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緒 言

癌遺伝子は,ウ イルスに よる発癌機構の研究

過程でレ トロウイルスの もつ発癌に関与す る遺

伝子 として発見 され た1).近年 の分子生物学の進

歩によ り,ウ イルスの もつ癌遺伝 子(v-oncと 略

す)は もともと宿主細 胞中に存在す る遺伝子

(C-oncと 略 す)に 由来す るこ とがわかった1) 2).

またV-oncに 対 応す るc-oncが 必ず存在す るほ

か,最 近のDNAト ランスフェ クション技術 を用

いた癌遺伝子の検出法の開発により3) 4). V-oncに

は対応するものがないc-oncも 発 見され,現 在ま

でに30種 類 以上 もの癌遺伝 子が 同定 され てい

る2) 5).正 常細胞中ではこれ らの遺伝子の発現は

正 しく調節 されてお り,細 胞の増殖や公化等に

重要な働 きをしていると考 えられている2).しか

し,ま だその明確 な機能はわか っていない.ま

たこれらの遺伝子は,相 同桑色体上の2つ の対

立遺伝子の1つ に活性化が起 きても発癌作用を

発揮するとされてお り,優 性癌遺伝子 とも呼ば

れている6)～8).優性 癌遺伝子の変化 としてはmyc

系遺伝子やerb系 遺 伝子におけ る遺伝子増幅や

ras系 遺 伝子における点突然変異,ま たmycや

ablで み られる染色体 の転座にこともなった転写調

節の変化等があ る5).これ らの優性癌遺伝子の変

化とヒ ト悪性腫瘍 との関係につ いては臨床例 で

検討 されているが,特 殊 なもの を除いて重大な

因果関係は まだ証明 されていない.

一 方,劣 性癌遺伝子はその2つ の対立遺伝子

が両方 とも失活 した場合にのみ細胞が癌化 し,

正常 では細胞の癌化 を抑制 していると考 えられ

ているため癌抑制遺伝子 とも呼ばれている6) 8).

この もっ とも代表的な遺伝子が網膜芽細胞腫遺

伝子(Rb遺 伝 子と略す)で ある.網 膜芽細胞腫

は小児の網膜に発生する悪性腫瘍で,遺 伝子の

ものと散発性の ものがある9) 10).前者は発症が早

期で両眼に発生 しやす く外科的処置や放射線治

療によって治癒 して も,成 入後放射線照射野に

再び骨肉腫などの悪性腫瘍が発生 し易い11)～13). 

1971年, Knudsonら は統計学的解析により,遺

伝性細膜芽細胞腫は全ての体細胞にお恥て生殖

細胞の時から存在するRb遺 伝子の突然変異を持

っていて,こ れに第2の 突然変異が加わって腫

瘍が発生す るとい う2段 階突然変異説を提唱し

た14).一 方,散 発性の場合 にはRb遺 伝子の2つ

の独立 した突然変異の連続に より腫瘍が発生す

るとした10) 14). 1980年 代に入り網膜芽細胞腫細胞

の染 色体分析か ら,そ の約2%一3%の 症例 で

13番 染 色体,特 に13q14の 部 位の欠損 を有 してい

ることが発見された9).また網膜芽細胞腫 と骨肉

腫の間にこ病因論的相関が あるこ とが指摘 され

た11) 15)～17),最近3つ の グループがchromosome

 walking法 でRblocusの 遺伝子をクローニング

し,さ らに4.7kbのcDNAの クローユングに成

功 した15) 16) 18).こ のcDNAを 用 いてRb遣 伝 子

領域(Rb locusと 略 す)に おけ る遺伝子地図の

作成が行われ,ま た網膜芽細胞腫におけるRb遺

伝子の構造異常やmRNAの 消 失等が証明され
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た15) 16) 14).さらにRb遺 伝子産物の正常細胞中で

の機能に関する研究 も進展 している18) 20) 25).しか

し,現 在 までに網膜芽細胞腫におけるRb遺 伝子

の構造解析 は行 われてきているが5ヒ トの骨肉

腫など骨 ・軟部腫〓におけ る解析はほ とん どな

されていない.

