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緒言 

 

細胞内タンパク質分解系は、細胞品質管理や細胞周期制御、各種シグナル伝

達、ストレス応答、免疫反応など、生体内における多彩な生理機能と病態に関

与しており、ユビキチン・プロテアソーム系とオートファジー・リソソーム系

に大別される 1。ユビキチン・プロテアソーム系においては、20s プロテアソー

ムがプロテアーゼ活性を有し、その構成サブユニットであるβ1、β2、β5がそ

れぞれカスパーゼ様活性、トリプシン様活性、キモトリプシン様活性を担って

いる 2,3。プロテアソームには 3種類あり、体細胞に広く存在する構成型プロテ

アソームはβ1、β2、β5を有し、タンパク質代謝に働く。免疫プロテアソーム

はリンパ組織に発現し、インターフェロンγにより誘導されるβ5i サブユニッ

トによりキモトリプシン様活性が増強し、主要組織適合遺伝子複合体（MHC）

class I分子に結合するペプチドを効率よく産生する 4。胸腺プロテアソームは、

胸腺皮質上皮細胞に特異的に発現し、キモトリプシン様活性の低いサブユニッ

トであるβ5t が 20S プロテアソームを形成し、胸腺皮質においてユニークなペ

プチドレパートリーを生み出すことで、MHC class I拘束性 CD8
+ T細胞の正の

選択に重要な役割を果たしている 5,6。一方、オートファジー・リソソーム系に

おいては、リソソーム内に局在するプロテアーゼであるカテプシンが中心的役

割を担っており、全身組織でのタンパク品質管理に加え、胸腺においては MHC 

class IIに結合する自己ペプチドを産生することで、MHC class II拘束性 CD4
+ T

細胞の分化・成熟に寄与している 7。プロテアソームやカテプシンは自己免疫疾

患等の免疫異常に加え、悪性腫瘍を含む種々の疾患において発現の変化が報告

されており 8-11、その発現解析は疾患の診断や病態解明に有用であると考えられ

る。 

本研究の第一章では、胸腺腫瘍のうち最も頻度の高い胸腺上皮性腫瘍におい

て、診断マーカーとしてのカテプシンの有用性を検討する目的でカテプシン V

及び S の発現を免疫組織化学的に解析した結果を提示する。 

また、第二章では、ダウン症患者の胸腺の組織学的変化について、特にプロ

テアソームサブユニットβ5t の発現に着目して免疫組織化学的に解析し、ダウ

ン症患者に特徴的な免疫異常との関連性について検討した結果を提示する。 
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略語表 

 

本文中で使用した略語は以下のとおりである。 

 

HE        hematoxylin and eosin 

WHO      World Health Organization 

CTL            cathepsin L  

CTV       cathepsin V  

CTS       cathepsin S  

TECs      thymic epithelial cells 

cTECs     cortical TECs 

mTECs     medullary TECs  

MHC      major histocompatibility complex 

DS        Down syndrome 
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第一章 

 

 

 

 

 

胸腺上皮性腫瘍におけるカテプシンの発現に関する研究 
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緒言 

 

