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　　Bone　and　soft　tissue　sarcomas，　known　to　be　of　high－grade　malignancy，　are　hypervascular　ttunors　and

usually　metastasize。　Vascular　endothelial　growth　factor（VEGF）is　a　potent　endothelial　cel1－＄pecific　growth

factor　which　was　identified　in　1989，　The　purpose　of　this　study　was　to　investigate　whether　VEGF　is　expressed

in　tumors　of　bone　and　soft　tissue　origin．　Thirteen　primary　bone　and　soft　tissue　tumors　were　studied．

Non－radioactive，　digQxigenin－labeled　singl6・stranded　RNA　probes　were　made　frQm　cDNA　of　VEGF　which

were　reverse・transcripted　from　total　RNA　of　human　liver．　Northern　analysis　vvith　these　probes　demonstrated

that　VEGF・mRNA　was　transcribed　in　10　Qf　the　cases．　These　results　suggest　that　the　transcription　of　VEGF

is　related　with　the　clinical　course，　including　the　effects　of　adjuvant　chemo／radio－therapy　and　distant　111eta－

stasis，　Giant　cell　tumors　of　bone，　called　borderline　malignancy　due　to　occasional　distant　metastasis　despite

benigli　histological　features，　transcribed　VEGF・mRNA，　This　suggested　that　giant　cell　tumors　of　boiユe　have

a霧gressive　biological　features．　The　transcription　of　subtypes　of　VEGF　was　investigated　with　RT－PCR，　and　it

was　found　that　a11　cases　of　osteosarcomas　transcribed　VEGF，2i　preClominantly．　Transcription　Qf　VEGF121　is

thus　seen　to　be　related　with　malignant　biological　features．　Sliinshzi　Med／43：253－263，ヱ995
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　所増殖能も高いことが知られている。また転移形式は
　　　　　　　　　1緒　書　　　　ほとんど湘碓であり，，。．，行隈あ。。とはき

骨・軟部原発肉腫の多くは組織学的に血管に富み局　　わめてまれである。これらの事実はある種の血管成長

別刷請求先：谷川　浩隆　　　　　　　　　　　　　　因子が骨・軟部肉腫の増殖および遠隔転移に関与して

〒390松本市旭3－・1－1　信州大学医学部整形外科　　いることを強く示唆している。
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　Vascular　endothelial　growth　factor（VEGF）は　　　検討に用いた材料は，信州大学医学部附属病院で著

1989年に塩基配列が決定された最も強力な血管内皮細　　者が執刀し，中央検査部病理検査室で臨床病理医によ

胞の成長因子の1つであり1，，血管内皮細胞に直接作　　って確定診断された骨肉腫4例，骨巨細胞腫3例，脂

用して分裂増殖させ，また血管の透過性をプ〔進させる。　肪肉腫1例，平滑筋肉腫1例，primitive　neuro・

VEGFが上記の骨・軟部肉腫の特徴に寄与している　　ectodermal　tumor（PNET）1例，隆起性皮膚線維

可能性を考え，そのmessenger　RNA（mRNA）に関　　　肉腫（DFSP：dermatQfibrQsarcQma　protuberans）

しNorthern　blottillgを用いて検討した。検出された　　1例，悪性線維性組織球腫（MFH：malignant

VEGF・mRNAのサプタイプについてはreverse　　fibrQus　histiocytoma）2例の計13例であった（表1）。

transcription／polymerase　chain　reaction（RT・PCR）　　材料は切開生検時に腫瘍中心部で他の組織や壊死を認

を使って検討した。また組織学的に良性であるにもか　　めない部分から採取し，ただちに清潔下にプラスチッ

かわらず時には遠隔転移を生ずるため，悪性骨腫瘍と　　クパックにいれ，ドライアイスで凍結し一70℃で保存

良性骨腫瘍との境界線上に位置づけられている骨巨細　　　した。また切離断術，広範切除術の際は，術後可及的

胞腫についても同様の検討をした。この結果，これら　　早期に腫瘍内部からとりだした組織を上記と同様の処

の骨・軟部肉腫および骨巨細胞腫におけるVEGF・　置により保存した。

mRNAの存在がはじめて明らかになった。　　　　　　　B　RNAの抽出

　　　　　　　　II材料と方法　　　　RNAの抽出はAGPC法（acid　guanidi”m　thi°－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cyanate－phenol．chloroform）2｝をもとに開発された