本研究では,ヒ ト骨 ・軟部腫瘍におけ る癌遺

伝子研究の一環 として22) 23),ヒ ト骨・軟部臆瘍組

織24例,培 養細胞棟2例 について, 8種 類 の優

性癌遺伝子 と劣性癌遺伝子であるRb遺 伝 子の

構造異常 をSouthern hybridization法 で解 析 し

た.さ らにこれ らの症例におけ る癌遺伝子の構

造変化 と臨床学的知見 を比較 し,癌 遺伝子の発

癌お よびその進展へ の関与 を検討 した.

材 料 と 方 法

1. 腫 瘍 組 織

DNA抽 出 に用 いた腫瘍組織は,手 術により抽

出後すみやかに-80℃ で凍結保存 し使用 した.

骨腫〓12例,軟 部腫瘍12例,当 施設で綴立 した

ヒト骨肉腫培養細胞株24)1例,ヒ ト悪性線維性組

織球腫(MFHと 略 す)培 養細胞株1例 を使用 し

た(表1).対 照 として正常胎盤組織及び患者の

非癌部である未梢血 白血球 を使用 した.

2. 細 胞 高分子DNAの 抽 出

-80℃ で冷凍保存 しておいた腫瘍組織 を,ド

ライアイス上で安全カ ミソリを用いて細削 した

後lysis buffer(10mM Tris-HCl, pH 7.5, 10

mM EDTA)に 懸濁 し27), prateinaseK(Merck

社)とsarcosylを 最 終濃度がそれぞれ100g/ml

と0.5%と なるようにご加えて37℃ で一昼夜加温 し

た.フ ェノールで1回,フ 添ノール ・クロロホ

ルム(1:1)の 混合液で1回,ク ロロホルム

で2回 高分子DNAを 抽 出 した後RNase処 理

を行 った.エ タノールで精製))NAを 沈澱 させた

後, 10mM Tris-HCI(pH 7.5)と1mMEDTA

を含 む溶液に溶解 した.培 養細胞からのDNAの

抽 出は,細 胞を リン酸緩衝食塩水で洗浄 した後,

上記方法 と同様 に行 った.末 梢血白血球か らの

高分子DNAの 抽 出は, Jeanpierreら の 方法28)

に従 った.ヘ パ リン採血 した10mlの 血 液を, 10

mM NaClと10mM EDTAを 含 む溶液 で洗浄

し, 14mlの6mM塩 酸 グアユジンと1m1の7.5mM

酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 混 和 し,さ ら にlmlの20%

sarcosylと150μlの100mg/ml proteinase Kを 加

え60℃ で1時 間 加 熱 した 後,上 記 方 法 と 同 様 に

抽 出 を 行 っ た.

3. プ ロ ー ブDNAと プ ロー ブ の標 識

優 性 癌 遺 伝 子 の プ ロー ブはAmersham社 よ り

購 入 した. c-myc, N-myc, C-SES, c-raf-1, K-ras

 2, c-fms, c-fos, c-erbBを そ れ ぞ れ 含 む ブ ラ ス

ミ ドか ら制 限 酵 素(東 洋 紡 績 株 式 会 社 お よ び 宝

酒 造 株 式 会 社 か ら購 入)で 癌 遺 伝 子 を含 むDNA

断 片 を そ れ ぞ れ 切 り出 し,ア ガ ロー ス ゲ ル で 精

製 し て プ ロ ー ブ と した 。劣 性 癌 遺 伝 子 と してRb

遺 伝 子, p0.9Rとp3.8R(Dryja博 士 と関 谷 剛

男博 士 よ り恵 与)を 用 い た15)鋤.プ ロー ブDNA

の 標 識 はFeinbergとVogelsteinのoiigo labe

ling法29)に 従 い,[α-32p/dctp(3000Ci/mmal,

 ICN社)を 基 質 と し て,マ ル チ プ ラ イ ムDNA標

識 シ ス テ ム(RPN. 1601Y, Amersh3m社)を

用 い て行 っ た.

