
242 岩医大歯誌　21：242－256，1996

　　　　　　ウサギVX　2舌癌における

毛細リンパ管内皮細胞のHRP吸収性
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　Abstract：It　is　known　that　lymphatic　capillaries　surrounding　tumors　play　a　functional　important

role　in　invasion　and　metastasis　of　the　cancer．　In　this　study，　absorbing　substances　from　tissues　by

lymphatic　capillaries　around　the　tumor　was　evaluated　in　VX2　tongue　carcinoma　using　horseradish

peroxidase（HRP）as　a　tracer．

　Subjects　were　rabbits　which　were　7　and　14　days　after　VX2　carcinoma　transplantation　into　their

tongues．　HRP　was　infused　under　the　mucosa　of　the　tongue　at　the　site　of　tumor　transplantation，　and

specimens　for　transmission　electron　microscopy　were　prepared．　HRP　was　absorbed　by　lymphatic

capillary　endothelial　cells　from　surrounding　tissues　through　intercellular　endothelial　spaces　and

pinocytotic　vesicles．　More　vesicles　were　observed　in　7　and　l4　days　after　transplantation　of　VX2

carcinoma　than　in　the　control　group．　Also，　the　amount　of　HRP　transferred　from　the　abluminal　side

of　endothelial　cells　through　intercellular　endothelial　spaces　and　accumulated　on　the　cell　membrane

of　the　luminal　side　increased　after　transplantation．　The　number　of　pinocytotic　vesicles　increased

in　endothelial　cells　in　the　transplanted　groups　as　compared　with　the　control　group，　and　the　length

of　adhesion　apparatus　in　intercellular　endothelial　spaces　was　reduced．

　These　results　suggested　that　the　transport　of　substances　especially　via　intercellular　endothelial

spaces　and　vesicles　increased　with　progression　of　tumor　in　lymphatic　capillary　surrounding　tumor．

Key　words：lymphatic　capillary　absorption，　VX2　tongue　carcinoma，　horseradish　peroxidase

緒 言

　悪性腫瘍の浸潤，増殖および転移に関する研

究では微小循環系との関連性を示唆する報告が

多く，そのほとんどが腫瘍血管の動態に関する

ものであった。すなわち，腫瘍の増大に伴う血

管の破壊および新生1）により，血管内皮細胞の

物質透過関連構造が増加し，結果として毛細血

管および細静脈からの物質透過性が元進するこ

と2～5）が示されている。しかし，口腔癌におい

て高頻度に認められる頸部リンパ節転移の解明

には，微小循環系のもう一っの構成要素である

リンパ系の動態を検討する必要性がある。しか

し，光学顕微鏡下のリンパ管は血管，特に細静

脈との鑑別が困難であったため十分な追究がな

されていなかった。毛細リンパ管はリンパ系の

入口であり，物質吸収能を有し，病変間質にお

ける巨大分子を含む多量の組織液を取り込み，
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積極的に組織・器官の恒常性の維持に関与して