A　材料と採取方法　　　　　　　　　　　　　　　　ISOGEN（ニッポンジーン）により行った。まず上記

褒1　VEGFを検討した症例一一eq

症例 年／性 診　　断 発生部位 採取時手術 補助療法1｝ 遠隔転移 転　帰

1 14／女 骨肉腫 腓骨近位 生検 一 一 CDF
2 58／男 骨肉腫 大腿骨遠位 生　検 罰－｝

『 CDF

3 14／男 骨肉腫 大腿骨遠位 切断術 RT十CT 一 CDF
4 58／男 骨肉腫 尺骨近位 切断術 放射線療法 ＋（肺） AWD
5 27／女 骨巨細胞腫 腸骨 生　検 ｝ 一 AWD
6 22／男 骨巨細胞腫 脛骨近位 掻爬術 一 一 CDF
7 61／男 骨巨細胞腫 大腿骨骨頭 骨頭切除 一 一 CDF
8 64／女 脂肪肉腫 殿部 広範切除 ｝

列甲一 CDF
9 64／女 平滑筋肉腫 大腿部 蒋発手術 一 『 NED
10 16／女 PNET 大腿部 再発手術 化学療法 一 NED
11 53／男 DFSP 上腕部 生　検 一 ｝ CDF
12 39／男 MFH 大腿部 再発手術 一

＋（肺，骨） DOD
13 64／男 MFH 大腿部 生　検 一 一 CDF

PNET：primitive　neuroectodermal　tumor

DFSP：隆起性皮膚線維肉腫

RT＋CT：放射線療法と化学療法

CDF　：continuous　disease　free

NED：no　evidence　of　disease

AWD：alive　with　disease

DOD　：dead　of　disease

l）：材料を採取した手術の前に行った補助療法
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表2　RT・PCRに用いたプライマー

＃1

primer－1　　（sense）：5’－TCCAGGAGTACCCTGATGAG－3’

primer－2（antisense）：5’－TTCACATTTGTTGTGCTGT－3’

＃2

primer－3　　　（sense）：5LCGAAGTGGTGAAGTTCATGGATG－3’

primer－・4（antisense）：5’一一TTCTGTATCAGTCTTTCCTGGTGAG－3’

LeungによるVEGF－・cDNAの塩基配列1｝でprimer－1は第241塩基～第260塩基，

primer－2は第425塩基～第444塩基，　primer－－3は第170塩基～第192塩基，　primer－4は

第681塩基～第705塩基である。

　　　　　　　　　　　　　　＃1

　　　　　　　　　　　〔
VEGF2°6　　primer－1　P・imer－2

5’exon　　1　　2　　　　　　3　　　　　　　4　　S　　　　6　　　 ’7　　　　8　　　　3’

