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研究の概要 

 

小児腫瘍の発生母地は器官・組織の発生途上の組織である。従って、腫瘍でありながら、

発生母地が本来有している分化成熟能を保持している。また、小児期は外因性の物質に暴

露する機会ないしは期間が少なく、その発生機序には遺伝的な要因が密接に関連している。

本研究ではこのような小児腫瘍の特性を念頭に置き、腫瘍の分化・成熟能および腫瘍発生

に根源的に係わる分子・遺伝子の異常を追究する一方、このような研究から得た知見を基

に、本腫瘍群の診断や病態の把握のための指標を確立することを目的に研究を行った。主

な研究成果は以下のものである。 

 

１．配偶子の成熟途上で腫瘍化するた胚細胞腫瘍の亜群である胎児性癌から体細胞および

栄養膜細胞にまで分化する高次の分化能をもつヒト EC 細胞を樹立した。この細胞は分

化能の多彩性から受精卵に匹敵する細胞であり、倫理的な制約で実験的な操作が許され

ないヒト初期胚の唯一の実験モデルである。この細胞の分化初期に係わる遺伝子を単離

したところ、熱ショック蛋白（HSP90）であった。本分子の細胞分化に対する機能を明

らかにできた。 

２．小児の腫瘍では、同じ遺伝子の異常が腫瘍発生の原因となると同時に、奇形（形成異

常）の原因とも成る。小児腫瘍の中で、最も典型的な胎児性腫瘍である Wilms 腫瘍の原

因遺伝子の一つとして WT1 遺伝子が単離された。本遺伝子は腎臓の器官形成のほか生殖

器の発達にも関連することが判明した。Wilms 腫瘍と生殖器形成異常（男性仮性半陰陽）、

腎の機能障害を伴う Denys-Drash 症候群では前例、WT1 遺伝子の異常が同定され、今ま

で客観的な診断的指標が少なかった本症候群の遺伝子診断としての有用性が明らかと

なった。 

３．思春期に好発し、未分化な細胞から成る Ewing 肉腫から、本腫瘍に特異な染色体転座

によって構成される 2 種のキメラ遺伝子が高率に検出されることを明らかにした。この

遺伝子の検出によって、指標に乏しい Ewing 肉腫の新たな分子診断法となることが明ら

かとなった。 

４．白血病、悪性リンパ腫などの血液腫瘍は、小児腫瘍の中の 60％を占めている。小児悪
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性リンパ腫の中で最も頻度の高いバーキットリンパ腫では p53 遺伝子の異常と接着分子

である CD45 の発現と予後とがよく相関した。本腫瘍の病態の指標として有用で、治療

の指針を決定する因子としても重要であることが判明した。 

５．最近、各種の疾患に対する治療に用いられるようになった顆粒球コロニー刺激因子

（G-CSF）の個体での機能を明らかにするため、本遺伝子を導入されたトランスジェニッ

クマウスを新たに樹立した。遺伝子導入マウスの造血組織の検索によって、G-CSF の個

体での機能がより一層明らかとなった。 

 

研究報告 

 

