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緒 言

癌 遺伝 子(oncogene)は 最 爺刀レ ト藁ウ イノレス

の もつ発癌 に 関与す る遺伝 子(V-onc)と して発

見 され たが,そ の 後 それに相 同 な遺伝 子(c-onc,

 proto-oncogene)が 正常 細胞 のゲ ノム中 に も存

在す るこ とが 明か とな った。 さ らに レ トロウイ

ル スには見 いだ されない新 しい遣伝 子がDNAト

ランス フェ クシ ョン技術 等に よ り発 見 され,現

在 までに約50種 類 以 上の癌 遣伝 子が 報告 て

い る1).最 近の分 子生 物学 的研 究 に より,正 常細

胞 中にあ った発癌 活性 を持 た ない癌遺 伝子 が何

らか の変化 を起 こ して発癌活 性を持つ よ うに な

り,細 胞が癌 化す るこ とが 明 らかに され,癌 遺

伝 子 は もと もと正常 細 胞 中で細 胞の増殖 や分 化

に と り重 要 な働 き を して いる遺伝 子 であ る と考

え られ る よ うに なっ て きた。 癌遺伝 子の 活性化

の機 構 としで,遺 伝 子増 幅 に よる癌 遺伝 子産物

の発 現増加2)～6),癌遺伝 子 の発 現 調節 の変化7),8),

点突 然変 異や遺 伝子 再配 列の結 果 として の癌遺

伝 子産 物 の質的 な変 化9)-14)等が知 られ てい る。

ヒ ト紅 おけ る癌 遺伝 子 の研究 は,当 初培養 細

胞株や ヌー ドマ ウ スに植 え継が れて きた癌 細胞

を用 いて行 われ て きたが,最 近 臨床的 に得 られ

たい くつ か の ヒ ト癌組 織 中の癌 遺伝子 も活性 化

され てい るこ とが報告 され た1),5),6).臨床組 織材

料 を虜 いた癌遺 伝子 の変化 の解析 は,発 癌 の メ

カニ ズム を解 明す る上 での 重要 な知見 を与 える

のみ な らず,臨 床経過 や病理 学的所 見 との関連

性 を見 いだす こ とに より癌 の診断や 予後 の判定

に重要 な手がか 弓を与 える と考 え られ る.

本研究 では ヒ ト骨 ・軟部腫瘍 に おけ る癌 遺伝

子 の変化(増 幅 ・再 配 列)を 調べ る ことを 目的

と して, 14症 例 の切除 組織に お いて, 5種 類の

癌 遺 伝 子(c-myc, c-K-ras, c-fos, c-raf-1,

 N-myc)を 用 いてサザ ンハ イブ リダイゼー ショ

ンを行 った.そ の結 果骨 肉腫2症 例,悪 性線 維

控組 織球腫malignant fibrous histiocytoma

(MFH)1症 例にc-myc遺 伝子 の増幅 を,ま た

c-myc遺 伝 子 の増 幅 した骨 肉腫 の1症 例 にc-

raf-1遺 伝 子 の増 幅 を見 いだ した。さらに これ ら

の症例 の癌遺 伝子 と臨床病 理学上 の関 連につ い

て検討 した.

材 料 と 方 法

1. 組 織

DNA抽 出材 料 として手術 によ り摘 出 した14症

例の ヒ ト骨 ・軟部腫 瘍組織 を-80℃ で凍結保 存

し使用 した,症 例 と して骨 肉腫(4例),傍 骨性

骨肉腫(1例), MFH(2例),悪 性神 経鞘腫(3

例),滑 膜 肉腫(1例),巨 細 胞腫(3例)を 使

用 した(表1).対 照 と して ヒ ト正常 胎盤組 織 を
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使 用 した.

表1　 ヒ ト骨 ・軟部腫蕩組織症例 表2　 サザンハ イブ リダイゼー ションの条件

2. DNA抽 出15)

凍 結 組 織 を液 体 窒 素 を 満 た した ワ-リ ン グ ブ

レ ン ダ ー で ホ モ ゲ ナ イ ズ し た.そ の 細 切 組 織 を

lysis buffer(0.5M EDTA, proteinase K 0.1

mg/ml(Merk社), 0.5%sarcosyl)に 懸 濁 し,

 50℃3時 間 加 温 した 。 DNAを フ ェ ノー ル と クロ

ロ ホ ル ム で 抽 出 した 後 にRNase(Sigma社)処

理 を行 っ た.最 終 的 にDNAをTE buffer (10

mM Tris-HCl, pH 7.5, 1mM EDTA)に 溶

解 し実 験 に 用 い た.