胸腺上皮性腫瘍は、胸腺上皮細胞を由来とする、あるいは胸腺上皮細胞への

形態的・機能的分化を示す腫瘍であり、胸腺腫と胸腺癌に大別される。胸腺腫

は胸腺組織を模倣する形態や機能を示す腫瘍であるのに対し、胸腺癌は胸腺腫

のような organotypic な構造を欠き、浸潤性と核異型性を有した悪性腫瘍である

12。胸腺上皮性腫瘍は、一般的には稀な腫瘍であるが、胸腺腫瘍の中では最も頻

度が高い。多彩な病理組織像や臨床像を呈する疾患群を包含しており 13、形態の

みでその悪性度を必ずしも推定できない腫瘍を含むことから、従来より病理形

態学的分類の作成には困難を伴ってきた。1960年代から、胸腺上皮性腫瘍の分

類は、リンパ球と腫瘍性上皮細胞の比率で行われ、リンパ球優位型 lymphocyte 

predominant、上皮優位型 epithelial predominant、混合型 mixed epithelial and 

lymphocytic という診断名が用いられた。Rosai を中心とするアメリカ派は、AFIP 

Fascicle, 2
nd

 series において、腫瘍細胞の形態と腫瘍細胞に混在する未熟 Tリンパ

球の比率で胸腺上皮性腫瘍を分類した 14。一方で、Muller-Hermelink を中心とす

る欧州派は、胸腺上皮性腫瘍を機能すなわち組織発生に基づいて分類しようと

試みた 15。これら 2派の意見が統一をみることはなく、国際間の比較や共同研究

に困難を生じるようになった。このような背景の中で、世界保健機構（WHO）

は 1999年の第二版において、両派が用いることができる分類として、非特異的

な呼称を用いた分類を発表し、2015年にはその分類を踏襲し遺伝子異常などの

情報を加えた第四版を出版した。それによると胸腺腫瘍は形態に基づいて、A

型胸腺腫、AB型胸腺腫、B型胸腺腫（B1、B2、B3）、胸腺癌に分類される 16,17。

この分類法に関しては議論もあるが、国際的な組織学的分類、予後の予測や治

療方針決定の指標として用いられている 17-19。A型及び AB型胸腺腫は、多くが

ごく初期の病期にとどまり、予後良好である。B1型胸腺腫の悪性度は中等度と

考えられており、B2 及び B3型胸腺腫はより悪性度が高いとされる。胸腺癌は

さらに予後不良で、生存率が低く、再発率も高い 17,20。臨床的には、B3型胸腺

腫と胸腺癌を鑑別することが重要となるが、これらの腫瘍では細胞形態や構造

に多様性があり、組織学的診断に難渋する場合がある。有用な診断マーカーの

同定にあたっては、胸腺上皮性腫瘍の組織発生や細胞生物学について、より深
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い理解が必要である。 

 システインカテプシンは、通常リソソームに局在し、細胞内タンパク分解

に寄与している。ヒトでは 11 種類のシステインカテプシンが同定されており、

カテプシン B、C、F、H、K、L、O、S、V、X、W である 11。正常胸腺では、

カテプシン L（CTL）とカテプシン V（CTV）が胸腺皮質上皮細胞（cTECs）に

発現しているが、近年の研究では、胸腺皮質上皮細胞においては CTVがより優

位に発現していると報告されている 21。一方、カテプシン S（CTS）は胸腺髄質

上皮細胞（mTECs）と樹状細胞に発現している 22。胸腺及び末梢組織において

は、これらのカテプシンは、MHC class IIに結合する抗原ペプチドの産生におい

て重要な役割を果たしている 7（図 1）。加えて、カテプシンは悪性腫瘍において

発現が増強し、腫瘍の進展に寄与している 10,11。以上より、カテプシンは、胸腺

上皮性腫瘍の鑑別マーカーや、悪性度の指標として有用である可能性が考えら

れる。 

本研究では、胸腺腫瘍の鑑別診断におけるカテプシン染色の有用性を検討す

る目的で、77例の胸腺上皮性腫瘍において CTV及び CTS の発現を解析した。

その結果、CTVは B 型胸腺腫と AB型胸腺腫の全例で陽性となり、A型胸腺腫

の大部分で陽性となった（順に、29/29 例、26/26 例、4/5 例）。対照的に、CTS

は B型胸腺腫の全例に陰性であった。大部分の A型胸腺腫と AB型胸腺腫では

CTS が陽性であった（順に、4/5 例、24/26 例）。興味深いことに、AB型胸腺腫

では、CTVは B型成分に優位に発現しており、A型成分に陽性を示したのはご

く少数例であった。一方、CTS は多数例の A型成分に発現が認められた。胸腺

癌においては、CTV が 41.2%の症例に、CTS が 47.1%の症例に陽性となった（順

に、7/17 例、8/17 例）。以上の結果より、カテプシンの発現は胸腺腫の形態像に

関連していることが明らかとなった。さらに、カテプシンの発現パターンが B

型胸腺腫と胸腺癌との間で異なっていることから、カテプシンの免疫組織化学

染色は B3型胸腺腫と胸腺癌との鑑別に有用である可能性が推定された。カテプ

シンは腫瘍の増殖や浸潤に寄与していることから 10,11、カテプシンの異所性の発

現、あるいは発現の増強が、胸腺上皮性腫瘍の生物学的態度に関与している可

能性が考えられた。 
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実験方法 

 

対象 

 

北海道大学病院及び北海道大学大学院医学研究科において 1995 年から 2014

年の間に診断された 77例の胸腺組織を用いた。患者の年齢は 13 歳から 79歳の

分布で、平均年齢は 57.0歳（中央値：60 歳）であった。男女比は 37 : 40 であっ

た。全症例、WHO 分類（第四版）に基づいて再分類した。5 例が A 型胸腺腫、

26 例が AB 型胸腺腫、29 例が B 型胸腺腫（B1：8 例、B2：12 例、B3：9 例）、

17例が胸腺癌であった。胸腺癌は全例、扁平上皮癌であった。AB型胸腺腫では、

全例に A 型成分と B 型成分の両者を含んでいた。AB 型胸腺腫における B 型成

分では、腫瘍細胞の形態に多様性があるため、本研究では B 型成分を形態学的

特徴から以下の 3 群に分類し、検討を行った。紡錘形ないし楕円形の腫瘍細胞

からなる成分を<b-1>とし、円形ないし多角形の腫瘍細胞からなる成分を<b-2>

とし、円形ないし多角形の腫瘍細胞からなり、さらに髄質分化を伴う成分を

<b-3>とした。コントロールとして用いた正常胸腺組織は、剖検症例より採取し

た。なお、本研究は、北海道大学病院及び北海道大学大学院医学研究科医学倫

理委員会の承認を受けている。  

 