4. Southern hybridization

優 性 癌 遺 伝 子(c-myc, c-raf-1, K-ras2,

 c-fos, cfms, c-sis, c-erbB, N-myc)を プ ロー

ブ と し て 使 用 す る と き は 高 分 子DNA 2μgを

EcoR Iで 完 全 消 化 し,ミ ニ サ イ ズ(泳 勲 距 離6.5

cm)の0.7%ア ガ ロー ス ゲ ル(Bio-Rad社)で,

 p0.9Rとp3.8Rを プ ロー プ と して 使 用 す る とき

に は 高 分 子DNA5μgをHind IIIで兜 全 消 化 後,

標 準 サ イ ズ(泳 勢 距 離13cm)の0.7%ア ガ ロ ー ス

ゲ ル で電 気 泳 動 し分 離 した.エ チ ジ ウ ム ブ ロマ

イ ドでDNAを 染 色 し写 真 撮 影 した 後, Southern

の 方 法30)に 従 っ て ゲ ル 内 のDNAを ナ イ ロ ン メン

ブ ラ ン(Hyband-N, Amersham社)上 に 移 し,

 350nmの 紫 外 線 照 射 装 置 で5分 間 照 射 す る こ と

に よ りDNAを 固 定 した. 32Pで 標 識 した プ ロー

ブDNAと のhybridizationお よ び 洗 浄 を,表2

に 示 した 条 件 で 行 っ た後 オー トラ ジ オ グ ラ ツ イ

ー を施 行 した
.

結 果

1. ヒ ト骨 ・軟 部 腫 瘍 に お け る優 性 癌 遺 伝 子 の

解 析

手 術 に よ り摘 出 した 骨 ・軟 部 腫 瘍 お よ び 骨 ・

軟 部 腫 〓 培 養 細 胞 中 の 優 性 癌 遺 伝 子 の 構 造 異 常
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の有無 を検討す るため,各 組織.細 胞全26検 体

よ り抽 出 した高分 子DNAを 制 限酸素で完全消

化 した後, 8種 類 のヒト細胞性癌遺伝子DNAを

プ ローブ としてSouthern hybridizationを 行 っ

た.正 常 コン トロールとして,可 能なものは患

者の非癌部 である末梢血 白血球 より抽 出した高

分 子DNAを,不 可能な場合はヒト胎盤より抽出

した高分 子DNAを 使 用 した.得 られた高分子

DNA2μgを 制限酵素EcoR Iで 消 化 し, c-myc

遺伝 子をプロープとしてSouthern hybridization

を行 った結果 を図1-aに 示 す.同 ブイルター を

0.4M NaOH溶 液 中, 45℃ で30分 間加温 した後

0.1×SSCと0.1%(W/V)SDS, 0.2M Tris-HCl

(pH 7.5)を 含 む溶液中で45℃, 30分 処理 してプ

表2　 ハ イブ リダ イゼ ー シ ョ ン及 び ブ イル ター洗 浄 の 条件

a) ハ イブ リダイゼ ー シ ョ ン溶液 の組 成 は6×SSC(20×SSCは3MNaC1と0.3Mク エ ン酸 ナ トリウム を含

む), 5×Denhardt溶 液(100×Denhardt溶 液 は2%牛 血 清 ア ル ブ ミン. 2%Fico11400, 2%ポ リビニ ル ピロ

リ ドン を含 む), 0.5%ド デ シル硫 酸 ナ ト リウ ム, 10%デ キス トラ ン硫 酸,お よび0.01MEDTAよ りな る.

b) あ らか じめ2×SSC中 で ス ポ ン ジた わ しで軽 く擦 った後 洗 浄 した.

図1　 優 性 癌 遺 伝 子 をプ ロー プ としたSouthern hybridizationの 結 果

各 検 体(表1)よ り抽 出 した高 分 子DNA2μgをEcoR Iで 完 全 に消 化 した 後, c-myc遺 伝 子 をプ ロー ブ と

して表2に 示 す 条件 下 でハ イブ リダ イゼ ー シ ョン を行 な った(a).

同 じブ イル ター を, c-sis遺 伝 子 をプ ロー ブ と して ハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョン を行 つた. 3.0Kb付 近 の 薄 い

バ ン ドは 前 回 の ハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョン時 の プ ロー ブが 少 し残 って い るため で あ る(b).左 端 の数 字 は分

子 量 サ イ ズマ ー カー の位 置(λ フ ァー ジDNAをHindIIIで 切 断 した もの,単 位 はK: kilo base),右 端

の 数 字 は 出 現 したバ ン ドの 大 き さを それ ぞれ示 した.
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ロ ー ブ を 洗 い 落 と した.こ の ブ イ ル タ ー を 用 い

