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野癌の肉脳級転換における地殖能と p 5 3遺伝子変異
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はじめに

腎焔(腎細胞癌) は野に原発する恋性脳1窃でヒトの焔の中でも代表的腫溺であ

るが、その発生、il:l伝子変異、発癌に関わる環境因子など未解決の部分の多い脂

IlJである。 1974年から 1988年の 15年間の剖検輯報 1を集目十すると総剖検

数 512.619例中、腎恋性 H重傷症例は 5. 5 1 2例(1. 075%)で 5年

毎に 11与IUJを区切って み る と 軽 度 な が ら 地 加 の 傾 向 が 認められる(表 1)。組織学

的には腎悪性 JEIi街中 91. 2 %が腎釦11抱癌で明細胞型が 66. 4 %を占めている

(表 2)。腎細胞癌に限ってみると音IJ検時の f.1:l者年齢は 64歳で男性に多く(男

:女 =2.84:1)、症例数は全野恐性脳協と同級に{盛かではあるが地加して

いる。全自IJ 検数に対する '~IJ 合は 1 9 7 4年からの 5年間で O. 85%であったも

のが 1984年からの 5年間では 1. 1 6 %になっている。腎細胞痴の症例で臓

総別転移の頻度をみると肺が i最も高く、 38. 5 %の症例で肺転移が確認され、

次いで、 JJT、骨、刷I"f、腎の順になっている。腎癌で骨転移のおこることはよく

知られているが頻度的には第 3位にあたる。また、リンパ節転移は大動脈周聞リ

ンパD.iiが政も高 ¥18.2%を占め、次いで、肺、気管周囲リンパ節の順になる

(表 3)。時細胞癌剖 検症 例を 地域 別に みて みる と図 1のようになる。これは、

1 974年から 1988年の地区別総音IJ検数をその地区の人口 10万人当りに検

算し たもので、関東地 区 (4 3 8剖検数/人口 10万)と北陸地区(3 5 9 )で

高い。 ー 方、四国(1 8 3 )、山陰(2 0 4 )、九州(2 0 7 )では低い傾向に

ある こ と が 分 か る 。この数値は剖検数を 2まにしたものであり、もちろん、地区別

の病院数や剖検率などのファクターを考慮しなければならないが、地区別で対人

口の何続出l検数が異 なることは興味深い。この傾向は別の疫学的検索結果 2 (都道

府県月IJ係準化死亡比)でもほぼ同僚の結果が得られているが、その理由について

ははっきりとした結論はでていない。疫学上野癌のリスクファクターと考えられ

ている l喫煙、コーヒ ーや牛乳の消費量、鉄や炭化水素を銀う職業など 3-5と腎癌症

iJlJのl也J誠別差災との凶 illの有無は今後の疫学的諜題であろう。

このような臨床病 I虫学的背景を持つ腎痛であるが、その発癌に関わる遺伝子異

常および癌化の過程における遺伝子変異は不明の点が多い。痴化の過程は i n 

v i t r 0の発病尖験や動物を問いた実験発痛の拘l見から大きくイニシエーシ aン、プ
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ロモーシ g ン、コンパージ g ン、プログレッシ e ンの 4段階に分けることができ

る。 I詰近の分子生物学の.iffiWにより、各段階に対応した遺伝子変異が次第に明ら

かになりつつある。ヒトにおける街化の過程を解析す る 渇 合 に は 各 段 階 に 対 応 す

る組織学的に差異のある 腿 協 の 存 在 が 必 妥 で あ る 。 この代表的腿揚が大腸焔であ

ろ う。大)j島には正常粘服、過形成病変、極々の異型皮を示す腺服、早期癌、進行

箔が総められ、各々に対応した焔遺伝子、癌抑制j遺伝子を含む級数の遺伝子変化

が検出されている 6町 7。しかし、大腸錨で見いだされ るような癌化の過程に対応し

た遺伝子変化がヒト錨の全てに共通して認められるわけ で は な い 。 発 癌 に 関 与 す

るi!J伝子は臓部毎に f~ なり、いわば1a総特異性を有していると考えられている。

腎焔においては母近の細胞遺伝学的;および分子生物学的解析により染色体 3p領

成の欠失がその発生に m裂であることが分かつてきた 8- I 0。この領域には現在少

なくとも 三 つの腎癌に関わる遺伝子が存在すると考えられている I1. I 20 依近、こ

の内の一つである vonHippeト Lindau病 に 閃 述 す る 遺伝子が単離された 13。腎癌の

ステイジでみると染色体 3p領域の欠失は早期のものにも、また、ステイジの進

んだ ものにも認められ る こ と か ら 3p領戚に存在する癌抑制l遺 伝 子 の 不 活 化 は 腎

癒のイニシエーシ g ンに関連する遺伝子変化であると考えられている 8-12。一方、

腎癌のプログレッシ a ンに関わるメカニズムについてはほとんど分かっていない。

1必におけるプログレッシ a ンには、しばしば組織学的に腫湯細胞の脱分化を伴

うことが知られている 14。癌化の過程におけるプログ レッシ a ンを考えると、よ

り分化!支が低く噌殖能の高い脳協和l胞 集 団 が 山 現 し 、その服1現内で発育し、結果

として heterogenousな形悠をとることになる 15。 単 一服湯内で腿筋細胞が異なる

形態をとることを tumorheterogenei りという言葉で言い表されている I5. 1 60 し

たがって、単一 l血綴内で heterogenousな細胞分化を示す腿綴における遺伝子変化

を検索することは紐筋のプログレッシ a ンに関わる遺伝子変異の研究としてふさ

わしいものと考える。

腎郊 の 場 合 も 脱 分 化を伴いつつ焔化の過程において進展していく。興味深いこ

とに、腎1Mは:rrtではあるが肉腫織に変化することが知られている 17-200 腎腫筋で

通常の i軍縮部分と肉腿係部分を 111ー脳溺内に有する)j革協は肉腫綴腎箔と呼ばれ、

腎1Mの中でも極めて悪性皮が高いことで注目されている Ig. 20。 肉 胞 様 腎 沼 は 組 織

学的には通常・の腎箔部分が明確に認められ、これと鋒して肉腫に類似した組織像
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を呈 する部分が存在し両者の附lに移行像が認められる阻1窃である 18-20。肉 腫様腎

絡の肉 JIill係部分は組織学的に通常の腎癌からのトランスフォーメイ シ a ン と考 え

られる が、 こ の こ と は免疫組織 学 的にケラチンや epithelial .embrane antigenが

肉H重係 部分に認められることや I.、 22、電 子 顕微鏡的に肉腫僚の形態を 示 す細胞に

も基底収納i盆や 釧 l出mll愛着装限 23が存在することからも裏付けられている。

本研究 で は肉腫綴腎 箔 に 注 目し、腎癌のプログレ ッシ g ンについて検索した。

肉眼 餓 腎 痴 は 上 記 のように腎癌のプログレッシ a ン を検索するには良いモデルと

な り得 る 服 flJであるが、比較的 :荷な服績であることや組織学的に充分な検索を要

する l団協であるため パ ラフィンプロックを利用する必要がある。最近の組織化 学

や分 子 生物 学の illi歩によりパ ラ フィ ン包題材料を mいた釦l胞m殖能の解析に簡便

な方法が考案され、 さらに、パラフィンプロックから抽出した DNAを poly聞e-

rase chain reaction (PCR)で地幅させることにより遺伝 子 変 異 の解析が可能とな

っ た。本 研究では増殖能の解析にパラフィン切片を用い銀染色で検出することが

できる核小体形成傾城 (AgNOR)と抗 PC N A (prol iferating cell nuc-

lear antigen)免疫組 織化 学 を用いた。また、遺伝子変異の解析の対象としてヒト

怒性脳湯で肢も 高率 に変 異 が認められ 2-4. 25大腸癌 6. 7や脳腫1裏目 などでそのプロ

グレ ッシ g ンに関与 し て い る と 考 え ら れ て い る p 5 3遺伝子と少数ではあるがス

テイ ジの illiんだ腎癌において変異があったとの報告がある Ha-ras遺伝子 27

2.に 注 目しその変異 を検索した。すなわち、肉腫様腎箔が通常の腎癌に比べきわ

めて 怒性の生物学的態度を 示 すことはその地殖能の高さによるか否かを AgNO

R数 および PC N A -L 1 (PCNA-Label ing index)を指 僚 に 調 べ た 。 次 ぎ に 、 肉

服燥野癌において同 一服煽内の}f3悠的に f~ なる部位すなわち肉腫様部位と通常の

腎癌剖H立において同 様の指僚を用いて地殖能の i虫いを明らかにした。これらの研

究に より肉 JI直線腎筋は単 一 腹筋内で直後プログレッシ習ンを検察・できる良いモデ

ルで あ ることを確認し、さらに、同 一 脳協内で地殖能に i盆いをもたらす遺伝子変

異を p5 3遺伝子お よび Ha-ras遺伝子について 検 索 し た 。
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対象疲例、材料と方法