免疫組織化学染色 

1) 酵素抗体法 

 

胸腺組織はホルマリン固定の後、キシレン中で脱パラフィン化し、アルコール

と蒸留水にて水和した。抗 CTL 抗体、抗 CTV 抗体、抗 CTS 抗体は、それぞれ

Abcam（Tokyo, Japan）と、Santa Cruz Biotechnology（Dallas, Texas, USA）より購

入した。抗Pan cytokeratin抗体（AE1/AE3）と抗 fascin抗体は、DAKO（Tokyo, Japan）

より購入した。CTL、CTV、CTS の単染色は、自動免疫染色機（NexES、Roche Tissue 

Diagnostic Japan, Tokyo, Japan）を用いて、ストレプトアビジン―ビオチン法にて

行った。CTV と keratin、CTS と keratin、CTS と fascin の二重染色は、上記の自

動染色機にて、BOND Polymer Refine Detection kit 及び BOND Polymer Refine Red 

Detection kit（Leica, Tokyo, Japan）を用いて行った。 
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2) 免疫組織化学染色の判定基準 

 

抗カテプシン抗体を用いた免疫組織化学染色（酵素抗体法）の判定は、腫瘍

細胞の 20%以上が染色されている場合を陽性と判断した。染色強度の判定は、

大部分の陽性細胞が微細顆粒状の染色パターンを示す場合を染色強度スコア 1

とし、より強い染色性を示す場合をスコア 2、非常に強い染色性を示す場合をス

コア 3として判定した。 

 

 

 

統計分析 

 

免疫組織化学染色の結果の分析は、Fisher’s exact test で評価した。P 値は<0.05

を有意とした。 
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実験結果 

 

胸腺腫及び胸腺癌におけるカテプシンの発現 

 

はじめに、正常胸腺を用いてカテプシンの染色パターンを確認したところ、

cTECs において CTL及び CTVが陽性となり、mTECs において CTS が陽性とな

ることから、これらカテプシン抗体は cTECs と mTECs の分画に有用であること

がわかる。cTECs、mTECs ともに、微細顆粒状の染まりを示している。樹状細

胞のようなプロフェッショナル抗原提示細胞は、CTS 陽性となることが知られ

ているが 22、本研究においても、主に髄質内で樹状の形態を呈する細胞に CTS

が中等度～強陽性を示している。 

 

 

 

全症例での検討に先行して、B 型胸腺腫と胸腺癌において、抗 CTL 抗体及び

抗 CTS 抗体を用いた免疫組織化学染色（単染色）を行い、方法において述べた

基準に従って染色強度の評価を行った。CTL は、B 型胸腺腫全例で陽性となり

（100%）、胸腺癌では 16例中 9例で陽性となった（56.2%）。CTLの染色強度が

スコア 2を示した症例数は、B1胸腺腫、B2胸腺腫、B3胸腺腫の順に増加して

いる（それぞれ 0%、27.3%、55.6%、相関係数 r=0.4788）。CTL の染色強度がス

コア 3を示した症例はすべて胸腺癌であった。一方、CTS は、胸腺癌 16例のう

ち 9例で陽性となり（56.2%）、B型胸腺腫では全例が陰性であった（0%）。胸腺

癌における CTS の染色強度は、スコア 1または 2であった。 

 

 

次に、B3 型胸腺腫と胸腺癌における、カテプシンの染色パターンを比較検討し

た。B3型胸腺腫では全例が CTL
+
 /CTS

-（パターン 1）を示した。一方、胸腺癌

では他の染色パターンを示す症例も少なからず存在し、3 例がパターン 1、6 例

が CTL
+
 /CTS

+（パターン 2）、3例が CTL
-
 /CTS

+（パターン 3）、4例が CTL
-
 /CTS

-

（パターン 4）を示した。以上の結果から、胸腺癌は B3 型胸腺腫に比してより

多彩なカテプシンの発現パターンを呈することが示された。 
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ヒト cTECs においては、CTLに比して CTVがより優位に発現すると報告され

ていることから、上記の先行研究をもとに、以降は抗 CTL抗体に変えて抗 CTV

抗体を用い、全症例での検討を行うこととした。 

 

