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研究成果の概要（和文）：高分化型脂肪肉腫(WLPS)は良悪中間性腫瘍であり約10%は転移能のある悪性の脱分化型脂肪
肉腫に進展する。MDM2遺伝子増幅は両者に共通した遺伝子異常であり、MDM2タンパク過剰発現を起こす。本研究では遺
伝子異常と組織形態を同時に可視化する技術を用いて腫瘍病理検体上でのMDM2遺伝子、mRNA、タンパクの発現を統合的
に解析した。MDM2異常細胞の出現はWLPSでは低頻度でありDLPSへの進展に伴い脂肪分化の消失と共にMDM2異常細胞のク
ローン選択が起こることを明らかにした。この結果は診断のみならず将来のMDM2阻害剤による分子標的治療に有用な知
見である。

研究成果の概要（英文）：Well-differentiated liposarcoma(WLPS) and dedifferentiated liposarcoma(DLPS) 
are　characterized by MDM2 gene amplification and resultant protein overexpression. In this study we 
examined cytogenetic, mRNA and protein status of MDM2 using a novel approach of simultaneous 
visualization of morphology, cytogenetic and molecular abnormalities. Although MDM2 abnormalities were 
only observed in a subset of tumor cells, clonal selection and condensation of these abnormal cells was 
occurred during dedifferentiation process, concurrently with loss of adipocytic differentiation. Present 
study may provide a new information useful for pathological diagnosis of liposarcomas as well as future 
molecular targeted therapy using MDM2 inhibitors.

研究分野： 人体病理学
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１．研究開始当初の背景 
高分化型脂肪肉腫 (Well-differentiated 

liposarcoma; WLPS)は成人発生の軟部肉腫
の中で最も発生頻度が高く、四肢、後腹膜、
皮下など広範な軟部組織から発生する。
WLPS は転移をきたさないので良悪境界腫
瘍に位置付けられている１。WLPS の約 10%
は脱分化現象を起こし、転移浸潤能を有する
高 悪 性 度 の 脱 分 化 型 脂 肪 肉 腫
(Dedifferentiated liposarcoma; DLPS)へ進
展する。病理組織学的に WLPS は成熟した脂
肪細胞類似の腫瘍細胞で特徴づけられるが、
脂肪滴を持たない間質性腫瘍細胞も含まれ
ており、細胞形態は多彩である。また DLPS
は母地となるWLPSの成分(高分化成分)と脱
分化成分の二成分を併せ持つ肉腫であるが、
典型的な脱分化成分では形態的脂肪細胞分
化は完全に消失し未分化な肉腫の像をとる。
また場合により骨、軟骨など異なる分化現象
も出現するため形態的な多彩さに富んでい
る。細胞遺伝学的には第 12 番染色体 p14-15
領域を含む環状染色体、巨大マーカー染色体
などが 2 つの腫瘍に共通した特徴である１。
この異常は MDM2 遺伝子領域の増幅を惹き
起こし、その結果過剰発現した MDM2 タン
パクがp53遺伝子発現の抑制すると推定され
ている。しかし、MDM2 の異常はすべての
腫瘍細胞に一様にみられるわけではないこ
とが知られている。すなわち、WLPS, DLPS
は形態学的、細胞遺伝学的に顕著な腫瘍内多
様性を含有している腫瘍と言える。 
脂肪肉腫にはいくつかの臨床病理学的な

問題点がある。①形態的な腫瘍内多様性のた
め WLPS、DLPS の病理診断にはしばしば難
渋し、治療方針の決定に影響する。すなわち
分化の良い WLPS は良性脂肪腫との鑑別が
問題となり、DLPS は未分化多形肉腫
(Undifferentiated pleomorphic sarcoma; 
UPS)をはじめとする他の高悪性度肉腫との
鑑別が問題となる（図 1）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