A.肉腫倣腎癌と通常 の 腎 痛 に お け る 地 殖 能 の 比 較 検討

1 .対象

197 0年から 19 8 9年の聞に東京大学医学部附属病院にて切除された原発

性情 腿湯は 昔|・198例である。この全ての症例の全スライドを 再 検討し 12例の

肉J回線腎癌を本研究の対象とした。また地殖能の比較の上で通常の腎癌 32例を

抽出した。この 32例は代表的な組織学的良型皮を示す部分に組織 学 的に変性、

単i死や出血が少なく噌殖能の評価に耐え得るという条 例 を 満 た す 症 例 の 中 か ら 症

例を選んだ。この内訳は Grade(以下 Gと表す) 1の腎錨 12例、 G2腎焔 12例、

G 3腎癌 8例である。 12例の肉脇被腎癌症例の臨床病理データは表 4に示す通

りである 。 全ての患者は男性で、 32才から 77才、平淘年齢 56. 3才であっ

た。 8例は右腎に発生し、 4例は左腎に生じた。肉目直線腎癌の腿1窃径は 5. 0 

c mから 14.0cmにわたり平吻 8. 9 c mであった。また、 G1腎癌の患者

は男性 9、女性 3で平均年齢 57. 2才(3 6才から 73才)、 G2腎癌患者は

男性 8、女性 4で平均年齢 55. 6才 (2 4才から 70才)、 G3腎癌患者は男

性 6、女性 2で平 勾 年 申告 56. 4才(4 3才から 69才 ) で あ っ た 。 腎 箔 は 組 織

学的に heterogenousな 服 筋 で あ る た め 、 地 殖 能 の 比 較を行う際には通常の腎焔で

は G 1から G3それぞれ代表的な部位について、また、肉脇様腎箔では肉臨機部

位について泊殖能を検討した。

本研究では肉 j阻織野舗として単 一目重傷内に沼1itの腎錨成分と肉脳機成分が同 l時

に認められ、両者が援して存在し、両者の 1111に移行像が認められる騒療に限定し

た(図 2)。ここで則いる肉脳級腎焔は AFIP、 third series 2 •で定義されて

いる sarcomatoidrenal cell carcino阻aあるいは腎癌取級い規約、 m1版 30での

肉腫型 (sarcomatoidtype)と同 一 の組織形悠を示すものであり、腎癌取鋭い規約、

買~ 2版 3 1では充実型、多形制l胞型に相当する。上皮成分のない肉胞や腎芽胞は本

研究では用いていない。 また、 G 1 -G 3の組織学的奥型度分類は腎癌取敏い

規約、第 2版に依った。

2. PCNA免疫組 織化学および PC N A Label ing lndex (PCNA LI) 

P C N A(proliferating cell nuclear antigen)は 10%ホルマリン固定、パ

'
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ラフィン包哩プロックを用いて avidin-biotin-peroxidaseco闘plex法 32にて免 疫

組織化学的に検出した。 一 次抗体には抗ヒト PCNA7ウスモノクローナル抗体

(PCI0. Novocastra Laborator ies. Newcast le upon he. UK)を 200倍希釈で周

いた。す な わ ち 脱 パ ラフィン後、内因性ベルオキシダーゼのプロ ックを O. 3 % 

過酸化水素水で 15分間行った。次に正常ヤギ曲l泊にて 20分間 反 応 後 、 上 記 一

次抗体を 4・Cにて 一 晩反応させた。続いてピオチン偲誠 二 次抗体を室温にて 20 

分間反応させた後、ベルオキシダーゼ標識アピジン浴液にて 20分反応させた。

発色は DAB (3.3・-dia.inobenzidinetetrahydrochloride)と過酸化水素水で行

い、後盟主はへマトキシリンで経〈染色した。なお、各反応聞には PBS(pH7.4)

にて充分に洗浄した。 PCNA-LI (PNCA紛性細胞数の剣合、%)は少な

くとも 300個(3 0 0倒から 1000側、高倍率で 3から 9視野〉の服筋細胞

後を数え踊性細胞数の書IJ合を算定した。陥性コントロ ールとして正常組織で増殖

細胞を 含 んでいるリンパ節および宵粘膜をJlJい、一次抗体の代わりとして正常プ

タ血 ii'lを周いたものを陰性コントロールとした。

3. AgNOR染 色と算定法

AgNORは 1段階の銀染色法を日lいた 33。すなわち、 3ミクロン厚のパラフ

ィン切片をキシレンにて脱パラフィンした後エタノールを通し脱イオン水に浸し

た。ゼラチンを 1%蟻 酸 に 溶 解 し 最 終 2%とした。この浴液を 50%硝酸銀水溶

液に 1: 2 (volume ratio)の書IJ合で混合し直ちに脱イオン水に浸した切片上に注

ぎ暗室、室温にて 25分間反応させた。次に、1;1)片を水洗しエタノールにて脱水

した後キシレンを通してマウントした。切片は対物 100倍 の 油 浸 レ ン ズ を 用 い

顕微鏡下で観察した。 AgNORは核内の陥褐色から黒色のドットとして認めら

れ、これを 200個の l回綴細胞後について数え 1核当りの平均 AgNORを算定

した。 AgNOR数が多いことで匁lられている子宮類部の偏平上皮癌および胃癒

を陥性コントロールとし、また、対象切片内に総められるリンパ球、血管内皮細

胞を internalコントロールとして用いた。

4.統計的解析

各々のグループの平均 AgNOR値および PCNA-LIの 差 の 検 定 に は

W i lcoxon rank-sum testを用いた。また、 AgNOR数と PCNA-LIとの相

関は Pearsonの相関係数と one-wayanalysis of varianceを用い解析した。

円。



B. 肉腫機腎 1湿の同一腿 1事内で異なる形態部位(肉脱線部位と通常の腎癌部位)

における明殖能の比較検討

1. 対象

Aで用いた 12症例の肉脳級腎錨の肉服綴部位と通常の腎癒部位各々について

検索した。

2. 方法

方法は A-2. 3. 4と同ーである。

C. p 5 3巡伝子および Ha-ras巡伝子変異の検討

1 .対象

Aで用いた 12例の 肉 腫 倣 腎 箔 に 1990年以降に経験した 2例 の 肉 腫 様 腎 箔

症例を加えて、計 14例の肉腫織野癌を対象とした。新たに加えた症例は 68才、

男性、 1重f必は右腎に存在し径 9c m、 p T 3 a (症例 13 )と 59才、男性、右

腎に原発する 15 x 1 3 x 1 5 c m大の腫綴で pT 3 a (症例 14 )の 2例であ

る。肉 l皿機腎泌とは Aで述べた診断基準を満たすものとした。また、通常の腎癌

部位については取級い規約に準じて G 1. 2. 3および Clear cell type (CI). 

