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   Most testicular germ cell tumors have serological tumor markers such as a-fetoprotein (AFP) and 
human chorionic gonadotropin a-subunit (/3-HCG). On the other hand, molecular staging of these 
tumors has not been well established compared to other urogenital malignancies like prostate cancer. 
Recently, melanoma antigen (MAGE) which is one of the tumor-associated antigens recognized by 
cytotoxic T lymphocytes (CTL) has been found to be present in a variety of malignant tumor types and 
normal testis. In addition, Wilms' tumor-associated gene WT1 has been found to be expressed in 
some testicular cancers. Thus, we examined the expression of these genes in testicular cancer tissues 
and peripheral blood of cancer-bearing patients using reverse transcription-polymerase chain reaction 

(RT-PCR). 
   The expression of the MAGE1-3 genes was examined in 34 testicular germ cell tumors (24 
seminomas and 10 nonseminomas). Of the seminomas and nonseminomas, 87.5% and 40% were 

positive for MAGE1, 91.7% and 60% for MAGE2, and 83.3% and 30% for MAGE3, respectively. 
The expression of the MAGE genes was not correlated with the tumor stage. The expression of the 
WTI gene was quantified in 26 testicular germ cell tumors. WT1 was highly expressed in 5 of the 7 
high stage cases, but in only 4 of the 19 low stage cases (p< 0.01). The mRNA of these genes could not 
be detected from the peripheral blood of patients with high stage tumors. 

   These results suggest that MAGE genes may be useful tumor markers for molecular staging of 
testicular cancer, especially seminoma, and that the WT1 gene may be a tumor marker for high stage 
testicular germ cell tumors. However, these genes cannot yet be used for molecular staging of 
testicular germ cell tumors. 

                                            (Acta Urol. Jpn. 45: 593-597, 1999) 
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緒 言

精 巣 腫 瘍 の 診 断 に はAFPや β一HCGの よ うな 血清

学 的 な腫 瘍 マ ー カ ーが 広 く用 い られ て い る.し か し,

seminomaの 一 部 で は腫 瘍 マ ー カ ーが 存 在 せ ず,治 療

経 過 の評 価 に難 渋 す る こ と も しば しば あ る.し た が っ

て,精 巣 腫 瘍 に特 異 的 に発 現 して い る遺 伝 子 を見 出 す

こ とは,分 子 生 物 学 的 病 期 診 断 に利 用 で きる 可 能性 を

考 慮 す る とき わめ て重 要 な課 題 とい え る.

T細 胞 認 識 メ ラ ノー マ抗 原 と して ク ロ ー ニ ング され

たmelanomaantigen(MAGE)1)は,最 近 の 研 究

で,メ ラ ノーマ だ けで な く各 種 癌 お よび正 常 精 巣 組 織

に も肇 現 して い る こ とが 判 明 した2・3)X染 色 体 上 に

存 在 す るMAGEフ ァ ミ リー は少 な く と も12の 遺 伝

子 か ら成 り,MAGEと 同 様 の組 織 発 現 パ タ ー ン を示

すGAGE,BAGE,NY-ESO-1な どのT細 胞 認 識 抗

原 と共 にcancer-testis抗 原 群 と呼 ばれ る4)ト ラ ン ス

ジ ェニ ックマ ウス を用 い た研 究 で,本 抗 原 に対 す る免

疫応 答 が腫 瘍 選択 的 な破 壊 を誘 導 す る例 が 報 告 され て

い る5・6)こ れ らの 抗 原 を コ ー ドす る 遺 伝 子 は健 常 人

の 末梢 血 リ ンパ 球 に は発現 を認 め な い た め,末 梢 血 中

や 腹 水 中 へ の微 量 な 腫 瘍 細 胞 の 播 種 な ど をpolymcr-

asechainreaction(PCR)を 用 い て 検 索 す る こ とが

可 能 で あ る と考 え られ る.し た が って,こ れ らの遺 伝
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子 は 分子 生物 学 的 病期 診 断 の た め一 種 の腫 瘍 マ ー カ ー

と して用 い られ る 可能 性 が あ る.

WTI遺 伝 子 は 当 初Wilms腫 瘍 の 癌 抑 制 遺 伝 子 と

して ク ロ ーニ ン グ さ れ た が7),最 近 の研 究 に よ り,白

血病 の増 殖 プ ロモ ー ター と して作 用 す る こ とが 判 明 し

た8'9)さ ら に,本 遺 伝 子 は精 巣 腫 瘍 で も発 現 して い

る こ とか ら10),腫 瘍 マ ー カ ー と して 用 い られ る可 能

性 が あ る.