3. サ ザ ン ブ ロ ッテ ィ ン グ

10kgのDNAを 制 限 酵 素 で切 断 した後, 0.8%

ア ガ ロ-ス ゲ ル で 電 気 泳 動 し た.サ イ ズ マ ー カ

ー と して は λ フ ァー ジDNAを 制 限 酵 素Hind III

で切 断 し た もの を使 用 し た. DNAをethidium

 bromideで 染 色 し写 真 撮 影 した 後 に,サ ザ ン ブ

ロ ッ ト法16)で ナ イ ロ ン フ ィル ター(ポ ー ル 杜)に

転 写 した,

4. ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン

5種 類 の 癌 遺 伝 子(c-myc, c-K-ras, c-fos,

 c-raf-1, N-myc) (Amersham社)を ニ ッ ク ト

ラ ン ス レー シ ョン 法13)で[α-32P]dCTPを 用 い

て ラベ ル した. DNAを 写 し た ナ イ ロ ンフ ィル タ

ー を ま ず 前 処 置 と し て6×SSC溶 液(0 .9M

 NaCl, 0.09Mク エ ン 酸 ナ ト リウ ム, pH 7.0),

 5×Denhardt's solution(1㎎/ml中 血 清 ア ル ブ

ミン, 1mg/mlフ ィ コー ル404, 1mg/mltリ ビ ニ

ル ピ ロ リ ドン), 0.1mg/ml変 性 サ ケ 精 子DMA,

 0.5%ド デ シル 硫 酸 ナ ト りウ ム(SDS)を 含 む 混

合 液 中 で68℃, 4時 間 反 応 させ た.つ ぎに そ の

フ ィ ル タ ー を, 32Pで ラベ ル した 癌 遺 伝 子 を加 え

た上 記 混 合 溶 液 と68℃ で24時 間 加 温 しハ イ ブ リ

ダ イ ゼ ー シ ョ ン15)を 行 っ た(表2).そ の 後 フ ィ

ル ター を0.5%SDSを 含 む6×SSC溶 液 で68℃,

 10分 間 で 一 回 洗 浄 し,次 に0.1%SDSを 會 む2×

SSC溶 液 で68℃, 20分 間 で3回 洗 浄 した 。ハ イ

ブ リダ イ ズ し た プ ロ ー ブ を検 出 す る た め-70℃

で1か ら4日 間 増 感 紙 を用 い て オ ー トラ ジ オ グ

ラ フ ィー を行 っ た 。

結 果

ヒ ト骨 ・軟 部 腫 瘍 組 織 に お け る癌 連 伝 干 の 変

化 を検 討 す る た め に, 5種 の 癌 遺 伝 子(c-myc,

 c-K-ras, c-fos, c-raf-1, N-myc)を プ ロー ブ

と し て14症 例(表1)に つ い て サ ザ ンハ イブ リ

ダ イ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た. 14症 例 の 骨 ・軟 部 腫

瘍 組 織 か ら高分 子DNAを 抽 出 し, EcoRIで 切

断 後 サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を行 っ た.プ ロー ブ

と して まずc-mycとc-K-rasを 贋 い た, c-myc遺
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伝 子の増 幅がNo. 1, No. 3及 びNo. 6の レー ン,

す なわ ち骨 肉腫4症 例 の うち2症 例 とMFH 2

症 例 の うちの1症 例 において見 られた(図1 A).

