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【はじめに】

骨肉腫は腫癌細胞が直接､骨あるいは類骨を形成する悪性肢痛であると定義される1).

骨肉腫は比較的稀な腫蕩であるが､骨原発の悪性腫癌中では最も頚度の高い腫癌であるO

日本整形外科学会の全国骨腫疲患者登録-覧表 (平成三年度)によると我が国では

1991年は年間140例の報告があった｡1964年～1988年の同登諺の集計によると､原発

性悪性骨腫癌の登録例数6702例中､骨肉腫は2924例で､全体の43.6%をしめ､最多で

あるカ｡一般に好発年齢は10歳台で､30歳以下の症例が85%以上をしめる｡男女比は

男性がやや多く1.25:1である｡好発部位は大腿骨遠位､腔骨近位､上腕骨近位､俳骨

近位の骨幹端であるい)｡骨肉腫は早期に診断されることが少なく､診断時には病期が

進行していることが多い｡骨肉腫の治療は生検にて診断確定後､術前に化学療法を行い

切断術ないし広範腫癌切除術を行う｡さらに､術後も化学療法を継続する｡1972年～

1991年の累積生存率によると骨肉腫の5年生存率は40.9%である5㌦ 近年の化学療法

の進歩に伴い予後は改善されてきているものの､肺等に遠隔転移をおこすと致死的にな

ることが多いO

近年､悪性腫癌の発生､進展には種々の癌遺伝子あるいは癌抑制遺伝子の関与が想定

され､多くの癌及び肉腫について病理組織学的あるいは分子生物学的にそれらの関与が

証明されつつある6)｡一般に悪性腫癌の発生､進展は複数の癌遺伝子あるいは癌抑制遺

伝子の異常の累積に起因すると考えられている｡大腸癌発生に関する遺伝子異常は最も

研究が進んでおり､多段階的に遺伝子の異常がおこり､正常枯膜上皮が腺腫を経て腺癌

に到るとするモデルが想定されているわめ｡その他にも多くの悪性腫癌において遺伝子

の異常が検索されている｡特に家族性に悪性腫癌が多発する症候群では腫癌発生の異常

を解析するよいモデルになりうるので研究が盛んにされている｡骨肉腫に関してはp53

遺伝子の異常に起困するLi-Fraumeni症候群があり､骨肉腫や乳癌等種々の悪性腫癌が

家族集積性に発生するg)'0)｡手術等により切除された腫癌を検索する方法として､従来

の病理組織学的検索に加えて､その腫寝の背景因子である遺伝子異常を検索することが

各々の症例について今後ますます重要になると考えられる｡

骨肉腫の発生に関してはdenovoの発生とpaget病､梗塞､線維性骨異形成､放射線

照射後等に生じる二次性のものとが知られている｡我が国では二次性に発生する骨肉腫

は少ないo現在まで骨肉腫の発生､進展に関与する遺伝子としてはR8(retinobJastoma)
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遺伝子11)lD lか 4)とp53遺伝子 15)16川 )が知られているが､ごく最近になってmdm-2

(murinedoubleminute12)遺伝子18㌧ C-met遺伝子.9'等が骨肉腫の発生に関与している

との報告がされている｡

骨肉腫においてp53遺伝子､p53蛋白についての検索は既に多くの報告がある｡骨肉

腫においてp53遺伝子の異常をDNAレベルで根討した報告によるとその異常は特定のエ

クソンやコドンに集中しているのではなく､むしろ遺伝子の異常は様々な部位にみられ

るという結果が得られている'6)｡

一般に悪性腰掛 こおいては p53遺伝子の異常やp53蛋白の発現と腫癌の悪性度ないし

予後と関連があるといわれている｡果たして骨肉腫についても同様の関係があるかを知

る目的でp53蛋白を検討項目にした｡骨肉腫でのp53蛋白の検討は既に報告があるので

本研究はその追試的な意味合いもあるが､本研究ではいままでの朝告とは異なったモノ

クローナル抗体を用いた｡

bcト2遺伝子は細胞死の抑制する機能を有すると言われているOまた､/nv/'troで

bcl-2遺伝子を過剰発現させるとその細胞は各種の抗癌剤に抵抗性を示すことがわかっ

ている20)｡骨肉腫とbcト2遺伝子､蛋白に関する報告は現在のところなく､骨肉腫と

bcト2遺伝子の関わりがあるか､化学療法との関係があるかを知る目的でbcト2蛋白を

棉討項目にした｡

C-erbB-2遺伝子は受容体型チロシンキナーゼであるC-erbB-2蛋白をコードする遺伝子

で主として乳癌など上皮性の悪性腫癌でよく検討され､予後との関連もあるとされてい

る｡間葉系の腫癌の一部でもC-erbB-2蛋白が発現しており､骨肉腫組織ではrnRNAレベ

ルでの発現が確認されている21)｡骨肉腫では蛋白レベルでの報告はなく､免疫組織化

学による蛋白の局在､蛋白の発現の有無と予後の関連があるかを知る目的でC-erbB-2蛋

白を検討項目にした｡

pTHRPは本来高カルシウム血症の原因物質として単離された蛋白である｡しかし､微

量ながら広範囲の正常組織にも分布していることがわかってか ノ22)､局所組織で何ら

かの機能を持つことが推察されている｡骨組織では胎児期の骨芽細胞がpTHRPを有し

ており､更にPTHRPは胎児の骨形成に必須であることがPTHRP追伝子を欠落させたマ

ウスより判明している23)｡そこで､骨芽細胞由来と考えられる骨肉腫においてPTHRP

の産生があるか､またPTHRPを産生する骨肉腫はどのような特徴があるかを知る目的

でPTHRPを根討項目にした0
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RB遺伝子は骨肉腫についてはDNAレベルで比較的よく検討されており､骨肉腫の腫

癌発生に関わっていると考えられているoRB遺伝子は癌抑制遺伝子であり､その遺伝

子産物の正常な機能が欠落することが腫蕩発生に関与すると考えられている｡しかしな

がら､免疫組織化学的に腫蕩組織あるいは非腫蕩部組織においてRB遺伝子産物の有無

を検出することの意味づけがまだ確立されていない｡さらに､ホルマリン固定パラフィ

ン包埋組織で安定してRB遺伝子産物を検出する抗体を入手できなかったので検索項目

から除外した｡

C-fos遺伝子は核内転写調節因子で､遺伝子の発現の調節をつかさどる機能を有して

いる｡骨肉腫との関連ではヒト骨肉腫組織でC-fos遺伝子産物の発現を検討した報告24)

やC-fos遺伝子を過剰発現させたマウスに骨肉腫が発生するという軸告25)等があり､

C-fos遺伝子は骨肉腫の腫蕩発生に関与している可能性があると考えられる｡C-fos遺伝

子産物の発現と骨肉腫の組織亜型あるいは悪性度等と関連があるかを示すことは意義が

あると考えられたが､ホルマリン固定パラフィン包埋組織で安定してC1os遺伝子産物

を根出する抗体を入手できなかったので根索項目から除外した｡

近年､骨肉腫における化学療法の重要性は増加してきている｡現時点では悪性腫癌の

治療で病変部を取り去る切除術が一番確実な方法であることに異論はないが､骨肉腫に

おいては術前術後の化学療法が治療のポイントになるといっても過言ではない｡特に骨

肉腫の好発部位は四肢近位であるため機能の温存を目的として切除範囲を最小限に留め

る手術が望まれる｡また､肺等の諸臓器への遠隔転移を生じると致死的になる可能性が

あり､極力転移の予防に努める必要がある｡そこで腫癌を縮小させるため､遠隔転移を

予防するため､あるいは転移巣の治療のために術前術後に強力な化学療法が必要となる｡

術前の化学療法の薬剤の投与法には静脈内投与の他､患部の局所の動脈内へ注入する

方法がある｡薬剤の選択も多様で2-3種類の薬剤を選択し､投与を繰り返すとより効果

的である｡東京大学付属病院では症例や治療を行った年度により葵剤の選択や投与法が

多少異なるが､近年はシスプラチンを局所の動脈内に注入し局所潅流療法の後､高濃度

のメソトレキ七一 トの投与 (起高濃度メソトレキセ- 卜療法)､アドリアシンの投与を

行うことが多い｡他の薬剤としてオンコビン､マイトマイシン､テラルビシン等の薬剤

が用いられている｡根治術後も約1年間に亘ってシスプラチン､メソトレキ七一 ト､ア

ドリアシンを中心とした化学療法を継続する｡

一方悪性腫癌において化学療法により薬剤耐性を生じてくることが知られており､耐
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性を生じる機構の一つにp-糖蛋白 (p-glycoprotein)と呼ばれる膜蛋白質によるものが

ある26)｡MDR-1(Multldrugresistance)遺伝子の遺伝子産物であるp-糖蛋白は正常組

織にも存在しており､副腎皮質､腎尿細管､肝内胆管等の上皮細胞に強い発現がみられ

る27㌦ p-糖蛋白は血液腫癌の他､固形腫癌でも検索されてか )細､薬剤耐性の一つの

機序と考えられている｡骨肉腫においてはMDR-1遺伝子あるいはp-糖蛋白についての

報告はまだ少数で､MDR-1遺伝子をmRNAレベルで検索した報告によると､高い発現

があった骨肉腫例は予後不良の傾向があるとしている29)｡-般に軟骨への分化を示す

部分が多い軟骨芽細胞型骨肉腫においては化学療法の効果が得にくいことが知られてい

る30)31㌦ 骨肉腫においてp-糖蛋白の発現の有無と化学療法の効果､転移の有無あるい

は予後との関連を知る目的でp-糖蛋白を検討項目に加えた｡

骨肉腫に対してはまず生検において診断を確定し､術前の化学療法を行い､切断術な

いしは広範切除術を行うのが一般的である｡術後も化学療法を継続する32)｡肺等の諸

臓器に遠隔転移をきたした場合は可能ならば転移局所に対して切除がなされる｡生検検

体は未治療の状態であり､腫癌発生の比較的初期の段階の腫癌の性質を反映していると

考えられる｡また､手術材料は治療により修飾を受けているが､腫寝の全体像を捉える

のには好都合であるOさらに､転移､再発巣は腫癌のいわばprogressionの時期に相当

し､しかも､治療に抵抗性の腫癌細胞で構成されると考えられる｡

また､骨原発の悪性腫癌の代表である骨肉腫と対比する意味で骨原発の良性腫癌であ

る類骨骨腫と骨巨細胞腫を取り上げ､腫癌の組織発生､進展の背景にある遺伝子異常を

知る目的で骨肉腫と同様に検索した｡頬骨骨腫､骨巨細胞腫ともに発生頻度は骨肉腫よ

りやや少なく､全国骨腫癌患者登録一覧表 (平成三年度)によると年間それぞれ32例､

98例の報告があるにすぎない｡

一般に腫癌を病理組紙学的に検索する場合の指標の-つとして分化度がある｡分化度

は腫癌細胞がどの程度発生母地の組織の形質を保持しているかを反映する指標である｡

高分化であれば､発生母地の組織の形質をよく保持しているし､低分化であれば､発生

母地の組織の形質の保持が悪くなることを意味している｡一方､骨組級の形成に関与す

る細胞には骨芽細胞､軟骨細胞､破骨細胞等があり､これらの各細胞間､あるいはこれ

らの細胞と骨基質との間において種々のサイトカインを介 して骨形成､骨吸収等の骨代

謝に関する相互作用のあることが知られている33)34㌦ 本研究では腫癌の分化度の観点

から骨組織のサイトカインの一つと考えられるparathyroidhormonerelatedprotein
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(PTHRP)に着目してその役割を骨肉腫､類骨骨腫､骨巨細胞腫において検討した｡

腫癌の悪性度を推定する一つの手法として腫癌細胞の核DNA量を測定し､腫癌細胞が

細胞周期のどの部分にあるかの分布を調べ､ヒストグラムを作成して､DNAプロイディ

パターンを検討する方法がある｡この手法にはフローサイトメトリー とイメージサイ

トメトリーとの二種類の異なった方法があり､それぞれに利点がある｡現在まで多数の

腰掛 こおいて検索がなされており､腫傷の悪性度または予後との関連を調べた報告が多

い35)36)37㌦ 骨肉腫においてはフローサイトメトリーによる報告が鎌つかなされている

が､イメージサイトメトリーによる報告はまだない38)39)｡そこで､骨肉腫において腰

痛細胞核のDNAプロイディパタ-ンと組織亜型､悪性度､予後との関係を知る目的で､

骨肉腫例の中で腫癌細胞核のDNAが比較的良く保存されている一部の生検組織と肺転移

組鰍 こ対してイメージサイトメーター(CAS200CellAnatysisSystem‥CAS200)40) 香

用いてDNAプロイディパターンを検討した｡

また､腫傷捌 包の増殖能を評価する意味で細胞周期の内､G0期以外の周期にある削 包

と反応するKi167抗原を根出し､腫癌細胞における陽性細胞の割合 (陽性率)を算出し､

陽性率と組織学的悪性度及びDNAプロイディパターンとを比較検討した｡

臨床的見地からは悪性腫掛 こ罷患した患者がどのような経過をたどるかは最も重要な

事項の一つである｡腫蕩切除術や化学療法により､冶癒しえたのか､あるいは､種々の

治療にもかかわらず腫癌の再発や遠隔転移をきたし致死的な経過をたどったのかは重要

な問題である｡特に骨肉腫の場合には好発年齢が10歳代であるという点で､なお一層予

後が重要である｡骨肉腫の予後は近年の画像診断､手術手技､化学療法の進歩に伴い改

善されてきたものの､5年生存率で40.9%と依然として低く､良好な予後とはいえないカ｡

現段階では骨肉腫において予後を規定する因子として明確に確立された因子はまだない

41)｡そこで､検索したすべての骨肉腫について診断確定日すなわち初回生検日からの

生存週数を算出し､本研究で検討した各項目別に分けて生存率を比較検討し､骨肉腫に

関して予後を規定する因子がどのようなものであるかを検討した｡
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【材料と方法】