本 研 究 で は,MAGEやWTIと い っ た遺 伝 子 が 精

巣腫 瘍 の腫 瘍 マ ー カ ー や予 後 規 定 因子 と な りう るか,

さ ら に,PCR法 に も とつ い た分 子 生 物 学 的 診 断 に 用

い る こ とが で きる か とい う点 につ い て 検 討 した.

対 象 と 方 法

対 象 は1994年1月 か ら1998年12月 まで に大 阪 大学 医

学部 附属 病 院 お よ びそ の 関 連 病 院 で 高位 精 巣 摘 除術 を

受 け た 精 巣 腫 瘍 患 者34例 で あ る.内 訳 はseminoma

が24例,nonseminomaが10例 で あ っ た.Stageは

stagelが23例,stage2Aが4例,stage2Bが2例,

stage3B2が4例,stage3Cが1例 で あ っ た.摘 除組

織 検 体 は術 後 す み や か に液体 窒 素 に て凍 結 し,使 用 時

ま で 一70℃ で 保 存 した.RNA抽 出 に はISOGEN

キ ッ ト(ニ ッポ ン ジー ン)を 用 い た.ま た,一 部 の進

行 性 精 巣 腫 瘍 患 者 か らは 術 前 に 末 梢 血20mlを 採 取

した.Ficoll-Paque比 重 遠 心 法 に よ り単 核 球 成 分 を

分 離 し,同 様 の 方 法 でRNAを 抽 出 した.MAGEI-3

の 増 幅 に は 後 述 のprimerを 用 い て 以 下 の よ う な

step-downPCRを 行 っ た.す な わ ち,totalRNA

(100ng/ml)をreversetranscriptaseでcDNAに 変

え た 後,(94℃ ×30秒,70℃ ×20秒,72℃ ×30秒)を

5サ イ ク ル,(94℃ ×30秒,66℃ ×20秒,72℃ ×30

秒)を5サ イ クル,(94℃ ×30秒,62℃ ×20秒,72℃

×30秒)を5サ イ クル,(94℃ ×30秒,58℃ ×20秒,

72℃ ×30秒)を25サ イ ク ル行 い,72℃ で5分 間処 理

した.

[MAGElprimers]

Forwardprimer

5'一・CGGCCGAAGGAACCTGACCCAG-3'

Reverseprimer

5'-GCTGGAACCCTCACTGGGTTGCC-3'

[MAGE2primers]

Forwardprimer

5'-AAGTAGGACCCGAGGCACTG-3'

Reverseprimer

5'-GAAGAGGAAGAAGCGGTCTG-3'

[MAGE3primers]

Forwardprimer

5'-TGGAGGACCAGAGGCCCCC-3'

Reverseprimer

5'-GGACGATTATCAGGAGGCCTGC-3'

WT1の 定量 的RT-PCRに つ い て はtotalRNAを

1×2-iongip1か ら1×2-ing/μ1ま で2倍 毎 に 段 階

希 釈 し,WTl,β 一actinそ れ ぞ れ に つ い て 下 記 の

primersetを 用 い てRT-PCRを 行 った.3%agarose

gelで 電 気 泳 動 し た 後SYBRGreenI(FMC

BioProducts)で 染色 し,PCR産 物 の発 現 強 度 を蛍 光

イ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー(VistraFluorolmagerSI,

MolecularDynamics)で 測 定 し た.WTl,β 一actin

共 に,RNAの 濃 度 勾 配 に対 してPCR産 物 の発 現 強

度 がexponentialphaseに 認 め られ るRNAの 希 釈 領

域 で 発 現 強 度 の比(WTI/β 一actin)を 測 定 した.RNA

量 を横 軸,発 現 量 を縦 軸 と し て両 対 数 グ ラ フ上 に プ

ロ ッ トし,そ れ ぞ れ の勾 配 を算 出 した.同 様 にCML

急 性 転 換 細 胞K562に つ い て もPCRを 行 い,そ の 値

(WTl/β 一actin)を1.00と 定 義 し た(Fig.1).す べ て

の 検 体 に お け るWTI/β 一actin値 をK562に 対 す る 相

対 値 で 表 し,こ れ を相 対 発 現 量 と した.増 幅 は,

WTIに 関 して は(94℃ ×1分,64℃ ×1分,72℃ ×

2分)を30サ イ ク ル,β 一actinに 関 し て は(94℃ ×1

分,60℃ ×1分,72℃ ×2分)を25サ イ ク ル行 った.
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Testis123456789101112

MAGE1欄 隊 騨 欄 膨 ■■瞬 轍_欄 顧 廻■艦欄の_ ぐ 一一421bP

MAGE26欄 臨 姻脚 一 一 」 鱒 一一r-11t-26・bp

[WTIprimers]

MAGE3
鵜 繍 輔■勝 欄勝 蝉 ←725bP

Fig.2.DetectionofRT-PCRproductsofMAGE1-3genesfrom

normalandmalignanttesticulartissues.Testis;normal

portionoftesticulartissue,1-12;testicularcancertissues.