他 の 骨 ・軟 部腫 瘍組 織 にお いでc-myc遺 伝 子の

増幅 は,認 め られ なか った. c-K-ras遺 伝 子 に関

して は全 骨 ・軟部腫 瘍 において対照DNAで ある

ヒ ト正常 胎盤 組織 と変 化 な く増 幅は 見 られなか

った. No. 1とNo. 3の 組織 のc-myc遺 伝 子の増

幅 の程度 を調 べ るため に,そ れ ぞれ のDNAを 希

釈 して胎 盤DNAと 比較 した(図1 B). No. 1

の2症 例 に お いて 正 常 胎 盤 組 織 よ り も8～16倍,

 No. 3の 症 例 に お い て2～4倍c-myc遺 伝 子 が

増 幅 して い た. 3種 の 制 限 酵 素(EcoRI, Hind

 III, PstI)に よ るc-myc遺 伝 子 の 切 断 パ ター ン

(restriction fragment length polymorphism,

 RFLP)を 調 べ た とこ ろ,対 照DNAと 変 わ らず,

両 症 例 と も明 らか な再 配 列 異 常 は 検 出 で き な か

っ た(図1 C).さ ら に他 の 骨 ・軟 部 腫 瘍 組 織 に

お い て もc-myc遺 伝 子 の再 配 列 異 常 は なか った.

図1 A:骨 ・軟 部腫 瘍 組 織 よ り抽 出 したDNAの サザ ンハ イブ リダ イゼー ション。DNAはEcoRIで 切 断 した。

プ ロー プDNAと して32Pで ラベ ル したc-mycとc-K-ras遺 伝 子 を使用 した。レー ンの番 号 は表1に

準ず る。

B: No. 1とNo. 3の 症例 にお け るc-myc遺 伝子 の増 幅 度。EcoRIで 切 断 したNo. 1とNo. 3のDNAを

希 釈 して 胎盤DNAと バ ン ドの 濃 さ を比較 した。

C: No. 1とNo. 3の 症例 にお け るc-myc遺 伝 子 の再 構成 。EcoRI, Hind III, PstIで 切 断 し断片 の 長 さ

を比 較 した.

次 に 図1-Aと 同 じフ ィル ター を用 いて, c-fos,
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c-raf-1及 びN-mycプ ロー ブ と しでサザ ンハ イ

プ リダ イゼー ショ ンを行 った, c-raf-1遺 伝 子が

No. 1の レー ンに,著 明に増幅 していた(図2A).

その 組織 はc-myc遺 伝 子 が増幅 していた骨 肉腫

2症 例 の うちの1症 例(No. 1)で あ った,全 骨 ・

軟部 腫瘍 組織 におい てc-fosとN-myc遺 伝 子の

変化 は見 られ なか った. c-raf-1遺 伝 子の増 幅の

程度 は16～32倍 と著 明に増 幅が 見 られ た(図2

B). 2種 の制 限酵素(Hind III, EcoRI)に よる

c-raf-1遺 伝 子の切 断パ ター ンは対照DNAで あ

る ヒ ト正 常 胎盤 組織 と変 わ らず,明 らか な再配

列 異常 は検 出 で きなか っ た(図2 C).

次 に,癌 遺伝 子 の増幅 を示 した症 例 につい て

臨 床病 理 学的所 見 を以下 に述べ る.

症例1 (図3)c-mycとc.raf-1遺 伝 子 の増幅 の

あ った骨 肉腫 は13歳 女性,昭 和54年11月 よ り左

膝 痛 が 出現す る.昭 和55年2月7日 初 診す る.

レン トゲ ン所 見 として左 大腿 骨々 幹端部 に著 明

な骨 膜反 応 を認め,骨 形成 を示す 骨陰影 の増加

を示 し,同 部位 に 骨 シ ンチ の集積 をみ とめ た(図

3 A).昭 和55年3月21日 左股 離 断 術 を施 行 す

る.そ の後high dose methotrexate(MTX),

 adriamycinの 化学 療法 を行 うも,昭 和55年4月

11日 肺転 移,昭 和55年7月7日 左 骨盤部 へ の骨

転移 を認め.昭 和55年8月26日 死 亡す る.

その病 理 組織像 は,弱 拡 では,星 棒 状,紡 錘

型 の 細 胞 が 密 に 増 殖 して お りeosin好 性 の

osteoidを 産生 してい る(図3 B).細 胞は,核

の大小,ク ロマ チ ンの濃淡 等異形 性が 認め られ

た.強 拡 では,細 胞 の クロマチ ンの濃 淡の差 が

あ り, mitosisが 著 明に認 め られ た.