Ⅰ．研究目的 

小児腫瘍は個体の正常発生・成熟からの逸脱によって生じることから、その発生機序に

分子遺伝学的な要因が密接に係わっていると考えられている。また、分化途上の細胞が腫

瘍発生を母地となっているため、正常細胞に匹敵する分化・成熟能を有している一方、形

質が明確でない未分化な腫瘍細胞も少なくない。本研究ではこのような小児腫瘍の特性を

かんがみ、これら腫瘍群を分子細胞病理学的な手段を用いて解析し、その発生機序の分子

遺伝的学的背景と腫瘍細胞の形質の特異性を明らかにする。このような手段でその特性を

明らかにし、その発生機序を基礎的に解明することによって、腫瘍群を治癒可能にするこ

とは、出生率が低下している現在、社会的な要請であると考えられる。とくに、発生母地

が不明で、未分化な細胞から成る難治性小児腫瘍に対して、新しい理論に基づいてその形

質を明らかすること、また、その知見を応用した特異的診断法・治療法を開発することは、

これら腫瘍群の制圧に急務を要することである。個体の発生とともに生じる小児腫瘍のこ

のような研究の成果によって、腫瘍発生の分子遺伝学的機序、特にがん抑制遺伝子の構造

異常と病態との関連をも明確にすることができる。また、腫瘍細胞の分化、増殖に係わる

分子・遺伝子群の同定によって正常細胞の分化と癌化の過程を明らかにできる。 

このような研究の目的の達成のため以下の研究を行う。 

１．ヒト EC 細胞の分化成熟機序の分子的背景（秦、梅沢、山田） 

２．Wilms 腫瘍および同腫瘍を合併する Denys-Drash 症候群における WT1 遺伝子の変異と

その機能解析－遺伝子診断の確立も含めて－（加藤、秦） 

３．難治性腫瘍 Ewing 肉腫および関連腫瘍の分子診断の確立（梅沢、秦） 

４．難治性小児造血器腫瘍の生物学的特徴の解明（藤本、山田） 

本研究の独創性はこのような研究によって得られた基礎的知見を難治性腫瘍の早期診

断・治療法の改善に応用することを目的としていることにあり、このような立場での小児

腫瘍の系統的且つ基礎的研究は現在まで行われていない。 

 

Ⅱ．研究計画および材料と方法 

１．ヒト EC 細胞の分化成熟機序の分子的背景 

－ヒト初期胚の分化・成熟のモデルとして実験として－ 

われわれは、配偶子の成熟途上で腫瘍化するヒト胚細胞腫瘍のうち、多分化能を有する

胎児性癌細胞（以下、ヒト EC 細胞）NCR-G2、3（以下、G2、3）細胞を樹立し、以下の解析
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を行う。 

１）ヒト EC 細胞に特異的な指標および分化・増殖に関わる分子の確立 

G2、G3 細胞を免疫原にして新たなモノクローナル抗体によってヒト EC 細胞に特異的

な分子を確立し、その分子の分化誘導系での消長を検討するとともにその性状を生化学

的に解析する。また、正常ヒト細胞での発現を免疫組織学的に検討する。さらに、得ら

れた抗体のヒト EC 細胞の分化・成熟に対する機能を明らかにする。 

 

２）ヒト EC 細胞の分化誘導系の確立 

EC 細胞である G2、G3 細胞の分化誘導系をレチノイン酸（以下、RA）および N、

N'-hexa-methylene-bis-acetamide（以下、HMBA）を用いて確立する。分化形質の発現

は細胞表面抗原、各種細胞骨格蛋白、胚細胞腫瘍特異産生物質などを Northern blot 

hybridization、免疫組織化学、フローサイトメーターおよび生化学的定量によって評

価する。 

３）EC 細胞の器官形成能と系列細胞の分化・成熟過程の解析 

細胞系列の同定に有用な b-galactosidase 遺伝子（lacZ）を未分化 EC 細胞に効率よ

く発現するプロモーターにつないでプラスミドとし細胞内に導入し、組織・器官系列細

胞への分化過程を in vitro および異種動物へ生着した腫瘍の組織、構成成分によって

解析する。 

方法：最も高次な多分化能を有する G3 細胞にレポーター遺伝子組み換えプラスミド

を含むプラスミドを燐酸カルシウム沈殿法で導入した。導入したプラスミドは

pEF1-lacZ および pEF1-neo である。導入後 G-418 で選択培養し、遺伝子導入細胞を得た。

サブクローニングは EDTA-trypsin で単一の細胞にし、STO 細胞（マウス胎児細胞）上で

培養した。遺伝子導入は X-gal 反応で確認した。これらの細胞を一定数、scid マウスに

移植した。腫瘍の構成成分の形質証明には b-hCG、AFP、desmin 抗体による免疫組織学

的検討を行った。 

４）ヒト EC 細胞の分化初期に関わる遺伝子の単離 

高次の分化能を有する G3 細胞の RA 添加初期に発現する遺伝子を subtracted 

hybridzation によって単離する。単離した cDNA の塩基配列を決定する。これら単離さ

れた遺伝子の EC 細胞の分化過程での推移およびヒト正常組織の成熟過程での変化を

mRNA レベルで解析する。また、その遺伝子群の機能を解析する。 

以上の研究によって、体細胞分化と腫瘍の境界に存在するヒト EC 細胞に対する以上

の検索を通じて、ヒト初期胚の分化・成熟機構の分子的背景を明らかにする。 

 

