ニ コンM-35FA

型 撮 影装置 を使用 した.以 上 の光顕レベルにお

ける免疫組織化学的検索手順 の概略 は表1-A

に示 した.

(B)電 顕 的検索　 組織 は採 取後 た だち に

McLean16)のPLP固 定 液 に4℃ で12時 間浸 漬

し,さ らに10%シ ョ糖加PBSに て4℃ で12時

間, 15%シ ョ糖加PBSで4℃4時 間, 20%シ ョ

糖加PBSで4℃2時 間 洗 浄 し, OCT com

pound(Miles Laboratory,米 国)に 包埋後,

ドライア イスアセ トンに より組織 をすみやかに

凍結 させ,ク リオスタッ ト(サ クラCM-41)に

て10μ の凍結切片 を作製 した.ス ライ ドガ ラス

上 の切片に正常ヤギ血清(PBSに て10倍 希 釈)

を 室温 で10分 間作用 させ,組 織のFcレ セ プタ

ーのブ ロックを行 った後
,第1次 抗体 として,

抗S-100蛋 白 α鎖 マ ウスモ ノ クローナル抗体

(PBSに て50倍 希 釈,日 本抗体研究所),抗S-100蛋

白 β鎖マウスモノクローナル抗体(PBSに て25倍

希 釈,日 本抗体研究所)を4℃ で12時 間作用 さ

せた.対 照抗体 としては,抗 ヒ トB cellマ ウスモ

ノクローナル抗体(PBSに て25倍 希釈, Orthomune

社,米 国)を 用 いた.第2次 抗体 として, horse

radish, peroxidase標 識 抗マウスIgGヤ ギIgG

(PBSに て10倍 希釈,日 本抗体研究所)を 室温で

1時 間作用 させ た後, 3%グ ル タールアルデ ヒ

ド(リ ン酸緩衝液pH 7.4に て希釈)に より室温

で10分 間後固定 を行 った.次 に切片 をDAB溶

液 に室温で30分 間浸漬 した後, 0.005% H2O2

加DAB溶 液 にて,室 温で10分 間 発色反応 を行

った.次 に2%オ ス ミウム酸(0.2Mカ コジル酸

緩衝液, pH 7.4で 希 釈, Merck社,米 国)に よ

り室温で30分 間後 固定 を行い,さ らにエ タノー

ル列に よる脱水処理の後エ ポン812(応 研 商事)

に包埋 した.ウ ル トラマイクロ トーム(Sorvall

社Porter-Blum)に よ り超薄切片 を作製 し重金

属 に よる電 子染色 を行 うこ とな く日立H-700

型 あ るいは 日立HS-8型 電 子顕微鏡にて観察 し

た.以 上 の電顕免疫組織化学的検索手順の概略

は表1-Bに 示 した.

結 果

1)光 顕 所見

(A)ヒ ト正常大脳　 S-100蛋 白 α鎖 に対す

る褐色の免疫組織化学的陽性反応は,星 状膠細

胞,希 突起膠細胞,神 経細胞に認め られた.し

か し脳 室上衣細胞 につ いては検索 出来て いな

い.脳 軟膜直下のglia limitansお よび白質におい

て特 に強い陽性反応 を呈す る星状膠細胞が観察

された.希 突起膠細胞の陽性反応の程度は星状

膠細胞のそれ に比 し一般 に弱かった.神 経細胞

においては陽性反応の強い もの弱いもの,ほ と

ん ど陽性 反応の認め られないもの等,反 応の程

度 が細胞間でか な り異なっていた. S-100蛋 白

α鎖 に対する陽性 反応の細胞内局在は,星 状膠

細胞の細胞質,細 胞突起に観察 され,神 経細胞

においては,細 胞質,軸 索に陽性 反応が認め ら

れた.星 状膠細胞,神 経細胞 においては核 に陽

性 反応が認め られ るもの もあった.希 突起膠細

胞 にお いては細 胞核 に陽性反 応が観察 された

が,細 胞質に陽性反応が存在す るか否かは光顕

レベルでは充分判定で きなか った(図1-a,

 1-b, 1-c). S-100蛋 白 β鎖 に対す る免疫組

織化学的陽性 反応は,星 状膠細胞,希 突起膠細

胞に観察 されたが,神 経細胞では全 く陰性であ

った.星 状膠 細胞,希 突起膠細 胞における陽性

反応の細胞内局在 は, S-100蛋 白 α鎖の それ と
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表1.免 疫組織化学的検索の概略