症例2 (図4)c-myc遺 伝 子の み増幅 のみ られ

た骨 肉腫 は15歳 女 性,昭 和54年12月 よ り右膝 痛

が 出現 し,昭 和55年2月8日 当科 初診 す る.レ

ン トゲ ン上右 大腿 骨骨 幹端部 に著 明 な骨 膜反 応

を認め,骨 形成 を示 す骨 陰影 の増加 を示 し,同

部位 に骨 シンチ の集 積 をみ とめ た(図4 A).昭

和55年3月19日above knee amputationを 施

行 した.昭 和56年2月 肺転 移 を認め 昭和56年10

月29日 死 亡 す る.

図2 A:骨 ・軟部 腫 瘍 組 織 よ り抽 出 したDNAの サ ザ ンハ イプ リダイゼ ー シ ョン,プ ロー ブDNAと して32P

で ラベ ル したc-fosとc-raf-1とN-myc遺 伝 子 を使 用 した。 レー ンの 番号 は 表1に 準 ず る。

B: No. 1の 症例 に おけ るc-raf-1遺 伝 子 の 増 幅度 。 EcoRIで 切 断 したNo. 1のDNAを 希 釈 して 胎盤

DNAと バ ン ドの濃 さを 比較 した。

C: No. 1の 症 例 に お け るc-raf-1遺 伝 子 の再 構 成 。 EcoRIとHind IIIで切 断 し断 片の 長 さ を比較 した。

c-mycの み増 幅 してい た骨 肉腫 の病理 組織像

は,前 例 と同様 に,弱 拡 では,星 棒 状,紡 錘 型
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の細 胞が密 に増殖 してお りeosin好 性 のosteoid

を産生 してい る(図4 B).細 胞 は,核 の大小,

クロマチ ンの 濃淡等 異形性 が 認め られ た.強 拡

では,細 胞の クロマチ ンの濃淡の差があ りmitosis

が 著明 に認め られ た.

図3 症例1 c-mycとc-raf-1遺 伝子の増幅のあ

った骨肉腫症例(13歳,女 性)

A:左 大腿骨々幹端部に著明な骨膜反応 を認

め,同 部位に集積 を認めた骨シンチ。

B:同 部位の骨肉腫の病理組織像(H. E.染

色)

図4 症例2 c-myc遺 伝子のみ増幅のみ られた骨

肉腫症例(15歳,女 性)

A:右 大腿骨々幹端部に著明な骨膜反応を認

め,同 部位に集積を認めた骨 シンチ

B:同 部位の骨肉腫の病理組織像(H. E染

色)

c-myc遺 伝 子 の増 幅の見 られなか つた骨 肉腫

2症 例 は術 後9年 の現 在 も生 存 して い る。 両症

例 と もにbiopsy後 にabove knee amputation

をうけ て いた. 1症 例 に は,肺 転移 を認めhigh

 dose MTXの 化学療 法 をうけて肺転 移の摘 出 を

うけ以後disease freeで ある.他 の1症 例 では,

肺転 移 巣 も認 めず さらに化学 療 法 も うけ てい な

か った.

症 例3 (図5) c-myc遺 伝 子 の 増 幅 の あ っ た

MFHは44歳 女性 であ り,昭和58年8月 頃右 大腿

後 面 に軟部腫 瘍 が 出現 し,近医 で摘 出術 を うけ,

その後 同部位 に再 発 した.そ のMFHは 深 大腿

動 脈 よ り栄 養 されたhypervascularityの 性 格 を

示 した(図5 A),割 面 は薄 いpseudocapsuleに

包 まれ黄か っ色で点在性 の 出血壊 死 巣を伴 った.

昭和61年5月9日 広 範 囲切 除術 を施行 す る も術

後再発 を起 こ し昭和62年10月2日 右股 離断術 を

施行 した.以 後肺転 移 を きた し昭和63年5月5

日死亡 す る.

その病 理組 織像 は,弱 拡 では,紡 錘 型の細 胞

が密 に増 殖 してお りcollagen,膠 原線維 を産 生

し,束状 に増生 してお りstoriform patternを 呈

す る部分 が ある(図5 B).強 拡 では,細 胞 の核

は大 小 不 同 が著 明 で あ り,空 胞状 で,さ らに

mitosisも 多 く認め られ た.

