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ABSTRACT

Cytological examinations of the ascitic fluid taken from the patient of malignant melanoma
were reported. A 52-year-old womanhad a skin tumor in her right sole. The tumor was diagnosed
as malignant melanoma by biopsy at a private hospital in March 1988. In October 1988, the patient
transferred to the Department of Dermatology, University of the Ryukyus Hospital, where she was
undergone radical excision of right sole followed by chemotherapy (Dacarvazin, Adriamycin and
vincristin) and interferon therapy. Histological diagnosis of the tumor was a malignant melanoma
acral lentiginous type. In February 1995, ascitic effusion was noted, and yellowish fluid was
collected by tapping. Round shaped tumor cells containing irregular nuclei with prominent nucleoli
were observed by Papanicolaou-stain and suggested the recurrence of malignant melanoma. The
cytoplasm of the cells contained abundant fine granular melanin pigments. Intranuclear vacuolations
were also observed in several tumor cells. Immunocytochemically the tumor cells were positive for
both S- 100 protein and neuron-specific-enolase (NSE) staining. Electron microscopic examination
showed irregular shaped nuclei with prominent nucleoli and melanosomes in the cytoplasm. We
suggest that immunocytochemical staining and electron microscopic examination of the ascitic fluid
may beuseful fordiagnosis ofmalignantmelanomacytology. Ryukyu Med. J., 16 (3) 143- 146, 1996
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はじめに

胸水、腹水に出現する腫癌細胞はその多くが腺病細胞であ
るが)、ときに非上皮性悪性細胞や扇平上皮系の腫癌細胞を

みることがある。臓器別にそれら腫癌細胞の出現率に違いは
あるが、なかでも皮膚原発の悪性細胞が柴膜播種をおこし、
胸水、腹水中に出現することは比較的稀である。
今回、著者らは腹水中に出現した皮膚原発悪性黒色腫

(Malignant melanoma,以下MMと略す)の-症例を経験
したので、 Papanicolaou染色に加え、免疫染色、電子顕微
鏡、その他の特殊染色を施行し、その細胞診の有用性と細胞
像を検討したので文献的考察を加えて報告する。
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症　　例

患　者:52才、女性
主　訴:腹水貯留
家族歴:夫、糖尿病　伯母、子宮癌

既往歴: 1987年高血圧、 1988年9月子宮筋腫指摘された。
現病歴: 1988年、 3月右足底部に10mmX7mm大の黒褐

色斑の腫癌を自覚した。近医にて同部の切除を受け、組織診
の結果、悪性黒色腫と診断され、同年10月治療の為、当院
皮膚科入院となった。同年12月植皮部辺緑より遠位、内側、
外側方向4cm、近位部9cm離し、深さは近位部より筋膜直
上までの拡大切除術と右鼠径部リンパ節廓清を受け、化学療
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法(Dacarbazin, Adriamycin, Vincristin)とインターフェロ

ンの免疫療法が施行された。 1990年12月、右大腿部内側皮

膚に点状の黒褐色斑が出現して、徐々に増大し、直径1mm
x3mm大の黒色小丘疹となった。同部位の生検が行われ、

租.織学的に悪性黒色腫再発と診断され、 1991年5月再発部

の拡大切除と分層植皮術が行われ、化学療法が追加された。

1994年8月、 CT検査にて腹部リンパ節の転移がみられ、 12

月に入り感冒様症状が出現し、曝吐、腹痛が持続するように

なった。 1995年2月には腹腔内リンパ節腫脹が多数認めら

れた。この頃より黄色調の胸水、腹水が貯留しはじめ、腹水

細胞診検査において、悪性細胞が多数認められ、悪性黒色腫

の渠膜播種と診断された。腹腔内にアルファインターフェロ

ンを注入するも著明な効果は得られず、同年5月永眠した。

入院時現症:身長147cm、体重73kg、栄養状態はやや肥
満、四肢に軽い浮腫が認められた。表在リンパ節は触知せず、

理学的検査において胸腹部に特別な所見は認められなかった。

皮膚病理組織所見

再発部位の右大腿部腫療組織は真皮表層から下層にかけて、

メラニン塀粒を含む悪性黒色腫細胞が胞巣状をなして増殖し

ていた。個々の細胞は多角型、ないしは紡錘状を呈し、核′ト

体の明らかな細胞が散見された(Fig.1)c

細胞形態学的所見

採取された腹水を1500rpmにて5分間遠心した沈殿物を
スライドグラスに塗抹し、 95%アルコールによる湿固定を

行い、以下の染色を行って、形態学的特徴像を観察した。

I. Papanicolaou染色
比較的clearな背景に核小体の著明な異型細胞が孤立散在

性に多数認められた(Fig.2)。核型は全体に類円形状で増大
しているが、核細胞質比はさはど大きくなく、細胞質は豊富
であったo個々の細胞は大小不同が目立ち、胞体はレース状

で、. 2-3個の核をもつ大型の多核細胞も散在性にみとめ
られた。また、数個の核内には大型の封入体が散見され、胞

体内には黄褐色細頼粒状のメラニン鞍粒をもつものが観察さ

れた(Fig.3)。
Ⅱ.鉄染色

組織球が会食したへモジデリン頼粒とメラニン頼粒を鑑別

Fig.l Histological specimen of the right thigh showing nests of

melanoma cells in the upper dermis. The malignant cells are

polygona】 or spindle shaped (HE, × 100).
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Fig.2 Isolated malignant cells of various sizes are seen in clear

background. These cells contain intracellular brown granules (arrow)

(Pap stain,×200).
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Fig.3 Malignant cells with large vacuolar inclusion in the nucleus.