腫瘍細胞におけるカテプシンの発現をより詳細に検討するために、カテプシ

ンの単染色に加えて、複数の酵素抗体二重染色法による免疫組織化学染色を行

った。はじめに、代表的染色像として B2 型胸腺腫の染色像を確認したところ、

胸腺腫内の類円形ないし多角形の大型細胞の細胞質に、顆粒状の染まりを呈す

る CTV 陽性所見を認め、細胞形態から腫瘍内上皮細胞に CTV が陽性であると

考えられた。CTV 陽性細胞が上皮細胞であることを確認するために、抗 CTV抗

体と抗 Pan-cytokeratin 抗体を用いた二重染色を酵素抗体法により行った。その結

果、CTVを発現する細胞は抗 Pan-cytokeratin 抗体にも陽性を示すことから、CTV

が胸腺腫の腫瘍性上皮細胞に発現していることが確認された。B2 型胸腺腫内に

は、CTS 陽性を示す樹状の胞体を有する細胞も散見されるが、細胞形態から樹

状細胞であると考えられた。CTS 陽性細胞が上皮細胞ではなく樹状細胞である

ことを確認するため、抗 CTS 抗体と抗 Pan-cytokeratin 抗体及び樹状細胞のマー

カーである抗 Fascin 抗体を用いた二重染色を酵素抗体法により行った。その結

果、CTS を発現する細胞は抗 Pan-cytokeratin 抗体に陰性で、抗 Fascin 抗体に陽

性を示すことから、B2 型胸腺腫においては、CTS が腫瘍性上皮細胞に陰性で、

樹状細胞にのみ発現していることが確認された。 

 

77 例すべての胸腺腫と胸腺癌組織に対して上記のカテプシン単染色及び二重

染色を行い、方法において述べた基準に従って染色強度の評価を行った。CTV

は、AB 型の全例で陽性となり、先行検討での CTL の発現と同様に B 型胸腺腫

の全例で陽性となった。A 型胸腺腫では 5 例中 4 例で陽性となり、胸腺癌では

17 例中 7 例で陽性となった。AB 型胸腺腫と B 型胸腺腫、胸腺癌のいずれも、

約 1/3 の症例で染色強度がスコア 2あるいは 3を示した。CTS は先行検討と同様

に B型胸腺腫の全例で陰性となった一方、A型胸腺腫では 5例中 4例が、AB型

胸腺腫では 26例中 24例が、胸腺癌では 17例中 8例が陽性を示した。A型胸腺

腫と AB 型胸腺腫の一部の症例では CTS の染色強度がスコア 2 を示した（それ

ぞれ 1/4 例、4/24 例）。 
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AB型胸腺腫におけるカテプシン発現の詳細な解析 

 

AB 型胸腺腫は、リンパ球の乏しい A 型成分と、リンパ球に富む B 型成分か

ら成り、両成分の割合は様々である。本研究では、AB型胸腺腫における腫瘍細

胞の割合と形態学的な多様性の関連性について検討するため、AB 型胸腺腫にお

けるカテプシンの発現をさらに詳細に解析した。対象症例の項で述べたように、

B 型成分を形態学的特徴から<b-1>、<b-2>、<b-3>の 3 群に分類し、検討を行っ

た。CTVは B型成分で優位に発現し（26/26 例）、A型成分での発現例は少数で

あった（3/26 例）。CTV の染色強度がスコア 2 を示した割合は、<b-1>、<b-2>、

<b-3>の順に増加していた（順に 20.8%、 25.0%、57.1%）。CTV とは対照的に、

CTS は A型成分で優位な発現を示した（24/26 例）。B型成分における CTS 陽性

細胞は<b-1>成分でのみ認められ、<b-2>と<b-3>成分では認められなかった。 

 

 

 

B3型胸腺腫と胸腺癌におけるカテプシン発現パターンの解析 

 

最後に、B3 型胸腺腫と胸腺癌における、カテプシンの染色パターンを比較検

討した。B3 型胸腺腫では全例が CTV
+
/CTS

-（パターン 1）を示した。一方、胸

腺癌では他の染色パターンを示す症例が多く、3例が CTV
+
/CTS

+（パターン 2）、

5 例が CTV
-
/CTS

+（パターン 3）、5 例が CTV
-
/CTS

-（パターン 4）を示し、パタ

ーン 1を示した症例は 4例のみであった。以上の結果から、B3 型胸腺腫が常に

CTV
+
/CTS

-のパターンをとるのに対し、胸腺癌では多彩なカテプシン発現パター

ンを呈することが示された。 
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考察 

 

