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概要　7，12dimethylbenz （a ） anthracene （DMBA ） に よ り誘発 し た ラ ッ ト卵巣腫瘍 に っ い て，　 ras 遺

伝子関連蛋 白質 と し て p21の 局在 を 免疫 組織学的 に 検討 した ．

　1）卵巣腫瘍 を腹部 に 腫瘤 と し て 触知 す る ま で 約28〜38週 （平均 35．6週） で あ つ た．そ の 内訳 は，

adenoma 　6例，　 adenocarcinoma 　30例，　 sarcoma 　3 例，　 mixed 　mtillerian 　tumor 　1例，　 epidermal 　cyst

2例 で あ つ た ，

　2） p21 の 陽性染 色像 として は ，腫瘍細胞胞体 に 淡 く認 め ら れ た．そ の 陽性率 は，　 adenoma 　83％．

adenocarcinoma は 57％．　 sarcoma は 67％．　 mixed 　mtillerian 　tumor 　Ot　O ％．　 epidermal 　cyst の 扁平 上

皮細胞 に 100％陽性 で あつ た．また ，同種継代移植腫瘍 と DMBA ・OC −1は，い ずれ も陽性 で あつ た．

　3） DMBA 誘発卵 巣腫瘍 に お い て も ras 遺伝子が，他 の 臓 器 と 同様 に sarcoma に 特異的な遺伝子 で な

い こ とが 認 め られた ．

　4）Adenoma
，
　 epidermal 　cyst に お い て も p21が 陽性 で あ つ た こ と よ り，既 に 腫瘍化す る 段階 で の ras

遺伝子 の 関与 が 示唆 され た．

Synopsis　In　the　present　 study ，　 ras 　 Qncogen 　pτoduct 　p21　was 　ana 】yzed　immunohistochemically 　in　 rat

◎varian 　tumors 三nduced 　by　7，12　dimethylbenz （a ）anthracene （DMBA ）．

　 1｝ After　28〜38 （average 　35．6）weeks ，　the　tumors − 6　adenomas ，30　 adenocarcinomas ，3sarcomas ，　 one

mixed 　mtillerian 　tumor 　and 　2　 epidermal 　cysts
−

were 　produced 　in　the　rat　ovaries ．

　2） The 　p21　positive　reactions 　could 　be　seen 　in　the　cytoplasm 　of 　the　tumor 　cells．　 The 　positive　rates 　were

as 　follows：adenomas 　83％ ，　adenocarcinomas 　57％ ，sarcomas 　67％，　mixed 　milllerian 　tumors 　O％，　epidermal

cysts 　100％，　in　which 　the　positive　reactions 　were 　obtained 　in　squamous 　cells，　Both　of 　the　seria1・allografted
tumor 　and 　DMBA −OC −1　 were 　positive，

　3） The 　present　study 　showed 　that　the　ras 　oncogen 　is　not 　a　specific　gene　in　ovarian 　sarcoma 　or　in　other

tumors ，

　4＞ The 　present　 study 　has　suggested 　tha仁the　 ras 　 oncogen 　plays　 a 　 role 　in　tumor 　genesis 　lncluding　benign
tumors ，　by　showing 　p21　positive　in　adenomas 　and 　ep 三demlal　 cysts ．

Key　words ： Ovarian　tumor 。7，12　dimethylbenz （a ）anthracene （DMBA ）・ras 　oncogene

　　　　　　　　　 緒　 　言

　ラ ッ ト の 肉腫 の 発癌遺伝子 と し て 発見 され た

ras 遺伝子 は
，

ヒ ト細胞中 に も存在す る こ とが確

認 され，その 後の 研究に よ り，細胞 の 癌化 に 不可

欠 な遺伝子 と して 知 られ る よ うに な つ た
7 ）19 ）．更 に

は ，そ の 関連蛋 白質 で あ る，p21は GTP 結合蛋 白

質 とし て ， 細胞 に お け る情報伝達機構に重要 な役

割を は た すこ とが注 目 されて い る
3 ｝5）6｝9）14 ，16 ）2 °）21）．

一方，化学発癌物質で ある ， 7，
12dimethylbenz （a ）

anthracene （DMBA ）で 誘発 され た 卵巣腫瘍は
，

そ の 多 彩 な 組織 像 を示す こ とが 知 られ て い る
1｝

が ，
こ れ まで そ の 発生 ， 並 び に 癌化 の 機序に お け
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る癌遺伝 子の 役割に つ い て は
， 他臓器 の 化学発癌