　　　　　　primer－3　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　primer－4

VEGF189

VEGFI65

VEGFI21

図1　VEGF－cDNAの構造とプライマーの位置

　　VEGFは8個のexon部分よりなる。　Exon6は2通りのスプライシ

　ソグをされVEGF、sgとVEGFrasecなり，さらにexon7もスプライシ

　ソグされるとVEGF121になる。＃2プライー？・一間はVEGF2，，が658塩基

対，VEGF，sgが607塩基対，　VEGF，，5が535塩基対，　VEGFi2iが403塩

基対となる。＃1プライv一間はすべてのサブタイプで204塩基対とな

　る。

の凍結保存材料200mg‘をプラスチックパックにいれ　　C　RT－PCR

たままドライアイス上で凍結した状態で砕いて粉末状　　　表2に示した2組のプライマーをDNA合成器

にし，ただちにISOGEN溶液2ml中に投じホモジ　　Cyclon　Plus　DNA　Syiithesizer（Millipore，　USA）に

ナイズした。400μ1のクロロホルムを加え撹搾し5分　　より作製した。図1のようにVEGFはalternative

間室温に留置した後，4℃，12，000rpm，15分間遠心　　splicingにより4種のサブタイプに分けられる。＃1の

した。最上層の水層を別のエッペンドルフチューブに　　primer・1とprimer－2で増幅されるcDNAはすべての

移し，1m1のイソプロピルアルコールを加えて10分間　　サブタイプで共通であるが，＃2のprimer－3とprimer一

室温に留置した後，再度4℃，12，000rpm，15分間遠　　4で増幅されるcDNAは各サブタイプにより長さが異

心しRNAを沈殿させた。　RNAペレットを75％エチ　　なる3）4〕。

ルアルコール1m1で洗浄した後，風乾させRNase　in一　　まず最初に総RNAをAGPC法によりそれぞれの

hibitor加diethyl　pyrocarbonate水（0．1％）に溶解　　材料より抽出した。ついでRNA溶液10μ1をエヅペ

し，－70℃で保存した。　　　　　　　　　　　　　ンドルフチ＝一ブにとり10×PCR反応液1．5μ1（1G
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mmol／1トリス塩酸緩衝液，50nMno1／l　KCI，1．5　　っいでDIG　RNA　Labeling　Kit（Boehringer　Mann・

mmol／工MgCl，，Perkin　Elmer，　USA）を加えて70℃で　　heim，　Germany）を用いて，　cDNAを組込んだプラス

3分間denatureした後，急速氷冷した。ついで10　　ミドベクター上のT7プロモーター（antisense側）と

mmo1／l　dNTPs　1．0μ1，0．1mol／l　DTT　O．2μ1，10×　　SP6プロモーター（sense側）に作用するT7および

PCR反応液0．5μ1を加えた。逆転写（RT）のプライ　　Sp6　RNA　polymeraseを加え，　antisenseおよび

v一としてrandom　hexanucleotide　primer（Amer－　senseのジゴキシゲニン（DIG）標識RNAプローブ

sham，　USA）と，　primer－4の2種を用いた。　Mo一　　を作製した。

MuLV　reverse　transcriptase（Gibco　BRL，　USA）　　E　Northern　blotting

200単位を加え反応液全量を20μ1にし，42℃，55分間　　　2．2mo1／1ホルムアルデヒドを含む1％アガロース

のRT反応を行い相補的DNA（cDNA）を作成した。　　ゲルを用いてMOPS〔3－（N－morpholino）一

　合成されたcDNAをProgram　Temp　Control　Sys・　propanesulfonic　acid〕緩衝液により10μgの総RNA

tem　PC－800（ASTEC）を使ってpolymerase　chain　　を50V，100分間電気泳動した。泳動後エチジウムブ

reaction（PCR）により増幅した。反応液は10×PCR　　ロマイド染色により28Sおよび18SリボゾームRNA

反応液を用い，200μmol／l　dNTPs　2．5μ1，＃1プライ　　（rRNA）を確認し，ゲル上の分離した総RNAをナイ

マー ?驍｢は＃2プライマーを各600nmol／1となるよう　　Ptソフィルターに毛細管現象を利用してトランスファ

に加えた。さらにTaq　DNA　polymerase（Perkin　　一した。トラソスファーされた総RNAをGS　Gene

Elmer）1．5単位を加え，反応液全量を25μ1とtるよ　　LinkerTM（Bio・RaCl）を用い紫外線でフィルターに固

うにして行った。反応条件は，95℃・120秒間の熱処　　定した後，プラスチックパックに収納した。

理にひきつづいて，94℃・60秒のdenature，55℃・　　　Hybridization液の組成は50％ホルムアミド，5×

120秒のannealing，72℃・120秒のextensionを35サ　　SSC，2％プロッキソグリエージ＝ソト，　O．02％

イクル行い，最後に72℃・10分のextellsionを追加し　　SDS，　O．1％N一ラウロイルサルコシソとした。これ

た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　に100℃で5分間denatureした後，急速氷冷したサケ