Granular cell type (Gr). Mixed cell type (M)の分類を行った。

2. 0 N A 1111出

上 紀症例のフォルマリン回定パラフィンプロック各々 数 個 か ら 肉 腫 線 部 分 、 通

常の腎細胞癌部分、~H:首都について計 4 2倒の DNAサンプルを得た 32。すなわ

ち、パラフィンプロックからill!統的に旬j片を切り、 tJ)めと終わりに 4ミクロンの

切片を、中数枚を 15ミクロンの切片を作成しスライドガラスに付けや11展した。

このうち、初lめと終わりの 4ミクロンの切片は組織像の確認のためヘマトキシリ

ン・エオジンにて染色し、残りの 15ミクロンの切片数枚を DNA刷出に用いた。

切片各々からディスポーザプルナイフをJlJい顕微鏡下で肉腫様部分、腎細胞車道部

分、非嫡部各々から組織を取りこれを1.5阻lの エ ッ ベンドルフチュープに入れ l

mlの キシレンを加えた。このようにして 3回キシレンを換えて脱パラフィンを行

っ た 後エタノールを 3回通してベレットを乾燥させ た。これにリシスパップァ

(50 mM Tris-HCI. pH 8.0. proteinase K最終 0.5 凶gj阻1)を加え 55'Cにて
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61時間反応させた。ブェノール・クロロフォルム抽出後エタノールにて genomic

DNAをtt泌させた。上自己の過程では contaminationが生じぬように注意して行 った。

3. P C Rによる噌間

0.5 ugのgenomic DNAを刑 50 ulのlx PCR buffer (10 叫 Tris-HCl pH 8.3， 50 

mM KCl， 1.5 mM MgCl2， 0.001% gelatin (w/v))、0.2 1M each dNTP， 1 uM 

each pri阻erおよび 2.5 units Taq polYleraseを 含 む浴液に溶解した。この溶液

を 5分r:n9 2 'Cでdenatureした後 55 'C 1分、 72'C 2分、 9 2 'C 1分の cycleを

4 0回行った。 PCR primerは p 5 3遺伝子の渇合エクソン 5から 8を含むように

以下のごとくイントロン内に設定し、 Ha-ras遺伝子の渇合はエクソン 1の

コドン 12， 1 3およびエクソン 2コドン 6 1が 含 まれるようにイントロンおよ

びエクソン内に設定した。

く p 5 3巡伝子の primer>

exon 5 5'TGTTCACTTGTGCCCTGACT3'， 5'CAGCCCTGTCGTCTCTCCAG3' 

exon 6 5'TGGTTGCCCAGGGTCCCCAG3'. 5'TTAACCCCTCCTCCCAGAGA3' 

exon 7 5'TAGGTTGGCTCTCTGACTGT3'. 5'TGCAGGGTGGCAAGTGGCTC3' 

exon 8 5・CCTATCCTGAGTAGTGGTAA3'， 5・AGGCATAACTGCACCCTTGG3'

く H a - r a s 遺伝子の prl・er>

exon 1 5'CAGGAGACCCTGTAGGAGGA3'， 5'AGGCTCACCTCTATAGTGGG3' 

exon 2 5'AGAGGCTGGCTGTGTGAACT3'， 5'CATGTACTGGTCCCGCATGG3' 

全ての地帆反応につ いて te圃plate DNAに代えて deionized waterを加えたもの

を陰性コントロールとして用いた。

4. クローニングと D N A塩基配列の決定

増闘した PCR産物を低融点アガロースを月lい電気泳動にて精製した。次に、

f官製した PCR産物を pBluscript 11 SK(ー) (Stratagene， La Jolla， CA， USA)の

Eco RV siteにサプクローニングした。シークエンスは少なくとも 50のrecom-

binant coloniesを混合 総 獲 し た も の か ら 得 ら れ た DNAの両方の strandsについ

て、 T7 sequencing kit (Pharlacia)を用いサンガ一法にて行い組法配列を決定し

た。シークエンスプライ 7 ーは PCRプライマーと同ーのものを用いた。温器配

列 に 変異のあった場合は PCRから庖基配列決定までを再度行い得られた結果の

確認を行った。さらに、"結果"に述べるごとくホットスポットとして変異の認



められた p5 3遺伝子コドン 278および 244に変異のあった症例では腿協の

パ ラフィンプロックから新たに D N Aを仙出して PCR、サプクローニング、シ

ークエンスを繰り返し行い conta・inationによる fa1 se-pos i t i veな結果を除外した。

5lllJ限酵素による 分 析

False-positiveな結果を除外しサプクローニングによるアーチファクトを否定

す るために、ホットスポットとして変異の認められたエクソン 7、 8については

PCR産物を直援制限際索で消化した。 14例全例の肉腫篠宮部分から得られた D

NAを上記のごとく PCRし、 PCRl'E物をエクソン 7については Nsp1を用い

エクソン 8については Eco R 11でそれぞれ消化し、これらを 4% NuSieve aga-

rose gel(FMC Bioproducts， Rockland， Me.， USA)にて電気泳動しエチジウムブロ

マイドにて染色した。 Nsp 1は正常のエクソン 7の 136 base paires( b p)の P

CR  産物を 98 b pと 38 b pに切断する。コドン 244の GGCから TGCへ

の変異は新たな制限砂索部位を作るため変異のある PCR産物は 80bp，38

bp，18bpのサ プ プ ラ グ メ ン ト に 切 断 さ れ る 。 また、正常エクソン 8には Ec

o Rll siteが二ヶ所あり、 EcoR 11はエクソン 8の PCR産物 (203bp)を

7 1 b p， 6 9 b p， 6 3 b p切断する。コドン 278の CCTから CTTへの

変 異はニヶ所の制限酸素部位の一方を失うため、変異 PCR産物は EcoR 11によっ

て 132b pと 71 b pのサプフラグメントに切断される。

6. p 5 3タンパクの免疫組織化学的僻析

p 5 3タンパクは 10%ホルマリン固定パラフィン包坦!を用い avidin-biotin-

peroxidase complex法 にて検出した。各症例毎に数個のプロックを免疫染色に用

いた 。 一 次 抗 体 と し てヒト p 5 3タンパクに対する 7 ウスモノクローナル抗体

(00-7， Novocastra Lab.， Newcastle upon he， UK)とウサギポリクローナル抗

体 (CMイ， Novocastra Lab.)を各々 1: 5 0および 1:1000の希釈で用いた。

以 下 の免疫組織化学法は A-2と問機である。陥性コントロールとして陽性が確

認されている肺癌および大胸痛を、また、陰性コントロールとして一次抗体の代

わりに正常プタ泊l消を用いたものを染色毎に問機の手技で反応させた。

-9 -
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結果

A. 肉腫様野癌と通常の腎癌における地殖能の比較検討

PCNAに対する免疫組織化学では、陥性コントロールとして用いたリンパ節

の germinal centerの核 お よ び 白 粘 膜 の foveolar epitheliumの neckzoneの細胞核

は陽性に反応した。陰性コントロールは染色されなかった。研究対象とした腎箔

では腹 筋 細 胞 舷 が 綴 々な陥性率を示した(図 3). PCNA-LIは、 G1野癌

では 2.1から 9.2(mean土 standarddeviation， 4.8土 2.7)、 G2腎癌では 12.0から

31.4 (19.8土 5.6)、 G3 ~1'j焔では 25.8から 45.4 (37.8土 6.6)であり、肉胞綴腎績

では 27.5から 64.7(45. 5:t 13.3)であった。 PCNA-LIの平均値の差は G1ま

たは G2腎拒否と肉 H軍隊腎 痴 と の 聞 で 統 計 学 的 に 有 意 であった (p < 0.005)。肉脳

織腎癌の PCNA-LIは G3腎癌よりも高い傾向にあるが、その平勾値の差は

統 計学的には有意の差はなかった(図 4)。

AgNOR染色での反応産物は核内に目白何色ないし黒色のドットまたは小球物

質と して認められた(図 5)。腎癌における AgNOR値は、 G1腎癌では1.20 

から 2.10(.ean土standarddeviation， 1.5土 0.2)、 G2腎婿では 2.13から 3.10

(2.6:t0.3)、 G3腎癌では 3.78から 6.88(5.7:t1.1)であるのに対し、肉腫様腎癌

では 4.25から 11.68(7.8土 2.0)であった(図 6)0 AgNORの平均値は肉腫織

野癌で段も高く、 G1から G3および肉脳機腎諸にお ける平均 AgNOR値の差

は各グループ 1[1]で統計学的に有怠であった (p < 0.01)。

研究対象とした各症例毎に PCNA-LIと腫蕩細胞 1核当りの AgNOR数

を 比較すると、それら は 相 関 係 激 0.845を持って直線関係にあることが分かった

(p < 0.01，図 7)。

B . 肉 1重機腎1Mの同 一脳協内で異なる形悠部位(肉腿様古~H立と通常の腎 Z軍部位)