いる6）。

　近年，リンパ管と血管の鑑別には5’－

nucleotidase－alkaline　phosphatase二重染色

法が利用されるようになった7）。この方法を用

いてハムスターDMBA誘発舌癌8’9）およびウ

サギVX2舌癌1°），あるいは，口腔扁平上皮癌生

検材料11・12）における毛細リンパ管の形態と構築

について光学顕微鏡下にリンパ管の追究が行わ

れてきた。これらの報告によると，リンパ管は

腫瘍の進展に対応して屈曲，蛇行および口径の

増大などの形態的変化を示し，さらに，リンパ

管内皮細胞における物質吸収能の充進が示唆さ

れてきた。しかし，腫瘍の影響下におけるリン

パ管の吸収能に焦点を絞った形態的追究は非常

に少ない。本研究ではこれまでの腫瘍血管の内

皮細胞における物質透過性に関連する微細構造

の観察結果3～5）のみでなく，　リンパ管の物質吸

収能についても検討を加えた。

材料および方法

1．材料

（1）実験動物

　実験には体重3kg前後の日本白色種雄性ウサ

ギ（船橋農場）を用いた。購入後，岩手医科大

学歯学部動物舎（室温：23±2℃，湿度：55±5

％）において一週間以上飼育し，全身状態および

口腔内に異常の認あられないものを用いた。固

形飼料RC4（オリエンタル）および水道水は自

由に摂取させた。

②　実験腫瘍

　実験にはウサギに移植可能であり，ヒトの扁

平上皮癌に類似した組織型を有するVX2癌正3）

を用いた。使用したVX2癌細胞は1993年1月

に鹿児島大学歯学部口腔外科学第一講座より分

与を受け，当講座においてウサギの大腿部筋肉

内で累代移植し，維持されているものである。

2．方法

（1）実験群

　VX2癌の舌への移植は外山ら14）の方法に準

じて行った。すなわち，生理食塩水（注射用，

243

大塚製薬）で容積比50％に調整したVX2癌細

胞浮遊液0．1ml（細胞数5×105）を
pentobarbital　sodiumによる静脈内麻酔（0．5

㎎／㎏）下でウサギの舌尖より％の左側舌体辺

縁部で，舌表面より約3㎜の筋肉内に移植して

舌癌モデルを作製した。観察には癌細胞移植後

7日目および14日目の各群5匹ずつを用いた。

②　対照群

　正常ウサギ舌の毛細リンパ管の物質吸収性を

検索するたあに，無処置のウサギ5匹の舌を観

察した。さらに，舌への注射針刺入の影響の有

無を確認するために，実験群の移植部位と同じ

部位に生理食塩水のみ0．1皿1を筋肉内に注入

し，7日後および14日後の各群5匹ずつ計10

匹の舌を観察した。

㈲　腫瘍進達度の測定

　VX2舌癌組織の大きさは移植部の前額断切

片で肉眼的に最大径をノギスを用いて測定し

た。

㈲　物質吸収性の検索

　周囲組織からの粘膜固有層内毛細リンパ管の

物質吸収性を検索するために，対照群と腫瘍移

植7日目および14日目の各群5匹ずつのウサ

ギを用いた。動物は麻酔下で開胸し上行大動脈

を露出，カニューレを挿入して，ヘパリン加生

理食塩水にて100cmの高さから流速5皿1／分で

20分間頭頸部を潟血した。次いで，舌尖より％

の左側舌辺縁にトレーサーとして185単位／mlに

調整したHRP（Type　IV，　MW：40，000，　Sigma）

を0．1ml注入した（Fig．1）。トレーサーの注入

から灌流固定の開始までの時間は予備実験を行

い，観察に最適な条件である30秒後に設定し

た。トレーサー注入後にカコジル酸緩衝液で2

倍に希釈したKarnovsky固定液（pH　7．6）に

よる灌流固定を30分間行った。

　灌流固定後，舌を摘出し，さらに
Karnovsky固定液に一晩浸漬，固定した後，

0．1Mカコジル酸緩衝液（pH　7．4，4℃）で洗浄

し，D．　S．　Kマイクロスライサー（DTK　1000，

堂阪イーエム）を用い200畑厚切片を作製し

た。切片はトリス塩酸緩衝液（pH　7．6）に溶解
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Fig．1．Site　where　HRP　was　injected（arrow）in　the