There are mul【i nucleated malignant cells with enlarged nucleoli and
histiocyte-like cells with lacy cytoplasm (Pap stain, ×200).

する目的で鉄染色を施したが陰性であった。

皿.漂白法

Papanicolaou染色標本を3 %過酸化水素溶液に2時間ひ
たした後、塀粒の脱色の有無を鏡検した。原形質中の蘭慢性

に見られた黄褐色調のメラニン頼粒は脱色されており、メラ

ニン頼粒陽性と判定された(Fig.4)。
IV. Fontanamasson染色

メラニン染色法であるFontanamasson染色では黒褐色調

の陽性額粒を含む細胞が散在性にみとめられた(Fig.5)。
V.免疫染色

塗抹標本を95%アルコールで固定した後、 S-100蛋白、

Neuron-specific-enolase (NSE) 、およびIysozymeをLabe】d

Streptavidin-biotin法にて免疫染色した。 S-100蛋白、 NSE

は陽性(Fig.5)、 Iysozymeは陰性であった。

Ⅵ.透過電子顕微鏡(El本電子: JEM-2000EXn)所見

腹水を1500叩mにて5分間遠心し、沈殿物をホルマリン
固定して作成したセルブロックから電子顕微鏡(以下電顕と

略す)試料を作成した。すなわちパラフィン包埋されたセル

ブロックを鋭利な刃物で1mm四方大に切り取り、熔融パラ

フィン(60℃)に浸活させて試料片内と周囲のパラフィン

を溶かした。つづいてキシロール、アルコールの順に浸水を

行い、以下常法の電顕試料操作から観察した。核型は不整で

核小体は比較的大型の所見を示し、細胞質辺緑にはメラノゾ-

ムが大小の塀粒をなしてみとめられた(Fig.6)。
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rig.4 Decoloration by hydrogen peroxidase method. Top: Cel一s in pre-

decoloration specimen containing intracellular brown granules.

Bottom: Post-decoloration specimen showing intranuclear brown

granules (Pap stain,×200).

Fig.6 Electron micropho【ograph of the ascitic tumor cell showing

various size of melanosomes in cytoplasm (Bar -2/<m).
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皮膚原発のMMは神経櫛由来のメラノサイトないし母斑

細胞が悪性化したものとされており1''、臨床的には血行転移

を起こしやすく、予後はきわめて不良とされている。この為、

MMの診断にあたっては生検、穿刺組織診などでより慎重

な取り扱いを要するとされ、組織侵製の少ない細胞診の利用

もすすめられている。体腔液細胞診は生検が不可能な部位で
も診断が可能という利点があり、材料採集の容易な細胞診は

癌の診断にきわめて重要であるが、一般的に体腔液細胞診の
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Fig.5 Tumor cel】s showing positive reaction for Fon【anamasson

staining (top) and S-100　protein was positive immunocytoc-

hemically (bottom) (×200).

主目的は悪性細胞の検出であり、体腔液に悪性細胞が認めら

れることは一般に播種を意味する進行癌であ`る。近年、癌性

陶腹膜炎に対する化学療法や免疫療法が普及し、治療後の悪

性細胞の細胞変化、細胞の有無など治療効果や予後判定に大

いに利用されている。反面、細胞診検査として検体が得られ

る機会が少なく、その経験も限られているが、最近では再発

転移巣部の検体が得られる機会が徐々に増え、尿や脳脊髄液

において報告がみられるようになってきた3-仰。一般的に体

腔液中にみられる悪性腫壕は大きく原発性腫壕と転移性腫癌

にわけられるが、その多くは腺癌細胞などの転移性腫癌であ

る。腹腔内に転移する上皮性悪性腫壕として最も多いものは

胃癌、卵巣癌、大腸癌、輝臓癌、胆嚢癌、子宮癌、肝細胞癌

の順とされており']'、本症例のように皮膚原発の魔境が腹腔

内に転移することは比較的稀である。 MMは臨床像および

予後などの臨床病理型から、本症例のような末梢黒子型

(acral lentiginous melanoma) 、表在塑　superficial spread-

ing melanoma)、結節型(nodular maligna melanoma)、悪

性黒子由来型(lentigoma】igname】anomaj　の4型に分類さ

れているが、山田ら当ま組織像から類上皮型(epitheloid

type)、髄横型(medullarytype)、紡錘型(spindletype)に
大別しており、細胞学的には円形細胞型(roundcell type)、

多形性細胞型(pleomorphic cell type)、線維様細胞型(fi-

brous cell type)に分類し、さらに円形細胞型は大型と小型
に分けている。大型は広い細胞質と偏在核を有し、腺型細胞

に類似するが、小型は未分化細綱肉腫型である。多形細胞型

は大小不同が著明で、巨大細胞、多核細胞、類上皮性配列や
細胞相互封入もみられ、この細胞は横紋筋肉腫と類似してい
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る。また、線維細胞型は紡錘形を呈し、神経鞘鹿と類似して