Forwardprimer

5'-GGCATCTGAGACCAGTGAGAA-3'

Reverseprimer

5'-GAGAGTCAGACTTGAAAGCAGT-3'

[β一actinprimers]

Forwardprimer

5'-GTGGGGCGCCCCAGGCACCA-3'

Reverseprimer

5'-GTCCTTAATGTCACGCACGATTTC-3'

結 果

1精 巣 腫 瘍 に お け るMAGE遺 伝 子 の発 現

MAGElのseminoma,nonseminomaに お け る発

現 頻 度 は そ れ ぞ れ87.5%(24例 中21例),40%(10例

中4例)で あ っ た.MAGE2で は91.7%(24例 中22

例),60%(10例 中6例),MAGE3は83.3%(24例

中20例),30%(10例 中3例)で あ っ た(Tablel).

いず れ も,seminomaで 高 頻 度 に発 現 を認 め る傾 向 に

あ っ た.Stageや 年 齢 と は 関 連 を 認 め な か っ た.ま

た,い ず れ も正 常 精 巣 組 織 で 発 現 を認 め たが,末 梢 血

リ ンパ 球 で は 発 現 を 認 め な か っ た.MAGE1-3の

PCR産 物 の電 気 泳動 像 をFig.2に 示 す

2.精 巣 腫 瘍 にお け るWTI遺 伝 子 の 発 現

WTI遺 伝 子 の 発現 につ い て は前 述 の よ う に定 量 的

RT-PCRを 行 った.相 対 発 現 量 が0.05以 上 の症 例 は,

lowstage(stagel)群 で は20例 中4例,highstage

(stage2お よ び3)群 で は7例 中5例 あ り,high

Tablel. ExpressionofMAGEgenesintes-

tiCUlartUmOrS

MAGEIMAGE2MAGE3

pos・t・vepositivepositive

Sem五noma(n=24)21(87.5%)22(91.7%)20(83.3%)

Nonseminoma(n=10)4(40%)6(60%)3(30%)

101

窪

&

=100
∋

ε

誓

馨1・ ・1

塁 ・

誘

豊董
10'2

卍

10・3L
OWHigh

(n=20)(n=7}

Stage

Fig.3.RelativeexpressionoftheWTIgene

mRNAintesticulargermcelltumors

accordingtotumorstage.TheleveI

oftheWTImRNAcxpressioninK562

cellswasdefinedas1.00.Thecut-off

pointofO.05wasmarkedbyasterisk.

stage群 で 有 意 に高 発 現 症 例 が 多 か っ た(p<0.05)

(Fig.3).発 現 量 と組 織 型,年 齢,マ ー カ ー値 な ど の

間 に は相 関 を認 め な か っ た.

3.末 梢 血 中 の腫 瘍 細 胞 の検 出

原 発 巣 でMAGEI-3の 発 現 を 認 め る6症 例(stage

2お よ びstage3)の 術 前 末梢 血RNAを 用 い たRT-

PCRで はMAGEl-3は 検 出 で きな か っ た.同 様 に,

WTIが 高発 現(相 対 発 現 量0.05以 上)を 示 した5症

例 に お い て もWT1は 検 出 さ れ な か っ た(datanot

shown).

考 察

精巣腫瘍の診断にはAFPや β一HCGと いった優れ
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た血清学的マーカーが用いられている.し かし,こ れ

らは治療の経時的な評価には適しているものの,腫 瘍

の悪性度や増殖速度を直接反映するものではない,精

巣腫瘍において特異的に発現 される遺伝子があれば,

それもまた精巣腫瘍における腫瘍マーカーとなる可能

性がある.ま た,正 常精巣組織で発現の認められる遺

伝子は精巣腫瘍においても発現 している可能性があ

る.