A)光 顕

1) 8μ ホ ル マ リン固 定パ ラ フ ィ ン切 片 お よ び10μ PLP固 定 凍 結 切 片

2)脱 パ ラ フ ィ ン処 理 後0.5%過 酸 化 水 素 加 メ タ ノー ル に浸 漬(内 因 性 ベ ル オ キ シ ダ ー ゼ の

不活 化)室 温 、30分 間

3)正 常 ヤ ギ 血 清(10倍 希 釈)室 温 、10分 間

(組 織Fcレ セ ブ タ ーの ブ ロ ッ ク)

4)抗S-100蛋 白 α鎖 マ ウス モ ノ ク ロ ーナ ル 抗 体(50倍 希 釈 、 日本 抗 体 研 究 所)

抗S-100蛋 白 β鎖 マ ウス モ ノ ク ロー ナ ル 抗 体(25倍 希 釈 、 日本 抗 体 研 究 所)

対 照 抗 体 … 抗 ヒ トB cellマ ウ ス モ ノク ロー ナ ル抗 体(25倍 希 釈、 オ ル ソ ミュ ー ン)

4℃ 、 一 晩

5)抗 マ ウ スIgG HRP標 識 ヤ ギ抗 体(10倍 希 釈 、 日本 抗 体 研 究 所)室 温 、1時 間

6) 0.005%過 酸 化 水 素 加DAB液*　 室温 、10分 間

B)電 顕

1) 10μ PLP固 定 凍 結 切 片 の 作 製

2)正 常 ヤ ギ 血 清(10倍 希 釈)室 温 、10分 間

3)抗S-100蛋 白 α鎖 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナル 抗 体(50倍 希 釈 、 日本 抗 体 研 究 所)

抗S-100蛋 白 β鎖 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナル 抗 体(25倍 希 釈 、 日本 抗 体 研 究 所)

対 照抗 体 … 抗 ヒ トB cellマ ウス モ ノク ロー ナ ル 抗 体(25倍 希 釈 、 オ ル ソ ミ ュー ン)

4℃.一 晩

4)抗 マ ウ スIgG HRP標 識 ヤ ギ 抗体(10倍 希 釈、 日本 抗 体 研究 所)室 温 、1時 間

5) 3%グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド(PBSで 希 釈)に よ る後 固 定 … 室 温 、10分 間

6) DAB液*に 浸 漬 … 室 温、30分 間

7) 0.005%過 酸 化 水 素 加DAB液*で 発 色　 室温 、10分 間

8) 2%オ ス ミウ ム酸(カ コ ジ ル 酸緩 衝 液 で希 釈)に よ る後 固定 … 室 温 、30分 間

9)エ タ ノー ル 脱 水後 、 エ ボ ン812で 包 埋

10)ウ ル トラ マ イ ク ロ トー ム(Sorvall社Porter-Blum)に よ る 超 薄 切 片 の 作製

11)日 立H-700お よ び 日立HS-8型 電 子 顕 微鏡 に よ る 観 察

*DAB液:20mg 3 .3´-diaminobenzidine tetrahydrochloride/100ml 0.05M Tris-

HCl buffer

区別で きなかった(図1-d).

(B)膠 芽 腫組織　 光顕 レベ ルで免疫組織化

学的検索 を行 った膠芽腫6例 の うち, S-100蛋

白 α鎖,β 鎖 と もに陽性 で あったの は1例,

 S-100蛋 白 α鎖のみ陽性であったのは1例, S-

100蛋 白 β鎖のみ陽性は2例,両 者 ともに陰性

は2例 であった. S-100蛋 白 α鎖, β鎖 ともに陽

性例は,個 々の腫瘍細胞間で陽性反応の程度 が

まちまちであった.陽 性反応は主に腫瘍細胞の

細胞質 に観察 され,時 に核 に も陽性反応が認め

られるもの もあった(図2-a, 2-b). S-100

蛋 白 α鎖のみの陽性例 においては,同 一切片 に

おいて比較的弱い陽性反応を呈 してい る細胞群

の中に陽性反応の強い細胞が混在 した所見が認

め られた(図2-c). S-100蛋 白 β鎖のみの陽性

例においては,比 較的小型で,核 が陽性反応を

呈 している腫瘍細 胞群 が島状 に散在 して いた

(図2-d).