腫瘍 に 比 し て 報告 が少な い
19 ）21 ）．今回

， 著者 ら は ，

DMBA に よ り誘発 した卵巣腫瘍に つ い て ，　 p21 の

局在を検討 し ， そ の 発生にお け る ras 癌遺伝子 の

役割 に つ い て ， な ん らか の 指標が得 られん こ とを

目的 と し て 研究を行 つ た の で 報告す る．

　　　　　　　　 材料 と方法

　1．腫瘍の 作製 と固定

　Wistar 系 の F344 に 遺伝子背景を もつ 生 後 4 週

の 雌 ラ ッ ト卵 巣 に Kato　et　 aLl3
）
の DMBA の

direct　application 　method 　tlこ よ り行 つ た ． 7 〜 9

ヵ 月後 ラ ッ トを エ ーテ ル 麻酔下 に 屠殺 し，プ ア ン

固定液に よ り16〜24時間の 浸漬固 定 を行つ た ．ま

た，Sugiyama　et　aL18
｝
に よ り樹立 された 同種継代

移植 DMBA 誘発卵巣癌株 ， 並 びに Kataoka　 et

a1．12 ｝に よ つ て ，分離樹立 された ，　DMBA 誘発卵巣

癌の 培養細胞株（DMBA ・OC ・1）の 同種継代移植腫

瘍に つ い て も同様 の 方法に よ る腫瘍 の 採取 ， 固定

を 行つ た ．

　2．腫瘍組織 と染色法

　 1．の 方法 に よ り得 られた腫瘍 の うち壊死や 感染

を認め ず染色 に 適切 と判定 され た 腫瘍 の み を実験

に供与 した． コ ン ト ロ
ー

ル と し て 正常卵巣表層上

皮 ， 卵管上皮 ， 顆粒膜 細胞，間質細胞 に つ い て 観

察を行 つ た ．一一一次抗体 と し て ras 遺伝子 の 関連 蛋

白質 で あ る p21に 対 す る monoclona1 抗 体 （On −

cogene 　science 　lnc，　USA ）を用 い て ，　 Hsu 　et　al．
ii ）

の 方法 に よ り抗 マ ウ ス lgG を 二 次 抗 体 とす る

Avidin−biotin・peroxidase　complex （ABC ）法に

よ り染色を行 い そ の 局在 に つ い て 検討 し た ．核染

色 は，Myer −Hematoxylin と無染色を行 い 同
一

切

片 5枚で 厳密に 判定 した．陽性 コ ソ ト ロ
ー

ル とし

て
， p21 の 存在 が証明 された 胆嚢癌 ヌ ー ド マ ウ ス

移植株 KMG −1「5）を，陰性 コ ソ ト ロ ール と し て 全

切片に つ い て non ・immunized マ ウ ス IgG を 二 次

抗体 と して 用 い て 行 つ た．

　　　　　　　　　 結　　果

　1．腫瘍組織

　卵 巣腫瘍 を腹部 に 腫瘤 と し て 触知 す る まで 約

28〜38週 （平 均 35．6週）で あ つ た ，そ の 内訳 は

adenoma 　 6 例，　 adenocarcinoma 　30例，　 sarcoma

写 真 1　 ヌ ードマ ウス 移 植 KMG ・1に お け る，
　p21の 反

　応 所 見
齟
細 胞 胞体 内 に 淡 く認 め られ る．〔ABC 法 ，

　無 染色 ，
× 200）

写真 2　Adenoma の 細胞胞体内 に お い て も p21の 明

　ら か な 陽性反応 が 認 め ら れ た．（ABC 法 十Myer ・

　Hematoxylin 染色，× 200）

写頁 3　 Adenocarcinoma に お い て も p21は 細胞胞体

　内 に 陽 性 反 応 を 認 め た ．（ABC 法 十 Myer −

　Hematoxylin染色，× 200）
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写 真 4　 SarcOma に お い て も p21は，乏 し い 胞 体内に