②MDM2 遺伝子やその産物の異常の検出は
分子病理学的診断法として用いられるが、細
胞遺伝学的多様性により陽性細胞が極めて
少ない場合には判定困難である。③臨床的に
は WLPS は腫瘍切除後に緩徐な再発を繰り
返し、その過程で脱分化現象を生じることが
ある。しかし、どのような細胞に脱分化現象
を生じるかは明らかではないため、DLPS の
発生予測はできないのが現状である。④現在、
MDM2阻害剤によるMDM2-p53制御機構の

分子標的治療の開発が進んでいるが、MDM2
の異常細胞は一様ではないことが、治療効果
に影響する可能性がある。以上のような診断、
治療上の問題の解決のためには、形態像と細
胞遺伝学的異常の統合的な解析による腫瘍
細胞の特徴の把握や腫瘍内多様性の理解が
必須である。近年、MDM2 タンパクの過剰
発現細胞の免疫組織化学的な同定が WLPS、
DLPS の病理診断に応用されてきている。ま
たMDM2遺伝子増幅はFISH法やReal-time 
PCR 法による検出可能である。しかしながら
MDM2 が特異性の高い診断マーカーである
一方、陽性細胞が限定的であることは知られ
ているが、これらの異常と形態像を統合した
解析や、腫瘍内多様性に関する解析は現在ま
でに行われていない。そこで本研究の実施を
企図した。 
２．研究の目的 

WLPS、DLPS の臨床病理検体を用いて、
組織細胞形態と MDM2 遺伝子の細胞遺伝学
的異常を統合的に可視化、解析する新たなア
プローチにより、脂肪肉腫の腫瘍内多様性の
詳細を明らかする。これにより脱分化現象や
臨床予後に関わる病理学的特徴を見出し、診
断や予後推定への応用を目指す。 
３．研究の方法 
(1)材料 
症例ファイルより WLPS15 例、DLPS12 例の

生検、手術材料を抽出し、病理組織学的、免
疫組織化学的あるいは腫瘍特異的な遺伝子
異常の再検討により他腫瘍を除外した後に
診断を確定した。対照腫瘍として UPS15 例、
良性脂肪腫(Lipoma; LP)5 例、正常脂肪組織
5 例を用いた。これらの腫瘍のホルマリン固
定パラフィン包埋(FFPE)切片を作成し、以下
の検討に用いた。 
(2)CISH法によるMDM2遺伝子増幅細胞の同定 
Chromogenic in situ hybridization(CISH)

法は Fluorescence in situ hybridization 
(FISH)法の変法であり、シグナル検出に免疫
組織化学的2重染色を用いることで組織細胞
形態と細胞遺伝学的異常を同時に可視化可
能な新しい技術であり、我々も FFPE に適用
可能な独自の手法を開発している 2。MDM2/ 
CEN12 の 2 色標識プローブを作製し、CISH 法
による遺伝子増幅細胞の検出を施行し、
MDM2/CEN12比が2以上の細胞を遺伝子増幅陽
性と定義した。 
(3)MDM2 タンパク発現の免疫組織化学的検討 
抗 MDM2 抗体用い sABC 法にて免疫組織化学

的に発現細胞を確認した。そのうち MDM2 タ
ンパクが核に強陽性となる細胞を過剰発現
陽性細胞と判定した。 
(4)高感度 mRNA ISH 法による MDM2 及び p53
ｍRNA 発現状態の検討 
 2色標識標識高感度 mRNA ISH 法は 2種類の
mRNA を 1 コピーから検出可能な技術である。
MDM2、p53 の二重染色により２つの遺伝子転
写産物のコピー数を個々の細胞で計測した。
陰性コントロールである正常脂肪組織では