てc-sisを ブ ロ ー ブ として 再 度Southern hybridi

zationを 行 っ た 結 果 を 図1-bに 示 す.す べ て の

レー ン で13.5kbのc・mycの バ ン ド(図1-a)と

14.8kbのc-sisの バ ン ド(図1-b)が 確 認 で き

た.そ の う ちOs-1, Os-3, Os-6, Ew-1,

 HuO9, Os-2に お い て, c-mycの バ ン ドが 対 照

よ り も濃 か っ た.同 じ ブ イ ル タ ー を使 用 した 図

1-bのC-S2Sの バ ン ドと比 較 して 材 料DNA量 の

補 正 を す る とOs-1, HuO9, Os-2に お い て

c-mycが 増 幅 し て い る こ と が わ か っ た. Os-2の

結 果 は す で に 住 居 ら22)に よ り報 告 さ れ て い る.次

に 増 幅 の み ら れ たDNAを 他 の 制 限 酵 素,す なわ

ちOs-1の 場 合 はHind IIIとPstI, HuO9の 場 合

はPst Iで 完 全 消 化 してSouthern hybridization

を行 っ た. Os-1もHuO9に お い て もc-mycの バ

ン ドは 対 照DNAの 場 合 よ り濃 染 して い るが,明

らか な再 配 列 は 認 め ら れ な か っ た.増 幅 の 程 度

を 調 べ る た め に 試 験DNAの 濃 度 を変 え て 対 照

DNAと 比 較 した. Os-1は2～4倍, Os-2は

16～32倍22), HuO9は2～4倍 程 度c-mycカ ご増 幅

して い る こ とが わ か つ た(図2).

次 にc-raf-1, c-erbB, N-myc遺 伝 子 を そ れ

ぞれ ブ ロー ブ と して, Southern hybridizationを

行 っ た が,す べ て の 症 例 で2.9kbのc-raf-1の バ

ン ド と7.0kbのc-erbBの バ ン ド, 2.0kbのN-

mycの バ ン ドが 検 出 され た. Os-2に お い て は す

で に 住 居 ら22)に よ っ て 報 告 され て い る よ う にC-

raf-1の 増 幅 が み られ たが,ほ か の 症 例 で は 異 常

は検 出 され な か っ た.

c-fms, K-ras 2, c-fosに お い て も 同 様 に

Southern hybridizationを 行 っ た が,対 照 の

DNAと 各 プ ロー ブ で検 出 され た バ ン ドの 濃 さや

大 き さ を 比 較 し て 大 き な 異 常 は な か っ た.優 性

癌 遺 伝 子 解 析 の 結 果 を 表3に ま とめ た.

図2　 c-myc遺 伝子の増幅の程度と遺伝子再構成

c-myc遺 伝子の増幅のみられたOs-1(a)お よびHuO9(b)に おける遺伝子増幅の程度(そ れぞれ左側)

および遺伝子再構成の有無(そ れぞれ右側)を 調べた.各DNAをEcoR Iで 完全消化後, DNAの 濃度

を2μgか ら半分ずつ希釈 してハイブ ーリダイゼーションを行った時のバン ドの濃さを対照と比較 した.ま

たDNAをHind IIIとPst Iで 完全消化後ハイブリダイゼーションを行った時に出現するバンドの大きさを,

対照で出現するバンドの大 きさと比較した.

2. ヒ ト骨 ・軟部腫瘍における劣性癌遺伝子の

解析

健康人3人 の末梢血白血球 とヒト胎盤よ り高

分子DNAを 抽 出し,制 限酵素Hind IIIで完 全消

化後,Rb遺 伝 子p0.9Rとp3.8Rを プ ローブ と

してSouthern hybridizationを 行 った(図3).

これ らのバン ドをDryjaら の作成した遺伝子マ

ップ19)と比較 してp3.8Rを プ ローブ しとしたと

きのバン ドを特色 として, 4.5kbのHind III断片

が出現 しに くいことがわか る.一 方p0.9Rを プ

ローブ とすると, Rblocusの5'末 端にG-Crich

領域 が存在するこ とによ リバン ドのスメアー化

が出現す ること, Dryjaら の作成 した遺伝子マッ
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プ20)に14.0kb付 近 のバン ドを加 えな くてはなら

ない31) 32)ごとがわかった.