D　DIG標識単鎖RNAプローブの作製　　　　　　　　精子DNAを0．1mg／inlの濃度で加え，プラxチック

　PCR産物を2％アガロースゲル上でTris－borate　　パックの中に注入してフィルターに浸透させ，恒温器

EDTA（TBE）緩衝液により電気泳動しprimer・1お　　で65℃，3時間prehybridlzationを行った。ついで

よび2で増幅された204塩基対の・ミンドを検出した。　　500ngのDIG標識RNAプ・一ブを含むhybridiza一

この204塩基対のPCR産物をGeneClean　H（BIO　101　　tion液中で65℃，16時問のhybridizationを行った。

Inc．，　USA）を用いてゲルから回収し，　TAクロー二　　〇．1％SDSを含む2×SSCで室温で2回，0．1％SDS

ソグ法によりTベクター（pCR’MII，　lnvitregen，　USA）　　を含む0．2×SSCで68℃で2回，フィルターを洗浄し

にサブクローニングした。ついでcompetent　ce11　　た。

（INVαF’）をtransformationしアミノベソジルペ　　　プP一ブの検出はDIG　Luminescent　Detection　I（it

ニシリソ選択培地上で単クローン由来のコロニーを拾　　　（Boehringer　Mannheim）を用いて行った。プロッ

い，これをさらに液体培地で培養後，アルカリライシ　　キソグ液〔プロッキソグリエージェソト1に反応1液

ス法5）でプラスミドDNAを抽出した。　　　　　　　　　（O．Imol／1マレイソ酸，0．15mo1／1　NaCl，　pH7．5）を

　サブクP一ニングベクターpCRTMIIに組み込んだ　　10の割合で調整した液〕で室温30分間のブロッキング

PCR産物の塩基配列の決定はdideoxy法6）によって行　　を行った。ついでアルカリフォスファターゼ標識抗

った。精製したプラスミドDNA　100～300ngをテン　　D正G抗体7．5単位を加え室温で40分反応させた。洗浄

プレートとし，Taq　DyeDeoxyTM　Terminator　Cycle　　液（O．3％Tween　20を含む反応1液）で15分間2回洗

Sequencing　Kit（Perkin　Elmer）を用いてシークエ　　浄後，反応停止液（0．1mol／1トリス塩酸緩衝液，0．1

ソス反応を実施した。サーマルサイクラーRoche　mol／1　NaCl，50mmol／1　MgCl2：pH9．5）で反応を停

R9600による反応終了後，　ABI　373A　DNAシークエ　　止させた。発光性基質AMPPD⑪を加え，　X線フィ

ンサーによって塩基配列を決定した。この結果を遺伝　　ルムに室温で5時聞感光させてプロープのパソドを検

子解析プログラムMacVectorによりGenBankに登　　出した。バンドの濃さはデソシトメbリーにより記録

録されているVEGFの塩基配列と照合した。　　　　　　した。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　幅された（図2）。以上の結果から肝由来のcDNAを
　　　　　　　　　III結　　　果
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　RNAプローブの作製に用いることとし，　pCRTMIIに

A　VEGFのsenseおよびantisense　RNAプローブ　　組み込んだ。　Dideoxy法によりプラスミドに組み込ま

　の作製　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　れたcDNAフラグメソトの全塩基配列を決定し，