1.対象

東京大学医学部付属病院で1981年～1989年の期間に外科的に切除された骨肉腫37例

を対象とした｡当院にて殆どの症例は生検後､腫癌切除術が施行されているが､一部の

症例は他掛 こて初回生検が施行されている｡生検材料､手術切除材料に加えて､転移 ･

再発巣に対して切除術が施行された症例については転移 ･再発巣の切除検体も検索対象

とした｡また､当病院にて切除された類骨骨腫5例､骨巨細胞腫5例の腫癌切除検体につ

いても検索した｡検体は10%ホルマリン固定後､パラフィンに包埋した｡脱灰の必要な

組鰍 ま原則として塩酸と蟻酸を含有するPlank&Rychlo液4カを使用したが､一部は

EDTA(ethylenediaminetetraaceticacid)液を使用したC

子宮内胎児死亡の剖検例2例 (17週齢と19過齢)から左大腿骨を採取し､長軸に半割

後10%ホルマリンにて24時間国定し､必要に応じてEDTAにて脱灰し､パラフィンに包

埋した｡

2.臨床的事項と病理学的検索

骨肉腫については､発生年齢､性別､腫癌の部位､腫癌の大きさ､骨外への浸潤の有

無､組織亜型､組織学的悪性度について検討した｡組総亜型はDahlinらの分類に基づき

分類した43)｡組織学的悪性度はBrodersの分類に基づき､Grade1-Grade4に分類した

44)45)｡頬骨骨腫､骨巨細胞腫については年齢､性別､腫癌の部位について検討した｡

組披学的検索にはパラフィン包埋材料を厚さ4ドmに薄切し､ヘマ トキシリン･エオジ

ン (HE)染色を施した標本を用いた｡

3.免疫組紙化学的検索

p53蛋白､bcl-2蛋白､ C-erbB-2空白､p-糖蛋白およびpTHRPの検討

A.抗体

a.抗p53蛋白マウスモノクロ-ナル抗体(クローン:DOl7.lgG2b.kappa日DAKO

s/A.Denmark) を使用した｡Vojtesekらのホルマリン固定パラフィン包埋組織で

のp53蛋白に対するモノクローナル抗体 (D0-7)を用いた検討によると､乳癌､

胃癌､大腸癌等60種類の癌細胞の核に強く陽性所見が得られたのに対し皮膚､脳､

腎､肺､胃､乳腺等の正常組織では発現がなかったとしている46)0

希釈倍率は100倍で使用した｡陽性コントロールはヒト大腸癌組織を用いた
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(図10)｡

b.抗ヒトbcll2蛋白マウスモノクローナル抗体(クローン:124,lgGl.kappa)(DAKO

s/A.Denmark) を使用した｡bcト2蛋白はt(14;18)の転座を有する漉胞型の悪性

リンパ腫の腫癌細胞に発現することが知られているが､転座の有無に関係なく

bcト2蛋白は腫疲組織や正常組織に発現していることが知られている｡抗bcト2蛋白

に対するモノクローナル抗体 (クローン124)の正常粗放での検討では房桃､リン

パ節､牌臓で傍皮質領域やマントル領域の細胞の核膜ないし細胞質に陽性で､歴中

心の細胞には陰性であるとしている｡また､胸腺では皮質の細胞は陰性､髄質の細

胞は陽性であるとしている47)0

希釈倍率は80倍で使用した｡陽性コントロールはヒト滅胞型悪性リンパ腫組織を用

いた (図13)0

C.抗C-erbB-2蛋白マウスモノクローナル抗体(クローン:CBll.lgG1日Novocastra

LaboratoriesLtd,UnitedKingdom) を使用した.CorbettらはC-erbB-2蛋白をモ

ノクローナル抗体 (cBll)を用いてホルマリン固定パラフィン包埋切片にて免疫

組織化学的に検討しており､乳癌の20%の症例の癌細胞の細胞膜に陽性となり､非

癌部の乳腺小葉上皮､導管上皮は陰性であるという結果を得ている48㌦

希釈倍率は40倍で使用したO陽性コントロールはヒト乳癌組紙を用いた く図15)｡

d.抗p-GIycoproteinマウスモノクローナル抗体(クロ-ン:JSB-1,lgG1日Novocastra

LaboratorleSLtd.,UnltedKH1gdom) を使用した｡Valkらの報告によるとp-糖蛋

白は正常組織に幅広く分布しており､抗p-糖蛋白モノクロ-ナル抗体 (クローン;

JSB-1)による検討ではたとえば胃､腸上皮､気管支上皮､乳腺上皮､僻管上皮､

腎尿細管上皮､肝毛細胆管上皮と小葉胆管上皮､副腎皮質細胞､脳の毛細血管内皮

等に存在していることがわかっている49㌦

希釈倍率は20倍で使用したO陽性コントロールはヒト副腎組織を用いた (図17)D

e,抗ヒトPTHRPマウスモノクローナル抗体(クローン:034 IgG) を使用した｡

リコンビナントのPTHRP(1-34)をマウスに免疫し作製したマウスモノクローナル抗

体を用いた｡本抗体は虎の門病院病理学科の松下央博士から供与された｡PTHRP

は成人T細胞性白血病や肺癌等の高カルシウム血症を伴う腫癌組織だけでなく種々

の正常組織にも微量ながら分布していることが免疫組織化学的に示されている22)｡

本研究で用いた抗体とは別の抗体による報告ではPTHRPは肺臓ランゲルハンス氏
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島細胞､精巣のライデッヒ細胞､皮膚表皮の重層京平上皮や授乳期乳腺の腺房上皮

に比較的強い発現がみられるとされている｡

希釈倍率は65倍で使用した｡陽性コントロ-ルはヒト肺臓組織を用いた (図19)｡

B｣刀片の作製

10%ホルマリン固定パラフィン包埋材料から厚さ4LLmの切片を作製 し､必要に応じて

2%のアミノプロピル ･トリ工 トキシ･シランを含有するアセ トン溶液中にて処理をし

たシランコーティングスライドガラスを用いた｡陽性コントロールに使用した組織は手

術､又は生検で切除された椎体を10%ホルマリン固定後パラフィンに包埋し､組織切片

を作製した｡

C 免疫組織化学染色

IllSTOFINE免疫組織化学染色システム (ス トレプトアビジンービオチン :SAB法)

(株式会社ニチレイ)を用いた｡組織切片をキシレンにて脱パラフィン後アルコールに

て水和させた｡p53蛋白とbcl-2蛋白の検出には前処置として1000mlのクエン酸緩衝液

(10mM:pH6.0) に脱パラフィンした組織切片を浸漬し､H2500Microwave

processor(EnergyBeamSciences.Jnc)にて90℃､10分間のマイクロウエーブ照射を

施し､抗原の賦活化を行った50)51㌦ pTHRPの検出には前処置として0.1%の トリプシン

と室温で10分間反応させた｡内因性ペルオキシダーゼのブロックは3%過酸化水素 ･メ

タノール混合液中で15分間処理をした｡リン酸緩衝生理食塩水 (PBS)にて5分間3回

洗浄後正常ウサギ血清と37℃にて15分間反応させ非特異反応をブロック後､一次抗体

と4℃にて24時間反応させた｡陰性コントロールは一次抗体の代わりに正常マウス血清

と4℃にて24時間反応させた｡PBSにて5分間3回洗浄後二次抗体と37℃にて15分間反

応させた｡さらに､PBSにて5分間3回洗浄後､標識試薬と37℃にて15分間反応させた｡

pBSにて5分間3回洗浄後､ジアミノベンチジン(DAB)を用いて発色した｡DAB発色後カ

ラチのヘマ トキシリンにて核染を施 した｡ヘモジデリンが多量に沈着している症例につ

いてはDABの発色とヘモジデリンを区別するために適宜､ベルリン･ブルー法により鉄

染色を加えた｡アルコールで脱水､キシレンで透徹し､封入した｡

D.画像解析装置 (cAS200)による陽性率 (陽性細胞/腫癌細胞数)の計測

CAS200(CellAnalysisSystem,lnc.)のCellmeasurementprogram(version3.0)を用

いた｡計測に用いた免疫染色の標本はDABにて褐色に発色させ､ヘマ トキシリンにて核

染を施 した｡最初に陰性コントロール標本をヘマ トキシリンの色調を認識する波長
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610nmのフィルターにて50細胞以上計測し､陽性と陰性との開催を決めた｡次にDAB

の褐色の色調を認識する波長500nmのフィルターにて免疫染色を施した標本の腫癌細胞

を200個以上計測し､測定した腫癌細胞に対してDABで褐色に発色している陽性細胞の

比を求めた｡測定はp53蛋白免疫染色の陽性例について行った｡

4.イメージサイトメトリーとKi-67抗原 (Mib-1)免疫染色

A.切片の作製

10%ホルマリン固定パラフィン包埋材料から厚さ41↓mの切片を作製した｡

B.フォイルゲン染色

cAS(Ce‖AnalysisSystem.lnc.) DNA染色キットを用いた｡組織切片は脱パラフィ

ン､脱アルコールの後､脱イオン水で洗浄し､5NのHCl中にて室温で60分､加水分解

させた｡0.1NHC1100ml中にDNA染色試薬(CASDNAStainReagent)を入れ､スター

ラで60分捜拝し充分に溶解させ作製したDNA染色液中で､スターラを捜拝しながら室

温で60分､染色した0005NHCl300m伸 にDNA洗浄試薬(CASDNARinseReagent)

を入れ､挽拝溶解後100mlずつに分けて､組織切片をそれぞれ30秒､5分､10分間洗浄

した｡さらに組織切片を脱イオン水で3回洗浄した後､1%塩酸アルコールに5分間浸漬

した｡アルコールで脱水､キシレンで透徹し､封入した｡

C.イメージサイトメトリーとKi-67抗原 (Mib-1)免疫染色

cAS200イメージサイトメーター(CASDNA定量プログラムVersion3.0日Cell

AnalysisSystem.lnc)を用いた｡あらかじめDNA量の分かっているラット肝細胞の培養

細胞と計測する切片とを同時にフォイルゲン染色を施した｡最初にコントロールとなる

培養細胞のDNA量を20個以上測定し､測定の基準とした｡フォイルゲン染色を施した

骨肉腫組織切片を用いて墨頁微鏡直視下に腫癌細胞を確認しながら､最低150個の腫癌細

胞のDNA量を計測し､DNAヒストグラムを作成したo

また､Ki-67抗原の検出にはマウスモノクローナル抗体 (Mib-1) (lmmunotechS.A.)

を用いて､他の遺伝子産物の検出に用いた方法と同様に免疫組織化学的棉索を行った｡

さらに､p53陽性細胞の陽性率の解析と同様に画像解析装置を用いてKi-67抗原陽性細

胞の比率を算出した｡

5.生存期間の算出と転移､再発の有無

骨肉腫例について生存期間を算出した｡生存期間は初回生検月日からの生存追敷を算
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出したO生存例については最終の生存権訪日までの期間を生存期間とした｡骨肉腫例に

ついて全期間にわたって転移､再発の有無について検索した｡病理学的に転移､再発が

確認されていない場合でも､各症例の診療記録を参照し､画像等により転移､再発が明

確な場合には転移､再発があるとして分類した｡

6.Kaplan-Meier生存曲線

腫癌の大きさ､組織学的悪性度､p53蛋白の発現の有無､bcト2蛋白の発現の有無､

C-erbB-2蛋白の発現の有無､p-糖蛋白の発現の有無､pTHRPの発現の有無､DNAプロ

イディバターンの各パラメーターについて各々Kaplan-Meier法5カに基づき累積生存率

を貸出し､生存曲線を作成した｡腫癌の大きさについては腫癌最大割面における腫癌の

長径が11cmを越える群と11cm以下の群の2群に分けたQ組織学的悪性度については

Brodersの分頬のGradelとGrade2を低悪性度群､Grade3とGrade4を高悪性度群と

した｡p53蛋白､bcト2蛋白､C-erbB-2蛋白､p-糖蛋白､pTHRPについては陽性群と陰

性群の2群に分けた｡DNAプロイティパターンについてはaneuploid群とaneupJoidでな

い群の2群に分けた｡

各パラメーターの2群間の生存率の有意差はLogrank法53)に基づき検討した｡

7.統計学的処理

有意差の検定には必要に応じてフイツシャ-の直接確率計算法､welch'sT-test､

student･sTtestを用いた｡生存曲線はKaplan-Meier法5カを用い､有意差の検定には

Logrank法5カを用いた｡

【結果】

A.臨床的事項と病理学的検索

1.骨肉腫

a. 年齢､性別 :発生年齢は6歳から43歳の範囲に及んでおり､平均年齢は18.1±7.7

歳 (平均±標準偏差)であった｡10歳から19歳の範臥 こ27例 (730%) が集中してい

た｡男性は25例､女性は12例で､男女比は2.1:1であった (表1､図1)｡

b.発生部位 :発生部位は大腿骨遠位部が13例 (35.1%) と最多で､以下腰骨近位部､

7例 (18.9%) ､上腕骨近位部､7例 (18.9%) ､大腿骨近位部､4例 (10.8%) の順
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であったO肋骨､腸骨､恥骨､聯骨近位部に各々1例づつであった (表1､図1)｡

C. 腫癌切除時における腫傷の大きさと骨外への浸潤の有無 :対象とした骨肉腫37例

の内､恥骨発生の1例は腫蕩切除術を施行しておらず､圧痕の大きさ､骨外への浸潤の

有無については検索対象から除外した.腫癌の大きさの評価は最大割面における腫癌の

長径を測定した｡長径は5.5cmから21.5cmの範囲に及び､平均値は10.9cm±4.0､中央

値は11cm であったo腫癌切除時に骨外への浸潤があった例は23例､腫癌が骨内に留まっ

ていた例が13例であった (表2､図2､図3)｡

d.病理組織学的事項 :骨肉腫の亜分類は骨芽細胞型 (osteoblastic) ､24例

(64.9%)､線維芽細胞型 (Fibroblastic)､8例 (216%) ､軟骨芽細胞型

(Chondroblastic) ､2例 (5.4%) であった.血管拡張型 (Telangiectatic)､骨内

分化型 (lntraosseousWell-Differentiated)､傍骨性骨肉腫 (parosteal

Osteosarcoma)が各々1例づつであった｡Brodersの分業削こ基づきGradeを決めた｡

Gradelは1例 (2.7%) ､Grade2は4例 (108%) ､Grade3は21例 (56.8%) ､

Grade4は11例 (29.7%) であった (表1､図4-9)｡

e.転移､再発の有無 :全経過を通じ転移､再発を生じた例は20例あった｡その内､

8例は転移､再発巣の切除術が施行されている｡局所再発があったのは1例で再切除術と

肺転移巣の切除術とが施行されている｡転移巣の切除術が施行された8例はすべて肺転

移の切除術が施行されてか J､その内2例は肺転移に加えて皮膚､指に転移し､各々切

除術が施行されている｡残りの12例は臨床的に画像等により転移が確認されている｡

17例は全経過に亘り転移､再発をきたしていない (表2)｡

f. 生存期間 :生存期間は23過から649週 (12年7ケ月)に及んでか )､平均生存期間

は250±202週であった｡生存例は19例､死亡例は18例で､生存例についての生存期間

の平均過数は417±141週､死亡例については74±38週であった (蓑2)｡

2.類骨骨腫

a. 年齢､性別 :発生年齢は19歳から28歳の範囲に及んでおり､平均年齢は24.0±

3.4歳であった｡男3例､女2例であった (表3)0

b.発生部位 :椎体骨が4例､手指末節骨1例であった (表3)0

3.骨巨細胞腫

a. 年齢､性別 :発生年齢は19歳から45歳の範囲に及んでか )､平均年齢は30.6±

10.0歳であった｡男3例､女2例であった (表4)0
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b.発生部位 :歴骨骨端部が4例､榛骨骨端部1例であった (蓑4)｡