２．Wilms 腫瘍および同腫瘍を合併する Dcnys-Drash 症候群における WT1 遺伝子の変異と

その機能解析－遺伝子診断の確立も含めて－ 

Wilms 腫瘍はその発生に遺伝的背景をもち、各種奇形症候群群と合併する典型的な「胎

児性腫瘍」の一つである。本腫瘍の発生に関わる WT1 遺伝子の構造異常をサザンプロット

法、および同遺伝子の Zn finger 領域の微小変異を SSCP-PCR 法でスクリーニング後、また

は PCR 産物の配列を決定し、その異常を同定した。材料は臨床経過の明らかな 50 例の Wilms

腫瘍組織および非腫瘍腎組織から抽出した DNA である。さらに、Denys-Drash 症候群、完
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全型（腎障害、Wilms 腫瘍、生殖器形成異常（男性仮性半陰陽）の全てを伴った症例）1

例、不完全型（腎障害および Wilms 腫瘍の発生または生殖器形成異常どちらかを伴う）4

例の腫瘍組織、非腫瘍腎組織、白血球からから抽出した DNA も検索に用いた。因みに、わ

れわれが検索した症例数は本邦では最も多い。遺伝子異常と腫瘍の病態との法則性を明ら

かにし、特に Denys-Drash 症候群では遺伝子診断として確立することを目的とした。転写

調節因子をコードする Zn-finger 領域で微小変異が同定された遺伝子については、その DNA

への結合能など機能異常をゲルシフトアッセイで明らかにした。 

 

３．難治性腫瘍 Ewing 肉腫および関連腫瘍の分子診断の確立 

思春期に好発し、難治性である Ewing 肉腫および関連腫瘍の本態を明らかにし、その分

子診断を確立する目的で研究した。本腫瘍は特異的形質の明らかでない未分化な腫瘍細胞

から成っているため、客観的診断法が確立されていない。本研究では Ewing 肉腫および関

連腫瘍である末梢型神経上皮腫（以下、PENT）に共通して存在しているといわれている

t(11:22) (q24:q12) において、転座部位から単離されたキメラ遺伝子である EWS-Fli1 お

よび EWS・ERG をプローブとして 30 数例の腫瘍組織から RNA を抽出し、RT-PCR でその遺伝

子の同定を試み、分子診断として確立することを試みた。 

 

４．難治性小児造血器腫瘍の生物学的特徴の解明 

難治性小児造血器腫瘍の生物学的特徴の解明を細胞生物学的、遺伝子工学的手法を用い

て解析し、病態解明と治療方針決定に有用な知見を得ることを目的とした。また、造血器

腫瘍の発生あるいは増殖は、正常の造血機構と密接な関連を有すること、組み換え体サイ

トカインが治療に広く使用されていることなどの背景を鑑み、サイトカイン、とりわけ

G-CSF の過剰発現が造血に及ぼす作用を検討できる実験系を作製することも目的として以

下の研究を行った。 

１）小児造血器腫瘍とマーカー解析 

小児白血病 115 例および小児バーキットリンパ腫 15 例の初発時サンプルを用いた、

小児白血病の病型分類は、形態、組織化学、細胞系統マーカー所見により行なった。細

胞マーカー発現はモノクローナル抗原を用いたフローサイトメーターあるいは凍結組

織での免疫組織化学によった、患者の臨床情報は関連施設の担当医より得た、そのうち、

小児白血病・悪性リンパ腫における機能分子であるリン酸化チロシン脱リン酸化酵素で

ある CD45 分子および接着分子である CD54 の発現を検討し病態との関連を追及した。 

２）小児悪性リンパ腫における癌抑制遺伝子の変異とその臨床的意議 

癌抑制遺伝子の中で腫瘍全般に最も普遍的に認められる p53 変異を小児パーキットリ

ンパ腫で検討し病態および細胞マーカー発現との関係を以下のように解析した。14 例の

パーキットリンパ腫の DNA につき p53 遺伝子のエクソン 5 から 9 を放射線標識 dCTP の

存在下に PCR を施行し、反応物をポリアクリルアミド電気泳動で展開した。オートラジ

オグラフィーで単一 DNA 断片バンドの移動度の変化を同定し（SSCP）、正常移動度とは

異なるバンドを切り出し塩基配列を決定した（PCR-SSCP）。 

３）G-CSF トランスジェニックマウス作製 

顆粒球増加作用・全般的な造血促進作用を持つ G-CSF の生体内作用の詳細あるいは長
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期・大量投与時の作用等を検討するためトランスジェニックマウスを以下のように作製