における地殖能の比較検討

対象とした肉腫傑腎箔 12例の通常の腎主首都位は表 5で示すように G1から

G 3まで各組の組織学的典型l立を有する。図 8に示すように通常・の腎癌が肉腫綴

にトランスフォームすることと 一 致して地殖能に差がみられるかを検討した。何

れの症例も、 AgNOR数、 PCNA-LIを指標にした地殖能は肉腫綴部位の

ー 10-
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ブ1が高かった (p<O.01，図 9)。

C. p 5 3遺伝子および Ha-ras遺 伝 子 変 異 の 検 討

p 5 3遺伝子変異: 表 5に示すように肉組織腎箔 14例中 11例において

p 5 3遺伝子のエクソン 5、 7、 8に遺伝子変異を認めた。全ての変異はアミノ

殴 変異を伴うミスセンスミューテイシ g ンであった。 11例の変異を認めた症例

の内、症例 8を除< 1 0例で単一腫街内で genetic heterogeneityが認められた。

肉腿線部位では、 1 1例中 6例でコドン 24 4 (エクソン 7)の第一塩基が Gか

らTへの点突然変異を示し、グリシンからシステイ ンへのアミノ厳変異を米す

(図 10 )。また、 1 1例，p8例にコドン 27 8 (エクソン 8)の第二塩基の点

突然変異が見られた。これは Cから Tへの凶器変化で、これによりアミノ敵はプ

ロ リ ンからロイシンへの変異を来していた(図 11 )。他の変異は、症例 10で

コドン 15 7、症例 14でコドン 248の各々ミスセ ンスミューテイシ aンであ

った。 511主例で I士UIi線部位にダブルミスセンスミューテイシ a ンが認められた。

この内 4例(症例 2、 6、 1 1、 1 3 )ではコドン 278と244に、症例 14 

はコドン 278と 248の 2カ所に点突然変異を生じていた。一方、通常の腎癌

部位では 2症例にのみ変異を認めたにすぎなかった。 症例 6と 8の 通 常 の 腎 癌 部

位にはコドン 278と 244に各々点突然変異が見られ た 。 上 記 お よ び 表 6に示

すように 10症例で p 5 3 m伝子に閲して単-nm溺内で genetic heterogeneityを

認めた。 9llE例(症例 l、 2、 3、 5、 7、 1 0、 1 1、 1 3、 1 4 )で p 5 3 

m伝子は通常・の G1から G3の腎箔部位では野生型で あ っ た の に 対 し て 肉 腫 綴 部

位では単 ー ないし二塁の 点 突 然 変 異 を 認 め た 。 症 例 8ではコドン 244に通常・の

腎箔自~I {立と肉腿様部位で同 ー の変異が生じていた。野の ~I; 癌部から取ったサンプ

ルには p5 3遺伝子のエクソン 5から 8には変異は無 かった。症例 4、 9、 1 2 

には IJ~ ベた範囲の p 5 3遺伝子には変異が無かった。 PCR産物を直後、制限 fir.

3転で消化した結果は表 5のシークエンスの結果と同ーであった。 6例(症例 2、

3、 6、 8、 1 1、 1 3 )の肉服様官官位からの PCR産物は Nsp 1により 98、 8 

0、 38、 1 8 b pのサプフラグメントに切断された。図 12 aで示すように正

常の制限砂紫パターンと変異~の制限酸素パターンが認められる。また Eco R 11で

消化したエクソン 8の PCR産物は 8例(症例 l、 2、 5、 6、 7、 11、 13、

1
 

1
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1 4)の肉艦隊部位で 13 2 b pの サ プ フ ラ グ メ ン ト を認めた(図 12 b )。

p 5 3タンパクの過剰発現: ヒト p 5 3タンパクに対する二種類の抗体

( D 0ー 7、 CMー 1)を用いて免疫組織化学的に p5 3タンパクの発現を調べ

た。二組員長の抗体は CM-1が や や パ ッ ク グ ラ ウ ン ド が強いもののほぼ同級な結

果であた。図 13および表 7に示すように p5 3遺伝 子に変異のあった 13箇所

の部位(肉 JI軍隊部位 11箇所、通常の腎焔部H立2館所)の内 12箇所の部位で脇

筋 細 胞の核に陥性所見を得た。症例 7の肉邸機部位で は p 5 3遺伝子には変異が

見られ た も の の 免 疫 組織学化学的には脳性所見は得られなかった。陥性コントロ

ールとして用いた JW!おおよび大腕筋症例では脳協細胞骸が陽性に染色された。陰

性コントロールは染色されなかった。

H aー rasiJJ伝子変異: H a -r a s iJJ伝子には、表 81こ示すように、コ

ドン 12.13.61を 含 む エ ク ソ ン 1. 2における遺伝子変異は肉臨機部位、

通常の腎癌部位、 ~Hi語部何れにも認められなかった。



-
考察

肉腫餓腎錨は腎癌の中でも臨床{内 lζ 極めて怒性皮の 高い腿溺として注目されて

いるが I8， I g町 21、これまで吻殖能の解析やm伝子解析はなされていなかった。こ

れは肉)]盛様防焔の頻度が腎l皿1蕩中数%と比較的希なため新鮮な材料が得にくく、

ま た 、組織学的検査によって腎筋部分と肉腫綴部分と の移行像がはじめて明らか

にされるためと考えられる 18-20。したがって、このユニークな脇溺の解析にはホ

ルマリン固定パラフィン包狸材料を利用した方法論に 頼らざるを得なかった。政

近になってホル 7 リン固定パラフィン包組組織の泊殖能の解析に信頼性のある A

gNOR法と PCNAに対する免疫染色という こ つの方法が導入された。またパ

ラフィンプロックから DNAを抽出し PCRにて t首脳することによってm伝子解

析も可能となってきた 。本研究ではこれらの方法を用いパラフィン包埋材料を対

象として増殖能および遺伝子変異の解析を行った。

核 小体形成傾域 (nucleoalarorganizer region， NOR) はリボゾーム RNAを

コードする染色体セグメントで、ループ状の DNAであることが知られている。

リボゾーム RNAはリボゾーム形成に関与し、したがって、タンパク合成能と相

関し NOR数は細胞の活動性を反映すると考えられている 33・35。染色体上の NO

Rを 銀染色で選択的に 染 め る 方 法 は 1975年に Howell、 Goodpastureらによって

提唱され主として細胞遺伝学の傾減で染色体異常の評 価に用いられてきた 30.37。

その後、この方法がパラフィン包思組織に応用されるよ う に な り 3 1、銀染色で検

出される核内の NOR数がその組織の地殖能を反映し ている事を示唆するデータ

が多数発表された。 ~I， ホジキンリンパ胞では DNA フローサイトメトリーで検出

された SJtJJの細胞数と AgNOR (銀染色による N0 R)数がよく相関すること

が報告された 3.。また、他のグループは乳Wi!B重傷でモノクローナル抗体である K

i -67を用いた免疫染色による腫1認の地殖能と腫溺細胞 1核当りの AgNOR

数が正の相関があることを示している。さらに、 l脳l血筋や実験的に誘発されたラ

ットの)]干腿 Isでプロモデオキシウリジンの核内取り込みと AgNOR数が相関す

るという報告もある 40.4 I。

Proliferating cell nuclear antigen (PCNA)は DNAポリメラーゼデルタの

補助 :タンパクである 42。このタンパクは初jめ SL E (syste.ic lupus erythema-

ー 13-
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tosus)息者の血泊中の自己抗体と反応する核抗原として同定されたが 43田 44、その