B.免疫組総化学的検索

1.骨肉腫について

1)p53蛋白について

骨肉腫37例中､生検､手術材料､転移再発巣の少なくとも1病変でp53蛋白の発現が

みられたのは9例 (24.3%)であった｡p53蛋白は腫癌細胞の核に限局して発現していた｡

検体の種類別においては､生検例37例中6例陽性 (162%)､手術材料34例中6例陽性

(17.6%)､転移巣8例中3例陽性 (37.5%)であった｡生検例で陽性の6例中､陽性細

胞数が50%以上の例は1例､10-50%の例は3例､10%以下の例は2例であった｡手術例

で陽性例6例中､陽性細胞数が50%以上の例は1例､10-50%の例は3例､10%以下の例

は2例であった｡転移巣で陽性例3例中､10-50%の例は1例､10%以下の例は2例であっ

た｡生検時は陰性で手術材料で陽性の症例が3例あった｡逆に生検時のみ陽性で手術材

料では陰性の症例が2例あったが､その内の1例は肺転移巣で陽性になっている｡また､

転移巣で陽性の3例はいずれも生検暗に陽性であった (表5､図11a.b､図12a,b)0

また､p53蛋白の発現していた骨肉腫を亜型別にみると陽性9例の内8例は骨芽細胞型

であり､1例は傍骨性骨肉腫であった｡各亜型ごとの陽性率は骨芽細胞型で24例中8例

(33.3%)であったが､線維芽細胞型､8例と軟骨芽細胞型､2例はすべて陰性であった

(表10)｡

さらに､Gradeごとの陽性率はGradelは1例でp53蛋白の発現はなく､Grade2は4例

中2例陽性で50%､Grade3は21例中5例に陽性で23.8%､そしてGrade4は11例中2例に

陽性で18.2%であった (表10)0

p53蛋白の組織内分布は以下の通りであり､本研究で用いた抗体と同じ抗体による

p53蛋白の組織分布の朝告と相違はなかった｡

p53蛋白は大腸癌､乳癌組総の癌捌 包の核に陽性であったのに対し､大腸癌の非癌部

の腺管上皮､間質に浸潤するリンパ球､形質細胞､平滑筋細胞､血管内皮細胞には陰性､

乳腺では乳腺小葉の腺房上皮､導管上皮には陰性であった｡骨肉腫組織においても骨肉

腫細胞以外の骨芽細胞､破骨様多核巨細胞にp53蛋白の発現はみられなかった｡

2)bcト2蛋白について

骨肉腫37例中､生検､手術材料､転移再発巣の少なくとも1病変でbcト2蛋白の発現が
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みられたのは6例 (16.2%)であった｡bcト2蛋白は腫癌細胞の核膜及び細胞質に発現が

みられた｡検体の種類別においては､bcl-2蛋白は生検37例中1例 (2.7%)に陽性であっ

た｡手術材料では34例中3例 (8.8%)に陽性であった｡転移巣では8例中4例 (50.0%)

に陽性であった｡生検時の陽性率に比較して転移巣での陽性率が高率であった｡生検例

で陽性の1例は陽性細胞数が10%以下であった｡手術例で陽性例3例はいずれも陽性細胞

数が10-50%であった｡転移巣で陽性例4例中､陽性細胞数が10-50%の例は1例､

10%以下の例は3例であった｡転移巣での陽性例4例の内､1例は生検時も陽性であった

が､他の3例はいずれも生根暗は陰性で､手術材料､転移巣共に陽性であった症例が1例､

転移巣のみ陽性であった症例が2例であった (表6､図14a.b)0

また､bcl-2蛋白の発現していた骨肉腫を亜型別にみると陽性例6例の内骨芽細胞型が

5例を占めており､1例は線維芽細胞型であった｡各亜型ごとの陽性率は骨芽細胞型で

24例中5例 (20.8%)､線維芽細胞型で8例中1例 (12.5%)陽性で､軟骨芽細胞型2例で

は陽性例はなかった (表11)0

さらに､Grade別の陽性率はGrade1､2ではbcl-2蛋白の発現はみられなかった｡

Grade3は21例中4例に陽性 (19.0%)､Grade4は11例中2例に陽性 (18.2%)であった

(表11)0

bcl-2蛋白の組織内分布は以下の通りであり､本研究で用いた抗体と同じ抗体による

bcl-2蛋白の組織分布の軸告と相違はなかった｡

bcJ-2蛋白は漉胞型の悪性リンパ腫の腫癌細胞の核膜ないし細胞質に陽性であった｡

また､bcl12蛋白は高枕とリンパ節の傍皮質領域やマントル領域の細胞質に陽性で､肱

中心の細胞には陰性であった｡骨肉腫組織内においては破骨様多核巨細胞､骨芽細胞､

血管内皮細胞にbcl-2蛋白の発現はなかった｡

3)C-erbB-2蛋白について

骨肉腫37例中､生検､手術材料､転移再発巣の少なくとも1病変でC-erbB-2蛋白の発

現がみられたのは11例 (29.7%)であった｡検体の種類別ではC-erbB-2蛋白は生検36

例中7例 (194%)に陽性であった｡手術材料では34例中6例 (17.6%)に陽性であった｡

転移巣では8例中1例 (12.5%)に陽性であった (表7)｡生検例で陽性の7例はいずれも

陽性細胞数10%以下であった｡手術例で陽性例6例中､陽性細胞数が10-50%の例は1

例､10%以下の例は5例であった｡転移巣で陽性例1例は陽性細胞数が10%以下であった

(蓑7 ) 0 C-erbB-2蛋白は腫癌細胞の細胞質に発現していた｡C-erbB-2空白の骨肉腫細
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胞における免疫組絞化学的活性はいずれも弱く､しかも少数の腫癌細胞に限られていた

(図16a,b)｡また､腫癌組絵に出現する反応性と考えられている破骨細胞様多核巨細

胞の細胞質の辺縁部にC-erbB-2蛋白の比較的強い免疫組織化学的活性がみられた.

また､C-erbB-2蛋白の発現していた骨肉腫を亜型別にみると陽性例11例の内､骨芽細

胞型が9例を占めてか )､1例は線維芽細胞型､1例は傍骨性骨肉腫であった｡各亜型ご

との陽性率は骨芽細胞型で24例中9例 (37.5%)､線維芽細胞型で8例中1例 (12.5%)､

傍骨性骨肉腫1例中1例 (100%)で､軟骨芽細胞型2例では陽性例はなかった (表12)0

さらに､Grade別の陽性率はGradelではC-erbB-2蛋白の発現はみられなかった｡

Grade2は4例中2例 (50%)､Grade3は21例中4例に陽性 (19.0%)､Grade4は11例

中5例に陽性 (455%)であった (表12)0

C-erbB-2蛋白の組織内分布は以下の通りであり､本研究で用いた抗体と同じ抗体によ

るC-erbB-2空白の組織分布の朝告と相違はなかったo

c-erbB-2蛋白は乳癌細胞の細胞膜に局在する場合と細胞質に局在する場合がみられた｡

Paget病においてC-erbB-2蛋白は癌細胞の細胞膜に局在していた｡非癌部の乳腺小葉の

腺房上皮､導管上皮にC-erbB-2蛋白は発現していなかった｡また､骨肉腫組織内におい

ては､C-erbB-2蛋白は破骨細胞様多核巨細胞の細胞質に陽性､骨芽細胞､血管内皮細胞

には陰性であった｡

4)p-糖蛋白について

骨肉腫37例中､生検､手術材料､転移再発巣の少なくとも1病変でp-糖蛋白の発現が

みられたのは29例 (783%)であった｡陽性例29例の内､16例 (55.1%)に転移があり､

13例 (44,8%)には経過中転移はなかった｡p-糖蛋白は腫癌細胞の細胞膜あるいは細胞

質に免疫組織化学的活性がみられた (図18a.b)O検体の種類別においては､生検例

36例中20例陽性 (55.6%)､手術材料34例中19例陽性 (55.9%)､転移巣8例中1例陽

悼 (125%)であった｡生検例で陽性の20例中､陽性細胞数が50%以上の例は5例､10-

50%の例は4例､10%以下の例は11例であった｡手術例で陽性例19例中､陽性細胞数が

50%以上の例は6例､10-50%の例は3例､10%以下の例は10例であった｡転移巣で陽

性例1例は陽性細胞数が10%以下であった (蓑8)｡化学療法の前後でp-糖蛋白の検索

ができた33例の内､化学療法前に陽性であった例が19例､陰性であった例が14例であっ

た｡化学療法前に陽性の19例の内､化学療法後に11例は陽性､8例は陰性になった｡化

学療法前に陰性の14例の内､化学療法後には8例は陽性化し､6例は陰性のままであっ
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た く表8)0

p-糖蛋白の発現していた骨肉腫を亜型別にみると24例の骨芽細胞型のうち20例､9例

の線維芽細胞型のうち5例､軟骨芽細胞型が2例､各1例の血管拡張型及び傍骨性骨肉腫

のうち各々1例に陽性であった｡p-糖蛋白の骨肉腫における局在は主に軟骨への分化を

示す部位に高頻度に発現しており､軟骨芽細胞型では2例中2例 (100%) に陽性であっ

た (表13､図18a,b)0

さらに､組織学的悪性度ごとの陽性率はGradelは1例で陽性 (100% )､Grade2は4

例中3例陽性 (75%)､Grade3は21例中15例に陽性 (714%)､そしてGrade4は11例

中10例に陽性 (909%)であった (表13)｡

p-糖蛋白の組織内分布は以下の通りであり､本研究で用いた抗体と同じ抗体による

p-糖蛋白の組織分布の軸告と相違はなかった｡

p-糖蛋白は消化管上皮､腎遠位尿細管上皮､副腎皮質細胞の細胞膜に発現がみられた｡

消化管平滑筋細胞､リンパ球､形質細胞､腎糸球体の上皮細胞とメサンギウム細胞､副

腎髄質細胞は陰性であった｡また､骨肉腫組鰍 こおいては骨芽細胞､破骨細胞様多核巨

細胞､血管内皮細胞にp-糖蛋白は発現していなかった｡

5)pTHRPについて

骨肉腫37例中､生検､手術材料､転移再発巣の少なくとも1病変においてPTHRPの発

現がみられたのは21例 (568%)であった｡PTHRPは腫癌細胞の細胞質に発現がみら

れた｡また､PTHRPの発現していた骨肉腫を亜型別にみると生検37例中16例 (43.2%)

に陽性､手術材料では34例中11例 (32.4%)に陽性､転移巣では8例中5例 (62.5%)に

陽性であった (表9､図20a.b)｡生検例で陽性の16例中､陽性細胞数が50%以上の例

は5例､10-50%の例は7例､10%以下の例は4例であった｡手術例で陽性例11例中､陽

性細胞数が50%以上の例は3例､10-50%の例は4例､10%以下の例は4例であった｡転

移巣で陽性例5例中､50%以上の例は2例､10%以下の例は3例であった (表9)｡

また､pTHRPの発現していた骨肉腫の亜型ごとの陽性率は骨芽細胞型で24例中13例

(542%)､線維芽細胞型で8例中5例 (625%)､軟骨芽細胞型で2例中2例 (100%)､

傍骨性骨肉腫で1例中1例 (100%)であった (表14)0

さらに､Gradeごとの陽性率はGradelは1例中1例 (100%)､Grade2は4例中3例陽

悼 (75%)､Grade3は21例中13例に陽性 (619%)､Grade4は11例中4例に陽性

(18.2%)であった (表14)0
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本研究で使用したモノクローナル抗体 (034)の検討によるとPTHRPは肺臓ではラン

ゲルハンス氏島の細胞の細胞質に陽性で､外分泌部腺房上皮､導管上皮には陰性であっ

た｡精巣においてはライデッヒ細胞の細胞質に陽性であったのに対し､精子形成過程の

細胞やセル トリ細胞には陰性であった｡皮膚では表皮の重層京平上皮の細胞質に陽性で

あった｡また､授乳期の乳腺では乳腺小葉の腺房上皮の細胞質に強い発現がみられた｡

本研究で得られた結果はPTHRPの一般的な組綴分布と相違がなかった｡

6)骨肉腫p53蛋白陽性例の画像解析装置による陽性率の計測

骨肉腫p53蛋白陽性9症例15検体の内､6症例12椎体が測定可能であった｡3検体はヘ

マ トキシリンの染色性が悪く､陽性と陰性の間借が設定できず､陽性率の算出ができな

かった｡p53蛋白の陽性率は4.4%から948%に及び､陽性率0-10%の検体が3例､

10-50%の椎体が7例､50%以上の検体が2例であった｡同一症例において､p53蛋白の

陽性率は一定ではなく､原発巣や転移巣で相違がみられた｡また､転移巣において原発

巣に比較して陽性率が上昇する傾向はなかった (表10)｡

2.揖骨骨腫と骨巨細胞腫について

溝骨骨腫5例についてはp53蛋白､bcll2蛋白､C-erbB-2蛋白の発現はいずれも陰性で

あった｡PTHRPは5例の内4例 (80%)が陽性であった (表15)0 PTHRPは腫癌細胞の

細胞質に発現がみられた (図21a.b)｡一方､骨巨細胞腫についてはp53蛋白､bcト2

蛋白､pTHRPは5例すべて陰性であった｡骨巨細胞腫5例中2例 (40%)はC-erbB-2蛋

白が陽性であった (蓑16)｡陽性例では骨巨細胞腫の多核の巨細胞のほとんどすべての

細胞の細胞質と一部の単核の間質細胞の細胞質に陽性であった (図22a,b)｡

3.ヒト胎児正常骨組織

17過齢と19週齢のヒト胎児の大腿骨においてPTHRPの免疫組織化学的活性は骨芽細

胞､破骨細胞､軟骨細胞にあった (図23b)｡C-erbBl2蛋白の免疫組織化学的活性は

骨芽細胞､破骨細胞にみられた (図23C)｡bcト2蛋白についてはヒト胎児の大腿骨に

おいて免疫組織化学的活性を有する細胞はなかった (図23d)0

C.cAS200によるイメージサイトメトリーとKi-67 (Mib-1)免疫染色の結果

骨肉腫37例中イメージサイトメトリーにて検索しえた症例は12例12検体であった｡

その内､原発部位の生根材料が8例で､転移巣切除検体が4例であった｡他の検体はフォ

イルゲン染色で染色性が悪く検索不能であった｡おそらく固定や脱灰の影響を受け､
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DNAが良く保存されていないためと考えられる｡

DNAプロイディの判定は得られたヒストグラムが-つのピークを有LかつDNAhdex

(Dr)が0.9以上1.1以下でtetraploidの細胞が15%以下の場合はdiproidと判定した｡

Tetraploidの細胞が15%以上でDげ 1.8以上2.2以下の場合はtetraploidと判定した｡DJが

11以上で2つの異なるピークを有する場合はaneuploidと判定した54)a

検索しえた骨肉腫12例の内8例 (66.7%)はdiploidであり､3例 (25%)はaneuploid

であり､1例 (8.3%)がtetraploidであった (表17､図24-26)｡DNAヒス トグラムの

測定の精度を示す変動係数 (cv値 :coefficlentOfVarlatl0n)は骨肉腫12例において

平均は8.33±0.57であった｡

亜型別に整理すると骨肉腫12例の内､骨芽細胞型が9例､線維芽細胞型が3例であった｡

骨芽細胞型9例の内､5例がdiploid､3例がaneuploid､1例がtetraploidであった｡

aneuploidとなった症例は3例ともすべて骨芽刷 包型でしかもGrade4であった｡一方線

維芽細胞型3例はすべてdiploidであった (表17)｡

一方､イメージサイトメトリーにて棉索した症例12例中9例について免疫組織化学的

にKi-67抗原が検出できた｡2例は陽性捌 包が全く認められず根索対象から除外した｡

また､1例については検索が行えなかった｡Kl-67抗原陽性率は6.1%から32.8%に及び平

均13.8±8.5%であった｡Kト67抗原陽性率と組織学的悪性度､DNAプロイディバターン

との間に特徴的な傾向はみられなかった (蓑17)0

D.免疫組織化学的検索結果と骨肉腫の組織学的亜型､組雑学的悪性度及び原発巣と

転移巣､との相関についての統計学的検討

1)p53蛋白について

a) 亜型との比較

骨肉腫の亜型別のp53蛋白の発現の比較では陽性例9例の内､8例が骨芽細胞型 で骨芽

細胞型24例中8例 (333%)を占めていた｡線維芽細胞型と軟骨芽細胞型には陽性例は

みられなかった｡亜型別のp53蛋白免疫組織化学の結果は下記の表の如くである｡

-17-



Osteoblastic Fibroblastic Chondroblastic Parosteal

(陽性率)

p53蛋白陽性例

p53蛋白陰性例

(33.3%) (0%) (0%) (100%)

