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悪性線維性組織球腫における新しい細胞株の樹立と遺伝子異常の検索・

3.成果の概要 (100字程度)

悪性線維性組織球腫 (MFH)は組織発生不明であるが、軟部肉腫の中で最多でありかっ高率に転移をきたす

予後不良の疾患である。本腫療の遺伝子異常検討し、診断・治療に有用なデータを得ることが研究の目的で

ある。私遣は新たな粘液型師H細胞株を樹立した。染包体分析による 17番染色体と 22番染色体の相互転座

を解明した、隆起性皮膚鱗生肉腫(DFSP)でこのような染色体の相互転座が報告されている。 CGH法を用いて
lq12-23と8q13-qter領域にコピー数の増加を検出した。 9p21と13ql0-q31の欠失を見出した。 RT-PCR法

を用いて DFSPにみられる融合遺伝子.(COL1Al中DGFB)の存在を検討したが、検出不能であった。従って、

NMFH-l細胞の組織発生はDFSPとは異なっていると考えられる。
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悪性線維性組織球腫malignantfibrous histioc，戸oma(MFH)は発生車邸哉不明であるが、軟部肉腫

の中で最多でありかっ高率に転移をきたす予後不良の疾患である。本腫療の遺伝子異常検討し、

診断・治療に有用なデータを得ることが研究の目的である。私達は新たな粘液型MFH細胞株を樹

立した。染色体分析による 17番染色体と 22番染色体の転座を解明した。隆起性皮膚線維肉腫

dennatofibrosarcoma protuberance (DFSP)でこのような染色体の転座が報告されている。 CGH法を

用いて 1q12-23と8q13-qter領域にコピー数の増加を検出した。 9p21と13q10-q31の欠失を見

出した。 RT-PCR法を用いて DFSPにみられる融合遺伝子 (COL1A1-PDGFB)の存在を検討した

が、検出不能であった。従って、NMFH-1細胞の組織発生はDFSPとは異なっていると考えられる。

キーワード:粘液型、悪性線維性組織球腫、細胞株、隆起性皮膚線維肉腫、融合遺伝子、

COL1A1-PDGFB 

緒言:

悪性線維性組織球腫 malignantfibrous histiocytoma (MFH)は組織発生不明であるが、軟部肉腫

の中で最多でありかっ高率に転移をきたす予後不良の疾患である。腫療を特徴づけている組織成

分によって、花むしろ多形型、粘液型、巨細胞型、炎症型に分類される。今まで多くのMFH細胞

株が樹立されできたが、その多くは花むしろ多形型であり、粘液型MFH細胞株はきわめて少なく、

かっ遺伝子異常の詳細な検討もきわめて少ないである 11我々は 粘液型 MFH細胞株の樹立に

成功し、この細胞の遺伝子異常について検討した。

対象と方法:

1 :症例

89歳男性の左側膝部に発生した粘液型MFHから手術時に組織を採取し、培養系に移した。

10%牛胎仔血清添加したRPMI1640培養液を用い培養した。全ての培養は 37度、 5%C02イ

ンキュベータ中で行い、培地は三日毎交換した。

2 : RNA抽出と RT-PCR
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NMFH1細胞株から TRlzol(Gibco BRL， Rockville， MD)試薬を用いてtotal RNAを抽出した。

抽出したRNAから Oligo(dT) 15プライマー (Promega，Madison， WI)を用いて逆転写酵素に

より cDNAを作製した。既報の融合遺伝子 (COL1A1-PDGFB)のプライマーでPCRを行った 4。

3 : Spectral Karyotyping (SKY)核型分析

SKYはAppliedSpectral Imaging (ASI)社の SKYキットを用いて解析した。プロープカク

テノレを37度で2日間、分裂期の細胞にハイプリダイズし、SKYのフィノレターを通して観察、

Spectracube (ASI社)で解析した。同時に DAPI染色の画像も取り込み、得られるバンドパ

ターンにより切断点も同定した。

4 : Comparative Genomic Hybridization (CGH)核酸分析

NMFH1細胞からゲノム DNAを抽出して、 CGH法は既報の方法で行った 5。腫揚 DNAは

fluorescein-12-dUTP (Roche Diagnostics， Mannheim， Germany)でニックトランスレーシュ

ン法を用いて標識した。正常リファレンスDNAはSpectrumRed direct-labeled male total 

human DNA (Vysis， Downers Grove， IL， USA)です。標識した腫蕩DNAと正常DNAは同量(800

ng)ずつCot-lDNA (20 ug) (GIBCO-B乱， Gai thersburg， MD， USA)と共にエタノーノレ沈殿し、

ノ、ィブリダイゼーシュンバッファーに溶解した。ハイプリダイゼーシュン後洗浄し、染色体

を同定するために 4'，6' -diamino-2-phenylindole (DAPI; Sigma， St. Louis， MO， USA) 