Rb遺 伝 子の構造異常が ヒト骨・軟部腫瘍組織

に存在するかどうかを調べるためにp0 .9Rとp3.8

Rを プ ロー ブとしてSouthern hybridizationを

お こなった.患 者の正常細胞DNA(特 に末梢血

白血球か ら)が 利用で きる場合はそれを対照 と

して用いた.し か し,患 者がすでに死亡す るな

どしている場合は,胎 盤 または正常人の末梢血

白血球 を用いた.そ の結果,骨 肉腫6症 例中3

症 例,骨 肉腫培養細胞のHuO9,お よびその他の

骨.軟 部腫瘍2症 例 とMFH培 養 細胞HuMF-

H1にRb遺 伝 子の構造異常が認められた(図4

-a
,図4-b)。 骨 肉腫症例において異常の認めら

れた3症 例 中, homozygous deletion(相 同染色

体両者の欠損が認められるもの)は 存在 しなか

った. Os-1に お いては5.8kb付 近への対照 では

存在 しないバン ドが出現 してお り,再 配列が起

きていると考えられた. Os剤2.0s-5で は7.4kb

Hind III断片の濃度が明 らかに低 く,こ の部分が

heterozygous deletionを 起 こしていると思われ

た.ま た,ヒ ト骨肉腫培養細胞HuO9に お いては

7.4kbHind III断片が完全に欠失 してお り,明 ら

かにhomozygous deletionを 起 こしている.そ

の他の骨・軟部腫瘍においてもMFH 1例(MFH

-2)
,ユ ー イング肉腫1例(Ew-2), MFH培

養 細胞HuMFH1にRb遺 伝 子の異常が認められ

た. MFH-2の 例 では, p3.8R遺 伝 子で検出で

きる全領域 の断片の濃度が患者の正常 白血球 に

おいて検出される断片の濃度 より低下 している

ため, heterozygous deletionを 起 こしていると

いえる.ま たHuMFH,に おいてもp3.8R領 域全

体の濃度が低下 してお りheteroaygous deletion

が 存在 した.一 方, Ew-2に お いて もp3.8R全

領域 において濃度の低下が存在す るため,そ の

領域のheterozygous deletionを きたしている

(図5).そ れ らの結果を表3に まとめた.

3. 骨 肉腫症例の臨床経過について

アルカリフォスファターゼ(ALPと 略 す)値

は骨芽細胞の活性 を反映すると考えられている.

症 例の中でc-mycに 増幅のあるもの となかった

ものについて, ALPを 指標 として骨 肉腫の臨床

経過 を図4-a, 4-bに 示 した. Os-1は 術 前化

学療法,大 腿切断,術 後化学療法に もかかわ ら

ず9ヵ 月で上腕骨に骨転移が起こった. Os-2は

化 学療法に股関節離断術 をおこなったが2ヵ 月

で肺に, 5ヵ 月で骨盤に転移 して6ヵ 月で死亡

した. HuO9の 症例は化学療法に大腿切断を加え

たが, 11ヵ 月で脊椎に転移 した.こ れ らはいず

れ もRb遺 伝子の異常 も存在 していた(図6-a).

図3　 Rb遺 伝 子 をプ ロー ブ としたSouthern　 hybrid

izationの 結 果

胎 盤(Placenta)及 び正 常 人 末 梢 血 白血 球

(Normal Wl～W3)よ り抽 出 したDNA5

μgをHind III完全 消化 後,ア ガ ロー ス ゲ ル電

気 泳 動 に よ り分 離 してナ イ ロ ン メン ブ レ ンに

移 し と り, Rb遺 伝 子(p3.8R)を プ ロー ブ と

してハ イブ リダイゼ-シ ョン をお こなった(a).

同様 に して,フ ィル ター を作 成 してRb遺 伝 子

(p0.9R)を プ ロー ブ と して ハ イプ りダ イゼー

シ ョン を行 った. p0.9RのNormal W1の7.0

kb付 近 のバ ン ドは今 回の実 験 とは無 関係 であ

る(b).

Os-3, Os-4はRb遺 伝 子, c-mycと もに異

常はなく化学療法 と切離断術後それぞれ8ヵ 月

と18ヵ 月 で肺転移 が起こったが,両 者 とも初診

術100ヵ 月以上経過 した現在 も生存 している.Os

-5は7 .4kb Hind III断片のheterozygous dele

tionが 存在 したが, c-mycの 異常はな く現在転

移の兆候はない.Os-6は 両 遣伝子の異常が存在
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せ ず,現 在生存中であ る(図6-b).

図4　 各 検 体(表1)よ り抽 出 した た 高分 子DNA5μgをHind IIIで完 全消 化 後 上 記 と同様 にp3.8Rを プ ロー ブ

と して 使 用 して 表2に 示 す 条 件 下 でハ イブ リダ イゼ ー シ ョ ンを行 っ た(a).同 様 に して ブ イル ター を作 成

し てP0.9Rを プ ロー ブ と して使 用 してハ イ ブ リダ イゼー シ ョ ン を行 っ た(b).