2)電 顕 所見

(A)正 常膠細胞(星 状膠細胞,希 突起膠細胞)
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S-100蛋 白 α鎖に対す る電子密度の高い陽性免

疫反応(以 下 陽性反応 と略す)は,主 に膠細胞

の細胞質にびまん性 に観 察 された.時 にRER

(rough endoplasmic reticulum)や ミ トコン ド

リアの外膜に一致 して陽性反応が観察 された.

しか しRERや ミ トコン ドリアの内部 は陰性 で

あった.核 質 に陽性反応がびまん性 に観察 され

るものがあったが,ク ロマチンに一致 した反応

は認め られなかった(図3-a).血 管 周囲の血

管足に も陽性 反応がびまん性 に存在 してい るの

が観察された(図3-b). S-100蛋 白 β鎖に対す

る陽性反応の細胞内局在様式は, S-100蛋 白 α

鎖 に対 するそれ と基本的 には同 じであったが,

一 般に陽性反応の程度は
, S-100蛋 白 β鎖 に対

す る方が, α鎖 に対する反応 より強い傾向が認

められた(図3-c, 3-d).

(B)神 経 細胞　 S-100蛋 白 α鎖 に対す る陽

性反応は,主 に神経細胞の細胞質にびまん性に

観察され,時 にRERや ミ トコン ドリアの外膜

に一致 して陽性反応が観察され るこ とがあった

が, RERや ミ トコン ドリアの内部は陰性 であ

った.核 質 に塊状の陽性反応が散在 して観察 さ

れたが,へ テロクロマチン,核 小体 とも陰性で

あった.ま た樹状突起 の内部に陽性反応が観察

され るものがあった(図4-a, 4-b).し か し,

 S-100蛋 白 β鎖 に対する陽性 反応 は全 く認め ら

れなかった.

(C)膠 芽 腫細胞　 電顕的に検索することの

で きた1例 のS-100蛋 白 α鎖 陽性例 にお いて,

陽 性反 応は,主 に膠 芽腫細 胞の細胞質 にび ま

ん性 に観察 され,時 にRERや ミ トコン ドリ

アの外 膜に一致 して陽性反応が観察 されること

があった.し か しRERや ミ トコン ドリアの内

部 は陰性で あった.核 質 に陽性 反応が散在性に

観察 されることがあ り,時 に核小体の周囲 に一

部陽性 反応が認め られた.ま た,外 核膜に一致

した部分 に強い陽性反応が観察 され る部分があ

った.時 に細胞質 にグリアフイラメン トと思わ

れる中間線維の認め られる細胞があったが,線

維 に一致 した陽性反応は観察 されなかった(図

5-a, 5-b).な お,こ の症例では, S-100蛋

白 β鎖 に対 す る陽性反 応は全 く認め られ なか

った.

考 按

S-100蛋 白は, 1965年Mooreら19)に よ りはじ

めて牛脳か ら分離 された分子量約2万 の酸1生蛋

白であ り,そ の後の研 究によ りS-100蛋 白 は α

鎖, β 鎖によ り構成 され る2量 体 である事 が判

明 して いる. S-100蛋 白は1分 子 あた り2個 の

Ca++イ オ ンを結合す る能 力を もち,カ ルモデュ

リンや トロポニ ンC等 とともに, EF-Hand型

のCa++結 合 基 を持 つこ とが知 られてい る11).