後増殖細胞の S掬jの核に強い集積性があることがわIJI阿した 45・4.。また、 PCNA

はi湿気・のホルマリン回定パラフィン包組組織においてもその抗原性が保たれるこ

とが明かとなり 47・46、 パラフィン包埋材料における鳩殖 細 胞 の 免 疫 組 織学 的マー

カーとしての可能性が 示 された。実際、 PCNA-LI (labeling index)は DN

Aフローサイトメトリーによる噌殖JtJJ細胞数や Ki-67陽性皐とよく相関する

ことが 示 されている H ・叫。

本研究において、 一 段階の AgNOR染色と PCNA免疫組織化学を用い肉

l皿機腎焔および通常の腎癌の地嫡能を分併した結果、 一 核当りの平均 AgNOR

数は組織学的典型I立が噌すに従って噌え肉脇被腎癌で最も商い値をとった。

AgNOR数の平均値 は 通 常 の 腎 癌 に お け る 3段階の Graderu'ばかりではなく肉腫

被腎錨とill1~・ の腎痴との聞でも統計学的に有意であった。 PCNA 免疫組織化学

によって評価した PCNA-LIは組織学的巽型度の順に地加し、 G3腎拒否と肉

邸機腎焔との間で有:ilの差はなかったものの各 Grader:nでは統計学的に有意であっ

た。また、腎癌において AgNOR数と PCNA-LI互いによく相関すること

が分かった。以上より、 AgNORとPCNA免 疫 染 色を用いた増殖能の高さは

通常の腎癒の組織学的異型度と 一 致し、肉胞綴腎癌の士官F直能は腎癌の中で掻もi{1j

いことが明かとなった。

品近、 Oelahuntらは N O R数と腎錨の予後および病則との関迎を調べ NOR数

は予後に閃辿し病却!とは閃 illしないことを示した 50. Oelahuntらは NOR数と組

織学的良型皮との関係に つ い て は 言及 し て い な い が 、 本研究で示された核異型度

とNOR数との相関は Oelahuntらの報告と矛盾しないと考える。腎癌における核

異型皮は悪性の指僚であり!心者の予後と相関することが示されているからである

5 1. 52 。

これまで各組の方法を用いて腎1!i，lの胤殖能を検討した論文がみられる。二つの

グループからはフローサイトメトリーによる DNA含量を調べた報告がある日・

54。これによると、組織学的~型度が高い腎癌は異型皮の低い腎癌に比べ aneu 時

p 1 0 i dyの比率が高い。 SJtJJ細胞の割合で評価した腿協 の 地 殖 率 は 正 常 腎 組 織 や

d i p 1 0 i dパターンをとる脳協より aneuploidパターンを と る 腫 綴 で 高 い こ と が 知 ら

れている。また、各Illi.t主異型I交の腎箔における K i -6 7と c-m Y C 遺伝子 im
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物 に 対するモノクローナル抗体を周いた免疫組織化学 的解析ではこれらの発現と

組織学的異型度が相関することが示されている 55。これらの報告は本研究の結果

と合致するが、これまで肉腿綴腎癌に焦点を当てた研究はなかった。本研究によ

り肉腫様腎癌の悪性皮の高さはその噌殖能の高さによることが示唆された。すな

わち、肉 j図様腎焔は腎誠におけるプログレ ッシ a ンの 一 つの表現型であると考え

られる。

一 般的に腎痛の中で肉臨機腎痛がf，'/殖能の点できわめて高いことを示したが、

次に、 111一服1蕩内では肉組織腎痛において部位による埼殖能の違いがあるのかを

同憾の方法で解析した。その結果、 111ー 腿綴内で部{立により地殖能が異なり肉腿

様部位の方が通常の野焔部位に比べて統計学的に有!lの差を持って地猫能が高い

1)Jが判明した。このことは、組織学的に heterogenousな肉腿綴腎癌において地殖

能の点からも heterogeneityを l珂らかにした事であると考える。これまで、腎箔で

は単 一 JJ霊協内での増殖能の迎いを調べた報告は少ない。 Ljungbergらは腎癌におけ

るheterogeneityを1)1一 郎編の数カ所の DNA合置を調べ報告しているが 53、組織

学像と DNA含量との対比は明確ではなく、また、肉』重機野癌については言及し

ていない。本研究で肉腿敏腎錨に注目しその地殖能を 解析したことにより、肉服

機腎癌が 111ー 腿1窃内でのプログレッシ g ンを直接見ることのできる良いモデルで

あることが l別かとなった。

次に、肉腿機腎箔では単一腫 1窃内でプログレッシ g ンを見ることができるなら

ば通常の腎癌の表現型から肉脳級にトランスフォーム することに関わる遺伝子変

異 は 腎焔におけるプログレッシ a ンに深く関与している遺伝子変異であると考え、

単 一Jml羽内の i通常の腎結部位および肉 Jffi線部位からそれぞれ別個に DNAを抽出

して p53i!J伝子と H- r a s遺伝子の変異を調べた。対象とした 14症例中 1

1例の肉腫線部位に P5 3遺伝子の点突然変異が見いだされた。通常の腎癌部位

lこはわずかに 2例のみが P 5 3遺伝子変異を示したに過ぎなかった。しかも通常

の腎癌部位に P5 3遺伝子変異のあった症例の内 1例 (症例 6)は通常の腎癌部

位にはコドン 278のみの点突然変異であったのに対し、肉股様腎癌部位ではコ

ドン 278に加えコドン 244の変異も認められた。したがって、 P 5 3遺伝子

変異は通常の腎錨部位と肉 l回線腎癌部位で 14症例中 10例に hetrogeneity が

あることが l則かとなった。このことは、 P 5 3遺 伝 子変異が通常の腎癌から肉組
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僚にトランスフォームする際に lli:Yl!な働きをしていることを示唆している。

さらに肉I軍隊部位ではコドン 278の第二盗基の変異 (CC Tから CTTへ

の変異)が 8例に、また 、 コ ド ン 244の第一溢基の変異 (GG Cから TGCへ

の変異)が 6例 に 認 められ二つのコドンの特定の極基に限局した変異、いわゆる

ホットス ポ ッ ト が 存 在 していた。このようにある特定のコドンの中の特定の塩基

に限局して変異が見られる泌合 false-positiveな要素を否定しなければならない。

確かに PCRを用いて噌闘した産物をプラスミドにサプクローニングして泊基一配

列を 決定する方法には、 州 出 し た DNAおよび PCRの際の contalination、 PC 

Rにおける Taq polymeraseのlisincorporation、 PCR産物をサプクローニング

する際 lこ生ずるアーチファクト等が生ずる可能性がある。本研究ではこれらの

false positiveな結果を除外し得られたデータを確認するために、 PCRの際 Iこ

はね'に陰性コントロールが陰性であることを確認して次の傑作に移っており、シ

ークエンスには少なくとも 50個の reco皿binant colonyを皿 ix cultureしたものか

ら得られた DNAを用い て い る 。 変 異 の 見 ら れ た 症 例 では PCRからシークエン

スまでの操作を繰り返して結果を確認し、また、ホットス ポ ッ ト と し て 変 異 が 集

中してみられたコドン 278と 244に変異のある症例 で は DNA抽出からシー

クエンスまでを再度行って結果の確認をした。同時に検索した非癌部の腎組織に

は p5 3泊伝子変異がないことも上記の結果が contaminationやartifactでないこ

とを示している。さらに 、 ホ ッ ト ス ポ ッ ト と し て 変 異 の認められた肉脇被部位の

エクソン 7、エクソン 8については PCR産物を直後制限酸素で消化し制限酵素

部位の変化で変異を解析し、シークエンスの結巣と一致する事を確認した。

腎犯における p5 3遺 伝 子 変 異 お よ び p5 3遺伝子の存在する染色体 17 p 

領戚 を網ベた報告は少ない。野 1Mでは細胞遺伝学的に染色体 3p領域に高頻度で

欠失を DJめとする異常が認められているが、 1 7 pの異常は明かではなかった。

段近、 ill伝 子 多 型 を 利 用した L0 H (loss of heterozygoc i ty)の検索で 17 pの

LOHの頻度は Mori taら IIは 21%(24例中 5例)、 Prestiら 5'は 16 % (3 

1例 中 5~n 、 Anglard ら引は 6 % (22例中 2例 ) であったと報告している。論

文の中で Prestiらや Anglardらは、 1 7 pの LOHは他の傾域である 11 pや

1 3 qなどの LOHと共に腎痛の高n型度やステイジの進んだ症例で多い傾向に

あり、これらが野癌の 悪性i住民に関与しているのではないかと f世論しているが
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LOHの認められた症例も少なく明確な結論にはiJ!していなかった。また、