　　　control　group（left）and　the　experimental

　　　group（center）as　well　as　positional　re－

　　　lationship　（right）between　tumor　and

　　　lymphatic　capiUaries．

　　　Abbreviations：T，　tumor；LC，　lymphatic

　　　capillaries

した過酸化水素水・ジアミノベンチジン（DAB）

反応液を用いて室温で1時間反応させ，0．1M

カコジル酸緩衝液で調整した1％オスミウム酸

に1時間，後固定を行った。通法に従いアル

コール上昇系列で脱水，Epon　812に包埋した。

Leica型超ミクロトーム（ULTRACUTS／
FSC）で1μmの厚切り切片を作製してトルイジ

ンブルー染色を施し，毛細リンパ管を形態的に

確認した後，ダイヤモンドナイフを使用して超

薄切切片を作製し，無染色標本を日、ZH－

7100型透過型電子顕微鏡で観察した。

　なお，一部の動物では灌流固定後，舌の一次

リンパ節である深頸リンパ節を摘出して，

Karnovsky固定液に浸漬して固定した。その

後，DAB反応を行い，通法に従ってエポン包埋

し，トルイジンブルー染色切片を作製して光学

顕微鏡用試料とした。

（5）毛細リンパ管の鑑別

　毛細リンパ管はその形態が毛細血管および細

静脈と類似した特徴を有する。そのため，以下

の基準に従い毛細リンパ管の鑑別を行った。

　リンパ管は光学顕微鏡用トルイジンブルー染

色切片では毛細血管に比べ，不定型の管状構造

を有し，内皮細胞が非薄である。これをリンパ

管と判定して超薄切片を作製し，透過型電子顕

微鏡写真で最終的な鑑別を行った。毛細リンパ

管の微細構造は毛細血管および細静脈と比較し

て，（i）内皮細胞が菲薄で，（且）内皮細胞が

周囲結合組織へ突出し輪郭が不規則であり，ま

た，（血）pericyteが欠如し，（iv）基底板が不

連続であるなどの特徴を有するものを複数の写

真を総合して毛細リンパ管とした。

　また，トレーサー注入試料では灌流固定を

行っているためHRPは取り込まれた近在血管

から速やかに流失し，組織間隙および毛細リン

パ管内のみに残存することになる。このため，

内腔にHRPを含む管状構造物を毛細リンパ管

として観察した。

（6）物質吸収関連構造の出現頻度の定量化

　各動物の舌の超薄切切片において，1個体あ

たり5本のリンパ管の横断面を透過型電子顕微

鏡を用いて直接倍率15，000倍で連続撮影して，

最終倍率37，500倍とした写真上で細胞外形と

Pinocytotic　vesicle（vesicle）および細胞間接

着装置をトレースした後，vesicleの内皮細胞

全体に占める割合（vesicleの面積比），および

細胞間隙の長さに対する接着装置の長さの割合

（接着装置の長さの割合）を測定した（Fig．2）。

　解析にはパーソナルコンピューター

（Apple）を使用し，画像解析用ソフトNIH

Image（ver　1．59）を用いた。

　Vesicleの割合は腫瘍血管の計測方法4・5）に

順じ，核を除いた細胞質面積に対するvesicle

の占める面積の総和の指数とした。測定の対象

としたvesicleは細胞膜に開口したものと細胞

質内に散在したものに限定した。受容体と関連

した動態を示すといわれるcoated　vesicleは計

測より除外した。

　計測値はInStat　2．03　for　Macintosh（Graph

Pad　Softwear）を用いて統計学的に処理し，ノ

ンパラメトリックによるDunn’s　multiple

comparisons　testにより，対照群および実験群

における有意差（p〈0．01）を検討した。

結

1．VX2舌癌の腫瘍進達度

果



VX2舌癌毛細リンパ管の物質吸収性

　　　　　　
／〃1…1　膨

Arcal　ratio　of　vesicle

　　　　Total　arca　of　all　vesic｜cs
－　　　　　　　　　　　．一一　　　　　　　　　．xlOO（％）
　Total　area　of　cytoplasnl　exccpt　for　nucleus

A．　Vesicle

Length　ratio　of　adhesion　apParatus

　　．T・t・l　l・ngth°f　adhcsi°n　apPa「atus－。100（％）

　　　Tota日ength　of　intercellular　spa㏄s

B．　Adhesiot　apparatus

Fig．2．　Figures　and　rormulas　regarding　methods

　　　of　measuring　the　appearance　frequencies

　　　of　pinocytotic　vesicle　（A）　and　　inter－

　　　cellular　adhesion　apParatus（B）．

　　　In　pinocytotic　vesicles　with　an　opening

　　　on　the　cell　membrane，　the　area　of　the

　　　vesicle　was　calculated　as　the　minimal

　　　length　of　the　cell　membrane　composing

　　　the　opening．

　腫瘍の最人径は移植後7日目が8．66±0．62

mm，14日目が13．08±1．72　mmであった。腫瘍は

経日的に増大し，一ヒ皮直下の毛細リンパ管網へ

と接近する傾向がみられた。

2．対照群におけるリンパ管

　生理食塩水を注入後7日目と14日目のウサ

ギにおける舌の注人部毛細リンパ管は，無処置

ウサギ舌の同等部位の毛細リンパ管との間には

形態，HRP吸収ともに違いは認められなかっ

たため，以下，すべて対照群としてまとめるこ

とにした。

　光学顕微鏡下では毛細リンパ管は厚い角化層

からなる糸状乳頭直下の粘膜固有層内に存在
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し，薄い内皮細胞に囲まれ，核の内腔への突出