　ヒト正常末梢血白血球と肝から抽出した総RNAよ　　Gel1Bankに登録されているVEGFのcDNAの塩基

りRT・PCRを用いてVEGFのcDNAを増幅した。　　配列と比較したところ完全に一致していることが確認

まずRT反応では，プライマーとしてrandom　hexa一　　された。そこでこのcDNAを鋳型にDIGで標識した

nucleQtide　primerまたはprimer－4のいずれかを用い，　　senseおよびantisense　RNAプμ一ヅを作製した。

ひぎつづくPCRではprimer・1および2を使用した。　　B　Northern　blottingによる腫瘍組織中での

PCR産物を電気泳動し，たところ宋梢血白血球RNA　　　VEGF　mRNA量の検討

をprimer4でRTしたcDNAではPCRにより2種類　　　表1に示した症例の腫瘍組織からRNAを抽出し，

のDNAフラグメントが増幅された。うち低分子量の　　VEGF・mRNAの検出をNorthern　blottingで試みた。

フラグメソトを塩基対数から判断してVEGFとした。　　等量（10μg）の総RNAを電気泳動しエチジウムブロ

Random　hexanucleotide　primerでRTしたcDNA　　マイド染色により18Sおよび28S　rRNAを確認した

のPCR産物では1，000va基対程度の非特異と考えられ　　（図3B）。泳動後のRNAをナイロソフィルターに移

るDNAフラグメントの増幅がみられた。肝RNAか　　しantisenseとsense（コントロール）のそれぞれの

ら同様にRT－PCRしたものでは両方のプライマーに　　プローブとハイブリダイズさせた。ついで特異的にハ

よるcDNAからVEGFと思われるフラグメソトが増　　イブリダイズしたプローブを化学発光によりX線フ

表3　Northern　blottingとRT－PCRの結果

症例 診　　断 rRNA1） VEGF2） VEGF1213） VEGF1653） VEGF1893）

1 骨肉腫 十十 十十 十十 ±
『

2 骨肉腫 十十 十十 十十 ± ｝

3 骨肉腫 十 ± 十十 十
　

4 骨肉腫 十 十十 十十 十 ｝

5 骨巨細胞腫 十 十十 十十 十十 十

6 骨巨細胞腫 十十十 十十十 十十 十十 ±

7 骨巨細胞腫 十十十 十十十 十十 十十 一

8 脂肪肉腫 十 十 ± 十 ±

9 平滑筋肉腫 一 一 十 十
｝

10 PNET 十十十 十十 十 十 一

11 DFSP 十 十 十 十十 十

瓦2 MFH 一 ｝ 十
一 皿

13 MFH ｝ 一 十 十十 十

1）rRNA：RNAの電気泳動での18Sおよび28S　rRNAの検出量

2｝VEGF：Northern　blottingでの検出量

3，VEGF、21．165，lsg：RT－PCRでの検出量

　ユ3例中10例の骨肉腫，骨巨細胞腫，軟部肉腫でVEGFが検出された。術前補助療法

の効果があった症例3ではVEGF量は少量であった。骨肉腫はVEGF，2iが主要なサブ

タイプであった。骨巨細胞腫ではVEGF，2i，　VEGF，65が同等であり，2例でVEGFis。

も観察された。軟部肉腫の中でVEGF，，且，　VEGF，65，　VEGF、sgの3種がみられた症例

ではVEGF，65h：もっとも多かった。
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203bp一レ

114bpゆ

図2　正常組織からのRT－PCR後の電気泳動像

RTしたもの　Lane　2は白血球RNAをrandom　hexanucleotide

prlmerでRTしたもの，　Lane　3は肝RNAをprimer－4でRTした

フラグメントがみられた。

S　1　2　3　4

　　A　　．　　　　　，，，　　　図3N…h・・n　bl・tti・g像

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　各症例とも10μgのRNAを泳動し

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　た。左の矢印は28Sおよび18Sの

　　　　　肝123456781011rRNAの位置を示す。
B

28Sゆ

18Sゆ

t　お　お

薄轡 ｝　　　　　　　　　l　　　　　　　　　tW

閣

S　4　1　2　3　　　　　5　6　7　　図4　骨肉腫と骨巨細胞腫のRT－PcR後泳動像

396bp＿レ

Laneの上段の数字は症例番号を表す。各症

■レ　　　　　　　　例について全RNA10μgからRT－PCRを行い，

の矢印はVEGFI8gに相当する607塩基対の

203bp⇒　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cDNAフラクメント。

osteosarcoma　　　　　GCT

図5　軟部肉腫のRT－PCR後泳動像

　　Laneの下段の数字は症例番号を表す。

※のLaneは脂肪肉腫2例。

9121311※※81iver　10
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骨軟部肉腫，骨巨細胞腫におけるVEGFの関与

