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   Expression of a N-myc gene has been found in Wilms' tumor. N-myc protein, which is 

N-myc gene product, can be detected using an and-N-myc antibody. 

   Paraffin sections of the fetal tissues at the seventh week of gestation were prepared for 

immunohistochemistry, stained by PAP method. The N-myc gene product was observed in 

the cells consisting of the mesonephric ductular wall. 

   This result may suggest that Wilms' tumor is originated from the mesonephric tissue.
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緒 言

最 近 癌 診 断 の実 用 段 階 にあ る もの に 胎児 性 癌抗 原 が

あ る.胎 児 に は 存 在す るが成 体 に は通 常 存在 せ ず,癌

化 して再 び生 ず る抗原 で,α 一fetoprotein(AFP)1・2)。

carcinoembryonicantigen(CEA)ト3),α2H4),βf5),

fetalsulfoglycoproteinantigen(FSA)6)な どが あ

る.癌 細 胞 で は 各種 の 酵 素が 胎 児型 に 変 換 す る た め

に,こ れ らの 癌 抗 原が 生 ず る と考 え られ て い る.こ れ

らは単 に 診 断 上有 用 で あ るだ け で な く,発 癌 機 序 を考

え る上 に 重 要 な手 懸 りとな る.

一 方
,癌 遺伝 子 の発 現 を 調 べ る こ と も,癌 の 原 因診

断 に 重 要 で あ る,こ こ で は,N-m)c癌 遺 伝 子 を取 り

上 げ,癌 遺 伝 子 に よる診 断 へ の応 用 に つ いて 述 べ る.

N-mJa遺 伝 子 は,神 経 芽 細 胞腫,網 膜 芽 細 胞腫,

Wilms腫 瘍 お よび 一部 の 肺 小細 胞 性 癌 で 特 異 的 に 発

現 して お り,一 般 の正 常組 織 に は 発現 が み られ ない.

したがって,N-myc遺 伝子の発現を検 出すれば,上

述のN-m!c性 腫瘍を同定できる,

癌遺伝子の発現を調べる方法の一つとして,癌 タン

パ クの検出が上げられる.そ のためには,癌 タンパ ク

に対する特異抗体が必要になるが,癌 タンパクに対す

る抗体は,現 状ではまだ一般的でないので,東 邦大学

医学部分子生物学研究室は,ヒ トN-mpc遺 伝子特異

領域がコー ドするタンパクに対する抗体を作成し発表

して来た7)ま た,正 常組織では,N-mJC遺 伝子は,

胚発生期から胎生期にかけて発現す るこ とが,Nor-

thernブ ロット法で明らかになっている.一 方,現 在

知られているN-myc発 現型の腫瘍は,ほ とんどが小

児癌のものである.N-mりc発 現型の腫瘍と胎児期に

生理的にN-mpcを 発現している細胞の関連を明らか

にするために,本 抗体を用いて免疫組織化学的にヒト

胎児でのN-m■aタ ンパ クの分布を検索した.
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実験方法および材料

(1)N-mpc抗 体 の作 成 法8)