が著しい管腔構造物として認められた。この毛

細リンパ管は血管と比較して輪郭が不規則で，

星型を呈していた（Fig．3a）。

　電子顕微鏡下では，粘膜固有層内の毛細リン

パ管は内皮細胞の厚さが約0．5μmと薄く，核以

外は非薄化した形態を呈していた。内皮細胞は

周囲組織へ突出し，pericyteが欠如しfenestra

は認められなかった。

　細胞質内には粗面小胞体，ゴルジ装置，

vesicleなどの細胞内小器官が不規則に散在し

ていた。内皮細胞の基底膜はほとんど認められ

ず，細胞膜は直接に周囲結合組織と接してい

た。lymphatic　anchoring　filamentl51はこの非

管腔側細胞面から起こり，リンパ管周囲の結合

組織を走行していた（Fig．3b）。

　内皮細胞間相互の連結は互いに向かい合って

接していたり，嵌合あるいは重なり合うなど多

様な形態を呈していた　（Fig、3c）。細胞間隙は

約20nmであり，他の細胞質より電子密度の

高い接着斑様構造を示した。

3．実験群におけるリンパ管

川　腫瘍移植後7日目の毛細リンパ管

　対照群と比較してリンパ管の内皮細胞は一段

と非薄化し　（Fig．4a），全体的に電子密度がや

や高くなる傾向を呈していた。また，内皮細胞

に散在するvesicleなどの細胞内小器官の数が

増加していた。

　リンパ管の内皮細胞相互の連結は対照群より

さらに緩い状態にあり，junctionの存在する部

位以外の細胞間隙は明らかに離開，拡人してい

た。しかし，内皮細胞間には発達は悪いが1箇

所あるいはそれ以上のtight　junctionが存在し，

完全に細胞間の開放された間隙は認められな

かった（Fig，4b）。

（2）腫瘍移植後14日目の毛細リンパ管

　リンパ管の内皮細胞は腫瘍移植後7日目に比

べてさらに非薄化し，周囲結合組織への凹凸が

減少し，核が平坦化していた（Fig．5a）。細胞内

小器官の分布には人きな変化はみられなかった

が，vesicleの数はやや増加していた。内皮細胞
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Fig．3．　Lymphatic　cap川aries　in　lamlna　propria　in

　　　nomal　tongue．

　a：Lymphatic　capillaries（LC）and　blood　vessels

　　　（BV）immediately　below　the　epithelium
　　　（Ep）（toluidine　blue　staining，　x　400）．

　　　Lymphatic　capillaries　were　irregular　in

　　　shape　and　showed　a　star－like　appearance．

　b：Lymphatic　capillary　wa1いs　maintained　by

　　　numerous　anchoring　filaments（arrows）．　L，

　lymphatic　capillary　lumen．　Scale　bar＝1

　μm
c：With　respect　to　the　mode　of　junction

　between　endothelial　cells，　various　morpho－

　logies　were　observed　such　as　piled（arrows）

　or　complex　finger－like　junction　（arrow

　heads）．　L，　lymphatic　capillary　lumen．　Scale

　bar＝1μm

相互の接合様式には対照群でみられたような複

雑な指状嵌合は減少していた。これらの間隙に

は脆弱ながらtight　junctionは必ず観察され，

内皮細胞間隙が完全に離開するものは認められ

なかった（Fig．5b）。

4．トレーサーによる物質吸収動態の観察

川　対照群

　HRPは注入30秒後には，すでにリンパ管腔

内へと移行していた。多くの場合HRPの存在

を示す微細頼粒状物質は，毛細リンパ管の管腔

および非管腔側全体にみられるのではなく，む

しろ，細胞膜に蓄積する像として認められた。

その分布は不規則であり，密または疎に分布す

る部位，あるいはほとんど存在しない部位など

がみられた。リンパ管では内皮細胞の非管腔側

にHRPを含むvesicleが多数認められた。こ

れらのHRPを含むvesicleは管腔側および非

管腔側の細胞膜と結合あるいは開口するが，細

胞質中にはほとんど観察できなかった。また，

HRPは上皮接合部の狭い細胞間隙を通過後，

リンパ管腔内に入り上皮接合部に蓄積していた

（Fig．6）o

　深頸リンパ節の光学顕微鏡用切片では髄洞内

にHRPの存在を示す茶褐色の反応産物の分布

が認められ（Fig．7），舌に注入したHRPがリ

ンパ管を介してリンパ節へと到達していること

が確認された。

（2）実験群

　内皮細胞におけるvesicleの数は対照群に比

較して増加していた。対照群ではvesicleが非

管腔側細胞膜に多く認められたが，実験群では

管腔側細胞膜に多数存在し，しかも，そのほと
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Fig．4．　Lymphatic　cap川aries　on　the　7　days　after　tumor　transplantation．

　a：Thinning　was　noted　in　endothelial　cells　of　lymphatic　capillaries（LC，　arrows）immediate［y　below

　　　the　epithelium（Ep）composed　to　those　in　the　control　group（toluidine　blue　staining　x　300）．