し解析した。SRα プロモーターに hG-CSFeDNA を接続したものをトランスジーンとし受

精卵に注入して hG-CSF トランスジェニックマウス（G-TG）を確立した。造血能は、末

血へモグラム、HE 標本、細胞マーカー、造血前駆細胞コロニー形成法、長期骨髄再構築

法などの種々の方法により行なった。巨核球 DNA 量は抗マウス血小板抗体 1C2 と

Propidium Iodine で二重染色しフローサイトメーターで解析した。G-DSF 受容体の mRNA

発現は逆転写酵素で cDNA を作成した後、PCR 増巾して解析した。 

 

Ⅲ．研究の成果および考察 

１．ヒト EC 細胞の分化成熟機序の分子的背景 

１）ヒト EC 細胞に特異的な指標および分化・増殖に関わる分子の確立 

ヒト EC 細胞には特異的な指標がなく、マウス EC 細胞ないしは初期胚から得られた抗

体が用いられてきた。われわれは G2、G3 細胞を免疫原として、ヒト EC 細胞の膜分子を

確認する 5 種の抗体（2D7、2H2、5D4、6E2、4C4）を得た。これらの 5 種の抗体につい

て免疫沈降法、SDS-PAGE、ウエスタンブロット法などによって、認識抗原の性格と分子

量を解析した。その結果、2H2、2D7、5D4 抗体はいずれも細胞膜蛋白を認識していた。

これらが認識する抗原はいずれも G3 細胞の RA による分化誘導に際して、その抗原量が

減弱することがフローサイトメーターによって証明され、分化抗原であることが明らか

になった。これらの抗体はいずれも胚細胞腫瘍のうち、胎児性癌、精上皮腫のみと反応

した。また、2D7 は精巣の spermatogonia および未熟な卵細胞とも反応し、腫瘍を含め

て胚細胞腫瘍に共通する分子を担っていることが証明された。一方、6E2 抗体は胚細胞

腫瘍および正常胚細胞との反応性は 2D7 と同様であるが、加えて胚細胞腫瘍の発生母地

としては想定されている intratubular malignant germ cell（ITMGC）とも反応した。

今まで、特異的な指標のなかった ITMGC の同定にも有用性が期待できることが判明した。

さらに、同抗体は免疫原の G3 細胞の細胞死を量依存的に惹き起こすことが MTTassay で

明らかになった。この細胞死の性格および機序については、現在検討中である。いずれ

にせよ、胚細胞が共通に有する抗原が細胞死を誘導する機能的な分子であることは極め

て興味深い。また、4C4 抗体は糖鎖を認識しているが、予後が比較的悪く、転移の頻度

が高い胎児性癌とのみ特異的に反応し、未分化胚種／精上皮腫と鑑別が困難な胎児性癌

の確定診断に用いることができる。本抗体はホルマリン固定－パラフィン包埋切片のほ

か細胞診にも応用可能で、臨床的に極めて有用である。 

２）ヒト EC 細胞の分化能 

1）分化誘導系の確立と分化形質の発現： 

G3 細胞は RA および HMBA の添加によって SSEA-1 の増加、2D7、SSEA-3、4 の減弱、

cytokeratin、未熟筋原細胞に特異的細胞骨格蛋白である desmin、細胞外基質 type IV 

collagen、laminin などの分化形質が出現してした。また、特徴的な所見は RA 1X10-5M

の濃度で 10 日間培養すると、通常の培養ではみられない hCG の産生が 3000mIU/ml に達

するほど高値を示したことである。この過程を mRNA レベルで解析すると蛋白レベルの

産生に一致して 7-10 日目に一過性に強い hCGmRNA の発現がみられた。一方、G2 細胞は

RA によって明らかな分化抗原の発現がみられなかったが、HMBA の添加によって極めて
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顕著な形質変化がもたらされた。すなわち、HMBA 1X10-2M の濃度で 5 日間培養すると浮