 S-100蛋 白は,は じめ神 経外胚葉 由来の細胞に

特 異的に存在する と考え られていたが,免 疫組

織化学的知見の集積に伴 い,諸 臓器の種 々の細

胞に広 く存在する事が明 らかになっている.即

ち,グ リア細胞,シ ュワン細胞のみならず,皮

膚のランゲルハ ンス細胞21),メ ラ ノサイ ト22),リ

ンパ節のinterdigitating reticulum cell32),21),

軟 骨細胞27),脂 肪 細胞18)等に も存在が報告 され

ている. S-100蛋 白はそれを構成する α, β サブ

ユニ ットの組成か らS-100a(α, β), S-100b(β,

 β), S-100a0(α, α)の3分 子種が存在す るこ

とが指摘 されて いる12).昨 今 のペ プチ ド分離

精製技術 の進歩 に伴い, S-100蛋 白サブユニ ッ

トの分離 も可能 とな り12)その結果,各S-100蛋

白サ ブユニ ッ トに対 する抗体 も作製 されるよう

になって きた.高 橋 ら33)によ り,正 常組織 ならび

に腫瘍組織にお けるS-100蛋 白サブユニッ トの

免疫組織化学的検索が報告 されているが,そ の

検索結果及び今回の著者の検索成績か ら判断 し

て,従 来用い られて きた多 くの抗S-100蛋 白抗

体 は主 にS-100蛋 白 β鎖 と反応す るもの と考

えられる.高 橋 らの報告によると, S-100aの 存

在す る正常組織細胞 として,グ リア細胞,メ ラ

ノサ イ ト,軟 骨細胞等, S-100bの 存在 する細胞

として シュワン細胞,皮 膚の ランゲルハ ンス細

胞,リ ンパ節のinterdigitating reticulum cell

等,さ らにS-100a0の 存在す る細胞 として,神

経細胞,マ クロフ ァー ジ等が報告 されている.

腫瘍組織においては, S-100aは 星 細胞腫細胞,

悪性 黒色 腫細胞, S-100bは 神 経鞘腫細胞 に,

 S-100a0は 色 素母斑 細胞等に存在す る事 が報告

されている.従 来か ら神経細胞にS-100蛋 白が

存在 するか否かは異論 の多い ところであった.
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Hydenら8)は 家 兎 ダイテル ス核 におけるS-100