p 5 3遺伝子変異そのも の を 検 索 し た 論 文 は さ ら に 少 なく厳近まで Suzukiらの一

遍の論文のみであった 58。彼らは 23例の散発性腎錨を PCR-SSCP法およ

びシークエンスで調べ、 stage I、 G2の腎錫 l例 に のみ点突然変異を認めたと報

告し、 p5 3 m 伝子変異は『軍縮においては ill~ ではないと結論している。ところ

が最近 Reiterら刊は腎協の細胞株を用い 48%(29細胞隊中 14細胞株)に

1 7 pの LOHを認め、 33% (33細胞妹中 11細胞株)に PCR-SSCP

法お よ びシークエンスにて p5 3遺伝子変異があったと報告している。 Reiterら

は彼らが見いだした高率な 17 pの LOHおよび p 5 3遺伝子変異とこれまでの

低率な報告を比較し、この理由として彼らが対象とした ものがステイジの進んだ

患 者 か ら得られた細胞株であること、細胞除であるため に正常細胞の混入がほと

んど1!l¥いこと、原発の版協は遺伝子変異の上からみて heterogeneousな服湯で p5 

3遺伝子変異を持つ制11胞が少なく通常のシークエンスでは変異を同定できないこ

とを挙げている。 Reiterらの報告は腎癌における p5 3遺伝子変異の軍要性を初

めて l珂らかにした論文 であるがその対象が全て細胞株で あ り 原 発 性 腎 癌 そ の も の

については解析していない。制l胞株を利用した研究は確かに正常細胞の混入が少

なく、 DNAや RNA抽 出 も 比 較 的 容 易 で あ る が 、 細 胞が株化する際に遺伝子変

異が新 た に 生 ず る 可 能 性や極めて少数の変異を持つ細胞だけが選択的に細胞株と

なる可能性を否定できず腿 1蕩そのものに起こっている遺伝子変異を反映しないこ

と もしばしば鋭祭される。したがって、原発性腎焔での p 5 3遺伝子変異がどの

段階で生ずるのか、その報告が待たれていた。

肉l回線部{立に一致した p 5 3遺伝子の高い変異頻度は、本研究で示した地n直

能の検討結果と併せて考えると p5 3 i虫伝子変異が腎癌のプログレッシ a ンと深

い関わりがあると考えられる。しかし、 p 5 3遺 伝 子 変異が腿溺のプログレッシ

a ンに重要な役割lを果たしていると考えられている他の臓器の脳協、たとえば、

大腸焔 6・?、脳 )J畳再J26、 !仔焔 60などでは本 研 究 で み ら れた程の変異の集積、すなわ

ち、ホ ッ ト ス ポ ッ ト は 報告されていない。本研究でみられたホットスポットであ

るコドン 278、 244はこれまでの p5 3遺伝子変異を記載した論文の中に認

められるが 6I、何れも散発性で明かな集積性は報告されていない。本研究におけ

るホットスポットの持つ意味には少なくとも二つの可能性があると考える。まず、
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現段因子と発 fgの関係が挙げられる。 p 5 3遺伝子のホ ッ トスポットの領減とそ

の 変 異を来す坦基の極績は悪性脂筋のタイプ毎に異なっ ている。例えば、喫煙に

関連した J~U 癌や食道癌の場合には G から T へのトランスパージ a ン型の変異が多

く認められる 6 I • d 2。また、最近話題となっている中国や南アフリカにおける B型

肝炎ウィ ルス 感染 と食 物へのアフラトキシン B 1汚染地減には高率に肝癌が発生

し、この JI干績には p 5 3遺伝子のコドン 249における Gから Tへ の ト ラ ン ス パ

ージ a ンが極めて商い頻度で認められる d3. 04。これらの報告は潔境中のなんらか

の発焔因子と痴細胞に生ずる DNA上の溢基変異に密媛な関係があることを示唆

している。野術においては未だ発泌に関わる環境因子は明般には同定されていな

いが本 研究での高率な 変異の特定のコドンへの集積は腎癌 が 肉 腫 織 に 変 化 す る 際

に、あるいは、腎腐のプログレッシ a ンの際になんらかの環境因子が作用してい

る 可能性を示唆している。次に、ホットスポットが認められた可能性として本研

究で 対象として用いた肉腫織野癌の組織学的特殊性が挙げられる。プログレッシ

ョンを評価する場合、ステイジの早期lのl回mとi並行した腿溺とで比較検討する方

法があるが、本研究で は よ り 直 後 的 に プ ロ グ レ ッ シ a ンの過程における遺伝子変

異をみるために単 一 服筋内で組織学的に異なり、地殖能にも i盆いの見られる部位

毎の変異を調べた。こ の胞の研究は未だ報告がほとんど無〈他の研究報告との比

較は難しいが、叩状!IJj!:未分化癌における p5 3遺伝子 変異を調べた報告 65による

と 、 未分 化 癌 で は 高 率に変異がみられ、しかも、半数 の症例(6例中 3例〉でコ

ドン 248の変異が報告されている。 一方通常の分化を示す癌には全く変異が無

かったという。この論文は 111一 腹筋内での評価はしていないが、ある特殊な組織

型には比較的限局した遺伝子変異がある可能性を示唆している。

本研究において非癒部の腎組織には p53m伝 子 変異がみられなかったことか

ら 、 観察された変異は全て体細胞変異であると考えられる。変異の総計は 18個

でこのうち 6変 異 は シ ークエンス反応上 111ー の変異ノfンドのみ認められたが、他

の 12 ~ 'j'~については変異型と共に野生型のバンドも認められた。変異型のバン

ドのみの症例では対立m伝子の一方のみ変異を来し 他方は欠失 していると考えら

れる。野生型と変典型両方のバンドがみられた症例では野生型のバンドは正常細

胞、例えば、 リンパ球や間質制!出、が混入した可能性があるが、野生型の対立遺

伝 子が残存し、一方の m伝子のみの変異でも腎焔の肉腫線変化あるいはプログレ
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ッシ g ンには充分であるのかもしれない。 p 5 3遺伝子は箔抑制l遺伝 子 であるが、

変異を来した p 5 3遺伝子は発癌において 二 つの側面を持っと考えられている。

すなわち、結抑制能の消失 60・67と癌遺伝子類似の性格の務得 68. 6 9である。変 異

p531l1伝子のトランスフォーム能は変異の 生 じた領域や変異の鐙類によって 異

なると考えられている 70ので本研究で見いだされた変異 P5 3タン パ クの生物 学

的機能については今後刻ベる必要があると考える。また本研究において肉腫様部

位に 一致してダブルミ スセンス ミューテイシ aンが高率に認められた(5症例〉。

これまで p531l1伝 子 のダブル ミューテイ シ g ンは服綴および細胞抹においてい

くつ かの報 告 がある 目、円 。しかしその意義についてははっきりとした結論が得ら

れていない。もし P 5 3遺伝 子 変異の集積が版協細胞のクローナルな鉱大と関巡

するのであれば、シングル ミューテイシ a ンを持つ郎編 細 胞 に も う 一 つ の 変 異 が

加わることによ ってprogressive potentialが地加する と 考 え ら れ る 。 本 研 究 で み

られた結果はこ の仮説を支持するものであると考える。

P 5 3免疫組織化 学 の結果は P5 3タンパクが症例?を除き P5 3遺伝子にミ

スセンスミューテイ シ aンのみられた部位と 一 致して踊性所見を示し、 P5 3タ

ンパ クの過剰発現が確認さ れ た 。 正 常 組 織 に お い て は P5 3タンパクは半減期が

短いた めに発現のレベ ルは極めて低〈通常の免疫組織化学では陽性所見は得られ

ない。 しかし、 P 5 3遺伝 子、特に iffi化上高度に保存された領域に変異が生ずる

ことによ って P5 3タン パ ク は 安 定 化 し 半 減 期 が 延 び るため免疫組織化学的に同

定することができるようになる 72白 73。その後の研究により、 P 5 3タンパクの安

定 化に肢も強〈関わる遺伝子変異はア ミノ酸変異を伴うミスセンスミューテイシ

ョンの羽合であり、 当然のことながら、欠失やナンセンスミューテイシ a ンによ

りスト ップコドンが生 じ不完全なタンパクが作られる渇 合 は 遺 伝 子 に 変 異 が あ っ

ても免 疫染色では陥性所見が得られないことが明かとなっている 73・74。本研究で

認められた泣伝子変異は何れもミスセンスミューテイションであり免疫組織化学

的に過剰発現が認められたこととよく相関する。また陽 性所見は何れの症例も脳

協制l胞の核に認められた。 MoIIら 73は免疫組織化学的 P 5 3 タンパクの局在と P

5 3遺伝子の変異パターンを乳癌で詳細に調べ、細胞質に限局した陥性像を 呈 し

遺伝子は野生型を示す症例のあることを示し、これが変異を生ぜずに P 5 3タン

パクを不活性化するメカ ニ ズ ム の 一 つであることを示唆している。本研究では Mo
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11らの言う細胞質に限局したパターンはみられなかった。ミスセンスシューテイ

