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研究成果の概要（和文）： 
肉腫の病理診断は治療の基礎となり極めて重要性が高い。しかし、実際の診断はその希少さや
種類多さから困難な場合が多い。本研究では光学顕微鏡下で染色体、遺伝子異常と病理組織像
あるいは細胞診像を同時に観察可能な手法を新たに確立し、その有効性を明らかにした。本法
は、高度な分子生物学的な分析機器を必要とせず、病理検査室で実施可能であるため肉腫の診
断精度の向上に寄与できる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Accurate pathological diagnosis of sarcoma is indispensable for appropriate therapy. 
However, rarity and wide variety of histological types make tumor diagnosis difficult. 
In this study, a detection method which enables simultaneous visualization of morphology 
and cytogenetic abnormalities under a light microscope is established and verified. The 
new method is applicable for routine pathological diagnosis without using special 
equipment for molecular biology. Therefore diagnostic accuracy may be improved by the 
present method. 
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１．研究開始当初の背景 

間葉系細胞由来の悪性腫瘍である肉腫は

細胞遺伝学的に１）肉腫全体の 1/3 程度を

占める、染色体核型異常が単純で腫瘍特異

的な染色体相互転座を有するグループと

２)残り 2/3 程度の染色体の複雑な数的,質

的な異常を有するグループの２つに大別さ

れる。このような明確な細胞遺伝学的特徴
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の一方で、肉腫の病理診断には難渋する場

合が多い。それは肉腫の種類が多く、組織

像や細胞形態の多様性が顕著であるためで

ある。この問題の克服のため、染色体相互

転座を中心とした細胞遺伝学的異常の検出

が肉腫の補助的診断手法として用いられる

ようになってきた。近年では分子標的治療

が急速に進歩しつつあり、その結果、肉腫

の診断精度の向上が急務となっている。す

なわち、組織細胞形態像と細胞遺伝学異常

の解析を精密に合致させ、腫瘍像の統合的

に理解した上での病理診断精度の向上、治

療の適応や効果の判定、細胞遺伝学的な予

後予測因子の解明する必要がある。

Chromogenic In Situ Hybridization 

(CISH) 法は組織細胞形態像と細胞遺伝学

的な異常を細胞レベルで同時に検出可能な

新しい手法であり、上記問題の克服に適し

ている。Dual-color CISH (dc-CISH)法で

は対象遺伝子の近傍の遺伝子配列を

Texas-Red あるいは FITC 標識した２種類

のプローブを検体とハイブリダイゼーショ

ンした後, これらに対する抗体を用いて免

疫組織化学的二重染色によりシグナルを検

出する。これにより、光学顕微鏡を用いて

染色体相互転座や遺伝子の増幅,欠失が細

胞レベルで同定できる。本研究では

dc-CISH 法を用いて組織細胞形態像との

関連性に焦点を当て肉腫を統合的に理解し

ようとする従来とは異なった独創的なアプ

ローチを用いて、肉腫の病理診断精度の向

上や肉腫の細胞遺伝学的多様性の解析を目

指す。 

 
２．研究の目的 

 ホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）

検体を対象とした dc-CISH 法を確立し、日

常の病理診断に適用可能な精度の高い病理

診断法を構築する。さらに特定の遺伝子異

常を有する細胞群の腫瘍内での分布や組織

細胞形態との関連性を詳細に検討し、腫瘍

の分化など腫瘍特性と細胞遺伝学的異常の

関係の解明を目指す。 

 
３．研究の方法 

頻度の高い肉腫の染色体相互転座、融合遺

伝子形成に関わる遺伝子の両端に異なる色

素(Texas-Red, FITC)で標識した一対のプロ

ーブを作成し， 転座の結果生じるシグナル

の解離を肉腫の FFPE 上で検出する手法を確

立する(表１、図 1)。その後、複雑な染色体

異常を有する肉腫の転移,予後に関連する数

的、質的な細胞遺伝学的異常の検出にその手

法を適用する。後者に関しては、高分化型、

脱分化型脂肪肉腫に特異的な細胞遺伝学的

異常である MDM2 遺伝子の増幅に着目して、

dc-CISH法にいる検出系の確立とp53-MDM2経

路の解析を行う。 

表１dc-CISH法の検出対象 

肉腫 染色体相互転座 
融合 

遺伝子 

CISH 

プローブ 

ユーイング 

肉腫 

t(11;22)(q24;q12) 

など 

EWS-Fli1 

など 
EWSR1 

明細胞肉腫 t(12;22)(q13;q12) EWS-ATF1 EWSR1 

骨外性粘液性 

軟骨肉腫 

t(9;22)(q22;q12) 

など 

EWSR1-NOR1 

など 
EWSR1 

滑膜肉腫 t(X;18)(q11;q11) 
SS18-SSX1 

SS18-SSX2 
SS18 

粘液型脂肪肉腫 
t(12;16)(q13;q11) 

t(12;22)(q13;p12) 

FUS-DDTI3 

EWSR1-DDTI3 
DDTI3 

胞巣型軟部肉腫 t(X;17)(p11;q25) ASPSCR1-TFE3 TFE3 

 