を用いて対比染色をした。蛍光ハイプリダイゼーシュンシグナノレと DAPI染色パターンは高

感度 MCD (monochrome charge-coupled device)カメラを装着した顕微鏡で取り込み、

automated CGH analysis software (MetaSystems， Altlusheim， Germany) を用いて解析を

行った。

5:ヌードマウスへの移植

RPMI1640培養液に浮遊している 5xl06の問団l細胞を 7週齢の雌性ヌードマウス(CB-17江cr

scid; Jcl Clea， nlnc.， Osaka， Japan)の背部に皮下注射した。

結果

1 : NMFHl細胞株の樹立

初代培養から三週間に腫癖細胞は単層に分布して、小紡錘形の単核細胞と多核巨細胞の二

つ種類の細胞によって構成された。

2 : RT-PCR 

NMFH1細胞株でCOL1AI-PDG問融合遺伝子を検出されなかった。

3 : SKY法による解析

10個核分裂中期NMFHl細胞を用いて SKY分析を行った。染色体数は84-94であり、複雑な

構造異常が見られた。染色体異常は以下のとおりである。

84-94 <4n>， XXY，-X[9]， -Y[10]， +1[6]，add(I)(pll)[4]，add(I)(qll)[2]，add(I)(qll)[5]， 

del(l)(qll)[3]，・2[9]，add(2) ( q37) [1 0]，add(2)( q37)[ 4 ]，del(2)( q3?)[2]，-3[9]，-3[ 4 ]，add(3)(p 1 

1 )[1 0]，add(3)(pll ) [9]，add(3)(p 11 )[6]，-4[1 0]，-4[9]，add( 4)( q31 )[7]，-5[1 0]，-5[1 0]，del(5)( q 1 

1 )[8]，der(5)t(3;56)(P 11;p 15)[9]，-6[1 0]，-6[1 O]，add( 6)(p 11 )[6]，del(6)(p 12)[4]，-7[1 0]，der(7 
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)add(7)(p22)add(7)( q36)[1 0]，-8 [7]，add(8)(p 11 )[1 0]，add(8)ω11 )[8]，add(8)( q24) [ 1 O]，add( 

8)(q24)[2]，-9[9]，del(9)(pll)x2[10]，del(9)[8]，-1 0[1 0]，-11[10]，-11 [1 0]，・11[3]，ー12[5]，-13[9

]，add(13)(p 11 )[2]，add(13)(p 11)[ 4]，add(13)( q34)[2]，-14[1 0]，-14[1 0]，・14[9]，+15[2]，-15μl 

，i(15)(ql 0)[5]，-16[1 0]，-16[7]，add(16)(q13)[8]，del(16)(pll)[8]，-17[8]，add(17)ω11)[8]， 

add(17)(p 11 )[2]，del(17)(p 11)[ 1 0]，del(17)ω11 )[9]，del(17)(p 11 )[2]，-18[1 0]，・18[10]，add(1

8)( q23)[8]，add(18)( q23)[2]，add( 18)( q2?3)[7]，-19[7]，add(19)(p 13)[9]，add(19)ω13) [2]，ad 

d( 19)( q 13)[8]，add(19)( q 13)[5]，add(19)( q 13)[ 4]，-20[ 6]，add(20)( q 13)[9]，add(20)( q 13)[4]， 

add(20)( q13)[2]，-21 [7]，add(21)( q22)[1 0]汁22日0]，+22[2]，+d町(?)t(?;3)(?;p11 )t(?;3)(?;p 1 

1)[6]汁marl[1 0]，+mar2[1 0]，村nar3[9]，+mar4[1 0]，+mar5[1 0]，+mar6[1 0]，+mar7[1 0]，+ 10・

14mar.。

SKY分析でmar7は派生染色体der(22) t (17 ; 22)であると判明した。この染色体の転座変化

はDFSPの染色体異に類似していた。

4 : CGH法による解析

NMFH1細胞のコピー数の変化を検出した。有意な過剰を検出した領域は thep12-p22， 

1q12-23， 5p， 7， 8q13-qter， 9q12-32， llq13， 15， 17q23-qter， 18， 19p13.1， 20であっ

た。有意な欠失を検出した領域は2q36-qter，4q22-qter， 6q12-q16， 9p21-pter， 10p13-pter， 

llq23， and 13q12であった。しかし、高レベルのゲノム増幅の変化を検出しなかった。

5:ヌードマウスの体内で腫癌形成

NMFH1細胞はヌードマウスの体内で移植腫療を形成した。接種後の三週に触知可能な小結節

を見られた、八週後に腫療の直径は 2cmになった。形成した腫療は、組織学的には典型的

な粘液型MFHの特徴を示した。

考察

粘液性MFHは粘液線維肉腫として成人軟部肉腫痕群へ分類され、最も発生率が高い。組織学的

には、樹立した細胞株は粘液性MFHの特徴を示した。

MFHを含めて肉腫は 1q21-q22と8q領域のコピー数の増加を認められることが多しけ。今回の

研究で用いたNMFH1細胞株には 1q12-23と8q13-qter領域にコピー数の増加を検出した。 9p21

と13q10-q31の欠失はMFHの顕著なゲノム不均衡であることがわかった。

CGH分析の結果は、 NM問ーl腫痕細胞にはMFHの典型的な分子特性があったのを明らかにした。

この細胞株は、人間の粘液性即日について腫虜起源の分子メカニズムに関する研究のために有益

な材料となる。

C0L1A1-PDGFB遺伝子融合は隆起性皮膚線維肉腫(DFSP)でしばしばみられる。 このキメラ遺伝

子は 17q22でのC0L1A1と22q13でのPDGFBが溶融したものであり、腫療の発生で重要な役割を

果たすと信じられているい。現在まで若干の症例報告で、 DFSPを母体としてMFHが発生する例

が知られている E・90 DFSPとMFHの両方が同じ発生組織を共有するとの仮説がなりたつわけであ

る。 SKY分析は、 NM問-1腫痕細胞にはt(17;22)があったのを明らかにした、しかし、 RT-PCRを
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用いてCOL1AI-PDGFB遺伝子融合の発現を調べが、腫蕩細胞には、この特定の融合遺伝子を検出

なかった。この結果は、 NMFH-l細胞の組織発生はDFSPとは異なっていると考えられる。
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