　イルム上にパソドとして検出した。図3Aにanti・　PCRを行ったところ，1例では症例8と同様の所見

senseプP一ブで検出したバンドを示した。なお　　がみられたが，他の1例でe－m　VEGFi21のcDNAのみ

senseプローブではいずれのRNAにおいてもまった　　弱く増幅された。平滑筋肉腫（症例9）とPNET

　くバソドはみられなかった。　　　　　　　　　　　　（症例10）でem　VEGFI2iとVEGFi6r，カミ同程度に増幅

　検討した腫瘍13例中10例と肝から抽出したRNAで，　された。　DFSP（症例11）とMFHの1例（症例ユ3）

28Sと18SのrRNAをはさむ3．5～4．5kbの範囲を中　　ではVEGFi2i，　VEGF，6i，　VEGFiagが増幅され，うち

心にVEGFmRNAと考えられるバソドが検出された　　VEGF、6，がもっとも強かった。　MFHの他の1例（症

が，平滑筋肉腫とMFHの3例（症例9，12，13）では　　例12）はVEGF121のみわずかに増幅された（図5）。

VEGF－mRNAのバンドは観察できなかった。この3　　すべての症例でVEGF，。6の増幅はみられなかった。

症例はいずれも泳動の段階でrRNAが観察されなか
。嫉例であり，RNAの変脈よるものと思われた。　　　　N考　察

　骨肉腫では3例（症例1，2，4）で，肝よりも強い　　血管新生作用を持つポリペプチドとしてangio－

VEGF・　mRNAのパンドがみられたが，術前に化学療　　gellinやtrallsforming　growth　factor一β（TGF・β），

法と局所放射線療法を行った症例3ではほとんど検出　　tulnor　necrosis　factor一α（TNF・α）などが知られて

されなかった。症例1，2で18SのrRNAより短い　　いる。しかしこれらの血管成長因子は血管内皮細胞に

VEGF－mRNAと思われるバソドがわずかに認められ　　対する直接作用を有しない。逆にTGF・βやTNF・α

た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　では血管内皮細胞の細胞分裂を抑制することが知られ

　骨巨細胞腫の3例ではいずれにおいても肝より多量　　ている7）一一9）。これらに対してbasic　fibroblast　growth

のVEGF－mRNAが検出された。軟部肉腫のうち，　　factor（bFGF），　platelet－derived　endothelial　cell

rRNAが検出された脂肪肉腫，　PNET，　DFSPの3症　　growth　factor（PD－ECGF）は直接血管内皮細胞に作

例ではVEGF・mRNAが検出された。その程度は骨肉　　用し，その分裂増殖を促すことが報告されている1°｝11）。

腫や骨巨細胞腫に比べて少璽であった。　　　　　　　　　VEGFは1989年FerraraとHenzel且2）によって，ウ

C　R弘PCR　　　　　　　　　　　　　　　　　　　シ下垂体ろ胞細胞の培養液から単離された血管内皮細

　全ての症例のRNAからRT・PCRでVEGFの　　胞成長因子である。血管内皮細胞のみに特異的に働い

cDNAフラグメントが増幅された。　Primer－3，4によ　　て細胞分裂を促すことが知られているが，血管平滑筋

り増幅されるcDNAフラグメントはサブタイプによ　　細胞，線維芽細胞，ケラチン細胞に対してはまったく

って長さが異なり，VEGF1、1，　VEGF，65，　VEGF，，，，　　作用しない。この点が他の血管成長因子と違うところ

VEGF2。6はこの順にそれぞれ403塩基対，535塩基対，　　であり生体内で血管新生のみに特異的に働いているこ

607塩基対，658塩基対となる。肝ではVEGF，2iと　　とが示唆される13｝”15⊃。また血管新生作用の他に血管

VEGF夏65に相当するcDNAが増幅された。各症例で　　壁の透過性を高める作用があり，　vascular　permeabil一

検出されたVEGF－mRNAの総燈とサブタイプの一覧　　ity　factor，　vasculotropinとも呼ばれている！6）－18）。

を表3にまとめた。　　　　　　　　　　　　　　　　VEGFは45kDaのヘパリン親和性糖タンパクであ

　骨肉腫では4例全例にVEGF、21とVEGFI65由来の　　り，23kDaのポリペプチドが二量体を形成している12）。

cDNAフラグメントの増幅がみられた。いずれの症　　そのアミノ酸配列は，　Platelet－derived　growth　factor

例もVEGF，2iの方が強く増幅されていた。　VEGF，，，　　（PDGF）・AおよびPDGF－Bと18～20％の相同性を

は増幅されなかった。骨巨細胞腫では3例とも　　示す。VEGF中のシステインはPDGFにみられる8

VEGF，2iとVEGF，65のcDNAフラグメソトがほぼ同　　個に加えてさらに8個が認められている19）20）。

程度に増幅されていた。なお症例5ではVEGF，ssの　　　またVEGFは26個のシグナルペプチドを除いたア

cDNAが強く増幅され，症例6でも若干増幅されて　　ミノ酸の数によりVEGF，2i，　VEGF、65，　VEGF，8gの3

いたが症例7では増幅されなかった（図4）。　　　　　つのサブタイプに分類されていたが，1991年Houck

　脂肪肉腫（症例8）では，VEGFi2i，　VEGF165およ　　ら4）によってヒト胎児肝cDNAライブラリーより

びVEGFisg由来の3種類のcDNAフラグメントが増　　PCRを行うことによりVEGF2。6がクP　一一ニソグされ

幅されていたが，VEGF，，5由来のバンドがもっとも濃　　た。おのおののサブタイプはalternative　splicingセこ

かった。他の2例の脂肪肉腫についても同様にRT一　　より生ずるZl）（図1）。
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　1992年の報告でVEGF・mRNAは脳，肝，腎などの　　また骨肉腫や骨巨細胞腫の発生母地である骨芽細胞，