遊細胞塊は全て付着細胞に変化する。この変化は G3 細胞でも全く同様に生じた。これ

ら細胞は著しい細胞骨格蛋白の発現増加によって特徴づけられる。すなわち、HMBA に

よる不着 G2 細胞は筋肉特異蛋白である desmin のほか、神経特異蛋白である

neurofilament（NFP）が蛋白および mRNA レベルで暴露時間依存性に増加していた。一

方、RA 添加ではその発現は認められなかった。G3 細胞では RA の分化誘導でも蛋白およ

び mRNA レベルで NFP の発現が見られたが、HMBA でより顕著であった。このようにわれ

われのヒト EC 細胞では誘導因子の種類によって異なった分化形質が発現することが明

らかになった。このような所見は他の EC 細胞によっても確認されている。Wister 研究

所の Andrews らが樹立した NT2/D1 細胞の神経形質の発現は分化誘導因子の種類によっ

て種々であったと報告されている。また、表面形質についても RA による分化では

SSEA-3,4 が低下し、lacto 系 glycolipid の SSEA-1 および ganglioside 系抗原が増加す

るのに対して、HMBA ではこのような変化は認められなかったという。このような結果

から、ヒト EC 細胞の分化形質の発現は、その細胞が本来潜在している分化能力ととも

に分化誘導因子によっても規定されることが明らかになった。この機序が分子レベルで

明らかになればヒト細胞の分化・成熟機構がさらに詳細にすることができる。 

2）EC 細胞の器官形成能と系列細胞の分化・成熟過程の解析 

未分化 EC 細胞への外来遺伝子導入系の確立には、まず発現効率良いプロモーターを

得ることが最も重要である。われわれは CAT assay によって多くのプロモーターの発現

効率を検討した。その結果、polypeptid elongation factor α のプロモーターである

pEF1（EF1α）を用いることによって未分化 EC 細胞へ効率よく遺伝子を導入できること

が明らかになった。先に示した 2 種のプラスミドを G3 細胞に導入し、細胞の subcloning

を行なったところ、β-galactosidase が高発現するクローン 19E.11B が得られた。こ

れらの細胞は長期継代によっても lac Z 遺伝子の発現の強さは変わらず安定していた。

同細胞を scid マウスに移植したところ、1-1.5 ヵ月で腫瘤を形成した。その組織像は

EC、YST および一部には embryoid body 様構造や、hCG 産生の syncytiotrophoblastic 

giant cells、筋細胞の存在など多彩な像を示していた。これらの組織を構成する細胞

は X-gal 反応または β-gal 抗体陽性であった。また、同一細胞で分化形質の指標とな

る抗体と β-gal 抗体が同時に陽性であることが二重染色で確かめられたことから、こ

れらの多彩な組織が単一細胞に由来していることが証明された。以上、われわれが確立

したヒト EC 細胞へのリポーター遺伝子導入→異種移植系は同細胞の組織・器官形成能

を明らかにする上で極めて有用である。 

3）ヒト EC 細胞の分化初期に関わる遺伝子の単離 

G3 細胞の RA による分化誘導初期に関連する遺伝子を 3 種得た。その 1 つは HSP90b

遺伝子であった。RA 添加後 2 時間後から mRNA レベルで HSP90 の発現が増強し、その後

10 日間で G3 細胞は栄養膜細胞への分化を示すがその際、細胞レベルでは HSP90 の低発

現群の増加と高発現群の減少が認められた。G3 細胞の分化において HSP90 の発現の減

少または上昇のどちらが機能しているかを明らかにするため、HSP90 を強制発現ないし

はアンチセンス遺伝子によってその発現を抑制した結果、アンチセンス DNA によってア

ポトーシスが生じ、それから免れた細胞は神経細胞に分化した。現在、HSP90 遺伝子の
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動態、同蛋白の発現および分化形質の誘導の相互関連を詳細にしたいと考えている。因

みに、HSP90 の発現を得ることができる加熱によっても、われわれが分化の指標として

いる hCG の発現を誘導できるか否かを検討するため、G3 細胞を 42℃の環境下で培養し

経時的に hCG の定量を行なったところ、24 時間で RA の添加と同レベルの高い産生が認

められた。さら、筋肉特異骨格蛋白である smooth muscle actin の発現を mRNA で確認

できた。他の遺伝子については塩基配列の決定が最終段階に入っており、その機能解析

を準備中である。 

 