8 0 0 1

16 9 2 0

次に傍骨性骨肉腫と血管拡張型を除く骨肉腫35例において､骨芽細胞型と骨芽細胞型

以外すなわち線維芽細胞型と軟骨芽細胞型の総数とでp53蛋白の発現に有意差があるか

否かを検討した｡その結果は下記の表の通りである｡

○steoblastic Fibroblastic+Chondroblastic

p53蛋白陽性例 8 0

フィッシャーの直接確率計算法によると骨芽細胞型と骨芽細胞型以外の骨肉腫とにお

いてp53蛋白の発現の有無に有意差がないという仮説を支持する確率は0.0312となり､

P〈O.05において有意差があるといえる｡

b) 組織学的悪性度との比較

次に低悪性度の骨肉腫 (Gradel､Grade2)と高悪性度の骨肉腫 (Grade3､

Grade4)とにわけてp53蛋白の発現の有無に統計学的に有意差があるか否かを根討し

た｡組織学的悪性度とp53蛋白の発現との関係は次表の如くである｡

Grade1+Grade2 G｢ade3+Grade4

(陽性率) (50%) (21,9%)

p53空白陽性例 2 7

フィッシャーの直接確率計算法によると低悪性度と高悪性度とにおいてp53蛋白の発

現の有無に有意差がないという仮説を支持する確率は02552となり､P(0.05において有

意差があるとはいえない｡

C)原発巣と転移巣の比較
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さらに､原発巣の生検検体と転移巣の検体におけるp53蛋白の発現の陽性率に差があ

るか否かを検討した｡原発巣の生検検体と転移巣検体別のp53蛋白染色結果は次表の如

くである｡

原発巣の生検検体 転移巣検体

(陽性率) (16.2%) (37.5%)

p53蛋白陽性例 6 3

フイツシャ-の直接確率計算法によると生榊 黄体､転移巣検体とにおいてp53蛋白の

発現の有無に有意差がないという仮説を支持する確率は0.9611となり､P〈O.05において

有意差があるとはいえない｡

d)まとめ

以上より通常型骨肉腫においては骨芽細胞型骨肉腫にp53空自が発現する傾向があり､

統計学的に有意差があった｡組織学的悪性度及び原発巣 (生検)と転移巣との比較では

統計学的な差はみられなかったが､p53蛋白は組織学的悪性度の低い症例で､また原発

巣よりも転移巣でより陽性率が高い傾向があった｡

2)bcl-2蛋白について

a)亜型との比較

骨肉腫を亜型別のbcト2蛋白の発現の比較では陽性例6例の内､5例が骨芽細胞型 で骨

芽細胞型24例中5例 (208%)を占めていた｡線維芽細胞型は1例陽性で陽性率は11.1%

である｡軟骨芽細胞型､血管拡張型､傍骨性骨肉腫には陽性例はみられなかった｡亜型

別に分けた結果は次表の如くである｡

Osteoblastic Fibroblastic Chondroblastic

(陽性率) (20.8%) (ll.1%) (0%)

bcl-2蛋白陽性例 5 1 0

次に通常型骨肉腫35例において､骨芽細胞型と骨芽細胞型以タけ なわも線維芽細胞型
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と軟骨芽細胞型とでbcト2蛋白の発現に有意差があるか否かを検討した｡

Osteoblastic FibrobⅠastic+Chondroblastic

bcト2蛋白陽性例 5 1

フィッシャーの直接確率計算法によると骨芽細胞型と骨芽細胞型以外の骨肉腫とにお

いてbcト2蛋白の発現の有無に有意差がないという仮説を支持する確率は00890となり､

P(0.05において有意差があるとはいえない｡

b) 組織学的悪性度との比較

次に低悪性度の骨肉腫 (Gradel､Grade2)と高悪性度の骨肉腫 (Grade3､Grade

A)とにわけてbcト2蛋白の発現の有無に統計学的に有意差があるか否かを検討 した｡組

織学的悪性度とbcl-2蛋白の発現との関係は次表の如くである｡

G｢ade1+G｢ade2 G｢ade3+Grade4

(陽性率) (0%) (28.1%)

bcl-2蛋白陽性例 0 6

bcト2蛋白陰性例 4 26

フィッシャーの直接確率計算法によると低悪性度と高悪性度とにおいてbcト2蛋白の

発現の有無に有意差がないという仮説を支持する確率は04652となり､P(0.05において

有意差があるとはいえない｡

C)原発巣 と転移巣の比較

さらに､原発巣生検椎体と転移巣の椎体におけるbcト2蛋白の発現の陽性率に差があ

るか否かを棉討した｡原発巣の生根検体と転移巣検体のbcト2蛋白染色結果は次表の如

くである｡

原発巣生検検体 転移巣検体

(陽性率) (2.7%) (50.0%)

bcJ-2蛋白陽性例 1 4

bcト2蛋白陰性例 36 4



フィッシャーの直接確率計算法によると原発巣の生検検体と､転移巣検体とにおいて

bcト2蛋白の発現の有無に有意差がないという仮説を支持する確率は0.0022となり､

pく0.05において有意差があるといえる｡

d)まとめ

以上より原発巣 (生検)と転移巣との検体別の比較では､転移巣においてbcl-2蛋白

が発現する傾向があり､両者の問に統計学的に有意差があった｡また組織学的悪性度の

高い骨肉腫でbcト2蛋白が発現する傾向があったが､統計学的有意差はなかった｡

3)C-erbB-2蛋白にについて

a)亜型との比較

骨肉腫の亜型別のC-erbB-2蛋白の発現の比較では陽性例11例の内9例が骨芽細胞型 で

骨芽細胞型24例中9例 (375%)を占めていた｡線維芽細胞型と傍骨性骨肉腫に各1例づ

つ陽性例がみられた｡軟骨芽細胞型には陽性例はみられなかった｡亜型別にみた

C-erbB-2蛋白免疫組織化学的陽性細胞は下記の如くである｡

Osteob.astic FibrobJastic Chondroblastic Parosteal

(陽性率) (37.5%) (ll.1%) (0%) (100%)

C-e｢bB-2蛋白陽性例 9 1 0 1

通常型骨肉腫35例において､骨芽細胞型と骨芽細胞型以外すなわち線維芽細胞型と軟

骨芽細胞型とでC-erbB-2空白の発現に有意差があるか否かを検討した｡その結果は下記

の表の通りである｡

Osteoblastic Fibroblastic+Chondroblastic

C-erbB-2蛋白陽性例 9 1

フィッシャーの直接確率計算法によると骨芽細胞型と骨芽細胞型以外の骨肉腫とにお

いてC-erbB-2蛋白の免疫組総化学的活性の有無に有意差がないという仮説を支持する確
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率は0.0890となり､P〈O.05において有意差があるとはいえない｡

b) 組織学的悪性度との比較

次に組紙学的悪性度とC-erbB-2蛋白の発現との関係をみた｡低悪性度の骨肉腫

(Gradel､Grade2)と高悪性度の骨肉腫 (Grade3､Grade4)とにわけてC-erbB-2

蛋白の発現の有無に統計学的に有意差があるか否か検討した｡その結果は次表の如くで

ある｡

G｢ade1+Grade2 Grade3+Grade4

(陽性率) (50%) (28.1%)

C-e｢bB-2蛋白陽性例 2 9

フィッシャーの直接確率計算法によると低悪性度と高悪性度とにおいてC-erbB-2蛋白

の発現の有無に有意差がないという仮説を支持する確率は03557となり､P〈O.05におい

て有意差があるとはいえない｡

C)原発巣と転移巣の比較

さらに､原発巣生検検体と転移巣の検体におけるC-erbB-2蛋白発現の陽性率に差があ

るか否かを検討した｡生検検体と転移巣椎体別のC-erbB-2空白染色結果は次表の如くで

ある｡

生検検体 転移巣検体

(陽性率) (18.9%) (12.5%)

C-e｢bB-2蛋白陽性例 7 1

フィッシャーの直接確率計算法によると原発巣生検検体と転移巣検体とにおいて

C-erbB-2蛋白の発現の有無に有意差がないという仮説を支持する確率は0.5612となり､

P'0.05において有意差があるとはいえないo

d)まとめ

骨芽捌 包型骨肉腫及び､低悪性度の骨肉腫にC-erbB-2蛋白が発現する傾向があったが､
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統計学的有意差はなかった｡

4)p-糖蛋白について

a) 亜型との比較

骨肉腫の亜型別のp-糖蛋白の発現の比較では､陽性例27例についての比較は下記の通

りである｡

OsteQblastlC FJbroblastIC ChondrobtastIC Parosteal TelanglelCIatic

(陽性率)

MDR-1陽性

MDR-1陰性

(83.3%) (44.4%) (100%) (100%) (100%)

20 4 2 1 1

4 5 0 0 0

b)組織学的悪性度との比較

次に偲悪性度の骨肉腫 (Gradel､Grade2)と高悪性度の骨肉腫 (Grade3､

Grade4)とにわけてp-糖蛋白の発現の有無に統計学的に有意差があるか否か検討した｡

Grade別とp-糖蛋白の発現との関係は次表の如くである｡

G｢ade1+G｢ade2 Grade3+Grade4

(陽性率) (80%) (78.1%)

p-糖蛋白陽性 4 25

フィッシャーの直接確率計算法によると低悪性度と高悪性度とにおいてp-糖蛋白の発

現の有無に有意差がないという仮説を支持する確率は07083となり､P〈O.05において有

意差があるとはいえない｡

C)原発巣と転移巣の比較

さらに､原発巣と転移巣の椎体においてp-糖蛋白の発現の陽性率に差があるか否かを

検討した｡原発巣 (生検検体か手術椎体のどちらかで発現があった症例)と転移巣のp

-糖蛋白染色結果は次表の如くである｡
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原発巣 転移巣

(陽性率) (73.0%) (12.5%)

p-糖蛋白陽性 28 1

フィッシャーの直接確率計算法によると原発巣と転移巣においてp-糖蛋白の発現の有

掛 こ有意差がないという仮説を支持する確率は00016となり､P〈O.01において有意差が

ある｡

d)p-糖蛋白の発現と転移の有無との比較

p-糖蛋白陽性例が転移を生じやすい傾向があるかどうかを検討した結果は次表の如く

である｡

転移あり 転移なし

p-糖蛋白陽性 16 13

フィッシャーの直接確率計算法によるとp-糖蛋白の発現の有無と転移の生じやすさに

有意差がないという仮説を支持する確率は0.5530となり､有意差はない｡

e)まとめ

以上より骨肉腫においては軟骨への分化を示す部位にp-糖蛋白が発現する傾向があり､

軟骨芽細胞型骨肉腫ではすべての症例が陽性であった｡化学療法前後の比較では化学療

法後にp-糖蛋白が高頻度に発現する傾向はなかった｡組捻学的悪性度別の比較ではp-糖

蛋白と悪性度との関連はなかった｡原発巣 (生検と手術)と転移巣との比較では､転移

巣にp-糖蛋白の発現した症例は1例しがなく､原発巣に統計学的に有意にp-糖蛋白が発

現していた｡

5)pTHRPについて

a)亜型との比較

PTHRPの免疫組織化学的活性と亜型との関係は次表の如くである｡
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OsteobJastjc FibrobJastic Chondroblastic Parosteal

(陽性率)

pTHRP陽性例

pTHRP陰性例

(54.2%) (62.5%) (100%) (100%)

13 5 2 1

11 3 0 0

亜型と陽性率との間に一定の傾向は認められなかった｡次にOsteobJasticな骨肉腫と

osteoblastic以外の骨肉腫を比較し統計学的に有意差があるか否かを検討した｡

Osteoblastic Fibroblastic+Chondroblastic

PTHRP陽性例 13 8

pTHRP陰性例 11 3

フィッシャーの直接確率計算法によると骨芽細胞型と骨芽細胞型以外の骨肉腫とにお

いてPTHRPの免疫組織化学的活性の有無に有意差がないという仮説を支持する確率は

0.322となり､P〈O.05において有意差があるとはいえない｡

b)組織学的悪性度との比較

低悪性度の骨肉腫 (Gradel､Grade2)と高悪性度の骨肉腫 (Grade3､Grade4)

とにわけてPTHRPの免疫組絵化学的活性の有無に統計学的に有意差があるか否かを検

討した｡その結果は次表の如くである｡

G｢ade1+Grade2 G｢ade3+Grade4

(陽性率) (80%) (53.1%)

PTHRP陽性例 4 17

PTHRP陰性例 1 15

フィッシャーの直接確率計算法によると低悪性度と高悪性度とにおいてPTHRPの免疫

組織化学的活性の有無に有意差がないという仮説を支持する確率は0.2664となり､

P〈O.05において有意差があるとはいえない｡

C)原発巣 と転移巣の比較

生検と転移巣においてPTHRPの免疫組織化学的活性の有無に統計学的に有意差がある
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か否か検討した｡原発巣と転移巣とにおけるPTHRPの免疫組絵化学的活性の有無は次

表の如くである｡

原発巣生検検体 転移巣検体

(陽性率) (43.2%) (62.5%)

pTHRP陽性例 16 5

pTHRP陽性例 21 3

フィッシャーの直接確率計算法によると原発巣生棉検体と転移巣椎体とにおいて

pTHRPの免疫組織化学的活性の有無に有意差がないという仮説を支持する確率は

0.2744となり､P〈O.05において有意差があるとはいえない｡

d)まとめ

組織学的悪性度の低い骨肉腫に､また原発巣よりも転移巣において陽性率が高い傾向

がみられたが､いずれも統計学的有意差はなかった｡亜型別においても特別な傾向はな

かった｡

E.イメージサイトメトリーと骨肉腫の組織学的亜型､組織学的悪性度及び原発巣と

転移巣との相関についての統計学的検討

骨肉腫の亜型別にわけて比較すると骨芽細胞型9例と線維芽細胞型3例のDlの平均値は

それぞれ1.25±0.35､0.98±0.05となりWelch'sT-testによる検定では有意差がないと

する仮説を棄却する確率は0.0513となり､pく0.05において有意差があるとはいえない｡

また､組織学的悪性度別にわけたDlの平均値はGrade3､4例とGrade4､8例ではそれ

ぞれ､098±0.04､1.28±036であったowelch'sT-testによる検定では有意差がない

とする仮説を棄却する確率は0.0591となり､p(005において有意差があるとはいえない｡

さらに原発巣と転移巣とに分けて結果を整理すると原発巣生棉検体の8例の内6例は

diploidで､残りの各1例がtetraploldとaneuploidであった｡転移巣切除検体4例の内2例

はdiploidで残り2例はaneuploidであった｡

原発巣生検検体8例と転移巣切除椎体4例とのDlの平均値はそれぞれ1.09±0.20､1.36

±0.46となった｡両者に有意差があるか否かをstudent'sT-testで統計学的に処理をし

た｡有意差がないとする仮説を棄却する確率は0.182となり､pく005において有意差が
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あるとはいえない｡

ド.Kaplan-Meier生存曲線

Kaplan-Meier生存曲線は各図の如くである (図27-34)obcl12蛋白については陽性

群と陰性群において生存奉に統計学的に有意差 (p<005)があり､bcl-2蛋白陽性群は

陰性群に比較して生存率が低かった (図30)｡他のパラメーターには統計学的有意差は

みられなかった｡腫癌径が11cmを越える群は11cm以下の群に比較してわずかに生存率

が低い傾向を示した (図27)｡高悪性度群は低悪性度群に比較して生存率は低い傾向を

示した (図28)0 p53蛋白陽性群は陰性群に比較して生存率が高い傾向を示した (図29)o

c-erbB-2蛋白及びp-糖蛋白の陽性､陰性の各群について生存率にはほとんど差がなかっ

た (図31､図32)｡PTHRP陽性群は陰性群に比較して生存率が高い傾向を示した く図

33)0 Aneuploid群はaneuploidでない群に比較して生存率が低い傾向を示した (図34)0

【考察】

1.p53遺伝子およびp53蛋白について

骨肉腫においてp53蛋白の発現はすでにいくつかの報告がなされている｡上田らけ)に

よると18例の骨肉腫を2つの抗体で検討し､マウスモノクローナル抗体 (クローン:

pAb240) (Oncogene)では12例が陽性で陽性率は60%､またマウスモノクローナル

抗体 (クローン:PAb1801) (Novocastra)では7例が陽性で陽性率は37.5%であっ

たと報告している｡一方､和田山ら55)によると原発巣と肺転移巣を含む骨肉腫67例を

横討し､19例にp53蛋白の発現があり､陽性率は28.4%であったとしている｡抗体はマ

ウスモノクローナル抗体 (クローン:PAb421) (Oncogene)を使用している｡原発

巣と転移巣における陽性率はそれぞれ29.6%､190%であった｡また､同一症例で原発

巣と転移巣の両者を検討した症例は9例あり､その内1例は原発巣 ･転移巣ともにp53蛋

白が発現しており､8例は原発巣 ･転移巣ともにp53蛋白の発現はなかったとしている0

さらに､西川ら56)はポリクローナル抗体p53-CMl (Novocastra)にて35例の骨肉腫

を検討し､10例が陽性 (286%)であったと報告している｡

本研究では37例中9例 (243%)にp53生白の発現の所見があり､検体種類別での陽性
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率は原発巣生検例で162% (37例中6例陽性)､手術材料で17.6% (34例中6例陽性)､

転移巣切除検体で37.5% (8例中3例陽性)であった.