本研究は、胸腺腫と胸腺癌における CTV及び CTS の発現を酵素抗体二重染色

法を用いて初めて検討したものである。本研究で、カテプシンは、胸腺腫の亜

型によって異なる発現プロファイルを示した。興味深いことに、B型胸腺腫は全

例で CTV陽性を示し、CTS は陰性であった。ヒト胸腺組織においては、CTL及

び CTVが cTECs に発現し、CD4
+
 T細胞の正の選択に寄与し、CTSが mTECs に

発現し、CD4
+
 T 細胞の負の選択に寄与している 21,22。本研究では、B 型胸腺腫

においてCTSではなくCTVが発現していることを明らかにしたが、このことは、

B 型胸腺腫が cTECs への分化傾向を有する細胞に由来するという仮説を支持す

るものであって、皮質と髄質の両方への分化能を持つ TEC 前駆細胞とされるも

のに由来するという最近の仮説にも矛盾しない 23-26。 

AB型胸腺腫の大部分の症例では、CTVと CTS の両方が発現していた。AB型

胸腺腫はリンパ球に乏しい A 型成分と、リンパ球に富む B 型成分が種々の割合

で混在し、多様な形態像を示す亜型である。AB型胸腺腫については、最近、皮

質と髄質の両方への分化能を持つが髄質への完全な成熟には至らない TEC 前駆

細胞とされるものに由来するという仮説が提唱された 26。本研究では、CTV 陽

性細胞が B型成分で優位に認められ、A型成分の大部分に CTS の発現が確認さ

れた。加えて、B型成分を形態学的に 3 分類した場合、CTS の発現は<b-1>成分

にのみ認められた。以上より、AB型胸腺腫におけるカテプシンの発現パターン

は、腫瘍細胞の形態像と関連し、分化の方向を反映していると考えられた。 

先行研究で、胸腺上皮性腫瘍におけるβ5t の発現を検討している 25,27。β5t

は、CD8
+ 

T細胞の正の選択に寄与する胸腺特異的なプロテアソームサブユニッ

トであり、cTECs にのみ発現することが知られている 5,28。β5t は胸腺皮質への

分化能を有する腫瘍細胞に発現すると推定され、実際、β5t は B 型胸腺腫の大

部分の症例で陽性、A 型胸腺腫には陰性となった 25,27。加えて、AB 型胸腺腫の

B型成分には陽性、A 型成分には陰性となった 27。本研究では、AB型胸腺腫に

おける A 型成分で少数例ながら CTV が発現していることから、CTV に比して

β5t はより cTECs への分化が進んだ腫瘍細胞に発現している可能性が考えられ

た。 

A 型胸腺腫はしばしば、皮質マーカー、髄質マーカーのいずれも発現しない

とされるが 26、本研究では CTV、CTS のいずれも、5 例中 4 例の A 型胸腺腫で

発現が認められた。A 型胸腺腫は、完全摘出された場合には再発のリスクがな

い良性腫瘍だとされているが、局所再発や遠隔転移をきたす例外的な症例も報

告されているのが実際である 17。CTV及び CTS の発現に関するさらなる検討に
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より、A 型胸腺腫の組織発生や生物学的態度に関する新たな知見がもたらされ

ることが期待される。 

臨床的には、B3 型胸腺腫と胸腺癌との鑑別が重要であるが、その診断にしば

しば難渋する。本研究では、B型胸腺腫と胸腺癌で、カテプシンの発現パターン

が異なることが明らかになった。B3型胸腺腫と異なり、胸腺癌では約半数が CTS

を発現していた。さらに、胸腺癌における CTV及び CTS の発現パターンは多彩

で、4 つのパターンを呈した。以上の結果より、CTV 及び CTS の発現パターン

の解析は、CD5や c-kit、GLUT-1、胸腺プロテアソームサブユニットβ5t 等の既

知のマーカーとの併用により、B3 型胸腺腫と胸腺癌との鑑別に有用であると考

えられた 25,27,29-34。 

システインプロテアーゼであるカテプシンは、細胞内リソソームに局在し、

免疫応答における抗原提示や、骨・軟骨代謝、角化細胞の分化、神経伝達物質

やホルモン産生といった生理的機能を有するタンパク分解酵素として認識され

ていた 11,21。近年の研究では、カテプシンの発現増強や活性亢進が、神経障害や

心血管疾患、肥満、炎症性疾患、癌において、病態形成に関与していることが

示唆されている 11,21。特に、カテプシンは腫瘍の進行、浸潤において重要な役割

を担っており、腫瘍組織におけるカテプシンの発現増強は予後不良に関わると

されている 10,11。カテプシンは、腫瘍形成プロセスへの関与や、腫瘍微小環境に

おける細胞外マトリックスの分解やリモデリングに関与することで、腫瘍の進

展・浸潤に寄与することが明らかにされている 10,11。乳癌や大腸癌組織では異所

性に CTV が発現すると報告されている 35。また、CTS は腫瘍形成や血管新生、

浸潤、転移に重要な役割を担うとされている 10,36。本研究では、複数の胸腺腫や

胸腺癌でカテプシン発現の増強（染色強度スコア 2あるいは 3）が認められた（表

3）。カテプシンの発現増強や異所性発現は、胸腺上皮性腫瘍において、その生

物学的態度に影響を及ぼしている可能性があり、近年、他の悪性腫瘍で示され

ているようにカテプシンが治療標的となり得ると考えられた 10,11。 
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第二章 

 

 

 

 

 