考 察

本研究ではヒ ト骨 ・軟部腫瘍 におけ る癌遺伝

子の関与 を調べ るために,優 性及び劣性癌遺伝

子のプローブを用いて種々の ヒ ト骨.軟 部腫瘍

組織 中の 癌 遣 伝 子 の 構 造 変 化 をSouthern

 hybridization法 を用いて調べ,そ の結果 を臨床

経過 と比較検討 した.

優 性癌遣伝子に関 しては,臨 床症例24例 中骨

肉腫2例 と培養細胞HuO9にc-myc遺 伝 子の増

幅がみ られ た. myc蛋 白質 は核 内で働 き, DNA

結合 能をもち細胞DNAの 合成を誘導すると考え

られてお り,そ の発現は増殖の盛んな細胞で増

加す る33). c-mycの 増幅は,様 々な悪性腫瘍,特

に大腸癌,胃 癌,肺 癌,白 血病, Burkittリ ンパ

腫 などで報告されている5) 34) 35)が,特 定の癌 との

結びつきは薄いものとされYokotaら35)が 肉腫に

おいて22%にc-mycの 増 幅を報告 していること

と比較す ると,本 研究では骨 肉腫で3/7と 前述

の報告 よりかな り頻度が高い.臨 床経過(表1)

と合 わせて考えると, c-mycが 増 幅した3例 に骨

転移が起こっており, c-mycの 増 幅 と骨転移の間

にはなん らかの関係があるもの と考えられる.
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肺転移 は増幅のなか つた症例に もみ られるため

関連性 は低 い と考 えられる. Os-1例 は環在生存

中であるが上腕部にこ瘍痛 を訴 え,骨 シンチでも

highuptakeを 認 めMRIで も異常 を認めた. Os

-2例 は骨盤に
,ま た培養細胞のHuO9の 患者 も

脊椎に転移 を起 こしている.

図5　 Rblocusの 遺 伝 子 マ ップ

Friendら のRblocusの 遺伝 子 マ ップ19)を参

考1こ しマ ップ を作 成 して.今 回 の研 究 で得 ら

れ た結 果 を示 した.線 の消 失 はhomoaygous

 deletionを,破 線 はheterozygous deletionを

示 す.

轡肉腫の臨床経過においてALP値 を指標 とし

て考えると,そ の動 きはc-mycの 増幅 と関連 し

て各症例の病態 と子後をよく反映している.特

にc-snycの 増幅のあった症例ではALP活 性 の上

昇は,手 術,化 学療法などによりある程度は低

下するが,再 度急上昇 し肺転移や骨転移を生 じ

死亡の転帰 をとっている.一 方c-mycの 異 常の

なかった症例は比較的穏やかな経過をたどって

いる(表1,図6).

Rb遺 伝 子は網膜芽細胞腫における劣性癌遺伝

子 としてRblocusか ら少 し離れた位置を認識す

るH3-8プ ローブを用いて3つ の グループによ

り発見 されたが15) 16) 18),また その欠失は骨内腫の

発症に も関与 していることが知 られている18) 19).

 Rb遺 伝 子は928個 の ア ミノ酸 よりなる勢子量約

11万 の蛋白質(pprio)を コー ドしてお り,そ れ

は細胞核中に存在するDNA結 合 能を持つ リン酸

化蛋 白であるとされている6)18). pp110は 細 胞中

で優 性癌遺伝子の作用を抑制 したり,細 胞の分

化 ・増植の調節因子 として働 く.そ して, Rb遺

伝 子の構造変化や発現調節機構 の不活化によ り

pp110蛋 白の消失がお き,増殖 の歯止めがとれて

細胞は無秩序な増殖 をし,癌 化へ と進む もの と

考えられる. Rb遺 伝 子はKnudsonの2段 階突

然変 異説14)によ ると, homozygous deletionと

なって初めて網膜芽細胞腫や骨肉腫が発症す る

と言われている7)16) 18) 19).骨肉腫 は主 として思春

期に骨幹端に生 じる骨原発性の悪性腫〓であ り,

その発症の時期は骨芽細胞の増殖能が低下す る

ころまでと考 えられ,こ の間に物理的 ・化学的

hit(化 学 物質, X線,外 傷,ウ イル スなど)が

2回 続けて骨芽細胞のRblocusを 襲 いRb遺 伝

子が失活 して腫瘍発生をきたすとも考えちれる.