諸臓器に広く存在していることが確認された3）22｝。　　　　破骨細胞でのVEGF量にっいても調査を要すると考

　細胞内から組織間中に出て血管内皮細胞tr作用する　　　える。さらに症例を増やして検討を加えれば，今後臨

サブタイプV：　VEGFi2iとVEGF，65である。これに対　　床面において術前療法の効果判定および，術後の局所

し　VEGF，8gとVEGF206は細胞関連性が強く，また　　再発遠隔転移などの予測の重要なパラメーターになる

血管内皮細胞の分裂増殖能を持たない4｝13）。　　　　　　　と考えている。

　腫瘍におけるVEGFの発現はまだ研究の端緒であ　　　またRT－PCRによる検討で，骨肉腫ではVEGFi2、

るが，神経膠芽腫や血管芽腫に発現していることが報　　が主要なサブタイプであった。この研究の対象の中で

告されている23）’25）。消化管の腫瘍に対する検討では　　は骨肉腫の4例がもっとも生物学的に悪性度が高いこ

腺腫，過形成で、は発現せず，癌腫の腫瘍細胞の細胞質　　とを考えると，VEGF12、が生物学的悪性度を高める主

内のみに強く発現していることが明らかになってい　　要な原因の1つであることを示唆している。

る26｝。これはVEGFの発現蚤が腫瘍の悪性度と関連　　　骨巨細胞腫は通常良性腫瘍に分類されるが，易再発

性があることを示唆している。しかしVEGFのサブ　　性でときに肺転移を生じる28）。しかしその病理組織像

タイプの発現と臆瘍の悪性度との関連についてふれて　　から転移を予測することができない。骨巨細胞腫から

いる報告はない。　　　　　　　　　　　　　　　　　　骨肉腫と同等以上のVEGF・mRNAがみられ，このこ

　著者は非上皮性悪性腫瘍の中でももっとも悪性度が　　とが，生物学的なふるまいがaggressiveである．こと

高く富血管性であり易転移性である骨・軟部肉腫にお　　の原因と考えられ，きわめて関心深いことであり新知

けるVEGFの発現に注目して検討した。その結果，　　見であった。しかし骨肉腫と大きく異なる点は

骨・軟部肉腫と骨巨細胞腫でVEGF－mRNAを初めて　　VEGFl2iとVEGF，6sがほぼ同等量でみられたこと，

検出した。表3に示したように，症例により総RNA　　2例でVEGF，8，がみられたことである。　VEGF1agは

中に占めるVEGF－mRNAの比率に差があることや，　　細胞関連性が高く，血管増生に寄与しないサブタイプ

腫瘍によって転写されるVEGRmRNAのサブタイプ　　である。本研究で検査した3例は遠隔転移がみられな

が異なることなどの結果が得られた。　　　　　　　　　かったが，VEGF，2iが多くなれば生物学的悪性度が高

　治療効果とVEGFとの関係についても興味深い結　　くなり転移の危険性も高くなると推測される。

果が得られた。すなわち補助療法前に採取した生検材　　　軟部肉腫でeLX　VEGF－mRNAの全体量は骨肉腫，骨

料（症例1，2）ではNorthern　b1Qttingで中等量の　　巨細胞腫に比べて低かった。脂肪肉腫ではVEGF1、5

VEGF・mRNAがみられた。しかし術前補助療法とし　　がもっとも多く，　RT－PCRを行った脂肪肉腫の3例

て大量メトトレキセートとシスプラチン，アドリアマ　　中2例はVEGF、8gもみられた。これらの症例でみら

イシンによる化学療法と局所放射線療法（30Gy）を　　れたサブタイプのVEGF，8g方向へのシフトは生物学

行った後，切断術時に材料を採取した症例3では顕著　　的悪性度を低くすると考えられ，実際にこれらは術後

にVEGF－mRNA量が低下していた。この症例は術前　　再発していなかった。　PNET例は摘出後，化学療法

のCTやMRIなどの画像での補助療法効果判定27）で　　を実施したが7ヵ月後局所再発したため，再発発見か

サイズの縮小がみられず無効と判断され切断術を実施　　ら5ヵ月後に行った手術の切除材料である。North・

されている。しかし切断肢の腫瘍部は病理組織学的に　　ern　blettingでrRNA量がほぼ同等な骨巨細胞腫と