泌尿紀要34巻

抗体 の 作成 に は,抗 原 を安 定 して 供給 す る こ とが 重

要 な要 点 の 一 つ で あ る.東 邦 大学 分 子生 物学 研 究 室

で は,ヒ トN-mJC遺 伝 子 断 片を 大腸 菌 に クμ一 ン化

し,そ の遺 伝 子 断片 を 発 現 させ た大 腸菌 か ら,抗 原 タ

ンパ クを精 製 した.大 腸 菌 内 で 特 定 の外 来DNAを

発現 させ るた め に,環 状 の 発 現 ベ クターにDNA断

片 を挿 入 し,大 腸菌 を形 質転換 した.発 現 ベ クター に

は,フ ァー ジ ラ ムダの遺 伝 子 の一 部 が組 み込 んで あ る

(Fig.Ib),宿 主 菌(N4830)は,フ ァー ジ ラム ダの

欠陥 溶 原菌 で あ り,32。Cの 培 養 条件 で は ファ ージ ラ

ム ダのclp57リ プ レッサ ーが発 現 してい る .こ の リプ

レ ッサ ーは 発 現 ベ クター のOLオ ペ レー ターに 結 合

し,PLプ ロモ ー ターの 活性 を 抑制 して い る。 した が

って,32℃ の培 養 では 発 現 ベ クターか らの転 写 は起

こ らない.培 養 温度 を39℃ に上 昇 さ せ る と,clss7

2号1988年

リプ レッサ ーに よる抑 制 が な くな るため,PLプ ロモ

_タ_が 作 動す る.そ して,発 現 ベ クターか らの 転写

が 始 ま り,大 腸菌 内で タ ンパ クに翻 訳 され る銑 中川

ら・・が 開 発 した 発 現 ベ クタ ーpCA2・ ・ は,翻 《の開

始点 と終 了点 に それ ぞれ フ ァー ジ ラム ダのcllとN

遺伝 子 の 一 部を 用 い てお り,両 者 の 間 に 外 来DNA

を ク ロ_ニ ングす る よ うに な ってい る.し た が って・

外来DNAが 挿 入 され た 発現 ベ クターか ら 翻 訳 され

る タ ンパ クは,外 来DNAが コ ー ドす る タ ソパ クの

両 端 に,そ れ ぞ れcllタ ンパ クとNタ ソパ クの一 部

を も った サ ン ドィ,ソチ型 の融 合 タ ソパ クと して発 現 さ

れ て くる.抗 原 とな る融 合 タ ソパ クを安 定 化 させ るた

めに,ヒ トN-m■c遺 伝子 断片(NaeI-RsaI255bp)

(Fig.1・)を3つ 直 列 に つ な げ て・ 発 現 ベ ク タ ー

pCA200に クp一 ニ ング し(Fig.lb),大 腸 菌 を 形 質

転換 した.こ の大 腸菌 を32℃ で培 養 し,39℃ ・90分

間 の 熱誘 導 で 産生 され て きた4量kDタ ソパ クを 精 製

した(Fig.Ic).大 腸菌 ライゼ ー トを 硫安 塩 析14～28
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川 原,ほ か:抗N-m2c抗 体 ・中 腎

%の 範 囲の 画 分 を採 り,DEAE-Sephacryl分 画 の後.