　b：The　connection　between　endothelial　ce［1s　was　weak．　The　intercellular　space　diverged　and

　　　enlarged　in　the　sites　excludlng　the　site　where　tight　junction（arrows）was　noted．　L，　lymphatic

　　　capillary　lumen．　Scale　bar＝0．5μm

んどにHRPの貯留が認められた。また，内皮

細胞の非管腔側より細胞間隙を通過し，管腔側

に蓄積するHRPの量が増加していた（Fig．

8）。腫瘍移植後7日目および14日目の2群間

には物質吸収の形態に明瞭な差違は認められな

かった。

6．物質吸収関連構造の出現頻度

（1）Pinocytotic　vesicleの面積比

　リンパ管の内皮細胞におけるvesicleの面積

比は，対照群と比較して実験群において有意に

高い傾向が認められた（p＜0．01）。すなわち，

対照群では6．21±0．16％であるのに対し，腫瘍

移植後7日目では12．80±0．47％および14日

目が16．50±0．76％であった（Fig．9）。なお，

fenestraおよびporeの出現は観察したすべて

のリンパ管の内皮細胞には認められなかった。

（2）細胞間隙における接着装置の長さの割合

　接着装置の割合は対照群では30．63±0．03％，

実験群では腫瘍移植後7日目が17．22±0．05％

および14日目が1450±0．03％であり，対照群

と比較して腫瘍移植後7日目および14日目と

も有意に減少する傾向がみられた（p＜0．01）

（Fig．10）o

考 察

　VX2舌癌におけるリンパ管の反応を5’
－ nucleotidase染色法を用いて光学顕微鏡的に

検討した北原1①によると，腫瘍近接部のリンパ

管は癌組織を取り囲むようにネットワークを形

成し，また，リンパ管の口径は腫瘍の進展に伴

い経日的に増加して行くことから，これらのリ

ンパ管は物質吸収能が増加するものと考えられ
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Fig．5．　Lymphatic　capillaries　on　the　14　days　after　tumor　transplantation．　a：Swelling　of　lymphatic

　　　capillaries（LC，　arrow）was　noted，　Thinning　of　endothelial　cells　progressed　compared　to　that　7

　　　days　after　tumor　transplantation、　There　was　a　decrease　in　the　concavo－convex　surface　of

　　　peripheral　connective　tissues，　Futhermore，　nuclei　became　flat（toluidine　blue　staining　x　300）．　Ep，

　　　epithelium；BV，　blood　vesselsb：The　intercellular　space　diverged　and　enlarged，　while　tight

　　　junction（arrows）was　existed．　Scale　bar＝0．5μm

ている。VX2舌癌は舌深動脈伴行集合リンパ

管を介して深頸リンパ節へ転移し，さらに，輸

入リンパ管および辺縁洞からリンパ節内へと進

展する16’1陥本研究においても深頸リンパ節の

髄洞内にHRPの存在を示す茶褐色の反応産物

の分布が認められ，舌より注入したHRPがリ

ンパ管系を介してリンパ節へと到達しているこ

とが推察された。リンパ行性転移には血管とリ

ンパ管の接合部を介した経路も報告されてい

る18’。しかし，VX2舌癌ではリンパ系を主体と

した転移経路のあることが推察され，腫瘍の浸

潤および転移の発現に関して，腫瘍の周囲に存

在するリンパ管の吸収能を検討することが重要

である。

　VX2舌癌は内向性に増殖する傾向が顕著で

あり，特に筋層内における集合リンパ管は腫瘍

の増殖に伴い容易に破壊される。本研究では腫

瘍の進展に伴って経時的に変化するリンパ管の

物質吸収形態を検索するたあに，より再現性が

高く，また，常に同一のものとして観察が可能

である粘膜固有層内に存在する毛細リンパ管を

検討した。VX2舌癌は腫瘍移植後7日目およ

び14日目とほぼ一定の浸潤，増殖の傾向を

もって経日的に進展し，粘膜固有層内毛細リン

パ管へと接近していた。

　毛細リンパ管は透過型電子顕微鏡では対象動

物あるいは器官により若干の違いはあるが，

（i）基底板は発達が悪く，欠如あるいは不連続

である，（i）内皮細胞が薄い，（血）周囲結合

組織へ内皮細胞が突出する，（iv）pericyteが

欠如する，（v）内皮細胞間の間隙および開放が

みられる，（V1）poreまたはfenestrationが存
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Fig．6．　Lymphatic　capillary　of　the　endothelial　cells　after　HRP　infusion　in　the　control　group，