シ g ンが有りながら免疫組織化学的に陥性所見が認められなかった症例 7につい

ては組織の回定、保存 がまず問題となるが、この組織は噌殖能の検討にも周い P

CNA免 疫 染 色 で は 良好な結果を得ているので単に固定保存だけではないファク

ターを考えなければならない。 p 5 3遺伝子変興はエクソン 5から 8の領域のみ

を調べているため、症例 7においてはこれ以外の領滋での欠失あるいは調べてい

ないエクソンでのナンセンスミューテイションが生じ不完全なタンパクとなって

いる可能性がある。

本研究で変興検索の対象としたもう 一 つの遺伝子に Ha-ras遺伝子があ

るが、コドン 12、 1 3、 61を含むエクソン l、 2を調べたが通常の腎再軍部位、

肉l陸様部位いずれにも変異は認められなかった。 Ha-ras遺伝子の変異につ

いては、 Nnnusら 27は PCRを用いたドットプロット法により腎細胞箔 47例

oncocytou 3例を対象に H-ras. K-ras. N-ras 遺伝子の変異を解

析し、転 移 を 有 す る 腎細胞癌 l例のみに H-r a s遺伝子の変異を検出したと報

告し、病期lの進んだ症例で ra s 遺 伝子 の変 異が あるのではないかと推論してい

る。また、 Nagataら2.は同織の方法で 16例 の 腎 痴 を 対象として解析したが

r a s 遺伝子の変異は 認められていない。以上のデータ と 本 研 究 結 果 を 併 せ て 考

えると腎焔においては点突然変異による ra sタンパクの活性化の頻度は低いと

考えられる。

腎焔でwめられる肉脇被転封建と同憾の形態変化は紛ではあるが他のいくつか

の臓器における痴でも観察され、目先脱 75、JJf臓 76、肺 77などでみられるとの報告

がある。特に、喉頭、食道、肺などの squalouscell carcinolaでは比較的多く同

僚の 形悠変化が観察され、これらは spindlecel I carcinomaと呼ばれている 7.。

これ らの肉腫様転換に、本論文で示したような p5 3遺伝子の変異が関与してい

るか否かはたいへん興味の持たれるところであるが、肉組織転倹に注目して遺伝

子変異を検索した研究は本論文以外には発表されていない。しかし、腎箔以外の

錨でも肉腫線転後を呈 するものは悪性皮が高く、患者の予後も惑い事が報告され

ており 75-78、僧殖、進展に関与する m伝子に変異が生じている可能性はあると考

える。今後の研究に待ちたい。
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おわりに

本研究において肉腫綴腎癌に注目して地殖能の解析を行い肉邸機腎癌が通常

の腎綴に比べ i泊殖能が商いことを示した。また、肉腿織野癌の噂ー腿1務内での部

位別地殖能を検討し i皿;市の腎箔が肉脱線にトランスフォームすることに一致して

地殖能が高まっていることを明らかにした。さらに、肉腫様変化に関与する遺伝

子変異の検索を p 5 3遺伝子、 Ha-ras遺伝子について行い、 p 5 3遺伝子

に二つ のホットスポットを含む高率なミスセンスミューテイシ g ンを検出し、ま

た、免疫組織化学的に p 5 3遺伝子変異を示す部位とほぼ一致して p 5 3タンパ

クの過 剰 発 現 を 認 め た。以上、本研究により肉脇被腎癌が腎箔の惑性転換を検索

する良いモデルであり、腎癌の悪性転E誌に p5 3遺伝子変異が重要な役書1]を担っ

ていることが l列かとなった。今後腎錨における肉腿僚の形態変化と p 5 3遺伝子

変異と の関係のより直 接的な解析、たとえば、肉腫織 の 形 態 を と る 腎 癌 細 胞 徐 に

野生型 p 5 3を導入する笑駿等を行うと共にホットス ポットとして認められたコ

ドン 278.244変異 p5 3蛋自の生物学的機能の解析も行いたい。
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図表

表 1 日本病 lill音IJ検紛縦にもとづく腎惑性腿 1弱年次集計

IUJ rJJ (年) 1974-1978 1979-1983 1984-1988 1974-1988 

(総計)

剖検数 126，740 186，635 199，244 512，619 

腎悪性 版協疲例数 1，154 1，998 2，360 5，512 

(% ) (0. 91 1 ) (1.071) (1.184) (1. 075) 

男女 比(到/女) 2.55 2.82 2.81 2.76 
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表 2 日本病理剖検秘報にもとづく腎悪性版協の組織型分類

組織型 症例数

腎細胞拒否 5.027 (91.2%) 

Clearcellca. 3.660 (66.4%) 

Poorly differentiated ca. 707 (12.8%) 

Undifferentiated ca. 65 ( 1. 2%) 

Pap i 11 ary ca. 41 (0.7%) 

Pleo皿orphicca. 33 (0.6%) 

Carcinoma NOS 521 (9.5%) 

野細胞癒以外の煽

Transitional cell ca. 92 (1. 7%) 

Squamous cell ca 23 (0.4%) 

腎芽極 200 (3.6%) 

肉1直 54 (1.0%) 

Leiouosarcola 29 (0.5%) 

Rhabdo回yosarco凶a 12 (0.2%) 

Sarcoma NOS 13 (0.2%) 

総症例数 5.512 

NOS: not otherwise specified. 
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表 3 臼本病理吉IJ検 紛 報 に も と づ く 腎 細 胞 癌 の転移部位と頻度

臓総転移 リンパ節転移

1 .肺 38.5% 1 .傍大動脈 18.2% 

2. )Jf 20.0% a.腹部 11.3% 

3.骨 18.7% b. その他 6.9% 

4. filiJ!"f 16.3% 2. IW 11.7% 

5. 'i-"f 12.7% 3. 傍気管 7.3% 

6. 胸股 8.9% 4. H革、 gq! 5.2% 

7. 勝 7.9% 5. 縦隔 4.2% 

8. II首 7.5% 6. 鎖骨上 3.1% 
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図 2 肉H直線腎癌の代表的組織像

肉 服に類似した像と明かな腎細胞癌の像(左下)が認められ、両者は

互いに援し両者の rmに移行像が認められる( 症例 2、 H.E. x25)。
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表 4 肉服様腎 li;.'jf.必者 12例の臨床病1里データ

症 例 No. 年紛 性 H軍1裂 の 部 位 目重傷のサイズ TNM分類

(才) (左右) (c・)

73 男 1五 7.0 (diueter) pT3b 

2 58 男 左 11 x 1 Ox7 pT3a 

3 55 男 右 6x5x5 pT2 

66 男 右 7x6.5x6 pT3a 

5 49 m 右 13.5x9.5x9.5 pT3a 

6 48 男 右 12x10x6.5 pT3a 

7 58 見 右 9x5x5 pT3a 

8 77 見 右 5x5x3 pT2 

9 43 男 右 6x5.5x5.5 pT3b 

10 32 男 1五 8.5x9.5x9.5 pT4 

11 59 !l~ 右 14x10x9 pT3b 

12 57 男 1五 7.5x4.5x4 pT3a 

T N M tumor-node-磁etastasis
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図 3 PCNA免疫組織化学 (x280)

1 : G 1 'jl'f縮、 2: G 2腎癌、 3:G3'i'!f街、 S:肉腫係腎街(症例 1)。

組織 学 的典型 l良分類によると G1は正常近位尿剤11管類似の核を有し、 G2は核が

G 1よりやや大きく不 整形で絞小体 l列際であり、 G3では不整形および多形性が

強く 巨大核 や奇怪核の出現をみる。異型!立が高くなるにつれて PCNA陽性細胞

の泊 加が認められ肉)皿機腎癌では陥性細胞の書IJ合 (PCNA-LI)が最も高い)。
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N.S.: statistically not significant. 
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図 5 AgNOR染色 (x400)