CM-Sephadexカ ラ ムか ら280mMKClで 溶 出 さ

れ て くる画 分 を,さ ら にSephacrylS-200で 分離 し

た.こ の よ うに して,SDS-PAGEの クマ シ ー ブル ー

染色 で単 一 パ ン ドの精 製 融 合 タ ソバ クを得 た.精 製 融

合 タ ンパ クを ニ ュー ジー ラ ン ドホ ワイ ト種 に2週 間 毎

に約40μ9/rabbit皮 下 投 与 した.免 疫 開 始 後,1カ

月以 内に 抗N-mpc抗 体 が 得 られ る よ うに な った.こ

の抗 血 清 の検 出感度 を 抗 原 タ ンパ クを用 い た イ ム ノ ド

ッ トブnノ ト法 で調 べ た と ころ,1,000倍 希釈 血 清 で

0・24ng(6・Ofmol/dot)以 下 の 検 出感 度 で あ った .こ

の 抗原 タ ンパ クは,フ ァー ジ ラ ム ダの タ ンパ クを 含 ん

だ 融 合 タ ンパ クであ る た め,こ れ らに 対す る抗 体 も一

部 抗血 清 中 に 含 まれ て い る.抗 血 清 のIgG画 分 を 発

現 ベ クタ ー タ ンパ ク(clI-N融 合 タ ンパ ク)で 吸収 す

る こ とに よ り,フ ァー ジ ラ ム ダの タ ンパ クに対 す る抗

体 を除 去 し,ヒ トN-myc特 異 部 分 に対 す る抗 体 を精

製 した 。

(2)抗N-m■c抗 体 に よ る胎児 細 胞 内N-m)cタ ソパ

クの検 出法

子 宮 外 妊 娠 と診 断 され 摘 出術 を施 行 され た 第7週 胎

児 の全 身 を 許 可 を得 て 用 い,対 照 と し て,N-m2c遺

伝 子 の 増 幅 がみ られ る ヒ ト神経 芽 細 胞腫 由来 の移 植 株

TNB9を 用 い た.検 体 をBouin固 定 し,パ ラ フ ィ

ン包 埋 後,胎 児 左 半身 の矢 状 断 切 片(6μm)を 作製

し,腎 を 含む 腹 部 を240μm毎 にPAP染 色 に供 し

た ・TNB9に つ い て も6pmの パ ラ フ ノ ン切 片 を作

製 した.こ れ らの切 片 を脱 パ ラ フ 、ン し,0,3%H202

で 内因 性 ペ ル オ キ シ ダー ゼを 吸収 し,そ の後4.0%ニ ワ

トリ卵 アル ブ ミン で ブ ロッキ ング を 行 った.抗N一

吻6抗 体(1/250希 釈)を,4℃ で12時 間 反応 させ,

phosphatebuHferedsolution(PBS)で 洗 浄後,2

次 抗体(抗 ウサ ギIgG一 ヤ ギ血清,1/200希 釈)を 室

温 で3時 間 反応 させ た.再 度PBSで 洗 浄後,3次 抗

体(ペ ル オ キ シ ダ ーゼー抗 ペ ルオ キ シ ダー ゼ ウサ ギ 血

清 ・PAPcomplex,1/200希 釈)を 室温 で3時 間 反 応

させ た.発 色 は,標 本 をPBSで 洗 浄後,0.1%3,3/

ジ ア ミノベ ンチ ジ ン(DAB)十 〇.003%H202(50mM

ト リスバ ッフ ァー,pH7.5)で 行 った.こ れ を 蒸留 水

で洗 浄 した 。 隣接 切 片 を ヘ マ トキ シ リンーエオ ジ ン染

色 した ものを 組 織学 的 に 同定 した.

結 果

(1)ヒ1・ 神経 芽 細 胞腫 のN-mpcタ ンバ ク検 出

N一瑚`タ ンパ クはTNB9細 胞 の核 に局 在 して検 出

され た が,濃 染 され る核 と,薄 く染 ま る核 が点 在 して
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いた,一 方,腫 瘍組織の周囲にあるマウスの結合組織

や血液細胞などは染色されなかった(Fig.2).

蕪
1繋
Fig.2.Immunohistochemistry(PAPmethod)

ofhumanneuroblastoma(TNB9).

A:×200

B:×680

(2)胎 児組織のN-mりaタ ンパク検出

中腎内の一層の細胞から成る細管壁細胞に陽性のも

のが検出されたが,N-m■c陽 性細胞の分布は不均一

であった.さ らに,管 壁の厚い細胞と薄い細胞の両老

に陽性のものが存在した.し かし,糸 球体様の構造内

や間質細胞には,陽 性細胞はみられなかった,中 腎内

で検出されたN-m)cタ ンパ クの分布は,細 胞核のみ

でなく,一 部細胞質にも分布していた(Fig,3).

考 察

現在までに30種 近くの癌遺伝子が分離 され,腫 瘍

細胞で増幅例が報告されている.そ の増幅が腫瘍細胞

に対し,ど のような意味を持つか未知 の部 分が多い

が,一 般的には,増 幅によって腫瘍 細胞はgrowth

advantageを 獲得していると推測されている.一 部

の癌遺伝子は特定腫瘍に集中して,増 幅が観測され注

目されている.

(1)m]C系 遺伝子の研究について

吻σ系遺伝子のうち,ニ ワトリの骨髄 細胞腫を起
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こす ウイ ルス 由来 の 癌 遺 伝 子 と し て ま ずv-m■cが

Fcveraら10)(1982)に よ り分 離 さ れ た.さ ら に,

v-mrvc遺 伝 子 と相 同性 の遺 伝 子 と して,ヒ ト染 色 体 か

ら,c-mりcll),N-mりe12'13),お よ びL一 ㎎`14)遺 伝 子 が

分 離 され た.最 近 で は,L-mりC遺 伝 子類 似 の もの と し

て,R-m"cやP・mJC遺 伝 子 も報 告 され て い る童5)こ

れ らのm]c系 遺伝 子 は,ヒ ト13・16・17)以外 の動 物 か ら

も分離 され てお り,N-mpc遺 伝 子 は マ ウス18・19)から,

C-mりC遺 伝 子 は マ ウス20),ニ ワ ト リ21)および ア フ リヵ

ッ メガ ェル22)(一 部)か ら分 離 され,そ の遺伝 子構 造

が 報告 され てい る.こ れ らの 叩`系 遣伝 子 か ら 予想

され る ア ミノ酸 配 列を 比 較す る と,相 互 に よ く類似 し

て い る(Fig.4).こ の よ うに,瑚`系 タ ンパ クの ア ミ

ノ酸配 列 は 明 らか に され て きて い るが,N-m■cタ ンパ

クにっ い て遺 伝 子構 造 が 明 らか に な った の は,1986年

で13,16・17),N-mJCタ ンパ クの抗体 を 用い た研 究 につ い

て の報告 は まだ極 め て 少 ない23,24)