蛋 白の存在 を指摘 し, Tabuchiら28)は ハ ムス タ

ーの小脳プルキンエ細胞にS -100蛋 白の存在 を

報告 し,ま たHaglidら7)は ラ ッ ト脳におけるシ

ナプ ス後 膜 にS-100蛋 白 の存在 を報告 してい

る.し か し神経細胞 におけるS-100蛋 白の存在

を否定す る報告 も散 見され る3),15).この様 に諸

家のこれ までの報告 に差異が生 じたのは,検 索

に用いられた抗S-100蛋 白抗体の特 異性が,研

究者によ り不均一で あった為ではないか と考 え

られ る. S-100蛋 白サブユ ニ ッ トに対す る特

異抗体 を用い ることが で きるよ うにな った現

在,少 な くと も正常 の神経系 にお いては,抗

S-100蛋 白サ ブユニ ッ ト抗体 を用いた検 索を行

うこ とに より,グ リア細胞,神 経細胞,シ ュワ

ン細胞の識別が免疫組織化学的に可能で ある と

云える.さ らに神経系の腫瘍組織において も腫

瘍 の発生母組織 を推測する有力な手段の一つに

なりうると考え られ る.こ れまでS-100蛋 白の

組織局在 に関 しては,多 くの免疫組織化学的研

究がなされて きているが, S-100蛋 白の もつ生

物学的意義 につ いては必ず しも見解 の一致をみ

ていない. S-100蛋 白によるシナプス伝達 の調

節9),膜 を介す るカチオ ンの輸送への関与2),核

内機能への関与17),プ ロテインキナーゼの活性

化4),微 小管脱重合への関与1),ホ ル モン分 泌へ

の関与10)等,幅 広い役割が想定されている.最 近

のShashouaら の 報告26)に よればS-100蛋 白が

細胞内よ りも細胞外液,髄 液 に数倍 も高濃度に

存在す ることをラッ ト脳で証 明 し, S-100蛋 白

の細胞外への放出機構が存在 している可能性 を

指摘す るとともにS-100蛋 白が細胞間のカチオ

ンの輸送に関与 している可能性 をも示唆 してい

る. S-100蛋 白および, S-100蛋 白サブユニッ ト

の細胞下 レベルでの局在証明に関す る報告は少

ないが23),29),30), Sanoら25)は,抗S-100蛋 白 β鎖

抗体 を用いて,株 化 ラッ トグ リオーマC6細 胞

にお けるS-100蛋 白 β鎖の局 在検索 を光 顕 レ

ベ ルで行 ってい る.そ れによると静止期の細胞

にお いてはS-100蛋 白 β鎖 に対 す る免疫 組織

化学的陽性反応は,細 胞質お よび核内に観察 さ

れるが,分 裂期の細胞にお いては染色体 に一致

したS-100蛋 白 β鎖 の存 在 を認め て お り, S-

100蛋 白が細胞核分裂 に関与する可能性 を示唆

す る興味 ある所見を報告 している.こ のように

S-100蛋 白の細 胞下 レベ ルでの局在 を検索する

ことは,そ の機能 を探 る上で有意義な方法の一

つ と思われる.今 回著者が行 った検索結果から

ヒ ト正常大脳 における,正 常膠細胞(星 状膠細

胞,希 突起膠細胞)に は,光 顕的検索結果 と同

じ くS-100蛋 白 α鎖, β 鎖 の存在 が電顕 レベル

で も観 察 された. S-100蛋 白 α鎖, β鎖 に対す

る免疫細胞化学的陽性反応は,神 経膠細胞の,

主 に細胞質にびまん性 に存在 し時にRERや ミ

トコン ドリアの外 膜 に一致 して観察 された.

 Ruscaら に よれ ば,膜 結合性S-100蛋 白 はS-

100蛋 白全体の3-6%を 占め るとされている

が,上 記の所見は膜結合性S-100蛋 白24)の 存 在 を

強く示唆 しているもの と考えられる.正 常膠細胞

の核内においては, S-100蛋 白サブユニ ッ トに

対す る陽性反応が観察 され る場合 と,そ うでな

い場合があるがその理由 として,組 織固定の際

の抗原の移動,抗 原性の失活の程度の相違等が

考 えられ る.今 回使用 した抗S-100蛋 白サブユ

ニ ッ ト抗体 は, IgGで あ り, IgG(Fab')2も し く

はFab'を 使 用すれば さらに,抗 体の細胞内への

深達度が増す もの と考え られる,今 回,著 者が

ヒ ト正常大脳灰白質の神経細胞 について光顕 レ

ベ ル でS-100蛋 白 α鎖の免疫 組織化学 的検 索

を行 った結果,神 経細胞 によっては陽性反応の

認め られる場合 とほ とんど陰性の場合があ り,

あ る種の神経細胞ではS-100蛋 白の果 たす役割

を他 の蛋 白,た とえば同 じEF-Handグ ル ープ

に属するCa++結 合 蛋白で あるカルモデ ュ リン

等が果た している可能性が考 えられる31).今 後

はS-100蛋 白 と他のCa++結 合 蛋 白との機能上

の関連性 を追求 してい くことも必要であろう.

電 顕 レベルでの神経細胞にお けるS-100蛋 白 α

鎖 に対す る陽性反応の局在 は正常膠細胞におけ

るそれ と基本的 には同じであったが,陽 性反応

の程度 は,正 常膠細胞におけるそれ に比 してか

な り弱か った. Mianiら17)はS-100蛋 白が核 小

体のRNAポ リメラーゼの活性化に関与 してい

ることを実験的 に証 明しているが,こ れは今回

の検 索で,膠 芽腫細胞の核小体 の一部 にS-100

蛋 白の局在が観察された ことと矛盾 しない.さ
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て,著 者がS-100蛋 白サ ブユニッ トの局在検 索