　　　Alarge　number　of　pinocytotic　vesicles（arrows）containing　HRP　were　observed　on　the　basal　side

　　　of　endothelial　cells．　HRP　passed　through　the　intercellular　space（arrow　heads）from　the　abluminal

　　　side，　then　accumulated　within　the　Iymphatic　capillary　lumen（L）（unstained）．　Scale　bar＝1μm

　　　Insertion：Magnification　of　encircled　with　square，　Scale　bar＝0．5μm

在しない，（遠）anchoring　filamentが存在す

る，などの特徴が報告されている19’2％VX2舌

癌の毛細リンパ管は舌糸状乳頭下の結合組織内

に存在し，内腔の形状は不整で，特に内皮細胞

が不規則に周囲結合組織へ突出することにより

特徴づけられ，他の器官でみられた毛細リンパ

管の形態と基本的には同様であった。

　毛細リンパ管の持つ人きな機能は過剰な組織

間液の吸収にあり6加，その吸収様式には様々

な経路が報告されてきた22～25）。吸収は使用ト

レーサーによる違いはあるが，（i）内皮細胞内

飲み込み小胞により運ばれる2223’，（u）物質に

より内皮細胞内小胞と内皮細胞間の両方によ

る24’25），に大別できる。リンパ管には血管内皮細

胞に認められるfenestraおよびendothelial

projectionなどの経路は存在しない。　VX2舌

癌における腫瘍血管はfenestrationおよび

endothelial　gapが主要な物質透過の経路であ

り，内皮細胞間隙やpinocytotic　vesicleの関

与は少ないことが報告されている26｝。毛細血管

内皮細胞に比較して，大型の物質吸収に関与す

るといわれている毛細リンパ管内皮細胞の物質

吸収経路を検索するため，本研究では分子量

40，000のHRPをトレーサーとして使用した。

HRPは注入された粘膜固有層から周囲組織へ

と拡散し，リンパ管内に取り込まれる。一部

HRPは血管内にも取り込まれるが，固定液の

動脈潅流によりHRPは近在血管内からは流れ
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Fig．7．　Reactive　products（arrows）suggesting　the　presence　of　HRP　were　distributed　in　the　deep　cervical

　　　lymph　nodes　involving　even　the　medullary　sinus（toluidine　blue　staining　x　300）．

去り，血管腔内には認あられなかった。その結

果，リンパ管では内皮細胞の非管腔側にHRP

を含むvesicleを多数認め，また，　HRPは非管

腔側から細胞間隙を通過してリンパ管腔内に

人ったところの内皮細胞膜上に蓄積していた。

すなわち，毛細リンパ管内皮細胞では，HRPは

周囲組織から細胞間隙およびpinocytotic

vesicleを吸収経路として移動すると考えられ

る（Fig．11）。さらに，この吸収様式を定量化す

るためにpinocytotic　vesicleおよび細胞間隙

における接着装置の長さの割合を検討した。

　対照群では内皮細胞のHRPを含むvesicle

は非管腔側に多く認められたが，実験群の腫瘍

移植後7日目および14日目ではHRPを含む

vesicleは非管腔側にはほとんどみられず，管

腔側の内皮細胞膜に開口するものが数多く観察

された。　vesicleの局在は対照群では非管腔側

にみられたが，実験群では管腔側に移動してい

たことから，腫瘍周囲組織ではvesicleを経路

とするリンパ管内皮細胞の物質吸収能が元進し

ていることを示唆していた。しかしながら，対

照群および実験群ともHRPの蓄積する
vesicleは細胞膜に結合あるいは開口するもの

が大多数を占め，内皮細胞質内にはHRPの蓄

積するvesicleはほとんど認められなかった。

　腫瘍血管における高分子の物質透過には

vesicleなどの内皮細胞内のオルガネラによる

経路が最も重要であり，また，このオルガネラ

自体の機能も兀進するとされている27）。これら

の構造は物質輸送のみならず細胞内カルシウム

濃度の調節，あるいは，細胞内情報伝達に関与

するものである281。腫瘍の存在する舌では，血

管内皮細胞の物質透過性充進3へ5）が明らかにさ

れており，リンパ管内皮細胞内にvesicleの増

加がみられたことは，リンパ管の持っ周囲組織

の恒常性維持という役割6戊を考えると，毛細リ

ンパ管内皮細胞は積極的にその吸収機能を充進

しているものと推察される。すなわち，腫瘍影

響下におけるリンパ管の吸収能の充進は，単な

るanchoring　filament15・29による物理的な管
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Fig．8．　Lylnphatic　capillary　endothelial　cells　after　HRP　injection　in　the　experimental　group（7　days　after

　　　tumor　transplantation）．

　　　Alarge皿mber　of　pinocytotic　vesicles（arrows）were　present　on　the　cell　membrane　on　the