２．Wilms 腫瘍および同腫瘍を合併する Denys-Drash 症候群における WT1 遺伝子の変異と

その機能解析－遺伝子診断への有用性－ 

１）サザンプロット・ハイブリダイゼーション（以下、サザン法）による変異の同定 

サザン法による同定される家族歴や奇形症候群を伴わない孤発性 Wilms 腫瘍

（sporadic Wilms' tumor）での変異の頻度は欧米では低く、これまでの報告では 40 例

～50 例に 1 例ぐらいである。本邦ではこれに比し、やや頻度が高い。われわれの解析で

は遺伝子の欠失 4 例ならびに重複 1 例であるが、その異常部位に一定のパターンはみら

れない。自験例では WT1 領域すべての欠失 1 例、WT1 内から始まり 3'末端を越える欠失

2 例、WT1 内の欠失 1 例となっている。なお、重複例は今までのところわれわれの発見

が世界で初めてである。この変異をもつ腫瘍は、ヌードマウスで変異を保存しながら安

定して継代移植されている。同時に、世界で初めて WT1 異常をもつ Wilms 腫瘍細胞株と

して樹立された。この移植腫瘍と細胞株は、今後 WT1 の腫瘍発生に対する機能を解析す

る上で、極めて重要な手段となろう。 

２）WT1 の微小変異の同定 

サザン法では同定できない WT1 遺伝子の微小変異は PCR-SSCP 法によるスクリーニン

グと塩基配列の同定で検出される。われわれが同定した孤発性 Wilms 腫瘍での微小変異

は 3 例で、exon9 の、exon10 の 5bp の欠失および exon10 の 23bp の重複であった。後 2

者はこの変異により正常の stop codon が失われていた。zinc finger domain である

exon9,10 の変異が多いが特定のホットスポットは認められなかった。394Arg→Trp は当初、

Dynes-Drash 症候群に特異的な変異と考えられていたが、われわれの成績から孤発性

Wilms 腫瘍でも同じ異常が認められることが明らかとなった。一方、Debys-Drash 症候

群 5 例では WT1 の zinc figer domain の微小変異が全例で認められた。2 例は、それぞ

れ exon8・355Cys→Tyr および exon9・385Cys→Arg の変異であった。他の 3 例は alternative 

splice site である exon9 付近の exon-intron junction の intron 側の特定の部位に異

常が認められた。minigene を作成して alternative splicing が生じているか否か詮索

した結果、異常のものでは splicing が生じてないことが証明された。このことは intron

の異常であっても junction 部では機能的に重大な異常が生じることを示す所見として

注目される。いずれにせよ、Drash 症候群では報告例も含めほぼ 100％、zinc finger 

domain に何らかの異常がみとめられ、遺伝子診断への有用性を特に強調したい。一方、

このような WT1 遺伝子の変異と腫瘍発生の直接の関連については、WT1 遺伝子の異常の

ほか、11p15 に主座を有す遺伝子 WT2、IGF-II などとの共同作用や結合蛋白である p53

との関連についても今後、解析する必要があろう。 
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３．難治性腫瘍 Ewing 肉腫および関連腫瘍の分子診断の確立 

Ewing 肉腫および関連腫瘍である PNET は好発年齢、好発部位などが殆ど同様であり、形

態像も特異な形質を示さない裸核状の小円形細胞から成る。PNET は本来、神経形質を示す

腫瘍であり、その点が Ewing 肉腫との相違とされてきた。しかしながら最近、Ewing 肉腫

細胞が in vivo 環境下で、神経に分化することが判明し、両腫瘍が近縁の腫瘍であること

が判明しつつある。一方、Ewing 肉腫のような未分化な腫瘍は確定診断のための指標に乏

しく、客観的な診断手段の急務である、このような点をかんがみ、本腫瘍にしばしば生ず

る t(11:22)(q24:q12)における、キメラ遺伝子を同定することによって本腫瘍の分子診断

の確立ならびに腫瘍発生の機序との関連を明らかにした。材料は電顕を含む形態像、免疫

組織化学的方法によって Ewing 肉腫および PNET と診断された腫瘍組織である。転座部位か

ら単離されたキメラ遺伝子である EWS-Fli1 および EWS-ERGを RT-PCR でその同定を試みた。

その結果、Ewing 肉腫では 80％以上に EWS-Fli1 または EWS-ERG が同定され、一方 PNET で

は 50％であった。この結果、これらキメラ遺伝子の同定が、今まで指標の無かった Ewing

肉腫の分子診断として極めて有用であることが判明した。また、PNET においても半数の症

例が陽性で、Ewing 肉腫との関連が確認された。因みに、Ewing 肉腫および PNET としばし

ば鑑別上問題となる他の「小円形細胞腫瘍群」では、これらの遺伝子は全く検出されなかっ

た。キメラ遺伝子の腫瘍発生への機能と機序の解明は今後の課題である。 

 