全症例に対するp53蛋白の発現の陽性率は24.3%で他の報告より若干低かった｡本研

究で使用したマウスモノクローナル抗体 (クローン:D0-7)はヒトp53蛋白のN末端

の35-45アミノ酸部位を認識し､野生型p53蛋白と変異型p53蛋白との両方を認識する｡

現在まで報告されている抗体とは認識部位が異なっており､抗体の検出感度も各抗体に

より多少異なる可能性がある｡そのため､各軸告により陽性率が多少異なっていると考

えられる｡本研究における検体種類別の陽性率は転移巣では生検､手術時の検体に比較

して高値であった｡和田山ら55)の結果では原発巣と転移巣における陽性率は原発巣の

方がより高く本研究の結果とは異なっている｡

次に同一症例において原発巣生検検体と転移巣切除検体とでp53蛋白の発現の有無を

比較をすると､原発巣と転移巣とではp53蛋白の免疫組織化学的活性は一致しているこ

とがわかった｡同一症例において原発巣と転移巣とを検索した8例の内､3例は原発巣､

転移巣ともに陽性であり､残りの5例は原発巣､転移巣ともに陰性であった｡即ち､

p53蛋白が発現している症例は原発巣､転移巣とも共通して陽性であり､p53蛋白が発

現していない症例は原発巣､転移巣とも共通して陰性であった｡この結果は和田山ら5)

の結果と一致した｡

しかし､同一症例において原発巣の生検検体と手術切除検体とでp53蛋白の発現の有

無を比較をすると､3例において生検時にp53蛋白発現がなく､手術時にはじめてp53

蛋白発現がみられた｡骨肉腫は生検後､化学療法を施行するので､生検から手術までの

期間は症例によっても多少異なるが､平均すると2ケ月前後である｡この期間に腫癌細

胞におけるp53蛋白の免疫組織化学的活性が変化した症例が3例あったということであ

る｡その理由として以下のようなことが考えられる｡(D生検から手術までの期間に自然

経過で点突然変異のような遺伝子異常がおこった｡②化学療法に抵抗性の腫癌細胞のみ

が生き残り､それらの細胞がp53蛋白を発現してきたo③検体採取の問題で生検におい

ては限られた組織しか採取されず､かならずLも腫癌の全体像を代表しているとはいえ

ない｡元々生検暗にすでにp53蛋白の発現があったのだが､p53蛋白が発現している腫

癌細胞は生検時に採取されていなかった､等の可能性が挙げられるO

骨肉腫の亜型別の比較ではp53蛋白の発現していた陽性例9例の内､8例が骨芽細胞型

で骨芽細胞型24例中8例 (333%)を占めていた｡線維芽細胞型と軟骨芽細胞型には陽
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性例はみられなかった｡和田山ら55)の報告によると骨芽細胞型41例中10例 (24.4%)､

軟骨芽細胞型15例中3例 (20.0%)にp53蛋白が陽性であり､線維芽細胞型は1例で陰性

であったとしている｡すべての骨芽細胞型におけるp53蛋白が発現する頻度は本研究で

得たデータの方がやや吉かった｡線維芽細胞型と軟骨芽細胞型については各々8例､2例

と症例数が少なく比較は難しいが､和田山ら55)の結果と本研究の結果とでは線維芽細

胞型骨肉腫ではp53蛋白の発現がなかった点で一致していた｡さらに､通常型骨肉腫に

おいて骨芽細胞型と骨芽細胞型以外の骨肉腫とに分けてp53蛋白の発現に統計学的有意

差があるか否かを検討したところ､p(005において有意差があることが明らかになった｡

すなわち､骨芽細胞型の骨肉腫は線維芽細胞型や軟骨芽細胞型の骨肉腫に比較して､

p53遺伝子の異常が関与する傾向があるということである｡近年､遺伝子工学の進歩に

より､様々な遺伝子を欠失させたマウスが作製され､遺伝子の機能が検索されているが､

p53遺伝子についても例外でなくp53遺伝子を欠失させたマウスがつくられ根索されて

いる｡そのマウスには胸腺リンパ腫､骨肉腫等様々な腫癌が自然発生することが知られ

ている｡Donehowerら57)と相沢ら58)のp53遺伝子を欠失させたマウスに生じた骨肉腫

は両者とも共通して比較的よく分化した骨芽細胞型の骨肉腫であったことは､本研究で

得られた結果､すなわち､p53遺伝子の異常が関与する骨肉腫は骨芽細胞型が多いとい

うことによく対応していると考えられる｡

組織学的悪性度の比較においてはいわゆる高悪性度 (Grade3.4)と低悪性度

(Grade1,2)に分けてp53の発現に有意差があるか否かを検討したところ､pく0.05に

おいて有意差がないことがわかった｡しかし､低悪性度の症例が5例と高悪性度に比し

て少ないため有意差がでにくい母集団であった｡但し､Gradelの症例1例ではp53蛋白

は陰性であった｡

骨肉腫に関してはp53蛋白が発現している場合とp53蛋白の発現がない場合があり､

p53蛋白が発現する骨肉腫では原発巣と転移巣とにおいてp53蛋白の発現は一致してい

た｡このことから骨肉腫に関してp53追伝子の異常は転移を促進する要因にはなってい

るとは考えにくい｡一般に骨肉腫が発見されるのはかなり腫癌が大きくなってからであ

り､発見時に既に骨外への浸潤がある場合もある｡骨肉腫はいわゆる早期癌の段階で検

索されることが稀であるのでp53遺伝子の異常がどの段階で生じるかは不明だが､比較

的腫窃発生の初期の段階でp53遺伝子の異常が生じることが示唆される｡一般にp53遺

伝子はいわゆる腫傷のprogreSS一〇｡に関与するとする朝告が多数ある59)60)｡それらの一
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つに漉胞性の悪性リンパ腫において､腰湯発生の後期段階にp53遺伝子の異常が生じる

とする報告がある61)｡事実､筆者が経験した漉胞性悪性リンパ腫の剖検例で､末期に

多数の臓器に浸潤して悪性度が強い増殖態度を示した症例があり､初期のリンパ節生検

と剖検時のリンパ節においてp53蛋白の検索をしたところ､生検時は陰性で､剖検時に

p53蛋白が発現していた｡このようにp53遺伝子に異常が生じると分化度が低 くなった

り､転移が促進されたり､臓器への浸潤が顕著になったりして､より悪性度の強い腫癌

になると考えられている｡しかし､骨肉腫に関しては本研究の結果からp53蛋白の発現

の有無と臨床病理学的事項や腫癌の悪性度との間には密接な関係に乏しいことが明らか

になった｡骨肉腫の発生及び進展においては､p53追伝子の異常の果たす役割は他の腫

癌で従来いわれてきた役割とは異なる可能性があることが示唆された0

2.bcト2遺伝子およびbcト2蛋白について

bcl-2(8-celllymphomaleukemla2)は多くのヒト劇 包性リンパ腫 (fomcuJar

lymphoma)にみられるt(1418) (q32q21)転座の転座点の近傍に位置する遺伝子

として発見された62).遺伝子の発現は比較的広い組織特異性を示し､リンパ系 (胸腺､

リンパ節)と神経系 (中枢および末梢神経)組織での発現が顕著である63)0

Hockenberyら64)はbcl-2蛋白は成体においてはprogrammedce"death (PCD) の

みられる組織に限局していると報告している｡また､LeBrunら65)はヒト胎児において

bc卜2蛋白をマウスモノクローナル抗体 (クローン:100)にて免疫組耗化学的に検索

しており､胎生期には種々の厳器にbcl-2蛋白が発現しており､bcl-2遺伝子は形態形成

に関与しているのではないかとしている｡胎児の筋骨格系に関しては骨細胞と軟骨膜に

bc卜2蛋白が発現していることがわかっている65)｡本研究で根索した範囲ではヒト胎児

では骨芽細胞､及び破骨細胞にはbcト2空白の免疫組織化学的活性はみられなかった｡

bcl-2遺伝子はt(14:18) (q32･q21)転座を有する悪性リンパ腫66)67)以外にも転座

のない腫癌でも関与していることが知られている47)｡癌においてもbcト2遺伝子が関与

するとする報告があり､例を挙げると前立腺癌68)､鼻咽頭癌69)､肺癌70)等である｡ま

た､swansonら7')はbcト2蛋白が神経系組織で発現があることより神経組織起源と考え

られているPNET (peripheralprfmitiveneuroectodermaltumor)においてbcl-2蛋白

を本研究で用いた抗体と同じマウスモノクローナル抗体 (クローン:124)で免疫組綴

化学的に検索し､PNET24例の内､17例が陽性例であり､陽性例では陰性例に比較して

予後が悪いとしている｡
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pezze‖aら70)によると､122例の肺癌例でマウスモノクローナル抗体 (クローン:

100)を用いて免疫組織化学的にbc卜2蛋白を検索した結果､25%の京平上皮癌､12%

の腺癌で発現があるとしている｡臨床病理学的検索によるとbc卜2蛋白陽性例は陰性例

に比較して予後がよいという結果を得ている｡Pezze=aらは､このことはbc卜2蛋白を

発現する腫務は増殖力が比較的弱いからではないかと考察している｡

bcト2遺伝子はアポ トーシスまたはPCDを回避する遺伝子であるといわれている72)73)｡

bcト2遺伝子を発現させた トランスジェニックマウスには初期にはBリンパ球の細胞寿命

延長による過形成がおこり､時間経過とともに悪性リンパ腫が生じてきたことから'4)､

bcl-2遺伝子は従来の癌遺伝子とは異なったタイプの"癌遺伝子"である可能性が想定

されている｡悪性リンパ腫以外の血液系悪性腫癌においてもbcト2遺伝子が関与するこ

とがわかっており､骨髄性白血病においてbcト2蛋白が高発現する場合は化学療法が効

きにくく､予後が悪いという軸告がある75㌦ Doleら76)は神経芽腫の培査細胞にbcJ-2

遺伝子を導入すると化学療法剤の投与に対して生じるDNAの崩壊が妨げられるという/〟

vjlroでの実験結果を報告している｡これはbcl-2蛋白が化学療法剤に対してその効果を

妨げることを意味しており､bcト2蛋白が発現している腫癌は化学療法が効きにくい可

能性がある｡

骨肉腫の腫癌発生 に関してbcl-2遺伝子が関与しているという軸告は現在までなく､

本研究においては一つは"癌遺伝子"の点から､もう一つは化学療法に対する耐性の点

から骨肉腫におけるbcト2蛋白の発現があるか否かについて検索した｡骨肉腫37例中6例

(16.2%)にbcl-2蛋白の発現があり､少ないながらも骨肉腫の腫癌発生にbcト2遺伝子

が関与 していることが示唆された｡骨肉腫生検時の椎体では37例中1例 (2.7%)のみに

陽性であったが化学療法後の転移巣の切除検体では8例中5例 (37.5%)に陽性となり､

pく0.05において統計学的に有意差があった｡この事実からbcト2蛋白は一部の骨肉腫の

腫癌発生 に関与しており､しかも､腫癌発生の後の方の段階すなわちprogressionに相

当する段階で関与していることが示唆される｡また､bcト2蛋白が化学療法後に高頻度

で発現していることから､bcト2蛋白が化学療法によって誘導される可能性と骨肉腫細

胞の中でbcト2蛋白を有している化学療法に抵抗性の腫癌細胞のクローンが生き延びた

可能性とが考えられる｡以上の様にbcト2遺伝子は悪性リンパ腫や上皮性悪性腫癌だけ

でなく､骨肉腫においても腫癌の発生と進展に関与しており､化学療法と関係があるこ

とが示唆された｡
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3.C-erbB-2遺伝子及びC-erbB-2蛋白について