　　　Iuminal　side．　They　passed　through　the　intercellular　space（arrow　heads）from　the　abluminal　side

　　　of　endothelial　cells．　The　level　of　HRP　accumulating　on　the　luminal　side（L）increased（unstained）．

　　　Scale　bar＝1μm

腔の拡大によるものだけではないと考える。

　毛細リンパ管内皮細胞の結合部には（i）細

胞の両端同士が接合したend－to－end　junction，

（i）一方の端が他方の上に重なる
overlapping　junction，（皿）互いに接した部分

がフォーク状を呈すfolk－like　junction，など

が観察された。腫瘍が進展するにつれて，内皮

細胞の間隙には嵌合を示すような複雑な形態が

減少し，単なる重なりを示すようなものが増加

する傾向がみられた。また，対照群におけるリ

ンパ管と比較して，腫瘍移植後7日目および14

日目では細胞間隙に占める接着装置の割合が有

意に減少していた。これらの所見から腫瘍の接

近によりリンパ管の細胞間隙は物質吸収を効率

よく行うために，より単純でlooseな形態に変

化しているものと思われた。リンパ管では物質

の輸送が完全に解放された内皮細胞間隙によっ

て行われるという報告もみられる30）。しかし，
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Fig．9．　Areal　ratio　of　pinocytotic　vesicles　in

　　　lymphatic　capillary　endothelial　cells．

　　　The　ratio　of　vesicles　in　lymphatic　capi1－

　　　lary　endothelial　cells　was　significantly

　　　higher　in　the　experimental　group　com・

　　　pared　to　that　in　the　control　grouP（P＜

　　　0．Ol）．　However，　in　the　experimental

　　　group，　findings　did　not　significantly

　　　differ　between　7　and　l4　days　after

　　　transplantation．　Mean±SD，

　　　＊P〈0．Ol

腫瘍移植後14日目においても内皮細胞間には

tight　junctionが存在し，完全な離開を示すも

のは認められなかった。リンパ管の管腔は灌流

圧が高くなるに従い，内皮細胞間が拡張し人工

的に開口部が生じる31）。この所見は内皮細胞間

隙の微細構造を検討する場合，特に留意すべき

点である。新鮮な標本または血管の灌流固定が

なされた標本では内皮細胞間接合部の離開は存

在しないことが示されている32）。本実験群で観

察したリンパ管には内皮細胞間の完全離開は認

あられず，対照群に比べると少ないが，細胞間

に必ず接着装置が存在していた。

　細胞間隙において物質がtight　junctionを

通過して輸送されるか否かに関しては議論が多

い3334）。毛細リンパ管の内皮細胞にはfenestra

による吸収経路は存在せず，vesicleによる物

質吸収にかなりの時間を要することが報告され

ている。また，HRPが非管腔側より細胞間隙を

通過して管腔側に蓄積する像が認められた。毛

Length
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Fig．10．　Length　ratio　of　adhesion　apParatus　in

　　　the　intercellular　space　of　lymphatic
　　　capillary　endothelial　cells．

　　　The　ratio　of　adhesion　apparatus　devise

　　　in　the　intercellular　space　was　significantly

　　　decreased　in　the　experimental　group　7

　　　and　l4　days　after　transplantation　compared

　　　to　that　in　the　control　group　（p＜0．01）．

　　　However，　in　the　experimental　group，

　　　there　was　no　significant　defference

　　　between　7　and　l4　days　after　transplan－

　　　tation．　Mean±SD，

　　　享p＜0．01

細血管を構成する内皮細胞間隙を接合する

tight　junctionが必ずしも連続的ではなく，そ

のほとんどは不連続的であり，巨大分子も通過

可能であるともいわれており34），毛細リンパ管

の内皮細胞間隙を通過する物質はtight

junctionの不連続部を通って管腔内に吸収さ

れることが推察された。

　リンパ流は（i）毛細血管透過性の充進，

（u）静水圧の増加，（血）血漿膠質圧の減少，

などによって増加する35）。また，腫瘍血管にお

いては旺盛な細胞増殖に対応する酵素や栄養素

が供給されるため，一般に血管は非常に漏れや

すい状態にあり，高分子物質の透過性は正常血

管と比較して数倍高い状態にある36）。腫瘍周囲

における毛細リンパ管は腫瘍血管の透過性を補

正し，また，腫瘍の進展に伴い出現する代謝産

物を吸収して組織や器官の恒常性を維持する役

割6）を果たすため，その機能が充進しているこ
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Fig．11．Route　of　absorption　of　HRP（arrows）in　lymphatic　capillary　endothelial　cells．　HRP　was　absorbed