を光顕 レベ ルで行った膠芽腫6例 においては,

 S-100蛋 白 α鎖, β鎖 ともに陽性 の例,ど ちらか

一方のみ陽性の例
,両 者 とも陰性の例が観察 さ

れた. S-100蛋 白 α鎖, β鎖 ともに陽性例 におい

て連 続切 片で個々の膠芽腫細胞におけるS-100

蛋 白サブユニ ットの局在 を観察 した限 りでは,

 α鎖 陽性 細胞 とβ鎖陽性細胞 は異なった別個

の細胞であるように思われた.こ の ようにヒ ト

膠芽腫間でS-100蛋 白サブユニ ッ トの局在 に差

異があ り,ま た同一腫瘍組織でも部位 によって

反応の程度 に著 しい差が認め られ る理由はよ く

わか らない.従 来の ポリクローナル抗体 を用 い

たS-100蛋 白の定量 については, Haglidら6)や

当教室の守屋 ら20)の報告 の如 く,神 経膠腫 にお

ける生物学 的悪性度 と腫瘍組織の水溶性S-100

蛋 白 量 が逆 相 関 す る とい う結 果 と,反 対 に

Jacque13)ら の よ うに相 関関係 は ない とい う結

果 とがみられる.こ れらの相違は,検 索に用い

た抗S-100蛋 白抗体の相違 により生 じた可能性

が考 えられ る.ま た,従 来 用い られ て きた抗

S-100蛋 白抗体 の多 くが神 経細 胞 にお けるS-

100a0(α, α)を 検 出で きなか った事実 を考え

ると,神 経膠腫組織におけ るS-100蛋 白 α鎖 を

検出できなかった可能性 も指摘 できよう.今 後

は各サブユニ ッ トに特異的 な抗体 を用 いたS-

100蛋 白の定量 を行 うこ とが必要 と考 える.ヒ

ト正常膠細胞においてはS-100蛋 白 α鎖, β鎖

の存在は明らかであるが,膠 芽腫細胞において

は腫瘍化 に伴い, S-100蛋 白 α鎖, β鎖 の どち ら

か一方,あ るいは両方 とも産生 されな くなる可

能性が考 えられる.ま たS-100蛋 白サブユニ ッ

トに対 する抗体 と反応 しないよ うな,抗 原性 を

異 にす るS-100蛋 白(S-100蛋 白 と呼 んで よい

か否かは疑問である)が 産生されている可能性

も考 えられ る. Labourdette14)や 当教室の古 田

ら5)は,株 化ラ ットグ リオーマC6細 胞 において

S-100蛋 白量が,細 胞周期の各時期において変

化する事 を報告 しているが,膠 芽腫 のように分

裂増殖の さかんな腫瘍 においては,各 腫瘍 細胞

の細胞周期が異なる為,個 々の腫瘍細胞間での

S-100蛋 白 量 に差 異 を生 じて い る可 能性 が あ

り,こ うしたこ とが膠芽腫 にお けるS-100蛋 白

の免疫組織化学的染色性の不均一 さの一因 とな

っているとも考えられ る.著 者が免疫電顕的に

検 索 しえたS-100蛋 白 α鎖陽性 例の膠芽 腫細

胞において,陽 性反応は細胞質,核 質, RERや

ミ トコン ドリアの外膜等に認め られ,そ の局在

様式は,ヒ ト正常膠細胞 におけ るS-100蛋 白 α

鎖のそれと本質的 に同 じであったが,膠 芽腫細

胞 の核 小体 の周囲 にS-100蛋 白 α鎖 の局在が

観察されたこ とは,前 述 したMianiら の 実験結

果に照 らしあわせ て興味深い所見 と思 われる.

今 後 はS-100蛋 白 β鎖の膠 芽腫 にお ける局 在

を電顕的に検索す ることが必要であろう. S-100

蛋 白の細胞内局在 を生 きたままの細胞で観察で

きれば その機能 を推測する上で最適であるが,

免 疫組織化学で は組織 固定が 強 くなれば なる

程,一 般に標的物質の抗原性が阻害 され易 いと

い う,二 つの相反す る要素の均衝の下で行わ ざ

るを得ない.そ れ故に物質の局在のみからただ

ちにその機能 を推測することは困難である.今

回著者が行 った検索結果 よ り,正 常膠細胞,神

経細胞,膠 芽腫細胞 を問わずS-100蛋 白サブユ

ニッ トの局在 が,細 胞質,細 胞内小器官の外膜,

核 質,細 胞突起に観察 されたことか ら判断 して,

 S-100蛋 白 はその機 能の一つ として細胞内にお

けるCa++, Mg++等 の カチオンの輸送へ広 く関

与 している可能性が示唆 された もの と考え られ

る.