壊死や線維化を伴っており術前補助療法の効果がみら　　比較し，VEGF－mRNA全体量は低かった。　PNETは

れ，術後再発転移を認めていない。これに対し症例4　　一般的に高悪性度で転移傾向が強いがこの症例では再

では術前放射線療法を行ったにもかかわらずVEGF一　　発後5ヵ月間転移をきたさなかった。化学療法を実施

mRNA量は症例3ほど顕著な低下はみられなかった。　　したにもかかわらず腫瘍は増大したが，遠隔転移をき

この症例は病理組織学的にも腫瘍細胞は壊死部分が少　　　たさなかった原因の1っとしてVEGF・mRNA量が減

なく術前療法の効果はみられず，臨床的にも術後多発　　少したためと考えた。DFSPは病理組織学的に肉腫に

性肺転移をきたした。この2症例の結果からVEGF一　　分類され，易再発1生であるが遠隔転移をきたしにくい

mRNA鐙と腫瘍の悪性度との相関が強く示唆された。　　ことが知られている2e）。この研究で検討したDFSPの

　今後VEGF・mRNAの組織内局在を確かめるために　　1例でe＃．　VEGFi6s－mRNAが最も多く，まte　VEGFIsg

e2　in　sittc　hybridization等による検討が必要であり，　　も比較的多かった。病理組織学的に肉腫であっても生
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物学的悪性度が低いDFSPにおいてもやはり　　　VEGF2。6）が多い傾向が示された。

VEGF18g．へのシフトがみられた。　　　　　　　　　　　3　骨肉腫でeX　VEGFi2iが主要なサブタイプであっ

　以上より生物学的悪性度が高い腫瘍ではVEGFは　　　た。化学療法，放射線療法などの補助療法の効果が高

細胞外へ出て内皮細胞に働くサブタイプ（VEGF，2i，　　　いものはVEGF・mRNAの全体量が減少していた。

VEGE、5），特にVEGF121カミ多く発現し，生物学的　　　VEGFは補助療法の効果判定や予後予測のパラメ

悪性度は低い腫瘍では細胞関連サブタイプ（VEGFi8t，　　　一ターになりうると考えた。

VEGF2。、）が多く発現しているものと推察した。こ　　4　骨巨細胞腫ではVEGFmRNAの全体量が高かっ

のサブタイプに関してalternative　splicingを決定し　　　た。骨肉腫と異なりVEGF，2i，　VEGF16、が同程度

ているpromoterに対し腫瘍の悪性度がどのように影　　　であり，　VEGF、8gもみられた。組織学的に良性であ

響しているか検討することが今後の課題である。本研　　　っても生物学的なふるまいがaggressiveである原

究は骨軟部腫瘍におけるVEGFの関与を明らかにし　　　因としてVEGFエ2、とVEGF，6sの関与が示唆された。

た最初の報告である。　　　　　　　　　　　　　　5　軟部肉腫では骨肉腫や骨巨細胞腫よりVEGF・

　　　　　　　　V　結　　　語　　　　　　　　　　　mRNAの全体量は低かった。

　骨肉腫4例，骨巨細胞腫3例，軟部肉腫6例の腫瘍　　　本論文の内容の一部は，第27回日本整形外科学会

組織内のVEGF－mRNAについてNorthern　blotting　　骨・軟部腫瘍学術集会（1994年7月，三重）において発

とRT－PCRを用いて検討した。　　　　　　　　　　　　表した。

1骨肉腫，骨巨細胞腫，軟部肉腫の腫瘍組織中に，　　　稿を終わるにあたり，研究のすべての過程でご教授

VEGF－mRNAが明らかに認められた。　　　　　　　ご助言頂いた臨床検査医学講座勝山　努教授，降旗謙

2　生物学的悪性度が高い腫瘍ではVEGFは細胞外　　一助教授に深く感謝する。また実験手技などについて

へ出て内皮細胞に働くサブタイプ（VEGF，2i，　　ご協力ご助言いただいた附属病院中央検査部遺伝子検

VEGFI6，），特t／c　VEGFi2iが多く，生物学的悪性度　　査室上野一郎医学博士，日高恵以子技宮，古渡千澄技

が低い腫瘍では細胞関連サブタイプ（VEGF18，，　　官に感謝する。
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