図 1 高分化型、脱分化型脂肪肉腫、鑑別腫瘍との関係 



シグナルが検出されなかったため、細胞質内
に1個以上のシグナルが検出された場合陽性
と判定した。 
(5)CISH 法、ｍRNA ISH 法、免疫組織化学的
染色結果の解析方法 
WLPS 及び DLPS の高分化成分は脂肪滴を有す
る脂肪細胞様の腫瘍細胞(Adipocyte-like 
cell; A細胞)と脂肪滴を持たない非脂肪細胞
様（間質性）腫瘍細胞(Non-adipocyte like 
cell; N 細胞)から構成される。一方、DLPS
の脱分化成分は前二者と形態的に異なる脱
分化細胞(Dedifferentiated cell; D 細胞)
からなる。各 A、N、D細胞 100 個中の陽性細
胞の頻度を算出し、MDM2遺伝子増幅状態、転
写状態、タンパク発現状態の比較を行った
（図 2）。また、p53mRNA 発現状態との関係性
についても検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
(6)脂肪肉腫の異所性分化とMDM2遺伝子異常
の関連性の検討 
 脂肪肉腫の細胞分化は極めて多様であり、
骨や軟骨形成などの異所性分化を示すこと
がある。WLPS68 例、DLPS24 例を再検討し、
異所性分化を示した腫瘍の抽出し、MDM2遺伝
子増幅状態やタンパク過剰発現状態を解析
した。 
４．研究成果 
(1)MDM2 遺伝子増幅は脂肪肉腫を特徴づける
一方で限られた腫瘍細胞に見られる遺伝子
異常である 
 MDM2遺伝子増幅細胞はすべてのWLPS、DLPS
に出現していた。一方、UPS の 1 例を除き対
照腫瘍ではすべて陰性であった。MDM2遺伝子
増幅はこれらの脂肪肉腫に極めて特異性の
高い遺伝子異常と考えられる一方で、個々の
腫瘍における MDM2 遺伝子異常細胞の割合の
平均は A 細胞 1-47%(平均 24.5%)、N 細胞
0-78%(平均 49.1％)、D 細胞 49-90%(平均
73.8%)と陽性細胞の出現頻度は一様ではな
く、MDM2遺伝子異常の腫瘍内多様性が見られ
た（図 3，4）。 
(2)MDM2 タンパク発現の多様性は MDM2 遺伝
子増幅の多様性を反映している  
 MDM2 タンパクの過剰発現が MDM2 遺伝子増
幅の結果として生じているのか、あるいは遺
伝子異常以外のエピジェネティックな機構
により誘導されているのかを DNA、mRNA、タ
ンパクの発現状態の比較により検討した。
MDM2mRNA 陽性像はすべての WLPS、DLPS に検
出され、陽性率は A 細胞 1-29%(平均 9.7%)、
N 細胞 9-65%(平均 34.3%)、D 細胞 44-88%(平
均 71.3%)であった。一方、対照例では正常脂
肪組織、脂肪腫は全例で陰性、UPS は 14/15

例で 6－77％(平均 32.5％)の陽性率であった。
一方、MDM2タンパク過剰発現はすべてのWLPS、
DLPS に検出され、陽性率は A 細胞 1-30%(平
均 7.4%)、N 細胞 1-60%(平均 18.9%)、D 細胞
29-78%(平均 55.5 %)であった。一方、対照例
では正常脂肪組織、脂肪腫は全例で陰性、UPS
は 5/15 例で 8－49％(平均 27.0％)の陽性率
であった（図 3，4）。 
以上の結果より、脂肪肉腫では細胞の種類

を問わず MDM2 遺伝子増幅、mRNA 発現、過剰
発現が見られ、異常細胞の出現頻度には幅が
あるものの、遺伝子増幅の頻度が最も高く、
タンパク過剰発現が最も低いという細胞の
共通した傾向が判明した。その一方、異常出
現の頻度は細胞種類により違いがあり、D 細
胞が最も高く、A 細胞が最も低く、N 細胞は
中間的であった。UPS でも MDM2mRNA 発現やタ
ンパク過剰発現は一部の症例に見られたが、
遺伝子増幅は 1例を除き陰性であり、脂肪肉
腫の異常の出現パターンとは明らかに異な
っていた。このことより、UPS の MDM2 過剰発
現がエピジェネティックな異常であるのと
対照的に、脂肪肉腫の MDM2 発現の多様性は
MDM2 遺伝子増幅の多様性を反映していると
考えられた。脂肪肉腫では遺伝子、mRNA、タ
ンパク発現の順で頻度が低下することより、
転写、翻訳の阻害機構の存在が新たに示唆さ
れた。 
なお、遺伝子増幅を有する UPS の 1例は近