1 : G 1腎癌、 2 : G 2腎潟、 3 : G 3腎癌、 S :肉路線腎癌(症例 6) 

1核あたりの AgNOR数は G 1腎痴では 1ないし 2個、 G2腎癌

では 1か ら 4個、 G3腎焔では数個認められるのに対し肉邸機腎癌

では多数のドットを認める。
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白丸は各E干の平均値を、
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両者の間には統計学的に有nの相関を認める。

黒丸は各症 例 のf直、 黒凹 jljは肉腫様腎癌症例を示す。
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肉腫様部位

通常の腎癌部位

図 8 内服様腎絡のシェー 7

通常の腎Z置が肉腫僚にトランスフォームすることを示すシェー 7 。単一脳協内

での増殖能の比較は通常の野I&H':lI位と肉腫際部H立をそれぞれ別個に検索した。

10 

10 

図 9 肉H量級 1雪組における部位別噌殖能の比較

0:通常の野術部位、 S :肉脇被腎癌部位。 PCNAー L 1、 AgNOR数を

指僚 に 地殖能を比較したところ全ての症例で肉服線部位 の方が商い値を示した

(p<O.OI)。
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表 5 肉l皿機腎癌における p5 3遺 伝 子 変 異 と 免 疫 組 織化学の結果

症例 1)1一服 1務内 p 5 3変異 免疫組織化学

自~I 位* Codon Nucleotide A.ino acid 

2， C 1 Wild type 

S 278 CCT to CTT Pro to Leu + 

2 1， C 1 Wild type 

s 244 GGC to TGC/GGC Gly to Cys + 

278 CCT to CTT Pro to Leu 

3 2， M i x Wild type 

5 244 GGC to TGC/GGC Gly to CyS + 

2， M i x Wild type 

5 Wild type 

5 1， C 1 Wild type 

s 278 CCT to CTT /CCT Pro to Leu + 

6 2， C 1 278 CCT to CTT /CCT Pro to Leu + 

5 244 GGC to TGC/GGC Gly to CyS + 

278 CCT to CTT /CCT Pro to Leu + 

7 2， C 1 Wildtype 

5 278 CCT to CTT Pro to Leu 

8 3， M i x 244 GGC to TGC/GGC Gly to Cys + 

5 244 GGC to TGC/GGC Gly to Cys + 

2， M i x Wi ld type 

5 Wildtype 

10 2， M i x Wi1d type 

S 157 GTC to TTC/GTC Val to Phe + 

11 2， C 1 Wild type 

5 244 GGC to TGC/GGC Gly to Cys + 

278 CCT to CTT Pro to Leu 
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J 2 2. C 1 Wild type 

s Wildtype 

13 2. G r 胃ild type 

S 244 GGC to TGC/GGC Gly to CyS 

278 CCT to CTT Pro to Leu 

14 3. Gr Wildtype 

s 248 CGT to CTG/CGT Arg to Leu 

278 CCT to CTT Pro to Leu 

+ 

+ 

窓$=肉胞綴剖l位、 1.2.3=Gl. 2， 3!"1癌古jl位、 CI=clear cell type. 

Gr=granu lar cell type. Mix=・ixed cell type. 

症例 1から 12はA，Bの噌殖能の検討に用いた症例 Noと同ーであり、症例

1 3、 1 4は新たな症例でm伝子変異の検索のみに用いた症例である。

N 

-

G A T C 

2 3 

町
G
C

G A T C 

宅r

G A T C 

図 10 エクソン 7コドン 244近傍のシークエンス

N :正常 (wild type)のシークエンス、 2 :症例 2、 3 :症例 3

症例 2、 3のシークエ ン ス に は Gから Tへの点突然変異と正常の Gのバンド

が認められる。
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N 2 

C
T
T
 

c刊
T

G A T C G A T C G A T C G A T C 

図 11 エクソン 8コドン 278近傍のシークエンス

N:正常 (WiId type)のシークエンス、 l、 2、 6 :症例 1、 2、 6のシークエン

ス。 l1E例 l、 2には Cから Tへの点突然変異バンドのみが認められ、症例 6には

変異型と!l!T生型の両者のバンドが認められる。
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表 6 肉脇被腎痛における p 5 3遺伝子変異

症例 通常の腎術部位 肉H直線部位

WT  278、CCT→CTT

2 WT  244、GGC....TGC/GGC

278、CCT→CTT

3 WT  244、GGC→TGC/GGC

4 WT  WT  

5 WT  278、CCT→CTT/CCT

6 278、CCT→CTT/CCT 244、GGC→TGC/GGC

278、CCT→CTT/CCT

7 WT  278、CCT→CTT/CCT

8 244、GGC→TGC/GGC 244、GGC→TGC/GGC

9 WT  WT  

1 0 WT  157、GTC→TTC/GTC

1 1 WT  244、GGC→TGC/GGC

278、CCT→CTT

1 2 WT  WT  

1 3 WT  244、GGC→TGC/GGC

278、CCT→CTT/CCT

1 4 WT  248、CGG→CTG/CGG

278、CCT→CTT

変異の認めら れたコドン N 0 と極基の変化を示す。 WT:Wildtype。
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98bp -
80bp -

381)1) -

181)!) 

N 2 3 

時圏直匝 132bp -

71 bp___ 
69bpづ二
63bpl 

幽
( a ) 

図 12 PCR 産物の制限酵素解析

N 6 

( b ) 

(a) p53遺伝子エクソン 7を制限酔紫 Nsp 1にて消化した。 Nsp 1は正常 P

C R 産物を 98bp，38bpのサプフラグメントに切断する。コドン 244の

変'Nにより新たに Nsp 1 siteが生じ変異 PCR産物は 80 b p， 3 8 b p， 1 8 

b pのプ ラグメン トに切断される。症例 2、 3では正常と変異の両者の切断パタ

ーンが認められる。 (N:正常、 2 :症例 2の肉腫様部位、 3 :症例 3の肉脳機

部位)

( b) Eco R 1 1で消化したエクソン 8の正常 PCR産物 (N). 71bp， 69 

b p， 6 3 b pのフラグメントがみられる。コドン 278に変異のある肉脳機部

位では、 ニ ヶ所の EcoRII siteの内一つが失われるため 132b pのフラグメン

トが検出される。(1、 6 :それぞれ症例 1、 6の肉服様部位〉



図 13 p 5 3タンパク免疫組織化学

肉H軍隊腎焔肉』量級部分(S. 上段)と肉 l匝様腎痛の通常腎癌部分(下段)

との比較 (x400、 症例 11 ). 肉腫様部分には大部分の服綴細胞核に陽

性所見を認めるが通常腎癌部分には紛性所見を認めない。
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表 7 肉H査機腎焔における p 5 3タンパク免 疫 組 織 化 学

2

3

4

5

6

7

8

9

0

1

2

3

4

 

1

1

1

1

1

 

通常の腎癌古都位 肉腫級官官位

一 (W) + (M) 

一 (W) + (M) 

一 (W) + (M) 

一 (W) 一 (W)

一 (W) + (M) 

+ (M) + (M) 

一 (W) ー (M)

+ (M) + (M) 

一 (W) ー (W)

一 (W) + (M) 

一 (W) + (M) 

一 (W) 一 (W)

一 (W) + (M) 

一 (W) + (M) 

症例

一:険性、+ :陽性。()内に p 5 3遺伝子変異の有無を記した、

W Wi ld type. M: Mutant type 大部分の症例で p 5 3遺伝子

変異が存在することと p5 3タンパク免疫組織化学陽性結果は一致

するが、症例 7の除]脳級制l位に限って異なる結果を得た。
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表 8 肉Jm依腎箔における Ha-ras遺伝子変異

通常の野癌部位 肉路機部H立

エクソン 1 0/1 4 0/1 4 

(コドン 12、

1 3を含む)

エクソン 2 0/1 4 0/1 4 

(コドン 61を

含む)

検索症例数(n )中の変異のあった症例数 (m)を m/nで表す。

正常部位 lこは何れの症例も変異はなかった。また、通常の腎箔部位、肉腫様

古11<立にも変異は認められなかった。

48 -