　淡 く陽性所見を星 した ．〔ABC 法，無染色，　 x 　200）

写真 5　 Epidermal　cyst に お い て は ，　cyst 内 の 扁 平 上

　皮 細 胞 に お い て 陽 性 所 見 を 畢 し た．〔ABC 法 ＋

　Myer −Hematoxylln染色，× 100）

写真 6　 DMBA ・OC・1の 同種継代移植腫瘍 に お い て

　 は，Sarcoma 類似の 染色 陽性所見で あつ た、（ABC

　法
．
ト
・Myer −Hematoxylin 染 色，× 200）

片 岡他

表 1　卵巣腫瘍の 組織型 と p21 の 陽性率

1211

組　 　織 　 　型 陽性数 ／検体 数 （陽性率）

Adenoma

Adenocarclnoma

SarcomaMixed
　 mUllerian 　tumor

Epiderlnal 　cyst

5／6 （83．3％）

17／3  （ 56．7％）

2／3 （66．7％）　 ・

0／1 （ 0．0％）

2／2 （100．0％）

Total　primary 　tumor 26！42（61．9％）

Serial・al夏ografted 　tumor

DMBA ・OC・1
1／1 （100．0％）

1／lqOO ．0％）

＊lNo 　significance 　each 　other ，　X2　test，　p 〈 0．Ol

3 例 ， mixed 　mUllerian 　tulnor （MMT ） 1例，

epidermal 　cyst　 2例 ， また 同職 こ行 つ た 同種継代

移植腫瘍 1例 ，
DMBA −OC・1腫瘍 1例 は

， それぞれ

8週 と 6週で 腫瘤形成を 認め た．

　2．組織及 び染色性

　p21 の 陽性染色像 と し て は
，
　 KMG −1細胞 の 胞 体

に淡 く認め られた （写真 1 ）が，陰 性 コ γ ト ロ
ー

ル として 供 した組織はす べ て 陰性で あつ た．

　adenoma に お い て は
，

6 例 中 5 例 （83％）の 腫

瘍細胞 に お い て 同様に 胞体内lt　p21の 局在が認め

られ た （写真 2）．また ， adenocarcinoma の 形態

を示 した もの に お い て は
， 30例中 17例 （57％） の

陽 性 で あ つ た （写 真 3 ）．し か し，adenoma と

adenocarcinoma の 染色態度 と陽性 率に 有意差を

認め なか つ た ．一方，すべ て の 腫瘍 に お い て 間質

細胞 は ，染色性を示 さ な か つ た．更 に sarcoma は ，

3例 中 2例 （67％）が 陽性を 示 した が （写真 4），

MMT は
， す べ て 陰性で あ つ た ．一方 ，

　epidermal

cyst の 扁 平上皮細胞 に つ い て は ，　 p21 は 陽性で あ

つ た （写真 5）．同種継代移植腫瘍 と DMBA −OG

1は ， い ず れも陽性で あつ た （写真 6 ）．そ の 一覧

表を表 1 と し て 示す．

　　　　　　　　　考　 　案

　 K −ras 及 び H −ras 遺伝子は ，ラ ッ トの 肉腫遺伝

子 に 由来 し， ヒ トの 癌 に その 共通性が発見 された

こ と よ り注 目され た 遺伝子 で ある
7 ）．ま た p21 は

GTP を介する シ グ ナ ル 伝達機構 に 関連す る K −，

H ・
， ras 遺伝子の 共通の 産生蛋 白質 とし て 細胞膜

の 内側 に 局在す る こ とが 知 られ て い る 3）5｝6 ）9）．すな

わ ち，p2i の局在 は
，
　 ras 遺伝子 の 活性 を意味し て

N 工工
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い る 14）t6）

．
一

方， 癌遺伝子 の 発現 の 検討方法 と し て

は ，　Northern　blot法な どに よ る mRNA レ ベ ル で

の直接的証明 と，gene　product を検 出す る こ とに

よる間接的証明が存在す る．感度に お い て は 前者

がす ぐれて い るが
， 後者は局在 の 検討が可能で 腫

瘍細胞 の 特異性が証明 で ぎる．こ の た め
， 我 々 は

，

ABC 法 を用 い た p21蛋白質 の 局在を検討 した ．当

初 ，
sarcoma を初 め とす る非上 皮性腫瘍 に つ い て

強 い 局在 を示す の で は な い か と予測 して い た が結

果的に は，有意差を認め なか つ た． こ の こ とは ，