　　　by　lymphatic　capillaries　via　peripheral　tissues，　the　intercellular　spaces　and　pinocytotic　vesicles．

とが考えられる。

　本研究における物質吸収関連構造の経時的出

現頻度から，VX2癌細胞移植部位と離れた位

置で，しかも，腫瘍細胞増殖の直接的影響を被

らない時期，すなわち，腫瘍移植後7日目です

でに粘膜固有層内毛細リンパ管に吸収能の充進

が認あられたが，14日目においてもこの変化に

大きな差違は観察されなかった。腫瘍移植後21

日RではVX2舌癌は粘膜固有層にまで進展

し，一部壊死像をIIとするようになり，また，リ

ンパ管は萎縮し，吸収能の低下していることが

推測されている1【u㌔これらの報告と本研究の

結果を併せ考えると，腫瘍の存在によるリンパ

管の吸収能の元進は，腫瘍移植後7日目でピー

クに達し，それが14日目まで維持され，それ以

降は低下するものと考えられる。

　胸膜腔にはリンパ管が直接に開口し，細胞の

出入りの口∫能性を示唆する報告3わがみられる。

しかし，本研究に用いたウサギ舌にはそのよう

なリンパ管の開口部は認められなかった。一

方，赤血球あるいは異種蛋白は，リンパ管中へ

内皮細胞間隙を介して侵入することが報告38’391
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されている。本研究の毛細一リンパ管では，特に

細胞間隙の接着装置が減少していることから，

間隙を経路とする物質の通過が増加しており，

腫瘍が進展してリンパ管に接近するようになる

と，腫瘍細胞のリンパ管内侵入が容易になるこ

とが予想される。

　悪性腫瘍の浸潤，転移機構には複雑な過程が

存在するため4ぴ41），ひとつの実験モデルによっ

て説明することは適切ではない。従って，本研

究ではこの過程の全てを考察することはできな

い。しかし，腫瘍の進展に伴ってリンパ管の物

質吸収能の元進が示唆されたことは，腫瘍の浸

潤，転移という生物学的現象を解明するために

は，腫瘍と腫瘍周囲組織の微小循環に毛細リン

パ管の果たす役割がきわめて重要であることを

示唆している。

結 論

　HRPをトレーサーに用いて，ウサギVX2舌

癌モデルにおける腫瘍周囲毛細リンパ管の組織

中らの物質吸収動態を経日的に検討し，以下の

結論を得た。

　1．VX2舌癌は経日的にほぼ一定の割合で

増大し，観察対象の上皮直下に存在する毛細リ

ンパ管へ接近する傾向がみられた。

　2．リンパ管の形態は対照群と比較して腫瘍

移植後7日目および14日目では，内皮細胞が

対照群と比較してさらに非薄化し，内皮細胞に

散在するvesicleなどの細胞内小器官の数が増

加していた。また，内皮細胞相互の接合は複雑

な嵌合を示す間隙が減少していた。

　3．対照群のリンパ管では内皮細胞の非管腔

側にHRPを含むvesicleが多数認められた。

さらに，HRPは非管腔側から細胞間隙を通過

し，リンパ管腔内の入り口に蓄積していた。

　4．腫瘍移植後7日目および14日目では対

照群の非管腔側細胞膜に存在していたvesicle

が管腔側細胞膜に多数認あられた。また，内皮

細胞の非管腔側より細胞間隙を通過し，管腔側

に蓄積するHRPの量が増加していた。

　5．リンパ管の内皮細胞におけるvesicleの

出現頻度は，対照群と比較して実験群で有意に

高い傾向を認めた。

　6．細胞間隙における接着装置の割合は対照

群と比較し，腫瘍移植後7日目および14日目

では有意に減少していた。

　7．リンパ管の内皮細胞におけるHRPの吸

収には，細胞間隙とvesicleを介した2経路が

関与し，腫瘍の進展に伴い，これらリンパ管の

物質吸収能が元進することが示唆された。
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