しか し,な ぜ網膜芽細胞や,骨 芽細胞な どの細

胞がRb遺 伝子の異常に対.して敏感であるかは来

だ不明である21), Rb遺 伝子のプ ローブはcDNA

の ためintron領 域 を多く含むRb遺 伝子(全 長

約200kb)をSouthern hybridizationで 検 出す

るには厳密なハ イブ リダイゼー ション条件が要

求される.一 方,骨 軟部腫〓の症例数が少ない

点などの問題があり,多 数例の骨軟部腫瘍にお

ける劣性癌遣伝子の構造変化 と臨床経過 との関

連性 を考察した報告は見あたらない.

今 回の爽験でRb遺 伝子の異常の頻度は培養

細胞 も含め骨肉腫7例 中4{列 す なわち57%に,

骨 肉腫以外の腫〓において も19例 中3例(16%)

見 られた(表3).ま た それらのRb遺 伝子内の

異常部位を図5に 示 した. homozygous deletion

を起 こしている症例はHuOg1例 のみであった(図

4). HuO9のQバ ン ド染色によ り13番 染色体は

トリソミーとなっていることがわか っている.

 Friendら19)に よると網膜芽細胞腫 におけ るRb

locusのhomozygous deletionは15%と 程 度 と

して お り,荒 木 ら361)は骨 肉腫 にお け るhom

ozygaus deletionも15%と 報告 している。本研

究で用いた骨肉腫におけるhomozygous dole

tionの 頻 度はこれまでの報告 と大差がない.し

か し, heterozygous dolotlo登 は57%の 症例 でみ
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られ た. Friendら15)は 網 膜芽細胞腫及び間連腫

瘍材料 のうち30%に 何 等かの変化がみられると

してい るので,本 研究の結果の方が少 し多い.

一方
, Friendら19)はRb遺 伝 子が間葉系腫瘍に

おいて も標的 となっている可能性があることを

報告 してお り,網 膜芽細胞腫の2次 腫〓 として

の骨肉腫は23%にhomozygous deletion,軟 部

腫瘍での15%のhomozygous deletionを 認めて

いる.本 研 究 の骨 肉腫以外 の腫瘍 では, 3例

(16%)にheterozygous deletionが 認 められた.

 Rblocus中 の異常の存在 している部位は7.4kb

HindIII断 片付近であ り,こ こがhot spotで あ

る可能性が大 と考え られる(図3).し か し, Rb

遺伝子のみの異常 と臨床経過の関連性の有無に

ついては,明 確 ではない(表1と3,図5).

表3　 骨 ・軟部腫瘍における優性および劣性癌遺伝子の変異

優性癌遺伝子において増幅のみられたものは+,み られなかったものは-で 示 した,劣 性癌遺伝子の場合はそ

の欠失の様式を示した.

骨 肉腫の発症パターンはhomozygous dele

tionで あ るとされているが7) 9) 16),本 研 究の症例

ではheterozygous deletionが 多 く見られ,骨 肉

腫発症の原因はRb遺 伝子の異常ばか りでなく,

他 の遺伝子が大 きく間与 している可能性がある.

一 方,戸 口田ら37)はp53遺 伝 子38)が存在する17番

染色体の異常が骨肉腫に頻繁に出現す ると報告
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し て い る.

図6　 ALP活 性 と骨肉腫の臨床経過

c-myc遺 伝子の異常のあったものの臨床経過(a)と,異 常の無かったものの臨床経過(b)を 示す.○

は肺転移,× は骨転移,† は死亡.

さ らに今 回の研究結果から,優 性癌遺伝子 と

劣性癌遺伝子の関係について検討 した.調 査 し

た全症例 中,双 方の遺伝子に異常の見つか った

ものは, Os-1, Os-2, HuO9の3例 であった(表

3).特 に, c-mycの 異常がみ られた骨肉腫3例

にはいずれもRb遺 伝子の異常が存在 していた.