考 察

最 近,種 々の悪 性腫 瘍組織 にお け る癌 遺伝子

の増 幅や再 構成 の症例 が報告 され,癌 遺伝 子 の

活性 化 と癌化 の 関連性1),6)が指摘 され てい る.し

か し骨 ・軟部 腫瘍 組織 にお いて癌遺伝 子 を検 索

した報 告 は少 ない6),18).今回我 々 は骨 ・軟部腫 瘍

組織に おけ る癌 遺伝 子の関与 を検討す る目的で,
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サザ ンハ イブ リダ イゼ ー シ ョンに よる癌 遺伝 子

の増 幅 ・再 配 列の 解析 と臨床 学的 及び病理 学的

所見 の 関連 につ いて調べ た.

図5　 症例3 c-myc遺 伝子の増幅のあった悪性線

維性組織球腫症(MFH)(44歳,女 性)

A:右 大腿後面 に発生 した軟部腫瘍 組織 の

hypervascularityを 示す血管造影 とその

割断面

B:同 部位のMFHの 病理組織像(H. E.染

色)

癌遺伝 子 は,マ ウス線 維芽細 胞株 であるNIH/

3T3に 腫瘍 組 織 由来 の高 分 子DNAを 移 入す る

DNAト ラ ンス フェ クシ ョン実 験 に より,ト ラン

スホー ム活性 を もつ遺 伝 子 と して検 出 され た.

活性化 した癌 遺伝 子 は, NIH/3T3細 胞 を トラン

ス ホー ムす るこ とが で きるが,初 代培養 細胞 を

トランス-ム す る こ とが で きない こ とが あ り,

 Weinbergら とRuleyに より細 胞の癌 化には少 な

くとも2つ 以 上の 複数 の ステ ップ が あ り, 2種

類 以上 の癌遺 伝子 が関 与 してい る と指摘 され て

い る19), 20).ま た それ らの癌遺 伝子 の活性 化機構

と して遺 伝子産 物 の質 的お よび量 的 な変 化が 重

要 であ る とされて い る.

今 回我 々 の調べ た14症 例 の骨 ・軟部腫 瘍 組織

DNAに お いで, osteosarcoma 2症 例 とMFH

1症 例 でc-myc遺 伝 子,前 者 の1例 にc-raf-1

遺伝 子 の著明 な増幅 がみ られ た.ま たそれ らの

遺伝 子 の再配列 は み られ なか っ た. c-myc遺 伝

子21)は,ト リの骨髄 細胞腫 ウイルスMC29の 癌遺

伝 子 と相 同 な細 胞遺 伝子 で あ る,正 常細 胞 中で

は 細胞周 期初期 か ら発現 し,細 胞 の増殖 が続 く

間発 現 しつづ け る. myc遺 伝子 の導 入 に よ り初

代培 養 ラ ッ ト線 維芽 細胞 に永久 増殖 能 を与 える

こ とが で きる.そ の遺伝 子産物 は,非 特 異的 な

2本 鎖DNA結 合性 を もち,細 胞核 内に存在 す

る.ヒ トの 胃癌,肺 癌 な どの種 々の 悪性腫 瘍細

胞株 や悪性腫 瘍組 織 にお いてc-myc遺 伝 子の増

幅が検 出 され ている5),6),22). c-raf-1遺 伝子23)はマ

ウス肉腫 ウイルス3611の 癌 遺伝 子 と相 同 な細 胞

癌遣 伝子 と して発見 され た.そ の遺伝子 産物 は,

標 的蛋 白質の セ リン ・ス レオニ ン残基 を リン酸

化す る蛋 白質 キナー ゼ活性 を もつ. myc遺 伝 子

と一 緒 に移 入す る と,培 養 骨髄細 胞 に トランス

ホー メー シ ョンを引 き起 こすこ とがで きる. c-raf-

1遺 伝 子 はDNAト ランスフェクション実験 の操

作過程 に おい て再 構成 を受 け活性化 され る事が

報告 され てい る12)-14)が,悪性 腫瘍 組織 におけ る

量的 な活性 化 を示 した症 例 の報告 は ない.本 例

の増幅 したc-raf-1遺 伝子に再 配列 は見 いだせな

か つた.従 って今 回初め てc-raf-1遺 伝 子の活性

化 は質的 な変化 ばか りで な く量的 な変化 で も起

こる可能性 が示 され た.

c-myc遺 伝 子 の増幅 がみ られ た骨 肉腫2症 例

とMFH 1症 例 と も術後早 期 に肺転移 をきた し

た.一 方c-myc遺 伝 子 の増幅 のみ られ なか った

骨 肉腫2症 例 は術後9年 の現 在 も生 存 している.