C-erbB-2遺伝子はEGF (epidermalgrowthfactor) 受容体遺伝子に類似し､ヒトの

顎下腺の腺癌で増幅している遺伝子として兄いだされた77㌦ C-erbB-2蛋白はEGF受容

体と環似した構造をもつ受容体型チロシンキナーゼで､細胞外積域､細胞膜貫通領域､

細胞内領域の3つの ドメインからなる｡リガンドについては淡つかの朝告があるものの､

まだ確定されていない78)79)80)0C-erbB-2蛋白はリガンドと結合し細胞内情報伝達を介

して細胞の増殖機構に関与していると考えられており､現在盛んに研究されているが現

段階においてはその機能はいまだ不明である.しかし､乳癌81)胃癌82)等において

C-erbB-2遺伝子の増幅､発現､C-erbB-2蛋白の発現が朝告されている｡特に乳癌にお

いてはC-erbB-2遺伝子の増幅､発現､C-erbB-2蛋白の発現､血清中のC-erbB-2蛋白の

濃度と予後との関係も調べられており､C-erbB12蛋白が発現している症例は予後が悪い

ことが報告されている83)84)｡一方､非上皮性の腫軌 こおいてはC-erbB12遺伝子､

C-erbB-2蛋白に関する報告は少ない｡Dudaら川の朝告によると肉腫の37%にC-erbB-2

遺伝子の増幅があり､骨肉腫に関しては4例の骨肉腫の内1例にはC-erbB-2遺伝子の

mRNAに増幅がみられている｡

本研究では37例の骨肉腫において11例 (29.7%)にC-erbB-2蛋白の発現がみられた｡

しかし､骨肉腫細胞における免疫組織化学的活性は少数の腫癌細胞に限局しており､し

かも弱かった｡腫癌細胞におけるC-erbB-2蛋白の局在は主に細胞質内であった｡コント

ロールに用いた乳癌組織ではC-erbB-2蛋白が細胞膜に局在する場合と細胞膜にはっきり

とした局在を示さず細胞質にぴまん性に陽性となる場合があった｡本来C-erbB-2蛋白は

細胞膜に局在するはずだが､骨肉腫腫癌細胞におけるC-erbB-2蛋白の局在が細胞質内で

あった理由として､本研究で用いたマウスモノクローナル抗体 (クローン:CBll)は

C-erbB-2蛋白の細胞内領域を認識する抗体であるため､C-erbB-2蛋白の細胞内領域の

一部が細胞質内に遊離し､その部分が認識された可能性が考えられるO

一方骨肉腫組織内で腫癌細胞と混在する破骨細胞様多核巨細胞には腫癌細胞が陰性の

症例でもC-erbB-2蛋白の発現がみられた｡その局在は細胞膜と細胞質の辺縁部にみられ

たO

以上得られた結果から骨肉腫におけるC-erbB-2蛋白の関与をまとめると以下のことが

可能性として考えられる｡骨肉腫細胞の一部はC-erbB-2蛋白を有しており､腫癌細胞が

みずからC-erbB-2蛋白のリガンド様物質を放出し､autocrine､paracrineのループで自
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己の増殖に関与する｡また､腫癌細胞の放出するリガンド様物質はparacrine的に周囲

の破骨細胞様多核巨細胞の有するC-erbB-2蛋白に作用し､破骨細胞の分化や機能の活性

化に関与する｡破骨細胞が活性化されれば､骨吸収が生じ､腫癌細胞が浸潤､増殖しや

すい環境が形成される｡このように､C-erbB-2蛋白は骨肉腫の増殖､浸潤に関与してい

る可能性が考えられる｡

しかし､本研究において得られた結果からはC-erbB-2蛋白を有する骨肉腫と有さない

骨肉腫との間に組織亜型､組織学的悪性度などとの関連に統計学的に有意差はなく､

C-erbB-2蛋白を有する骨肉腫を特徴を明らかにすることはできなかった｡

今後C-erbB-2蛋白のリガンドが同定され､その局在がわかれば､骨肉腫における

C-erbB-2蛋白の働きが一層明確になると考えられる｡

4.p-糖蛋白について

化学療法前後でp-糖蛋白の発現がどのように変化するかをユーイング肉腫において検

索した朝告によると化学療法後にp-糖蛋白が高頻度に発現していた85)0本研究では化

学療法前後を比較するとp-糖蛋白の発現が化学療法後に増加する傾向はなかったoまた､

強力な化学療法後に生じた転移巣について検索したところ8例中1例にのみp-糖蛋白が

陽性であった｡原発巣と転移巣においての比較では原発巣に有意にp-糖蛋白が高頻度に

発現していた｡つまり骨肉腫ではp-糖蛋白を発現している症例は既に化学療法前に発現

しており､p-糖蛋白が化学療法に伴って誘導されてくる傾向はないことが明らかになっ

た｡

手術切除材料では化学療法後であることもあり､腫癌が壊死あるいは壊死後の線維化

を伴っていることが普通である｡本研究で根索した骨肉腫の内､手術切除材料で生きて

いる腫癌細胞が全くみいだせなかった症例は2例あった.この2例は共に生検時にp-糖

蛋白が陰性であり､化学療法が著効をしめした原因としてp-糖蛋白を介する薬剤耐性の

機序が働かなかった可能性が考えられる｡

本研究で骨肉腫におけるp-糖蛋白の局在は軟骨への分化を示す部位に高頻度で発現す

ることがわかった｡このことは幅広く骨 ･軟部腫癌でp-糖蛋白の発現をみた軸告でも確

認されている86)0-方軟骨芽細胞型の骨肉腫は化学療法が効きにくい傾向があること

が知られている｡その機序は明確になってはいないものの､生来軟骨組織には血管がな

いため､軟骨への分化を示す部位では薬剤の浸透性が悪く効果が緯にくいと推察されて

いる｡今回の検索でp-糖蛋白の局在が軟骨への分化を示す部位であったことは軟骨芽細
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胞型の骨肉腫に化学療法が効きにくいことの一つの裏付けになっていると考えられた｡

当院での骨肉腫に対する化学療法は主にアドリアマイシン､シスプラチン､メソトレ

キセート等を組み合わせて行っている｡p-糖蛋白は主にアドリアマイシンに対して作用

し､細胞外へ排出するポンプの機構を介して薬剤抵抗性を示すものと考えられている｡

p-糖蛋白の発現の有無が骨肉腫においてかならずLも予後と関連がなかったのは､ア ド

リアマイシン以外の薬剤の関与があるためと推察される｡骨肉腫においては､特にシス

プラチンが化学療法に必須の薬剤であり､今後はシスプラチンに対する耐性機構､たと

えばメタロチオネインやグルタチオン等の関与の棉索が必要であると思われる.

5.PTHRPについて

古くから悪性腰痛に随伴する高カルシウム血症が知られていたが､高カルシウム血症

の起因物質としてPTHRPが1987年に3つのグループによってほぼ同時に朝告されたq畑)

89)｡pTHRPは京平上皮癌､乳癌､成人T細胞白血病等広範囲の悪性腫癌で産生されるO

また､PTHRPは正常組織でも微量ながら広範囲の組鰍 こ分布していることがわかって

いる22)90)opTHRPは141アミノ酸からなるポリペプチドで､N夫側のPTHRP(1-34)は

pTHと相同性が高く､PTHと共通の受容体に結合し､骨吸収を促進する作用を示す｡ま

た､C末側のPTHRP(107-111)は骨吸収抑制作用を有することがわかっている9')｡

pTHRPは骨形成､骨吸収を規定するサイトカインとしての機能を有しているといえる｡

骨組総においてのPTHRPの機能を調べるために正常マウスとPTHRP遺伝子欠損マウ

スを用いて検索した報告によると､正常マウスではPTHRPmRNAとpTH/PTHRP受容

体mRNAは胎生期､成獣期ともに骨芽細胞､軟骨細胞に発現していた23)｡さらに､

pTHRP遺伝子欠損マウスでは軟骨細胞､骨芽細胞の分化､増殖が悪く骨組織発生の段

階で異常が生じた92㌦ このことから､PTHRPは胎生期､成獣期ともに軟骨細胞､骨芽

細胞の分化､増殖に関与する因子であることが示唆された｡ヒト胎児の骨組織に関して

はPTHRPが免疫組織化学的に骨芽細胞と破骨細胞の両者と肥大軟骨層の軟骨細胞層に

検出されたことから､ヒトにおいてもPTHRPは骨芽細胞､破骨細胞等骨形成､骨吸収

に関与する細胞の分化､増殖を担っている可SE性があると考えられる｡

広範囲の正常組織と腫蕩組織におけるPTHRPの免疫組織化学的､イムノブロッティン

グによる検索をした報告によると骨肉腫に関しては骨肉腫2例中2例にPTHRPが陽性で

あった22㌦ この朝告以夕日二は骨肉腫について詳細にPTHRPの棉索がなされた朝告はま

だない｡
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本研究では骨肉腫37例中､生検､手術材料､転移再発巣の少なくとも1病変において

pTHRPの免疫組織化学的活性があった症例は21例 (56.8%)であった｡これは少なく

とも骨肉腫の50%以上の例ににおいて腫癌細胞がpTHRPを産生していることを示唆す

るものと考えられる｡

もともとpTHRPは高カルシウム血症との関連において単離された蛋白であるが､高カ

ルシウム血症の如何にかかわらず､乳癌､肺の京平上皮癌等で産生されたり､また内分

泌臓器を含む広い範囲の正常組紙に分布していることが分かっている22)90)｡乳癌にお

いては骨転移との関係で検索されており､骨転移巣においては他の部位に比較して

pTHRPの発現が有意に高いとする朝告がある92畑)｡

しかし､骨肉腫の場合はPTHRPの免疫組織化学的活性の有無と骨肉腫の亜型､組織学

的悪性度 や､経時的変化 (生検検体と転移検体との比較)との間においては統計学的

な差異は認めらず､pTHRPが骨肉腫においてどのような機能を持つかについて明確な

結論は得られなかった｡可能性としては以下のことが考えられる｡①胎児骨組織では骨

芽細胞にPTHRPの活性があることより､骨芽細胞はPTHRPを産生し､autocrine的ある

いはparacrine的に骨芽細胞が有するPTH/PTHRP受容体を介して骨芽細胞の分化､増殖

を担っている可能性がある｡骨肉腫は骨芽細胞系統の細胞が腫蕩化したものと考えられ

るので､骨芽細胞が本来持っているPTHRP産生能を保持した骨肉腫とその機能を失活

した骨肉腫とが生じる｡つまり､分化度の比較的高い骨肉腫ではPTHRPの活性を残し

ており､より分化度の低い骨肉腫ではPTHRP産生はみられなくなる｡②さらに､

PTHRPは他のサイトカインと同様に受容体を介してその作用を発揮すると考えられて

おり､骨肉腫の腫癌細胞がpTHRPの受容体を有し､autocrineとして機能し､腫癌の増

殖に関与する可能性がある｡

近年､pTHRPは血中､尿中において定量ができるようになり､高カルシウム血症を伴

う悪性腫傷の場合には腫蕩マーカーとしての意味をもつようになってきた94)｡骨肉腫

の場合は従来腫傷マーカーとしてはアルカリフォスファターゼが用いられてきたが､将

来はPTHRPを腫癌マーカーとして位置づけることが可能ではないだろうか｡

6.イメージサイトメトリーとKi-67抗原について

DNAプロイディを根討する手法としてフローサイトメトリーと画像解析装置を用いる

イメージサイトメトリーがある｡フローサイトメトリーでは新鮮材料だけでなく､パラ

フィンブロックから細胞浮遊液を作製して､DNAプロイディを検索する方法も一般的に
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なってきている95)96)｡フローサイトメトリーとイメージサイトメトリーとにおいて比

較対照した報告によると両者の結果は87%の症例で一致したが､13%の症例ではDNA

Jndexが不一致であったとしている97)｡フローサイトメトリーとイメージサイトメトリー

ではそれぞれ異なった利点があるが､本研究において骨肉腫のDNAプロイディの検討に

イメージサイトメトリーを用いた理由としては以下のことが挙げられる｡①イメージサ

イトメトリーは比較的少数の検体で測定が可能である｡フローサイトメトリーでパラフィ

ンブロックから細胞浮遊液を作製するのには厚さ50pJTlの切片が3-5枚程度必要なのに

対して､イメ-ジサイトメトリーでは通常4-6pTlの切片1枚で充分である｡②イメージ

サイトメトリーは組織の形態を保持したまま測定ができる｡骨肉腫の腫癌組織は腫癌細

胞のほかに既存の血管内皮細胞､線維芽細胞､骨芽細胞､破骨細胞様多核巨細胞に加え

て豊富な間質､たとえば腫癌性の類骨､骨梁等の間質組織を含有するのが特徴である｡

イメージサイトメトリーでは腫癌細胞のみを限定して､測定することが可能であるので

より精度の高い結果が期待できる｡③肉腫組織では癌組織と違って細胞間の結合性がゆ

るく核間距離が離れており､核が相互に重なりあうことが少ないためイメージサイトメ

トリーの測定に適している｡

しかし､本来立体であるはずの核を断面で測定するため､誤差が生じやすく､測定の

精度を示す指標になるCV値はフローサイトメトリーに比較して悪い｡また､DNAの保

存状態が悪く､フォイルゲン染色で染色されない切片では測定ができない等の欠点もあ

る｡

本研究で測定が可能であった症例は37例中12例と全体の32.4%に過ぎなかったOまた､

CV値は8.33±0.57であった｡

検索した12例の内8例 (66.7%)がdiploidであった｡一方aneuploidは3例 (25%)に

すぎなかった｡検索しえた症例数が少なく､この結果が骨肉腫の全体像を示しているか

どうかは疑問だが､悪性腫癌である骨肉腫においてdlPloldが66.7%を占めたのは今まで

フローサイトメトリーでなされた報告とは異なっている｡たとえば､Bauerら38)による

と102例の骨肉腫中97例 (951%) がnondiploidでdlPloidは5例 (49%)のみという報

告がされている｡

本研究では骨肉腫の組織像の代表として化学療法前の生検組織を検索対象とした｡し

かし､骨肉腫においては腫癌組織中においてもその部分部分で組織像が異なっているこ

とが多々あり､生根組織がかならずLも腫癌の代表的な組織像を示しているとはいえな
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い｡さらに､同一腫蕩内でも､部分によってDNAプロイディバターンが違うことも報告

されており98)99)､本研究の結果が骨肉腫の全体像のDNAプロイディバターンを代表し

ているかどうかに疑問があるのは否定できない｡しかし､統計学的有意差はなかったも

のの組織学的悪性度別に分けて骨肉腫のDlを比較した場合､Grade3とGrade4では

Grade4の方がDlの平均値が高値であったことと､原発巣と転移巣の比較において､転

移巣の方がD卜値が高値であったことは今後の症例の蓄積如何では重要な意味をもつ可能

性があると考えられる｡

腫癌細胞が細胞周期のどの周期にあるのか､つまり細胞回転途上にあるかあるいはG｡
期 (restingphase)にあるか検索する一つの手法として免疫組級化学的にKi-67抗原を