４．難治性小児造血器腫瘍の生物学的特徴の解明 

１）小児白血病での CD45 発現様式と病態との関連 

小児白血病 115 例は形態、組織化学所見、細胞マーカー所見により B 細胞型急性白血

病 89例、T細胞型急性白血病 13例および急性非リンパ球性白血病 13例と分類されたが、

それらの症例における CD45 発現には特徴があった。症例全体では CD45 が明瞭に陽性と

なる群と陰性化あるいは減弱化する群が存在した。陽性率でみると腫瘍細胞での CD45

陽性率が 61％以上となる群（CD45 陽性群、69 例）と 40％以下の群（CD45 減弱群、46

例）とに分れ、41～60％となる症例は認めなかった。CD45 発現と病型分類の関係を検討

した所、B 細胞白血病 89 例中、CD45 減弱群は約半数の 43 例認めた。一方、非 B 細胞型

白血病 26 例では CD45 減弱群はわずか 3 例のみであった。すなわち、CD45 減弱群の大部

分（46 例中 43 例）は B 細胞系白血病であることが判明した。なお、B 細胞型白血病は

そのほとんどが CD10 陽性、slgM 陰性の B 前駆細胞型白血病である。また、CD45 発現様

式（陽性群 29 例と減弱群 28 例に分類）と年令、性、初診時白血球数、血清 LDH 値など

との関連を検討した結果、CD45 減弱群は陽性群に比べ、有意に低年齢（p<0.01）、低白

血球数（p<0.01）、低 LDH 値（p<0.05）を示した（χ2 検定）、一方、性差とは相関は認

められなかった。無病生存率を Kaplan-Mier 法で解析し generalized Wilcoxon 法で検

定した結果、3 年生存率は CD45 減弱群が 71.0％、CD45 陽性群 47.0％で減弱群が有意に

良好であった（P<0.05）。 

２）小児パーキットリンパ腫における接着分子 CD54 発現、p53 変異と病態 

15 例のパーキットリンパ腫につき接着分子である ICAM-1(CD54)の発現を検討した結

果、9 例が陰性、6 例が陽性であった。p53 遺伝子変異は 14 例につき解析可能であった
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が、5 例に変異を認めた。変異はエクソン 7 と 8 にのみ認められ、エクソン 5、6 および