ダウン症患者の胸腺における 

プロテアソームサブユニット5tの発現に関する研究 
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緒言 

 

ダウン症（DS）はヒトにおける最も一般的な染色体異常であり 37、免疫異常

を含む、複雑な臨床所見を呈する 38。 DS 患者は感染症や悪性腫瘍に罹患しや

すいために高い死亡率を示す。DS 患者においては、リンパ球の減少、皮質の萎

縮、皮髄境界の不明瞭化などに特徴づけられる胸腺異常を示すことが長く注目

されてきた 39,40。このような形態異常は DS 患者の免疫異常に寄与すると考えら

れている。 

 胸腺内部では、TECsが T細胞選択と成熟に必要な微小環境を形成している 41。

近年、マウスおよびヒトにおいて、cTECs のみで発現するプロテアソームβサ

ブユニットが発見された 5,28。β5t と命名されたこのサブユニットは、胸腺プロ

テアソームの構成成分で、MHC class I拘束性 CD8
+ 

T細胞の成熟とレパトア形成

に関与している 6,34,42。 リンパ球の脱落と皮質の萎縮は、DS 患者の胸腺組織で

頻繁に観察され、cTECs の変化を伴う異常な胸腺微小環境は、DS 患者の異常な

T 細胞成熟に関与する可能性があると考えられる。実際、DS 患者の胸腺では、

αβ-T細胞レセプターを高発現する、成熟した胸腺細胞が減少している 38,43。 本

研究では、胸腺組織におけるβ5t の発現を分析し、機能的な cTECs が、DS およ

び他の 2つの一般的な生存可能なトリソミー（13トリソミー及び 18トリソミー）

の患者において発現するかを検討した。加えて、胸腺における MHC class II拘束

性CD4
+ 

T細胞の成熟に関与するプロテアーゼであるカテプシンの発現について

も検討した。 
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実験方法 

 

症例の選択および胸腺組織の組織学的 Grading 

 

胸腺組織は、31 例の剖検症例にて採取されたものであり、4 例が 13トリソミ

ー、14例が 18トリソミー、13例が 21トリソミーであった。患者の年齢は生後

1日から 55ヵ月であり、平均年齢は 3.6 ヵ月、男女比は 12：19 であった。全例

を再検討し、DS 胸腺の形態についての先行研究をもとに 39,40、以下のように分

類した。 

グレード 1：正常からある程度のリンパ球貪食 

グレード 2：顕著なリンパ球貪食（starry-sky） 

グレード 3：皮質の菲薄化を伴う軽度の胸腺皮質細胞脱落 

グレード 4：皮髄境界の消失を伴う胸腺細胞の高度脱落 

グレード 5：完全な皮質の消失を伴う胸腺小葉構築の破壊 

ヒト組織に関連したすべての実験は、北海道大学医学研究科倫理委員会の承

認を得た。 

 

免疫組織化学染色 

1) 蛍光抗体法 

 

脱パラフィンされ再水化されたスライドガラスを処理し、標準的なマイクロ

ウェーブ加熱法で賦活化した。スライドガラスは 10%ヤギ血清入り PBS を室温

で 1時間反応させた後、ヒトβ5t に対するウサギ抗血清、および DAKO（Tokyo, 

Japan）から購入した抗 Pan-cytokeratin 抗体（AE1/AE3）を 4℃で一晩反応させた
7。 二次抗体として Alexa 594-conjugated goat anti-rabbit IgG あるいは Alexa 

488-conjugated goat anti-mouse IgG （Invitrogen, Tokyo, Japan）を反応させ、蛍光顕

微鏡で観察した。正常マウス血清およびマウス IgG1を陰性コントロールとして

用いた。 
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2) 酵素抗体法 

 

ホルマリン固定切片をキシレンで脱パラフィンし、段階的なアルコールと蒸

留水で再水和した。β5t および keratin の発現を検知するために、β5t のウサギ

抗血清および抗 Pan-cytokeratin 抗体（AE1/AE3）を上記の通り用いた。抗 CTL

および抗 CTS 抗体は、それぞれ Abcam (Tokyo, Japan) および Santa Cruz 

Biotechnology (Dallas, Texas, USA)より購入した。胸腺組織スライドガラスは、標

準的なマイクロウェーブ加熱法で抗原賦活化処理を行い、一次抗体を反応させ

た後、二次抗体として streptavidin-biotin-horseradish peroxidase (DakoCytomation, 

Tokyo, Japan)を反応させ検出した。 

 

3) 免疫組織化学染色の判定基準 

 

抗β5t 抗体に対する免疫組織化学染色は、皮質領域における keratin 陽性細胞

に対するβ5t 陽性細胞の割合に、既報に準じた判定法による染色強度を加味し

て評価した 12。 

スコア 1：80%の keratin 陽性細胞が中等度から強度の染色性を示す 

スコア 2：50-80%の keratin 陽性細胞が弱から中等度の染色性を示す 

スコア 3：50％未満の keratin 陽性細胞が、弱い染色性を示す 

 