積出する方法がある｡Ki-67抗原はGD9月以外のG1期､S期､G2期､M期の細胞に棉出さ

れるため､Kト67抗原陽性率の高い腫癌はより増殖力が強く､悪性度が高いと考えられ

ている｡本研究で用いた抗体 (Mlb-1)はホルマリン固定パラフィン包埋切片でKi-67

抗原を検出できる抗体であるのでレトロスペクテイブな根索が可能である｡本研究で検

索しえた症例は9例でKj-67抗原陽性率は各6.1%から328%の範囲であった｡陽性率と組

織学的悪性度､DNAプロイディパターンとの間に特徴的な傾向はなかった.検索した

11例中2例はKi-67抗原陽性細胞が全く検出されず､おそらくホルマIJン固定､脱灰の

影響を受けKト67抗原の抗原性が失活したものと考えられる｡このようにKi-67抗原は切

片の条件の違いにより多少影響を受けるので､今後の検索には同一条件下の検索が望ま

れる｡

7.骨肉腫の予後について

骨肉腫の予後を規定する国子として確立されたものはまだない叫｡経験的には肺等の

諸臓器に遠隔転移を生じると生存率は急激に低下することがわかっている｡今回の

Kaplan-Meier法による生存率の検討によるとbcl12蛋白を発現している骨肉腫は発現し

ていない骨肉腫に比較して有意に生存率が低いことが明らかになった｡bcト2遺伝子は

血液系の悪性腫癌において化学療法の抵抗性と関連づけてとらえられている75㌦ 骨肉

腫においても化学療法前よりも化学療法後にbcト2蛋白が発現する頻度が高く､化学療

法に伴ってbcl-2蛋白が発現してくることが推測されるobcJ-2蛋白を発現した症例の生

存率が低かった事実はbcト2蛋白を発現した症例が化学療法に抵抗性であり､腫癌の増

殖を押さえ切れず予後不良の経過をたどったと考えることができる｡一方､p53蛋白に

ついては統計学的に有意差はなかったものの陽性群は陰性群に比較して生存率が高値の

-37 -



傾向を示した｡つまりp53蛋白を発現する骨肉腫は予後がよいことを意味する｡この結

果は従来の報告とは異なっている｡組織学的亜型との比較でも明らかになった様にp53

蛋白を発現する骨肉腫は腫癌性の類骨形成の明瞭な骨芽細胞型が多い傾向があった｡骨

肉腫についてはp53蛋白の発現の意味づけは従来､他の固形腫癌等で考えられてきたも

のとは異なっており､p53空白の発現の有無は腫癌の悪性度や､予後との関連としてで

はなく､むしろ分化度すなわち腫癌細胞の頬骨形成と密接な関連をもつと考えられる｡

また､PTHRPについては統計学的に有意差はなかったものの陽性群は陰性群に比較し

て生存率が高い傾向を示した｡この事実はPTHRP陽性の骨肉腫が骨芽細胞の本来の形

質を保持している比較的分化度が高い骨肉腫であることに対応していると考えられる｡

組織学的悪性度並びにDNAプロイディと予後との関係については､推測されたように高

悪性度群及び､aneuploid群の方が生存率が低値であった｡しかし統計学的有意差はな

かったが､これは母集団の症例数が少なかったことも関与していると考えられる｡DNA

プロイディについては今後の症例の蓄積が重要で､予後を規定する因子になる可能性が

あると考えられる｡腫傷の大きさ､C-erbB12蛋白の発現の有無については生存率の相違

はほとんどみられなかった｡以上のことから骨肉腫の予後を規定する因子としては

bcト2蛋白の発現の有無とDNAプロイディパターンが重要と考えられ､今後の症例の蓄

積が必要と思われる｡

8.澱骨骨腫と骨巨細胞腫について

骨肉腫と対比させる意味で良性骨腫癌の中で､骨芽細胞系の類骨骨腫と破骨細胞系の

腫務と考えられている骨巨細胞腫について検索した｡一般に良性圧痕の発生においては

癌遺伝子あるいは癌抑制遺伝子が関与することは稀である｡類骨骨腫においては､p53

蛋白､bcト2蛋白､C-erbB-2蛋白とも5例全例で発現がみられなかったo類骨骨腫では骨

肉腫と異なり､このような遺伝子異常は腫癌発生に関与していないことが示されたと考

えられる｡また､PTHRPについては5例中4例 (80%)とかなり高率に陽性であったO

正常の骨芽細胞においてもPTHRPは免疫組紙化学的活性があることから､PTHRPは骨

芽細胞系の腫癌の分化の指標になり得ると考えられる｡

一方､骨巨細胞腫についてはp53蛋白､bcl-2蛋白､pTHRPは5例全例でその免疫組織

化学的活性はみられなかったが､C-erbB-2蛋白については5例中2例 (40%)に発現が

みられた｡骨巨細胞腫ではp53遺伝子とbcト2遺伝子は腫癌発生に無関係であることが

示されたが､C-erbB-2遺伝子については何らかの関与があることが示唆されたと考えら
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れる｡骨巨細胞腫の組織発生について現在まで明確な結論は得 られておらず､骨巨細胞

腫の多核巨細胞がC-erbB12蛋白を有 していた事実は､骨巨細胞腫で出現する多核巨細胞

が破骨細胞系の形質をもっていることを示唆 しており､この事実は骨巨細胞腫の組織発

において重要な意味をもつと考えられる｡

9.免疫組織化学の信頼性について

免疫組総化学は組織内の抗原の分布や局在を抗原-抗体反応を利用 して検出する手法

で､現在ではその技術が開発された当時に比較するとはるかに安定 した結果を得ること

ができるようになった｡そのため現在では免疫組総化学は日常の病理組織診断学におい

ても幅広 く応用されている｡その理由はは①遺伝子工学の進歩により特異度の高いモノ

クローナル抗体の作製が可能になった｡②抗原-抗体反応を増幅するシステムが改良さ

れ (アビジンービオチン法(ABC法)､ス トレプ トアビジンービオチン法(sAB法)等)､よ

り鋭敏度の高い検出が可能になった｡③マイクロウエーブ等を用いた抗原の賦活化を行

うことにより､鋭敏度の高い検出が可能になった､等の理由による｡

免疫組織化学的検索で得られた結果を評価するときに重要なことは､用いた抗体が正

しく目的とする抗原を認識 しているかどうかを確認することである｡具体的には本来あ

るべき抗原をもつ組払 (陽性コントロ-ル)と検索 しようとする組絞とを同一過程で染

色し､本来ある抗原に反応 し､抗原のない部位に反応 しないことを確認する｡また､免

疫組紙化学の過程で非特異的な反応を生じていないことを確認するため､抗体の代わり

に一次抗体を作製 した動物種の血清と反応させた陰性コン トロール標本も同時に染色す

る必要がある｡以上の様な過程を経たうえではじめて免疫組織化学の結果を正 しく評価

できる｡

本研究で用いた抗体の抗原認識の組織分布はあらかじめ報告されている結果と相違は

なかった｡また､陰性コン トロール標本においても非特異反応はみられず､本研究で用

いた免疫組絞化学的検索はより信頼度が高いと考えられた｡

【まとめ】

骨肉腫37症例81椎体､類骨骨腫5例5検体､骨巨細胞腫5例5検体を対象として癌関連

遺伝子の遺伝子産物であるp53蛋白､bcト2蛋白､C-erbB-2蛋白及びp-糖蛋白と骨代謝
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に関与するサイ トカインと考えられるPTHRPを免疫組続化学的に検索した｡骨肉腫に

ついてはイメージサイトメトリーによるDNAプロイディバターンの検索を加え､得られ

た結果と臨床及び病理学的事項とを比較対照し､以下の結論を得た｡

(1)通常型骨肉腫の中でp53蛋白は骨芽細胞型の骨肉腫に発現する頻度が有意に高かっ

た｡この事実より骨肉腫においてはp53空白は腫癌性類骨の形成能と関連性があると考

えられた｡また､p53蛋白を発現している骨肉腫はp53蛋白の発現のない骨肉腫より累

概生存率が吉かったことから､骨肉腫においてはp53蛋白の発現は悪性度や､予後と逆

の相関を示すと考えられた｡骨肉腫の同一症例においてはp53蛋白の発現は原発巣と転

移巣で不変であった｡従って一般にp53蛋白の異常は腫癌発生の比較的後期に生じると

考えられているが､骨肉腫においてはp53蛋白の異常は比較的初期に生じているのでは

ないがと考えられる｡

(2)bcl-2蛋白は少数例の骨肉腫において発現があり､しかもbcト2蛋白は原発巣よりも

転移巣に発現する頻度が有意に高かった｡また､bcト2蛋白を発現している骨肉腫は

bcト2蛋白の発現のない骨肉腫より累積生存率が有意に低かった｡この事実はbcト2蛋白

が化学療法と関連があり､bcl-2蛋白が発現する腫癌は化学療法に抵抗性をもつように

なり､予後が悪くなると考えられた｡bcト2蛋白の発現の有無は骨肉腫の悪性度､予後

の指標になりうると考えられた｡

(3)C-erbB-2蛋白は少数例の骨肉腫細胞と腫癌組織内に出現するほとんどすべての破骨

細胞様の多核巨細胞に発現があった｡C-erbB-2蛋白は骨肉腫の腫癌発生あるいは増殖に

関連がある可能性が考えられた｡また､骨肉腫組紙内に腫癌細胞と混在する破骨細胞様

の多核巨細胞がC-erbB-2蛋白を発現していることから､C-erbB12蛋白を介 した細胞間

の相互作用があり､それが腫癌の増殖､浸潤に関与している可能性が考えられた｡一方

骨巨細月別重においては多数の多核巨細胞と一部間質細胞にC-erbB-2蛋白が発現していた｡

このことから骨巨細胞腫においてもC-erbB-2蛋白を介 した細胞間の相互作用があり､そ

れが腫癌の発生､増殖に関与 している可能性が考えられた｡

(4)p-糖蛋白は骨肉腫において軟骨への分化を示す部位に高頻度に発現 していた｡軟骨

芽刷 包型の骨肉腫が化学療法の効果を得にくいことと関連があると考えられた｡p-糖蛋

白の発現は化学療法に伴って発現が増加する傾向はなく､予後との相関もみられなかっ

た｡骨肉腫においてはp-糖蛋白だけでなく他の薬剤耐性の機序が関与している可能性が

あると思われた｡
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(5)pTHRPは約半数の骨肉腫と多くの類骨骨腫に発現していた｡PTHRPは胎児期の骨

形成に重要な役割をもっていると考えられてか )､胎児期の骨芽細胞及び破骨細胞に発

現がみられることから､骨肉腫においてはPTHRP発現の有無は骨芽細胞の形質の保持､

つまり分化の指標としてとらえることができると考えられた｡この考えはPTHRPを発

現する骨肉腫はPTHRPを発現しない骨肉腫に比較して累積生存率が高い傾向があった

ことからも支持される｡

(6)イメージサイトメトリーによるDNAプロイディバターンの検討では12例の骨肉腫の

67%がdiploidを示し､aneuploidを示した骨肉腫は25%にすぎなかった｡Aneuploidを

示した骨肉腫はaneuploidでない骨肉腫に比較して累積生存率が低い傾向を有したが統

計学的有意差はなかったo今後症例を蓄積しaneuploidと骨肉腫の予後との関係を更に

検討する必要があると考えられた｡
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表 1.骨肉腫の年齢､性別､部位､組織亜型､組織学的悪性度

年齢 性別 部位 亜分類 組織学的悪性度

13 F Tibia Osteoblastic 3

13 F Tibia Fjbroblastic 3

26 M PubicBone Fibroblastic 2

12 F Humerus OsteobtastiC 3

14 M Tibia Osteoblastic 3

15 M Femur OsteobJastic 3

17 F Femur Fibroblastjc 2

17 M Humerus OsteoblastiC 4

17 M RIb Osteoblastic 4

17 F Humerus OsteoblastiC 3

21 F Femur ChondroblastiC 3

11 M Femur Osteoblastic 4

15 M Femur OsteoblastlC 4

17 M Femur Flbroblastic 4

14 F Tibia Fibroblastic 1

19 F Femur TelangleCtatiC 4

22 M Femur Osteoblastic 3

15 M Fibula Osteoblastic 3

7 M Femur Osteoblastic 3

18 M Humerus OsteoblastiC 4

15 M lliacBone Chondroblastic 3

16 M Femur OsteobJastic 4

18 M Humerus OsteoblastiC 3

32 M Femur Osteoblastic 4

14 M Tibia Osteoblastic 3

12 F Femur FibroblastlC 3

17 M Femur Fibrob】astic 3

12 F Tibia Fibroblastic 3

14 M Femur Osteoblastic 4

43 M Femur Osteoblastic 3

13 F Tlbla Osteoblastic 3

18 M Femur Osteoblastic 4

19 M Femur Osteoblastic 3

15 F Humerus Fibrob】astic 3

42 M Femu｢ Osteoblastic 2

31 M Humerus OsteobTastjC 3

16 M Femur Parostea1 2





病理番号 年齢 性別 部位

872617 24 F Verteb｢a

873052 19 F CervicalSpine

876730 26 M RightFinger

881098 28 M Verlebra

890344 23 M Vertebra





/







+++



表 10.骨肉腫､p53蛋白陽性例のまとめ

組織学的亜型組擁学的悪性度生模検体 (原発)手術横体 (原発) 転移巣

(陽性細胞率 ;画像解析により算出)

OsteobJastic 3

0SteoblastiC 4

0SteoblastlC 3 +

(ND)

Osteoblastic 4 十十

(28.3%)

Osteoblastic 3 +++

(678%)

Osteoblastic 3 ++

(366%)

Osteoblastic 2 ++

(38.6%)

Osteoblastic 3 +

(4.4%)

Parosteal 2

+

(ND)
+

(ND)

十+

(ll.3%)

++ /

(39.6%)

+

(8･3%)

++ /

(ll.3%)

+++ +

(94.8%) (5.7%)

++ /

(167%)

(-:陽性細胞数0%､+:陽性細胞教0-10%､十十:陽性細胞数10150%､+++:陽性細胞敷50%以上､

ND:notdone､/:横体なし)



表 11.骨肉腫､bcト2蛋白陽性例のまとめ

組織学的亜型

OsteobJastic 4 +

Osteoblastic 3

0SteoblastiC 4

0SteoblastiC 3

Fibroblastic 3

0SteoblastiC 3

+

+十

十+ ++

+

++ /
+

(-:陽性細胞敷0%､+:陽性細胞数0-10%､++･陽性細胞数10150%､十十+:陽性細

胞数50%以上､/ ･横体なし)

表 12.骨肉腫､C-erbB-2蛋白陽性例のまとめ

組織学 的亜型 組織学的悪性度生横積体(原発巣)手術積体(原発巣)転移巣

Osteoblas tic 4

Fib roblastic 4

0SteoblastiC 4

0steoblastic 4

0SteoblastiC 4

0SteoblastiC 3

0SteoblastiC 3

0SteoblastiC 2

0SteoblastiC 3

Periosteal 2

十

+

+

l

-

l
十

十

+

十

I
+

+

+

H

/

.
/

.
/

.
/

/

十 十

十 /

(-.陽性細胞致0%､+:陽性細胞 敦0110%､++ 陽性細胞敷10150%､十十十:陽性細
胞数50%以上､/ 検体なし)



表 13.p-糖蛋白 (多剤耐性遺伝子産物)陽性例のまとめ

組織学的亜型 組織学的悪性度生検検体(原発巣) 手術横体(原発巣)

OsteobZastic 3 + ++

FibroblastIC 2

0steoblastic 3

0SteoblastiC 4

0SteoblastlC 4

ChondroblastlC 3

0SteoblastiC 4

0SteoblastiC 4

Fibroblastic 1

Telangiectatic 4

0SteoblastiC 3

0SteoblastjC 3

0steoblastic 4

Chondroblastic 3

0SteoblastiC 4

0SteoblastiC 3

0SteoblastiC 4

0SteoblastiC 3

Fibroblastic 3

FibrobJastic 3

Fibroblastic 3

0SteoblastiC 4

0SteoblastiC 3

0SteoblastiC 3

0SteoblastlC 4

･
二

･

二

…

‥

…

I

∴

.