結 論

カルシウム結合 酸性 蛋白の一つで あるS-100

蛋 白を構成す るサブユニ ッ ト(α鎖, β鎖)の ヒ

ト正常大脳(5例)お よび ヒ ト膠芽腫組織(6

例)に おける局在 を,各 サブユニ ッ トに対す る

モ ノクローナル抗体 を用いた間接酵素抗体法 に

より,光 顕お よび電顕 レベ ルで検 索 した.そ の

結果,光 顕 レベルでは,ヒ ト正常大脳の膠細胞

(星状膠細胞,希 突起 膠細胞)お よび神経細胞に

S-100蛋 白 α鎖 に対する免疫組織化学的陽性反

応が観察 され た.一 方, S-100蛋 白 β鎖 に対 する

陽性反応はは,ヒ ト正常大脳 では膠細胞にのみ

観察 され,神 経細胞には認め られなかった.ま

た ヒト膠芽腫 においては, S-100蛋 白 α鎖, β鎖

両者 に対 する陽性 反応が観察 され るもの1例,
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どち らか一方のみが陽性の もの3例,両 者 とも

に陰性 の もの2例 であ り様々であった.電 顕的

局在検索では,ヒ ト正常大脳の正常膠細胞にお

いては, S-100蛋 白 α鎖, β鎖 いずれに対す る陽

性免疫 反応 も,主 に細胞質に観察 され,時 に核

質, RERや ミ トコン ドリアの外膜に一致 して観

察 された.ヒ ト神経細胞 において, S-100蛋 白 α

鎖に対す る陽性免疫反応は,細 胞質,核 質 に観

察 され,時 にRERや ミ トコン ドリアの外 膜に

存在 した.し か しS-100蛋 白 β鎖 に対する陽性

反応は全 く認め られなかった.電 顕的に検索 し

得 たS-100蛋 白 α鎖陽性 の ヒ ト膠芽 腫例 にお

いて,陽 性免疫反応 は主に膠芽腫細胞の細胞質

に観察 され,時 に核質,核 小体の周囲, RERや

ミ トコン ドリアの外膜に一致 して観察された.

以 上の結果から, S-100蛋 白は,ヒ ト正常大脳の

膠細胞(星 状膠細胞,希 突起膠細胞),神 経細胞,

ヒ ト膠芽腫細胞を問わず,一 般 に細胞質,核 質,

細胞内小器官の外膜に存在 し,細 胞内における

Ca++な どの カチオンの輸送に広 く関与 して い

る可能性が示唆 されたもの と考 えられ る.
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附 図 の 説 明

図1.ヒ ト正常大脳(光 顕)

a.ヒ ト大脳灰白質, S-100蛋 白 α鎖染色(200倍)

軟膜直下のglia limitans(g. l)

星状膠細胞(A)及 び希突起膠細胞(O)が 陽性である.

b.ヒ ト大脳灰白質, S-100蛋 白 α鎖染色(200倍)

神経細胞(N),星 状膠細胞(A)及 び希突起膠細胞(O)が 陽性である.

神経細胞はほとんど陰性のもの(n)も 認め られる.

c.ヒ ト大脳白質, S-100蛋 白 α鎖染色(200倍)

星状膠細胞(A)が 陽性である.ま た.そ の突起である血管足(f)に も陽性反応が認められる.

d.ヒ ト大脳白質, S-100蛋 白 β鎖染色(200倍)

星状膠細胞(A)及 び希突起膠細胞(O)が 陽性である.神 経細胞(N)に は陽性反応は認められない.

図2.ヒ ト膠芽腫(光 顕)

a.ヒ ト膠芽腫, S-100蛋 白 α鎖染色(200倍)

腫瘍細胞は陽性反応を呈しているがその染色性は様々で不均質である.

b.図2-aと 同一症例の膠芽腫, S-100蛋 白 β鎖染色(200倍)

α鎖の場合に比べ,陽 性細胞の数は少ないが,強 陽性の細胞も散見される.

c. α鎖 のみ陽性のヒト膠芽腫, S-100蛋 白 α鎖染色(200倍)

比較的弱い陽性反応を呈する細胞群の中に強陽性の細胞が散在している.

d. β鎖のみ陽性のヒト膠芽腫, S-100蛋 白β鎖染色(200倍)

比較的小型で核が陽性の細胞集団が観察される.

図3.正 常膠細胞(酵 素免疫電顕)

a. S-100蛋 白 α鎖

陽性反応は細胞質にびまん性に認められ,核 質にも観察される.

ミトコン ドリアや粗面小胞体の外膜に一致して陽性反応が認められる.