統計分析 

 

免疫組織化学染色の結果の分析は、Fisher’s exact test で評価した。P 値は<0.05

を有意とした。 
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実験結果 

 

トリソミー31症例の胸腺組織を、実験方法に記載した方法で評価した。 

概して、組織学的変化は 13 トリソミーおよび 18 トリソミーで軽度であり、

全例グレード1から 3であった。対照的に、21トリソミーでは、13例中 7例（53.8％）

がグレード 1 から 3 となる一方、13 例中 6 例（46.1％）がグレード 4 または 5

であった。このように、21 トリソミーの症例では、胸腺細胞の脱落を伴うより

高度な組織学的変化を示す傾向がある。なお、組織学的変化と患者の年齢には

有意な関連性を認めない。 

 

グレード 1から 3では、TECs はほぼ正常の組織像であり、類円形ないし多角

形で、keratin 陽性細胞は典型的な樹状の形態を示した。対照的に、グレード 4

および 5 の胸腺では著明な線維性変化を認め、紡錘形細胞が破壊された皮質領

域に見られた。これらの細胞は keratin 陽性で、上皮への分化傾向を示した。 

 

トリソミー患者の胸腺組織におけるβ5t の発現を評価するため、最初にグレ

ード 4 や 5 といった高度な胸腺組織の変化を示す症例で、免疫蛍光染色を施行

した。グレード 1 と評価された胸腺はβ5t を発現し、抗β5t 抗体に強く染色さ

れた細胞の大部分は、抗 keratin 抗体にも染色された。グレード 4 の胸腺では、

多くの keratin 陽性細胞はβ5t 陰性であった。さらに、グレード 5の胸腺ではβ

5tの発現をほとんど検出できなかった。 

 

次に、その他のトリソミー症例の胸腺組織を、抗β5t抗体および抗 keratin抗

体で染色し、すべての症例における免疫染色の結果を、実験方法に記載した採

点基準で評価した。多くの keratin 陽性細胞が観察されたが、グレード 4 および

5と評価された胸腺において、β5tの発現は顕著に低下していた。組織学的変化

からの予測に一致して、18 例中 14 例（77.8%）の 13 あるいは 18 トリソミーは

スコア 1となり、残りの 4例（22.2%）はスコア 2であった。21 トリソミーの患

者においては、6例（46.1%）、2例（15.4%）、5例（38.5%）がそれぞれスコア 1、

2、3であった。これらの結果から、21トリソミー患者では、β5tの発現が高頻

度に低下していることが示される。 
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 最後に、DS患者の胸腺組織でCTLおよびCTSに対する免疫染色を施行した。

カテプシンは、MHC class II分子が提示する抗原ペプチドを産生する、エンドソ

ーム/リソソーム経路における一連のタンパク分解酵素であり、胸腺における T

細胞のレパトア形成に関与する。正常胸腺では、CTLは cTECs に、CTS は髄質

TECs（mTECs）に発現する 22。グレード 4あるいは 5の DS 患者の胸腺 6例中、

CTLは 5 例で発現したが、CTS は全例で陰性であった。この結果は、CTLの発

現が、β5tの発現に比べてよく保たれているとともに、DS 患者の破壊された胸

腺皮質組織における紡錘形細胞が、mTECs 由来の上皮細胞ではないことが推定

される結果である。 
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考察 

 