年疾患概念が提唱されている高分化成分を
欠く特異なDLPSである可能性も示唆される３。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 腫瘍細胞の分類と腫瘍組織型との関係 

図３ MDM2 遺伝子、mRNA、タンパクの検出例 
WLPS, DLPS には遺伝子増幅細胞（黄矢印）、タンパ

ク過剰発現細胞(赤矢印)が見られ、mRNA シグナルは

すべての腫瘍細胞に陽性。 

図４ 脂肪肉腫の腫瘍細胞別の MDM2 異常の頻度 



 
(3)脂肪肉腫の脱分化現象に際してMDM2遺伝
子増幅細胞のクローン選択が起こっている 
 D 細胞で遺伝子、mRNA、タンパク過剰発現
の頻度が高く、A細胞で低い点からは MDM2 タ
ンパクが脂肪細胞分化の抑制に働く可能性
を示唆している。DLPS の脱分化成分は MDM2
異常細胞の生存に有利な環境と考えられ、腫
瘍の脱分化に際して MDM2 遺伝子増幅細胞の
クローン選択が起こっていると考えられた。 
 (4)p53 発現は MDM2 過剰発現と関連する 

MDM2 タンパクは p53 タンパクの分解を
促進するが脂肪肉腫では遺伝子増幅とタン
パク過剰発現の結果、p53 の分解が促進され
癌抑制遺伝子としての機能が抑制され、腫瘍
科に結びつくと推定されてきた。正常 p53 タ
ンパクは代謝回転が速いため免疫染色での
発現状態の評価ができないため mRNA レベ
ルでの評価を行った。p53mRNA 陽性像は A 細
胞0-4%(平均9.7%)、N細胞0-23%(平均5.5%)、
D 細胞 0-30%(平均 8.1%)で発現は抑制的であ
った。一方、対照例では正常脂肪組織、脂肪
腫は全例で陰性であった UPS では MDM2 過剰
発現群(5 例)は 37-64%(平均 53.4%)、MDM2 非
発現群(15 例)は 0-62%(平均 22.0%)で頻度に
有意な差が見られた(t-test; p=0.01)。
MDM2-p53 経路には p53 タンパクと共に p53 
mRNA が直接 MDM2 の発現を調節する機構も知
られており、MDM2-p53 経路の発現制御フィー
ドバック機構は複雑である４。UPS との違いよ
り脂肪肉腫では MDM2 フィードバック制御機
構が破綻している可能性が示唆される。 
(5)異所性分化と MDM2 発現の関連性は無い 
脂肪肉腫の細胞分化の多様性が幅広く、本

来の脂肪肉腫の構成成分とは異なる、骨、軟
骨、横紋筋などの異所性分化を示すことがあ
る。異所性分化と MDM2 遺伝子増幅や過剰発
現状態との関連性について検索を行った。そ
の結果、WLPS2/68 例(2%)、DLPS4/27 例（17％）
の脱分化成分に異所性分化が認められた。そ
の内訳は骨分化(WLPS, DLPS 各 1 例)、軟骨分
化(WLPS1 例)、骨・軟骨両者への分化(DLPS2
例)、横紋筋分化（DLPS1 例）であった。いず
れの腫瘍の MDM2 発現状態や陽性細胞の分布
も他の腫瘍と差異はなかった。また、MDM2 遺
伝子増幅状態は軟骨分化を示したWLPS1例で
検索可能であったが、軟骨分化を示す細胞で
も周囲と同様の遺伝子増幅が認められた。以
上より異所性分化は MDM2 遺伝子増幅や過剰
発現の多様性との直接的な関連性はなく、形
態的多様性を生み出す別の機構の関与が示
唆された。 
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