(2)N-m!c遺 伝 子 につ い て

N-mJC遺 伝 子 は,癌 遣伝 子c-mJCの 第2エ キ ソン

に対 し,一 部 塩 基配 列 の 相補 性 を も つ ク ロー ソ と し

て,ヒ ト神経 芽 細胞 腫 細 胞株 か ら分 離 され た,こ の遺

伝 子 は,正 常 細 胞 では 第2染 色 体P24に 存 在 し25)・zn

vitr。 で,c-Ha.rasと ともに ラ ッ トの 胎仔 組 織 の初代

培 養 細 胞 に トラ ソス フ ェ ク トす る と,細 胞 が腫 瘍 性増

殖 を 始め る と ころか ら癌 遺伝 子 の一 つ と され て い る26)・

N-m)c遺 伝 子 の増 幅 は神 経 芽 細胞 腫 に特異 的 で あ り・

約80%に 観察 され た との報告 があ る,増 幅 程 度 は・10

～700倍 で あ った12,27).こ のほか に,N-mJC遣 伝 子 の

増 幅 は網 膜 芽細 胞 腫28),肺 小細 胞癌29)に おい て も観 察

され て い る.ま た,ヒ ト泌尿器 系 腫瘍 で は,N・m7c

の 増幅 が 一部 のWilm・ 腫瘍 … に お㌧・て 観察 され て い

る・ こ れ ら の 腫 瘍 は,N-m■c遺 伝 子 の 増幅 型 と非増

幅 型 に分 類 され る.増 幅 型 の腫 瘍 は,SouthernブPt

ッ ト法 で 検 出で きるが,非 増 幅型 の腫瘍 は この 方 法 で

は 正常 組織 と区 別 で きな い.そ のた め 現 在 で は,N-

myc遺 伝 子 発現 の検 出に は,Northernプ ロッ ト法 が

行 われ て い る.し か し,mRNAの 抽 出に は比 較 的 大

量 の試 料が 必要 な こ とと,mRNAの 分 解 が早 い こ と

な どの理 由 か ら,手 術 材料 をNorthernプ ロ ッ ト法

で調 べ る こ とは,困 難 であ る.一 方,N-m■eタ ンパ

クは分解 が 非常 に 迅速 に(30～40分)行 わ れ る ことが

知 られ て いる23)が,手 術 材料 を 可 及的 速 や か に 固 定す

れ ば,抗N-mpc抗 体 を 用 い る こ とに よ って 手 術材 料

で もN-mりc遺 伝 子 発現 の 検 索 が 可 能 に な った7).さ

らに,Wilms腫 瘍 な ど の よ う にN-ayc遺 伝 子 の 増

幅 を伴 うこ との少 な い腫 瘍 で も,そ の発 現 を と らえ る

こ とが可 能 で あ る8),

(3)抗N-m]c抗 体 の作 成

ヒ トN-aycタ ンパ クに 特 異 的 な 抗 体 を 作 るに は,

次 の各 条件 を満 足す る必要 が あ る7).

(i)C-mycタ ンパ クと免 疫 交 差 しな い よ うに,C-mJC

タ ソパ ク と相 同性 のな い部 分 を 抗 原 とす る.

(ii)抗 原 タ ンパ クに は,抗 原 決 定基 とな るた め の 親

水 領域 を 含む,

(iii)抗 原 タ ンパ クは,抗 体産 生 に 充 分 な 大 き さを 持

つ.

(iv)大 量 の抗 原 タ ンパ クが 比較 的 容 易 に 安 定 して確

保 で きる.