今 回病理 組織 学的 には,癌 遺伝 子 の活性 を伴 っ

た症例 と伴 って いな い症例 との明確 な差 異は確

認 できなか った.し か しc-myc遺 伝 子 は細 胞の

分 化や 増殖 に重要 な役割 を果 して い る遺伝 子で

あ り,今 回増殖 の あっ た骨 肉腫, MFHの 症例 と

も臨床 的に悪性 度 が高 い こ とよ り, c-myc遺 伝

子 の増幅 と臨床 的悪 性度 の間 に相関性 が あ る可

能 性が示 唆 された-c-myc遺 伝 子の増幅 にc-raf-

1遺 伝子 の増幅 を伴 った骨 肉腫 症例 は早期肺 転

移 に加 え骨転移 を きた した. c-myc遺 伝子 の増
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幅にc-raf-1遺 伝子 の増幅が伴 うこ とに より臨床

的悪 性度 が さ らに悪化 す る可能 性 が考 えられ る.

細 胞 の癌 化 に は2種 類以 上 の癌 遺伝 子 が関与 し

でい る こ とが培 養細 胞 を用 いた実 験 で示 されて

い るが19),20),本症9で み られた よ うに複数 の癌

遺伝子 の 変化 が臨床 組織 材料 に も存在 す る こ と

は興 味深 い.

癌 遺伝 子の研 究 にこよっで ヒ トの癌細 胞の癌 化

の機序 にこ新 しい分 野が 開け つつ あるが,ヒ ト骨.

軟部腫 瘍 組織 にお い て も本研 究 に よって癌 遣伝

子の 関与 が強 く示 唆 され た.今 後 さらに癌遺 伝

子の 変化 と臨床 学 的 ・病 理学 的所 見の確 か な関

連性 を得 るため に症 例数 を増 や し追求 してい く

必要 性が あ る と思 われ る.

結 論

1. 骨 ・軟部 腫瘍 組織14症 微 こおい て5種 類 の

癌 遺伝 子 の変化 につ いでサ ザ ンハ イブ りダ イゼ

ーションで調べ たところ骨 肉腫2症 例 とMFH 1

症 例 でc-myc遺 伝 子,前 者 の1例 でc-raf-1遺

像 子の 著 明な増幅 がみ られ た.

2. c-myc遺 伝 子 の増幅 のみ られ た症 例 ではす

べ て悪 性度 が高 く,早 期肺 転 移後死 亡 した.従

つでc-mycの 増幅 と骨 肉腫, MFH症 例 の臨床

的悪性 度 に相 関性 が ある可能 性が示 唆 された.

3. c-raf-1遺 伝子 の活性 化が 量的 な変化(遺 伝

子の増編)で も起 こ る可 能性 が示 された.

稿 を終 えるに臨み,病 理組織の御指導 と御校閲を

賜 った岡山火学附属病院病理部田口孝爾先生に深甚

の謝意を表 します.体 研究の要 旨は第2回 舞本整形

外科学会基礎学術集会 において発 表した.)
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Analysis of cellular oncogenes in human bone and soft tissue tumors
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The amplification and rearrangement of five cellular oncogenes (c-myc, c-K-ras, c-fos, 

c-raf-1, and N-myc) were studied by Southern hybridization in fourteen human bone and soft 

tissue tumors obtained at surgery. Amplification of c-myc was detected in the two of four 

osteosarcomas and one of two malignant fibrous histiocytomas. The c-myc genes in these 

tissues were amplified 4 to 8-fold in comparision with the placenta DNA. One of these 

osteosarcomas had 16 to 32-fold amplification of c-raf-1 gene without rearrangement. The 

clinical course of osteosarcoma and malignant fibrous histiocytoma with the amplified c-myc 

or c-raf-1 gene showed a rapid malignant progress with lung or bone metastasis. There 

appears to be a correlation between clinical prognosis and oncogene amplification.