いる。本症例は大多数が類円形状の胞体を有しており、細胞

学的には円形型と考えられた。一般的に体腔液細胞診におけ

る細胞の判定はすでに述べられている他臓器で見られるもの

と同様な基準が用いられているが13)、液状検体の特殊性から

いくぶん変性が加わることを考慮した見方が大切である。緒

家の報告にはMMの診断基準がい'くつかみられるが、一般

的に共通する特徴所見は(》細胞質内メラニン頼粒、 ②核内空
胞形成、 ③多核巨細胞、 ④非薄核膜、 ⑤大型核小体があげら

れている。メラニン塀粒の存在は悪性黒色腫の診断的特徴と

して最も重要な所見であり、メラニン額粒の証明が診断の大

きなポイントとなる。本症例においても微細頼粒状のメラニ

ンをもつ異型細胞が多数観察され、診断の手掛かりとなった。

実際にメラニン顕粒との鑑別を要する色素頼粒にはヘモジ

デリンやリボフスチンがあるが、これらの色素はともに

Fontanamasson染色、漂白法が陰性であり、ヘモジデT)ン

は鉄染色が陽性、リボフスナンはズダンⅢ染色で陽性となる

ことから鑑別は容易である。また、核内空胞については電顕

的観察から細胞質の核内への陥人が空胞を形成していると報

告しており、本腫癖の有力な副所見になり得るとしているo

また、メラニン頼粒の少ない例に核内空胞の出現率が高い

傾向がみられるともいわれている。しかし、一方で水内4-、

竹原ら8)は核内空胞の存在はさほど特徴的ではないとしてお

り、実際に肺の腺病や甲状腺痛などにも同様の空胞形成像が

存在するとする報告もある14.15)。これら二つの特徴的所見に

加え、多核巨細胞、大型核小体、非薄核膜といった所見を考

慮すればMMの細胞診は多くの場合、比較的容易である。

しかし、これら五つの特徴所見が仝例で必ずしも認められる

とは限らないO　特にメラニン塀粒をもたないamelanotic

melanomaは確定診断が困難な場合が多い。そのような特徴

的所見を示さない腫癖の診断については、最近では免疫細胞

化学染色が利用されるようになってきた。 ′ト山5)、程7)、中

島ら16)は、 MMの診断にはs-ioo蛋白、 NSEの陽性が重要で

あるとしており、中島によればmelanocyte由来の腫壕で
はS-100蛋白陽性率とメラニン塀粒の出現率とは逆相関があ

り、 S-100蛋白は特異性に乏しいものの反応性が高いこと、

またNSEはS-100蛋白と比べ反応性は低いものの特異性が

高いと報告している。これら.の免疫細胞化学染色はre-

trospectiveな検索も可能なことからamelanotic melanomaの
診断には大きな手掛かりになるものと考えられた。著者らの

症例においては胞体がレース状で淡く、一見組織球との鑑別

が必要と考えられた。組織球系腫痕のマーカーとされる1y-

sozymeの免疫染色を試みたが陰性であり、すべてMMに由
来する悪性細胞と同定された。また本症例でも試みたように、

腹水等の液状検体の電顕的応用もメラノゾ-ムを証明するう

えで重要であり、免疫細胞化学染色と並んで今後はますます

細胞診においてもその必要性が高まるものと期待される。

結　　語

右足底部原発悪性黒色腫が賛膜播種をおこし、腹水貯留を

きたした症例の腹水細胞診の有用性を報告した。皮膚原発の

悪性腫痕が渠膜播種をきたし、腹水貯留として細胞診検査の

対象となることは比較的少ないが、悪性度の高い黒色腫にお

いては再発の有無や予後を知るうえで重要と考えられる。今

回、著者らは組織学的に悪性黒色腫と診断され、腹水貯留を

みた症例から、その病理学的診断に至る諸検査法の手順を細
胞診学的に検討した。悪性黒色腫の病理組織診断には通常
Fontanamasson染色、鉄染色が行われているが、液状検体
の細胞診においてもPapanicolaou染色での診断基準を考慮
にいれ、色素頼粒証明の特殊染色に加え、免疫染色、電顕学
的検査を有効に利用すれば悪性黒色腫の細胞診も比較的容易
で信頼性の高いものとなることが示された。
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