条件(i)を 満 た す ため に,ヒ トN一 吻`タ ンパ クの 前

半 部分 か ら,他 の 砂`タ ンパ ク と相 同性 のな い 部 分 を

選 んだ ・ 条 件(ii)を 調べ る た め に,ヒ トN-M■cタ

ンパ クの親 水性 を 計 算 した(Fig .5).ま た,充 £長

い タ ンパ ク部分(条 件(iii))を 考 え る と,ヒN-

mycタ ンパ クの140～250番 位 の 領域 に 限 定 さ オt"・

る.長 い タ ンパ クを大 量 に 得 るに は,タ ンパ グし 書暁
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F…g.5,1{ydrophilic量tyofhumanN-m2`protcin.Thepositionscorrcspoロding

totheaminoacidhomologousbetweentheN-mりaandc-m"`inFig.4

arcindicatedbyathic1二line(_)andantigenportionby:i:三 麟The

丘guresreprcsentaminoacidnumbers.

するより,大 腸菌内でこのN-mJCタ ンパクの一部を

発現させ,そ れを精製する方が容易である.こ のため

に,ヒbN・mya遺 伝子の断片を クローン化した.ヒ

トN-m7c遺 伝子の塩基配列 には,ア ミノ酸の161番

と245番 に相当する部分に,そ れぞれ制限酵素Nacl

(GCC▼GGC),R.saI(GT▼AC)で 切断で きる部位

がある(Fig,1a)。 このNael-R.sal断 片は遺伝子コ

ードの読み枠が クローン化す る発現ベクター(pCA

200)と 一致している,ま たこの領域には,2ヵ 所の

大きな親水部分があるので,抗 原とするには適当であ

る.175～190番 には他のmleタ ンパ クと相同なアミ

ノ酸配列があるが,こ の部分は疎水性を示すので,抗

原決定基とはな りにくい.ち なみに,抗 原タンパクと

した161～=245番 め部分はc一砂`タ ンパクばか りでな

く,マ ウスN。mpcタ ンパクとも比較的相同性の低い

部分でもある.

(4)胎 児組織内N・m7`遺 伝子の検出

N-m7c遣 伝子は,神 経芽細胞腫,網 膜芽細胞腫,

Wilms腫 瘍など特定の小児悪性腫瘍にのみ出現 し,

一般の正常細胞内には出現しないとされているので,

N・m■C遺伝子が胎児組織内,こ とに中腎内の細管壁

細胞に認められたことは,興 味深いことである.

Bennington(1975)31)に ょれば,Wilms腫 瘍の発

生には後腎芽説,中 腎管説,未 分化中胚葉説,多 能分

割細胞説があるとし,そ の後実験的に,後 腎芽が種々

の組織に分化しうる点が証明され32・33),現在では後腎

芽細胞由来 とするのが一般的である.し か し,篠 田

ら34)はWilms腫 瘍の発生母組織を下記のように5型

に分類している.

第1型:腎 芽ないしは後腎芽細胞に類似を求めるこ

とのできる未熟なもの.

第ll型=中 腎または中腎細胞癌に類似の組織像を示

すもの.

第 皿型=後 腎芽細胞に由来することの明らかなもの

で,尿 細管様構造の明瞭なもの.

第N型=尿 細管様構造で,腎 蕾に相当する組織成分

の認められるもの,

第V型:成 熟したもので,血 管芽(糸 球体様構造)

および尿細管構造が明瞭で,未 熟な細胞の少ない も

の.

以上のごとく,Wil皿s腫 瘍の発生母組織につ いて

は,論 議の多いところであるが,今 回著者が胎児組織

の中腎細管壁細胞にN-m]c遺 伝子を検出し得た事実

は,上 述のWilms腫 瘍の中腎由来説に関連して興味

ある結果となった.

結 語

(1)ヒ トN・mJC遺 伝子特異領域がコードするタン

パクに対する抗体を用い・免疫組織化学的にヒト胎児

のN・mJcタ ソパクの分布を検索した,

(2),N・mlc遣 伝子が・胎児組織内の中腎細管壁細

胞に認められた.

(3)Wilms腫 瘍に出現するN-mpc遺 伝子が胎児

の中腎内に認められたことは,Wilms腫 瘍の中腎由



来説に関連して興味深い結果であった.

川 原,ほ か:抗N・ 砂6抗 体 ・中腎

稿を終え るにあた り,御 指導,御 校閲を賜 った,

大学泌尿器科学教室,安 藤弘教授,松 島正浩教授,

物学研究室,

い たします.

恩師東邦

同分子生

嶋武博之助教授および同研究室の諸先生に深謝
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