+

二

･

二

･

OsteoblastlC 3 +++

OsteoblastlC 2 +++

Osteoblastic 3 ND

Parosteal 2 ++

十

‥

∴

十

…

/

㍗

-
十

‥

∵

∵

,
二

十

(-:陽性細胞数0%､+:陽性細胞敷0-10%､十十.陽性細胞数10-50%､

+++:陽性細胞敷50%以上､ND:notdone､/ .棉体なし)



表 14.骨肉腫､pTHRP陽性例のまとめ

組綴学的亜型 体(原発巣) 手術

Osteoblastic 3 +

Flb｢oblastic 3 十十十

OsteoblastlC 3 +++

FIbroblastlC 2 +++

Osteoblastic 4 +

OsteobIastic 3 ++

Chondroblastic 3 ++

Fibroblastic l 十十

〇SteoblastiC 3 +十

Chondrob】astic 3 +十十

〇SteoblastiC 3 ++

Osteoblastic 4 十十十

〇SteoblastiC 3 +

Flbroblastic 3

0SteoblastiC 4

0SteobJastrC 3

0SteoblastiC 4

FlbroblastlC 3

0SteobZastiC 2

0SteoblastiC 3

Pa｢ostea1 2

ー

H

･

I

+

+十

十十十

十十

ND

･
/

+

-

+

什

+十十 +++

++ /

(-:陽 性細胞数0%､+.陽性細胞数0-10%､++:陽性細胞数 1 0 -50%､+++:陽性細胞数

50%以上､ND.notdone､/:横体なし)





表 17.骨肉腫､イメージサイ トメ トリーとKi-67免疫染色の結果

根体種類 粗放亜型 組織学的 細胞数 cv値 DNA Ploidy Ki-67陽性率 p53免疫染色

悪性度 INDEX pattern

原発 osteoblastlC G4 158

原発 OsteoblastlC G4 151

原発 Flbroblastic G4 168

転移 osteoblastic G4 154

原発 Osteoblastic G4 154

転移 osteoblastic G4 155

原発 FibroblastlC G3 161

転移 FibrobtastIC G3 152

原発 OsteoblastlC G4 152

転移 osteoblastJC G3 154

原発 osteoblastic G4 154

7.68 0.98 Diploid 22.4% -

7.91 1.29 Aneuproid

9.10 0.95 DiploJd 10.5% -

8.38 1.86 Aneuplojd 11.5% -

9.35 152 Tetraploid 129% -

8.29 1.65 Aneuploid 7.3% +
8.24 104 DIPJoid 6.1% -

8.18 0.96 DIPloid 9,0% -
767 1,03 Diploid

8.86 0.97 Diploid 32.8% +

8.68 093 DipEoid 120% -

原発 osteoblastlC G3 152 766 098 Diploid ND +
(+:陽性､一:陽性細胞なし､ND:notdone)



表 18-1.骨肉腫結果のまとめ

症例番号 組織亜型 組冶学的悪性度 免疫染色結果 (生検/手術/転移) 化学療法

p53蛋白 bcl-2蛋白 C-erbB12蛋白 p-糖蛋白 pTHRP

1 0SteoblastiC 3 1/-/N

2 Flbroblastic 3 1/-/N

3 FlbroblastlC 2 -/-/N

4 0SteobtastlC 3 -/-/N

5 0SteoblastiC 3 1/-/N

6 0SteoblastlC 3 -/N/N

7 FibrobEastic 2 -/N/N

8 0SteoblastlC 4 -/-/N

9 0SteoblastiC 4 -/-/-

10 0SteoblastLC 3 -/+/I

11 ChondroblastlC 3 -/-/N

12 0SteoblastlC

13 0SteoblastlC

14 Flbroblastic

15 Flbroblastic

16 TelangleCtatic

17 0SteoblasttC

18 0steoblastic

19 0SteobEastlC

20 0steoblastlC

4 -/-/N

4 -/+/N

4 1/-/N

1 -/-/N

4 -/-/N

3 +/-/N

3 1/-/N

3 -/-/N

4 -/-/-

I/-/N +/-/N 十/十十/N +/++/N

-/-/N -/-/N -/-/N +++/+++/N

-/-/N -/-/N -/+/N r/-/N

-/-/N -/-/N イー/N +++/++/N

-/-/N -/-/N ++/+/N -/-/N

-/N/N -ノN/N -/N/N -/N/N

-/N/N -/N/N -/N/N +++/N/N

-/-/N -/-/N +/-/N +/-/N

+/-/十 十/-/一 十/-/- イ｢/-

-/++/1 -/-/- 1/-/- ++/-/+

-/-/N -/-/N ++/-/N ++/-/N

-/-/N -/-/N +/-/N -/-/N

-/-/N -/-/N +++/1/N -/-/N

-/-/N +/+/N -/-/N -/-/N

-/-/N -/-/N -/+/N ++/-/N

-/-/N -/-/N -/+/N -/-/N

-/-/N -/-/N +++/十十+/N -/-/N

-/-/N -/-/N ++/+/N ++/-/N

-/-/N -/-/N -/-/N -/-/N

-/-/- -/+/一 一/+++/一 一/-/-

MTX.ADR局所潅流

MTX大量療法､(ADR+MMC)局所潅流

MTX,(ADR+MMC)局所潅流

MTX,(ADR+MMC)局所潅流

MTX大量療法.ADR

MTX.(ADR+MMC+CDP)局所潅流

MTX,(ADR+MMC)局所潅流,cDP動注

CDP

CDP

MTX.CDP

cDP動注,CDP

(VCR+MTX)x2.(ADR+MMC)局所潅流cDP

CDP動注.MTX大量療法,(ADR+MMC)局所潅流

MTX大量療法,CDP.ADR

MTX.(ADR+MMC)局所潅流.CDP.ADR

MTX大量療法,CDP.VCR

CDP,CDP局所潅流.MTX

cDP動注.CDP,CDP局所潅流

cDP動注.cDP局所潅流

CDP動注,MTX.VCR

(一･陽性細胞数0%､+:陽性細胞数0-10%､++.陽性細胞教10-50%､+++.陽性細胞数50%以上､N notdone)

(MTX-Methotrexate.ADR=AdrlaCln,MMC=MltOmyCln,CDP=Cisplatn.VCR-Oncobin､薬剤名のみは静注)



表 18-2.骨肉腫の結果のまとめ

症例番号 組絵亜型 組曲学的悪性度 免疫染色結果 (生検/手術/竜移) 化学療法

p53蛋白 bcl-2蛋白 C-erbB-2蛋白 p-糖蛋白 PTHRP

21 Chondroblastic 3 -/N/N -/N/N -/N/N

22 0SteoblastlC

23 0SteoblastlC

24 0SteobLastIC

25 0SteoblastlC

26 FlbroblastlC

27 FlbroblastlC

28 Flbroblastic

29 0SteoblastlC

30 0SteoblastlC

31 0SteoblastiC

32 0SteoblastlC

33 0SteobEastiC

34 FlbroblastIC

35 0steoblast】C

36 0SteoblastlC

37 Parosteal

4 -/-/N -/-/N -/+/N

3 -/-/N -/-/N -/+/N

4 ++/-/十十 一/++/++ -/++/-

3 -/-/- 1/-/+ -/-/-

3 -/イN -/++/N -/-/N

3 1/-/1 -/-/- -/-/-

3 -/-/N -/-/N -/-/N

4 -/-/N -/-/N -/-/N

3 十+十/++/N -/-/N +/-/N

3 ++/-/+ -/-/+ +/-/-

4 -/-/N -/-/N -/-/N

3 -/-/N -/-/N -/-/N

3 -/-/N -/-/N -/-/N

2 ++/++/N -/-/N +/-/N

3 +/+++/+ -/-/- +/+/+

2 -/++/N -/-/N -/+/N

+++ノN/N +++/NノN

+++/+/N -/-/N

+/+/N ++/+/N

+/-/- +++/-/+

+/+++/一 十/+/+++

+/-/N -/-/N

-/+/1 -/++/-

+/++/N -/-/N

+/+/N ++/-/N

-/十十/N -/-/N

-/+/- 1/-/+

-/+++/N -/+++/N

+++/+十+/N -/-/N

r/一/N -/十/N

+++/-/N ++/+/N

N/-/+ +/+十十/十十+

++/+/N -/++/N

CDP,MTX,ADR

CDP動注,(CDP+MMC)局所潅流

CDP勤注,MTX

CDP動注.cDP局所潅流,MTX

CDP,MTX.CDP局所潅流

CDP,MTX,ADR

MTX.CDP動注,ADR動注

MTX,CDP動注.ADR動注

CDP動注.テラルビシン動注.MTX

cDP動注.テラルビシン動注,MTX

COP.MTX

MTX.CDP動注,ADR動注

MTX.(ADR+MMC)局所潅流

CDP.MTX,ADR

CDP動注

CDP.MTX

ADR動注.cDP動注

(-:陽性細胞数0%､+･陽性細胞数0-10%､++.陽性細胞敷10-50%､+++,陽性細胞数50%以上､N･notdone)

(MTX=Methotrexate.ADR-AdrlaCIn,MMC=MItOmyCIn.CDP-Cisplatin,VCR=Oncobin.薬剤名のみは静注)



図 1.骨肉腫症例の性別､年齢分布､発生部位
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図4. 骨肉腫､Gradel､FibroblastlC､HE染色 (x80)

腰痛細胞間には細いレース状の頬骨の形成があるO腫癌細

胞の異型性はごく軽度である｡
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骨肉腫､Grade2､Fibroblastic､HE染色 (x80)

腫癌細胞の細胞密度がやや高い.腫癌細胞の異型性は軽度

である｡



図 6. 骨肉腫､Grade3､〇steoblastic､HE染色 (x80)

腫蕩細胞間にはレース状の頬骨の形成があり､少数の石灰

化を伴う｡細胞密度が高く､核分裂像が少数散見される｡
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図 7. 骨肉腫､Grade3､Chondroblastic､HE染色 (x80)
腫癌細胞は軟骨への分化を示している｡石灰化を伴う｡
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図 10a. 大腸癌､HE染色､ (x80)

乳頭状に増殖する高分化型腺癌｡
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図10b. 大腸癌､抗p53蛋白免疫染色､ (xlOO)

ほとんどの腫癌細胞の核に陽性である｡ (抗p53蛋白免疫

染色陽性コントロール)
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図11a. 骨肉腫 ､HE染色 (x80)

Grade3､〇steoblastic
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図 11b. 骨肉腫､抗p53蛋白免疫染色､ (x80)

多くの腫癌細胞の核にp53蛋白が陽性｡血管内皮細胞は陰

性｡画像解析による陽性率 (陽性細胞数/腫癌細胞の比)

は678%である｡



図 12a. 骨肉腫 ､HE染色 (x80)
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図 12b. 骨肉腫､抗p53蛋白免疫染色､ (x80)

p53蛋白陽性細胞がまばらにみられる｡画像解析による陽

性率は39.6%である｡
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図13a. 漉胞型悪性リンパ腫､HE染色､ (x160)

写実右上方は涯中心である｡
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図 13b. 油胞型悪性 リンパ腫､抗bcI12蛋白免疫染色､ (x160)

多数の腫癌細胞の核膜および細胞質にbcト2蛋白陽性o

(抗bcl-2蛋白免疫染色陽性コントロール)
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図14a. 骨肉腫 ､HE染色 (x160)

Grade3､〇steoblastic､類骨の形成があり､小さな石灰

化巣を伴っている｡
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図 14b. 骨肉腫､抗bcト2蛋白免疫染色､ (x160)

-部の腫癌細胞の細胞質に陽性.



.
-I
l
h
.

,.･,

･
fj1
-LJレ
ー
･､
..

el_
一

A-I

･
･･
I

.

-

;

I
.

..･L

...

′
｣

一

ノ
′

一
′
し

i
-JLI

f

ノ

rr

■,｡′

･

一

/

･_

′
■

I/ ー㌻

･■J薄
(

二JI-.,∴

t
L √

ノー
.
1
叫

J.I■
S
.(,

∫･一

ヽ
.
｣い
.

r

l
＼

l

t
.レ

I -ヽ - 1ヽ I

･'∴ 圭 ': :.･-:==･-"lL･-∴ :_:._こ

-~~-l一ヽ.I

Ill

fL
t
㍗

;
;
.･･..･._
'

.
I
'

I
_I

l

～

･'
-
_t･

'-..

図15a. 乳癌､HE染色､ (x50)

浸潤性乳管癌 (乳頭腺管癌)の乳管内癌巣｡

図 15b. 乳癌､抗C-erbB-2蛋白免疫染色､ (x50)

腫癌細胞の細胞膜に限局 してC-erbB-2蛋白が陽性｡

(抗C-erbB-2蛋白免疫染色､陽性コントロール)
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図16a. 骨肉腫 ､HE染色 (x160)
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図16b. 骨肉腫､抗C-erbB-2蛋白免疫染色､ (x160)

一部の腫癌細胞の細胞質にC-erbB-2蛋白陽性C
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図17a.
正常副腎皮質HE染色(x80)
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図17b. 副腎皮質 p-糖蛋白免疫染色 (x80)

p-糖蛋白は副腎皮質細胞の細胞膜に局在 しているO
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図18a. 骨肉腫､Grade4､〇steoblastic､HE染色 (x80)

腫蕩組織内には島状に軟骨への分化を示すところが散在

する｡
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図18b. 骨肉腫､p-糖蛋白免疫染色 (x80)

軟骨への分化を示す腫癌細胞の捌 包膜に一致 してp-糖蛋

白陽性｡その他の腫癌細胞にはp-糖蛋白の発現はない｡



図 19a. 僻臓ランゲルハンス島､HE染色､ (x80)
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図 19b. 牌臓ランゲルハンス島､抗pTHRP免疫染色､ (x80)

ランゲルハンス島の細胞の細胞質にPTHRP陽性｡

(抗pTHRP免疫染色､陽性コントロール)
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図20a. 骨肉腫 ､HE染色 (x80)

Osteoblastic､Grade3､腫癌性類骨の形成がみられる｡
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図20b. 骨肉腫､抗pTHRP免疫染色､ (x80)

腫癌細胞の細胞質にPTHRP陽性｡
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図21a. 類骨骨腫､HE染色､ (x80)

腫癌細胞間には豊富な不規則な類骨の形成がみられる｡腫

癌細胞には異型性はみられないO
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図21b. 類骨骨腫､抗pTHRP免疫染色､ (x80)

大部分の腫癌細胞と破骨細胞様多核巨細胞の細胞質に

pTHRPが陽性｡
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図22a. 骨巨細胞腫､HE染色､ (x160)

紡錘形の単核細胞と多核細胞とが混在 して増殖している｡
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図22b
,
骨巨細胞腫
､
抗C-erbB-2
蛋白免疫染色
､
(x160)

多核巨細胞と少数の単核細胞の細胞質にC-erbB-2蛋
白が

陽性
｡
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図23a. 17週ヒト胎児大腿骨､HE染色､ (x80)
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図 23b. 17過ヒト胎児大腿骨､pTHRP染色､ (x80)

骨芽細胞､破骨細胞ともに陽性｡
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図23C. 17退ヒト胎児大腿骨､C-erbB-2蛋白免疫染色､ (x80)

一部の骨芽細胞と破骨細胞に陽性｡
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図 23d. 17週ヒト胎児大腿骨､bcト2蛋白免疫染色､ (x80)

骨芽細胞､破骨細胞とも陰性o



図 24a. 骨肉腫､ (症例20)､FeuIgen染色､ (x80)
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図24b. 骨肉腫､ (症例20)､ヒス トグラム､Dl-1.86

多数のピークがみられ､aneuploidpatternを示している｡
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図 25b. 骨肉腫､ (症例24)､ヒス トグラム､Dl-1.65

多数のピークがみられ､aneup)oidpatternを示 しているo



図 26a. 骨肉腫､ (症例36)､Feulgen染色､ (x80)

(症例 36)
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図 26b. 骨肉腫､ (症例36)､ヒス トグラム､Dl=0.98

2倍体の部位に一つのピークがみられ､diploidpatternを

示している｡
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図29･Kaplan-Meier生存曲線 (p53蛋白)
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図 30.Kaptan-Meier生 存 曲線 (tx:I-2蛋白)
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図3l.Kaplan-Meier生存曲線 (C-erbBl2蛋白)
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図32. Kaplan-Meier生存曲線 (p-糖蛋白)
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図33lKaplan-Meier生存曲線 (PTHRP)100
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図 34.Kaplan-Meier生存曲線 (DNAプロイディ)
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