図１dc-CISH法による遺伝子再構成検出原理 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

４．研究成果 
(1)染色体相互転座に伴う遺伝子再構成の検
出 

 滑膜肉腫(SS)12 例及び SS と鑑別が問題と

なる軟部肉腫(Non-SS;4 種類 9 例)の FFPE 材

料を用いて、検出系を確立した。SS特異的染

色体相互転座t(X;18)の結果生じるSS18遺伝

子の再構成を検出した結果、SSの全例で借り

シグナルが検出され、対照例は陰性であった

（図2）。この結果は従来のdc-FISH法、RT-PCR

法 に よ る 特 異 的 な 融 合 遺 伝 子

SS18-SSX1,SS18-SSX2 の検出結果と一致した。 

図２滑膜肉腫の SS18 dc-CISH像 

 

 

 

 

 

 

さらに表 1 に挙げたプローブを作成し、

dc-CISH法を施行し、陽性所見が得られた。 

また組織標本のみならず、液状細胞診検体上

で遺伝子再構成検出法を SS 及びユーイング

肉腫を用いて確立した。肉腫の細胞遺伝学的

異常を FFPE 標本上あるいは細胞診標本上で

dc-CISH 法で検出し、病理診断に応用した報

告は以前にない。本法の利点は、①煩雑な蛍

光顕微鏡操作や暗室の必要性がなく、②蛍光

色素と異なり染色標本が他の病理標本と同

様に半永久的に保存でき、③組織、細胞形態

像と細胞遺伝学的異常が光学顕微鏡下に同

時に観察可能となる点であると考えられた。

本法の確立により研究室ではなく病理検査

室でも細胞遺伝学的な解析を行うことがで

き、肉腫のみならず特異的な細胞遺伝学的異

常を有する腫瘍の病理診断、細胞診の精度向

上や遺伝子の存在状態の解析に有用である

ことが明らかにされた。 

(2)高分化型、脱分化型脂肪肉腫での MDM2遺

伝子増幅の検出 

高分化型脂肪肉腫(WLPS)は頻度の高い低

悪性度軟部肉腫であり、この 10％は高悪性度

の脱分化型脂肪肉腫(DLPS)に転化する。病理

診断学的には WLPS は良性脂肪腫(LP), DLPS

は多形型悪性線維性組織球腫(PMFH)との鑑

別が問題となる。DLPS,WLPS に共通の細胞遺

伝学異常として第 12番染色体上の MDM2遺伝

子の増幅が知られている。WLPS6例及び DLPS6

例の脱分化巣(DD)、高分化型成分(DW)で、

MDM2、CEN12 プローブを用いた dc-CISH 法を

構築後、WLPS及び DWの脂肪細様細胞(A)、非

脂肪細胞類似細胞(N)、DDの腫瘍細胞(D)の 3

群 の 増 幅 シ グ ナ ル 陽 性 細 胞

(MDM2/CEN12>2.0)の割合（60個中）を計測し、

MDM2 の免疫組織化学的陽性率と比較した(図

3) 。 そ の結 果 、異 常細 胞 の陽 性 率は

WLPS:A46%/12%、N66%/29％、DLPS:A34％/ 8%, 

N54% / 30%, D:75% / 42%（CISH法/免疫組織

化学）であった。以上より CISH 法は免疫組

織化学より高率に陽性であるため、脂肪肉腫

の診断の新しい診断手法として有用である

ことが明らかにされた。本研究により CISH

法は転座に関連した遺伝子再構成の検出の

みではなく、遺伝子増幅の検出にも適用可能

であることが示された。また、脂肪肉腫細胞

の遺伝子異常及びタンパク過剰発現は一様

ではなく、腫瘍の分化傾向の減弱と遺伝子増

幅陽性細胞の増加の相関性が示唆された。さ

らに細胞診検体上においても同様に MDM2 遺

伝子増幅の検出が可能であった。 

図 3 脂肪肉腫の MDM2 dc-CISH 像 

 

 

 

 

 

(3)高分化型、脱分化型脂肪肉腫における



 

 

MDM2-p53経路の解析 

 MDM2は癌抑制遺伝子p53の分解を促進する

働きがあるため、結果としてとしての p53機

能が低下する。したがって、MDM2遺伝子増幅

及びそれに由来する MDM2 タンパクの高発現

の見られる高分化型、脱分化型脂肪肉腫では

p53 機能が抑制されていると想定されてきた。

p53 の制御を強く受けていることが知られて

いる microRNA-34aの発現レベルを FFPEを用

いて定量的 RT-PCR 法で相対定量的に検索し

たところ、高分化型脂肪肉腫、脱分化型脂肪

肉腫の発現レベルは、コントロールとして用

いた 4 例の正常脂肪組織、5 例の脂肪腫より

も有意に高かったが(p<0.01)、2 つの肉腫間

では有意差はなかった(図 4)。 

図 4定量的 RT-PCR法による miR-34aの発現 
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したがって通説に反して、高分化型、脱分化

型脂肪肉腫では細胞レベルでは MDM2 遺伝子

増幅が必ずしも MDM2 タンパクの高発現に結

びつかない場合があり、さらに MDM2 の発現

が p53の機能抑制に関係しない可能性が示唆

された。 
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