8 には見られなかった。塩基配列を決定したところ、いずれも 1 塩基変異によるアミノ

酸の置換を伴う型であった。興味深いことに p53 変異を認める症例はすべて CD54 が陰

性の症例であった。すなわち、CD54 陰性 9 例のうち 5 例に p53 変異を認めたが、CD54

陽性 5 例には p53 変異は検出されなかった。また、予後調査の結果、15 例中 6 例が 21

箇所以内に死亡していたがそのうち 4 例が p53 変異症例であった。さて、CD45 は受容体

型チロシン脱リン酸化酵素であることが判明し注目を集めている。今回の解析で小児の

代表的悪性腫瘍である Common ALL の約半数に CD45 の減弱・消失が判明した。この減少・

消失は AML や T-ALL ではほとんど見られないことから、腫瘍化に伴う一般的な特徴とは

考えにくい。また、正常骨髄に存在する CD10 陽性 B 前駆細胞にはその全てに CD45 が発

現していることからもこの減弱・消失は B 細胞の腫瘍化に伴った現象であると考えられ

る。すなわち、B 前駆細胞型白血病に特有の分子メカニズムによって発現低下が引き起

こされていると想定される。白血病細胞での CD45 発現減弱の意議は未知であるが、予

後とも相関することはそれが悪性増殖と関係することを強く示唆している。バーキット

リンパ腫では接着分子である CD54 と p53 変異が疾患の予後に強く関連する可能性が得

られた。p53 遺伝子変異は、産生される変異型 p53 蛋白が細胞周期の制御を撹乱するこ

とにより腫瘍の悪性度を増加させると考えられている。すなわち、p53 変異を有する悪

性腫瘍は一般に癌のプログレッションに有利に作用すると考えられていることより、

p53 変異を持つバーキットリンパ腫が予後不良のことは理解が可能である。しかし、興

味深いことは p53 変異例が CD54 発現と関係することである。腫瘍細胞の増殖は、増殖

の場での環境との相互作用が重要である知見が多く示されつつあることを考慮に入れ

ると、CD54 発現低下が局所での増殖あるいは他臓器への進展に有利に作用し遺伝子変異

が起りやすい条件を提供している可能性も考えられる。 

３）hG-CSF トランスジェニックマウス（G-TG）の作製と造血能 

G-TG では hG-CSF の mRNA が全ての臓器で発現し、血清中に約 1,000pg/ml の hG-CSF を

産生していた。正常の約 10 倍の巨脾がみられ、組織学的には拡大した赤脾髄に種々の

分化段階の顆粒球・赤芽球が充満するとともに成熟巨核球も増加していた。白脾髄は相

対的萎縮を示すがリンパ球絶対数は T、B 細胞とも増加していた。末血では白血球増多

（正常の 10～15 倍）を認め成熟顆粒球がその大部分を占めたが、マーカー解析から T、

B 細胞絶対数も数倍に増加していた。一方、赤血球数・血小板数は不変であった。造血

前駆細胞の定量では、脾細胞の CFU-GM が約 1,000 倍、CFU-E、BFU-E が各々約 10 倍、20

倍に増加していた。CFU-S では、CFU-S（day14）が脾臓、末血で各々約 13 倍、30 倍増

加していた。CFU-S（day14）の増加は造血幹細胞の増加を反映していると想定されたた

め、幹細胞定量法としてより信頼性の高い長期骨髄再構築実験を行なった。正常マウス

末血単核球を 5 百万個移植すると 60 日後の生存率は 50％であった。一方、G-TG の末血

単核球を移植した場合は、わずか 5 千個の細胞で同様の生存率が達成され、5 百万個の

場合は生存率が 100％であった。即ち、G-TG の末血中には正常マウスに比較し造血幹細

胞が 1,000 倍多く含まれていることになる。また、移植後に生き残ったマウスの骨髄細

胞を用いてさらに CFU-S アッセイを行なった結果、出現した脾臓コロニーの全てに

hG-CSF トランスジーンが証明された。 
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４）G-TG で見られた巨核球増加と巨核球 DNA プロイディー変化 

G-TG 脾臓では巨核球が正常マウスの数十倍に増加しているものの末血血小板数には

変動が見られなかった。さらに、骨髄巨核球数は G-TG では正常マウスの約半数に減少

していることが判明した。脾臓巨核球は血小板産生に関与しない可能性が高いこと、巨

脾による血小板プールを考慮に入れると G-TG では血小板産生が亢進している可能性が

示唆されたので、DNA プロイディー検索により巨核球の成熟度を検討した。その結果、

G-TG 骨髄の巨核球 DNA プロイディーは 8N がピークであり正常の 16N よりもより幼若な

段階であった。巨核球の平均 DNA 量の変化が hG-CSF のマウスへの投与によっても再現

できるか否かを検討したところ、10μg/day、5 日間投与により 8N 型巨核球が増加する

こと、IL6 による巨核球 DNA 量の増加を hG-CSF が抑制することが判明した。巨核球系へ

の hG-CSF の直接作用か否かを知る目的でマウス巨核芽球由来細胞株 2 株（L8057 および

C2）につき G-CSF 受容体 mRNA の発現を RT-PCR で検討した結果、いずれの株にも発現が

認められた。G-CSF は臨床で多用されているサイトカインであるが白血病細胞にはその

受容体が発現し G-CSF により増殖が引き起こされる症例も存在する。また、G-CSF の生

体内作用は全てが解明されたわけではなく臨床応用が継続される現状ではその作用の

解明、長期投与による影響の解明は急務である。本研究ではこのような問題を解決すべ

く G-TG を作製した。G-TG はリンパ球を含む多くの細胞系統の造血を亢進し、幹細胞の

末血への動員も亢進していることより hG-CSF 作用解析のモデルとなりうる。短期間で

の観察では腫瘍の発生は見られていないが、より体系的な解析が必要である。今回、巨

核球分化に焦点をあて hG-CSF の作用も検討したが巨核球系白血病に G-CSF 受容体が存

在することが初めて明らかとなった。このことは、巨核球系白血球にも G-CSF 受容体が

存在する可能性を示唆しており症例のより詳細な検討が望まれる。 
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