本研究は、高度な組織学的変化を示す DS 患者の胸腺において、 β5t の発現

が失われる傾向があることを初めて報告したものである。DS 患者における胸腺

の形態学的異常について報告した先行研究に一致して、21 トリソミーの約半数

において、胸腺細胞の脱落を伴う高度な組織変化がみられ、グレードは 4 ある

いは 5 であった。こうした症例では、ケラチン陽性の上皮細胞は保たれている

が、 β5tの発現は低下していた。 β5tは胸腺プロテアソームの構成要素であり、

皮質分化を示す TECs にのみ発現する 5,6,25,28。TECs は胸腺における T 細胞分化

に重要であり、特に cTECs は T細胞の正の選択に関与している 6,34,41,42。したが

って、胸腺組織における β5t 発現低下は、DS 患者の免疫異常に関与している可

能性がある。 

 先行研究では、正常 TECs の紡錘形細胞や線維性組織への置換といった、DS

患者の胸腺における高度な組織学的変化は、”fibrotic involution”
40 として報告さ

れている。本研究では、グレード 4あるいは 5を示す DS 患者の胸腺皮質領域で

高頻度に観察される紡錘形細胞が、β5t の発現を失った keratin 陽性 TECs であ

るということを明らかにした。TECs は胸腺構築の破壊に伴い二次的にβ5t の発

現を失い、β5t 陰性の非機能性 cTECs は、組織破壊に反応して増殖している可

能性がある。 

マウスでは、胎生 12.5日から cTECs 上にβ5t の発現が確認されるが、この発

言は FOXn1に依存するものの、胸腺細胞とのクロストークには依存しないこと

が知られている 44。一方、髄質の微小環境は、正の選択を経たαβ-T 細胞の分

化に依存している 45。最近の報告では、mTECs の分化には NF-κB シグナルに

よって調整されるクロストークが必要であることが示されている 46。以上のこと

から、DS 患者の胸腺髄質における高度な組織学的変化は、皮質の変化に伴う胸

腺細胞の減少に起因する可能性が考えられる。本研究は、DS 患者の胸腺におけ

るβ5t の発現を検討しているため、胸腺皮質の変化に焦点を当てた研究となっ

ているが、胸腺髄質における組織学的変化の解析もまた、DS 患者の免疫異常と

いう病態においては重要であると考えられる。 

 近年、DS 患者で免疫障害に関与する多数の遺伝子の発現が変化していること

が明らかになってきた 47。DS 患者の胸腺は、あるパターンの広範囲の遺伝子発

現低下を示す結果、胸腺の機能低下を来している可能性がある。本研究結果は、

このような遺伝子群に、β5t をコードする遺伝子が含まれることを示唆してい

る。β5t をコードする遺伝子は 21 番染色体に位置していないが、DS 患者の胸

腺において調節の失われる遺伝子は必ずしも 21 番染色体に位置してはいない 48。
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実際、近年の報告では、21番染色体は micro-RNAを保有し、これが過剰発現す

ることで、他の染色体にコードされる遺伝子の発現をも調節しているとされて

いる 49。胸腺においてβ5tの発現を調節する機序は未だ明らかではないが、DS

患者の胸腺組織における遺伝子プロファイルと転写ネットワークの分析は、β

5tの発現機序を解明する一助となり得る。 
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総括 

 

1. カテプシンの発現は胸腺腫の形態像に関連していることが明らかとなった。

また、カテプシンの発現パターンは B型胸腺腫と胸腺癌との間で異なることが

明らかとなった。 

以上の新知見より、カテプシンの免疫組織化学染色が胸腺上皮性腫瘍の組織発

生の推定と本態解明に有用である可能性が考えられた。また、カテプシンの免

疫組織化学染色が、ときに困難を伴う B3 型胸腺腫と胸腺癌との鑑別に有用であ

る可能性が推定された。カテプシンは腫瘍の増殖や浸潤に寄与していることか

ら、カテプシンの発現増強や異所性発現は、胸腺上皮性腫瘍において、その生

物学的態度に影響を及ぼしている可能性があり、カテプシンは胸腺腫瘍の治療

標的にもなり得ると推定された。 

胸腺上皮性腫瘍は、胸腺においては最も頻度の高い腫瘍であり、形態像や臨床

病態の異なる一連の腫瘍を包含する疾患概念である。そのため、悪性度や腫瘍

に随伴する免疫異常といった生物学的態度の予測や腫瘍の組織発生の推定に迫

る診断マーカーの開発が望まれてきたが、そのようなマーカーとしてカテプシ

ンが有用である可能性が本研究によって示された。 

 

 

2. ダウン症（DS）患者の胸腺は組織学的変化を呈し、高度な変化を伴う胸腺組

織においては β5t の発現が低下することが明らかになった。 

胸腺プロテアソームの構成要素である β5t は cTECs 上に発現し、T 細胞の正

の選択に関与していることから、胸腺組織における β5t 発現低下は、DS 患者の

免疫異常に関与している可能性が推定された。 

DS 患者の胸腺は、広範囲の遺伝子発現低下を示す結果、胸腺の機能低下を来

している可能性があり、本研究結果は、このような遺伝子群に、β5t をコード

する遺伝子が含まれることを示唆している。胸腺においてβ5t の発現を調節す

る機序は未だ明らかではないが、DS 患者の胸腺組織における遺伝子プロファイ

ルと転写ネットワークの分析は、β5t の発現機序を解明する一助となり得ると

考えられた。 

 



23 

 

細胞内プロテアーゼの果たす役割は多岐に渡り、正常組織における生理機能

のみならず、腫瘍をはじめとする様々な疾患においてその病態形成に関与して

いる。本研究では、胸腺での発現が免疫機構の形成に重要であるとされるプロ

テアーゼであるカテプシンとプロテアソームに着目し、その発現を形態学的解

析と合わせて検討することにより、疾患の診断マーカーあるいは治療標的とし

ての有用性や、病態解明の可能性を示した。今後は、より多くの症例解析によ

り、カテプシン染色やβ5t 染色の有用性が確立され、疾患の病態や診断・治療

に関する理解が深まることが期待される。 
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