N:核, m:ミ トコンドリア, r:粗 面小胞体, Bar: 1μ
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b. S-100蛋 白 α 鎖,血 管 周 囲 の 膠 細 胞 突起 内 に 陽性 反応 が観 察 さ れ る(矢 印).

c:血 管 内腔, e:血 管 内 皮 細 胞, Bar: 1μ

c. S-100蛋 白 β鎖

陽性 反 応 は 細 胞質 に び ま ん性 に認 め られ,核 質 は 塊状 の 陽性 反応 が観 察 さ れ る.核 小 体 は陰 性 で あ る.

ミ トコン ドリアや 粗 面 小 胞 体 の 外 膜 に一 致 して 陽性 反 応 が 観察 さ れ る.

N:核, n:核 小 体, m:ミ トコ ン ド リア, r:粗 面 小 胞体, Bar: 1μ

d. S-100蛋 白 β鎖

血 管 周 囲 の 膠細 胞 の突 起 内 にび まん 性 に 陽 性 反 応 が 観察 され る(矢 印).

c:血 管 内腔, e:血 管 内 皮 細 胞, Bar: 1μ

図4.正 常神 経 細 胞(酵 素 免 疫 電 顕)

a . S-100蛋 白 α 鎖

陽性 反 応 は 主 に細 胞 質 に び まん 性 に 認 め られ,核 質 に は塊 状 に観 察 され る.核 小 体 は陰 性 で あ る.

ミ トコン ドリアや 粗 面 小 胞体 の 外 膜 に 一 致 して 陽性 反応 が観 察 さ れ る.

N:核, n:核 小 体, m:ミ トコ ン ド リア, r:粗 面 小 胞体, Bar: 1μ

b. S-100蛋 白 α 鎖

神 経 細 胞 に よ っ て はほ とん ど陽 性 反 応 の 認 め られ な い もの もあ る.

樹 状 突起 と思 われ る部 に陽 性 反 応 が 観 察 され る(矢 印).

N:核, n:核 小 体, L:リ ポフ ス チ ン, Bar: 1μ

図5.膠 芽 腫 細 胞(酵 素 免 疫 電 顕)

a. S-100蛋 白 α 鎖

陽性 反応 は細 胞 質 にび まん 性 に 観 察 され,核 質,核 小 体 の 周囲 に も認 め られ る.ま た,ミ トコン ドリア

や 粗 面 小 胞 体 の 外 膜 や,外 核 膜 に一 致 して 陽 性 反 応 が観 察 され る.

N:核, n:核 小 体, m:ミ トコ ン ド リア, r:粗 面 小 胞体, om:外 核 膜, Bar: 1μ

b. S-100蛋 白 α鎖

細 胞質 に グ リア フ ィ ラ メ ン トと思 わ れ る中 間 線 維 の 観 察 され る細 胞が あ るが,ブ イ ラ メ ン トに 一致 した

陽性 反 応 は認 め られ な い.

m:ミ トコ ン ドリア, f:グ リア フ イ ラ メ ン ト, Bar: 1μ
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Immunohistochemical study on the localization of a and ƒÀ subunits 

of S-100 protein in normal human brain and glioblastoma tissues.

Takahiro FUKUOKA

Department of Neurological Surgery, Okayama University Medical School

(Director: Prof. A. Nishimoto)

The author studied the immunohistochemical localization of alpha and beta subunits of 

S-100 protein in normal human cerebral and glioblastoma tissues by an indirect immunoper

oxidase method. The glial cells including astrocytes and oligodendrocytes showed positive 

staining for both alpha and beta subunits of S-100 protein, however, the neurons revealed 

positive staining for alpha subunit only. The positive staining for both alpha and beta 

subunits of S-100 protein was revealed in one case of 6 glioblastomas examined and the 

positive staining for either alpha or beta subunit in three cases. The other 2 cases showed 

no positive staining. By immunoelectron microscopy, the glial cells revealed positive 

reaction product for both alpha and beta subunits of S-100 protein throughout the

 cytoplasm. Occasionally, the positive reaction products for both alpha and beta subunits 

were observed in the glial nucleoplasm and outer membrane of cell organelles including 

rough endoplasmic reticulum. The subcellular localization of alpha subunit of S-100 protein 

in the neurons and glioblastoma cells is basically simillar to that of the glial cells. The 

immunoelectron microscopic study of the subcellular localization of S-100 protein subunits 

seems to be one of the useful methods in assuming the biological role of S-100 protein.