これまでの報告 では,肺 小細胞癌において第3

や 第13染 色 体上 の劣性癌遺伝子の失活にこ加 えて

myc系 の 遺伝子増編が高い頻度で見つかってい

る39)ことや,大 腸癌において5番 染色体上の劣性

癌遺伝子の尖活 とK-ras遺 伝 子の点突然変異に

よる活性化があることが報告されている.従 っ

て,ヒ ト骨.軟 部腫瘍で も優性 と劣性両 タイプ

の癌遺伝 子の どちらもが複数ずつ関与 している

可能性が考 えられ る.特 に骨肉腫においてはRb

遺伝子の異常 とc-mycの 異常が深 く関与 してい

るこ とが推測 された.

現 在, Rb選 伝 子以外の劣性癌遺伝子が同定さ

れつつあ り,発 癌機構の解明に大きな発展が も

たらされつつあるが,骨 ・軟部腫瘍においては

今後さらに症例数を増や し, Rb遺 伝 子の異常に

ついて検討 を加えることにより,またRb遺 伝 子

の転写 レベルや タンパ ク質 レベルにおけ る解析

を進め ることがで きれば,こ の分野の腫瘍発生

における分子機構の関与が解明 され るものと考

えられる.

結 論

ヒ ト骨 ・軟部腫瘍 におけ る優性及び劣性癌遺

伝子の関与を調べ るために,ヒ ト骨腫〓12例,

軟 部腫瘍12例,骨 肉腫培養 細胞1例,お よび

MFH培 養 細胞についてc-myc, N-myc, c-erbB,

 K-ras2, c-fos, c-raf-1. c-sis, c-fmsと 網 膜芽

細胞腫遺伝子(p0.9R, p4.8R)を プ ロー ブとし

てSouthern hybridizationに よ り解析 し,以 下

の結果を得 た.

1) c-myc遺 伝 子の増幅 を骨 肉腫2例 と骨肉腫
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培 養細胞HuO9に おいて検出 した. c-mycの 増幅

があった骨肉腫3例 にのみ骨転移が認められた

が.他 の ものには認め られなか つた.

2) Rb遺 伝 子の異常が骨肉腫6例 中3例 と骨

肉腫培養細胞1例 に,ま た,骨 肉腫以外の骨 ・

軟部腫〓2例 とMFH培 養 細胞に認められた.

Rb遺 伝 子の異常は7.4kbHind III断片付近に多

くみられ,こ の付近がいわゆるhot spatと 考 え

られた. Rb遺 伝 子の異常 と臨床経過の関連性は

明確 には認め られなかった.

3) 全症 例 中,特 に樽肉腫3例 に優性癌遺伝子

の異常とRb遺 伝子の異常が認め られた.骨 肉腫

発症において両 タイプの癌遺伝子の関与が示唆

された.

本稿 を終えるにあたり,終 始,ご 指導とこ校閲を

賜 りました岡山大学医学部附属癌源研究施設生化学

研究部絹小岡琢三教授 と池田正五助手,同 整形外科

学教室霞辺剛造教授,井 上-肪 教授に深 く感謝の意

を捧げる.さ らに実験瀧行にあた り,終 始快 くご協

力下さいました岡ttl大学医学藻附属癌源研究施設生

化学部間の諸氏,骨 肉腫培養株HuO9と 悪性線維性

組織球腫培養細胞HuMFH1の 使用にあたっては

陽整形外科学教室の川丼章先生の協力を得たことを

感謝する.
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Osteosarcoma is a malignant bone tumor which usually occurs in the metaphysis of long 

bones in adolescents or young adults, but the mechanism of disease occurrence is unknown. To 

examine alterations in the dominant oncogenes in the osteosarcoma and other bone and soft 

tissue tumors, DNA extracted from 12 bone tumors, 12 soft part tumors and 2 cells lines was 

hybridized with c-oncogene (c-myc, c-sis, c-raf-1, c-fos, K-ras2, c-erbB, c-fins, c-fos). DNA 

extracted from the same samples was examined with Rb cDNA (pO.9R, p3.8R) probes, the 

retinoblastoma gene (Rb gene) localized at 13q14, to analize whether a recessive mutation is 

a target in osteosarcoma, and other bone and soft tissue tumors. Amplification of c-myc was 

observed in 3 cases from 7 osteosarcomas and abnormalities in structure of the Rb gene were 

found in 4 from 7 osteosarcomas, 2 from 4 MFH, and 1 from 2 Ewing's sarcomas. Both 

amplification of the c-myc and abnormalities of the Rb gene were observed in 3 osteosarcoma 

cases. The results indicated that both the Rb gene and c-myc oncogene may be involved in the 

initiation of osteosarcoma.