卵巣に お い て も ras 遺伝子が，他の 臓器 と同様 に

sarcoma に 特異的な遺伝 子 で な い こ と を示 唆す

るもの と考え られ る．
一

方， ヒ ト卵巣癌 に お い て

は
， 著者 らも ， c −myc の 漿液性嚢胞腺癌 に お け る

増幅を報告し て い るが 2）
，

こ れ以外に も， Slamon

et　aLI η は，腺癌で fos
，
　 myc

，
　 H ・ras

，
　 K ・ras 遺伝

子の 発現亢進 を，Feinberg　et　al．7）は 漿液性嚢胞腺

癌培養細胞株に お け る K −ras 遺伝予の 活性化 を，

ま た Filmus　et　aL8 ）は
， 漿液性嚢胞腺癌で c−K −ras

遺伝子の 増幅がみ られた と報告 し て い る． こ の た

め 今後 ， 他 の 遺伝子や検出 方法を変え て 検討を行

う必要を感 じ て い る ．ま た
，

ras 遺伝 子は
， 悪性度

や転移 と の 関係 に つ い て 関連を言及 した論文が し

ば し ば認 め られ る
4 ）− 6）16）2e ）が

， 今回 の 研究 に お い て

は 明らか で なか つ た ．む しろ ， 良性 と思わ れ る ，

adenoma や epidermal 　cyst に お い て も p21の 陽

性 所見を認めた こ とは，既 に 腫瘍化す る段階で の

ras 遺伝子 の 関係 を示唆す る もの で ， 更な る悪性

化に は ，他の 因子の 関連 もうか が わ れ た ．すなわ

ち ，
ヒ ト腫瘍で ， p21 は 良性 腫瘍に お い て は発現 さ

れず ， 悪性腫瘍の み に 発現 を認め る との 報告 もあ

る が， こ の 点で 当実験腫瘍 は腫瘍化過程 を単純化

した モ デル で あ り形態的良 性腫瘍 とは い え ヒ ト腫

瘍 と の 相違点が 認め られる の か もしれ な い ．

　 こ れ に 対 し て ，DMBA を初め とす る化学発癌

と癌遺伝子 の 関連 に つ い て は ，細胞 の 正常 な生存

に 必 須 の proto−oncogene とそ の 活性化の 面 か ら

研究が進 め られて い る．Barbacid 　 et　 al．
1912

％ ま

Nitroso・methyl 　urea （NMU ）を用 い て 誘発 し た

ラ ヅ トの 乳癌 に お い て H ・ras 遺伝子 の 活性化 を

確認 し ， 特 に 12番 目の コ ドン の ア ミ ノ 酸配列 （G →

A ）の 変化で ある こ とを確認 し た ．一方 ，
DMBA

に よ り誘 発 さ れ た 癌組 織か ら は 活性型 H ・ras 遺

伝子が検 出された が 12番 目の コ ド ン に 変異体 は存

在 しな か つ た と報告し て い る． しか し， これは 検

体数が 3検体 と十 分と は い えず今後 もまだ検討 の

余地 の ある もの と考え て い る．今回 の 著者 らの 研

究に お い て は ，adenoma に お い て 既に ABC 法 に

お い て検出可能な レ ベ ル に p21が発現 し て い た．

こ れ は 正常組織 に お い て は
， p21の 局在 を認め な

い こ とか らも，DMBA 誘発腫瘍 に お け る ラ ッ ト

の proto−oncogene を検 出 し て い る 可 能性 は 否定

で きると考 え られ ， 腫瘍化に ras 遺伝子が 係わ る

も の で あ ろ うこ と が 間接的 に 推測 された が
， 今後

更に検討を行 うつ もりで ある．更 に，同種継代移

植腫瘍 と DMBAOC −1で p21 の 発現を認め た こ と

は ，DMBA 卵巣癌 の 継代過程 に お い て ras 遺伝子

の 発現を獲得した もの か ，又 は 原腫瘍が発現 し て

い た の か こ の 実験だ け で は 明 らか で ない ．し か し
，

遺伝子検索 に容易な こ れ ら の 株細胞
12）は ， こ の 方

面で の 研究の 格好の モ デ ル ともな りうる もの と考

えて い る，

　実験 に あ た つ て 腫 瘍作 製並 び に 組織染色に 多大な る助 力

を頂 い た 生 津 八 重 子嬢 に 感謝 い た しま す．ま た，本研究の

一
部 は，久 留 米 大 学 医 学部 産婦人科育成 会研 究 費 （平 成 2

年 度 ） に よ つ た．
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