MAGE遺 伝子は,ヒ ト癌細胞上MHC-classI分

子上に提示 され,宿 主T細 胞の標的分子となる抗原を

コー ドする遺伝子 としてメラ ノーマ細胞からクローニ

ングされたD最 近の研究で,本 遺伝子はメラノーマ

だけでなく各種癌および正常精巣組織でも発現 してい

ることが明らかとなった2・3)正 常精巣組織 に発現 し

ているという知見から,精 巣腫瘍においても本遺伝子

が発現 している可能性が示唆される.実 際,わ れわれ

の検討では精巣腫瘍 において もMAGE遺 伝子の発

現が認め られた.精 巣腫瘍で発現 しているMAGE

遺伝子が,正 常精巣組織に発現 しているMAGEの

遺残であるのか,腫 瘍特異的に発現 している癌表面抗

原であるのかという点については現時点では明らかで

はない.RT-PCRを 用いたMAGE遺 伝子の発現検

討で はnonseminomaよ りseminomaで 有意 に高発

現 を示す傾向が見 られた.MAGE遺 伝子が正常の精

巣組織に由来するものと仮定すると,seminomaの 方

が正常精巣の形質をより高率に受け継いでいると考え

られる.ま た,定 量的検討をしていないため,発 現量

とstageが 再発率との関連については言及しえなかっ

た.本 遺伝子はT細 胞の標的抗原となる蛋白であるた

め,そ の発現量と腫瘍の進展には何 らかの関連が予想

される.今 後,免 疫組織化学などによる発現量の検討

が必要であろう.

WTI遺 伝子はWilms腫 瘍の癌抑制遺伝子 として

クローニ ングされたzincfinger型 の転写因子で あ

る7)WTIは 胎生期 の腎,脾,精 巣,卵 巣組織にお

いて発現を認め,こ れら器官の発生や分化に関 して重

要な働 きをしていると考えられているが,成 熟精巣で

もSertoli細 胞 に発現を認め,転 写因子として何 らか

の働 きを担っていることが示唆されている10)最 近

の研究 で,本 遺伝子 が白血病 における腫瘍増殖の

promoterと なることが判明 した8)す なわち,K562

細胞にWTIの アンチセンス オリゴヌクレオチ ドを

加えることでその増殖が抑制 される9)さ らに,白 血

病患者のうち末梢血中のWTI発 現が高いものは寛解

導入 されに くく,再 燃の指標 になることも明らかに

なった.精 巣腫瘍 と白血病には,若 年者に好発するこ

とや化学療法に対 して高感受性を示すことなどの共通

点が多いことから,精 巣腫瘍 におけるWTI発 現の検

討 を試みた.遺 伝子発現の検討 には,Northernblot

法に比べて定量感度に優れ,ま た微量検体にも利用で

きるという点 を考慮 して定量 的RT-PCR法 を用 い

た.1nvitroで の精巣腫瘍細胞を用 いた実験 は行 って

いないが,臨 床検体 を用いた発現検討からはWTIの

発現が腫瘍の進展に関係 している可能性が示唆 され

た.WTIが 精巣腫瘍の重要な予後規定因子 となるか

否かは今後の症例数の追加を待つが,少 なくとも,精

巣腫瘍においてWTIが 腫瘍の進展 と関連を持つこと

が今回の研究で初めて明らかになったことは注目に値

する.現 在,精 巣腫瘍 には悪性度を示す指標がない,

文献的には,MIB-1抗 原によるKi-67の 免疫組織化

学的検討から細胞の増殖能を評価 した報告があ り,悪

性度の指標 として考慮 されるべ きものの一つ と考えら

れる12・13)

原発巣でMAGEやWT1遺 伝子の発現 を認めた

highstage症 例において も,末 梢血中ではこれら遺伝

子 を検出することはで きなかった.そ の理由として

は,遺 伝子の発現自体が低いことや,精 巣腫瘍が主と

してリンパ行性 に転移することなどが考えられる.

Moiecularstagingを 行うには,よ り発現の高い遺伝

子を対象とすべ きかもしれない.

結 語

精 巣 胚 細 胞 腫 に お け るMAGEI-3お よ びWT1遺

伝 子mRNAの 発 現 を 調 べ た.MAGE1-3はsemi-

nomaで 高 率 に発 現 を 認 め る 傾 向 に あ っ た がstage

とは相 関 を示 さ な か った.一 方,WT1は 組 織 型 と は

相 関 を示 さ なか っ たが,進 行 症 例 で 高 発 現 す る傾 向 を

示 し た.い ず れ も,患 者 末 梢 血 のRNAか ら検 出 さ

れ なか った.

文 献

1)vanderBruggenP,TraversariC,ChomezP,etal.:

Ageneencodinganantigenrecognizedbycytotoxic

Tlymphocytesonahumanmelanoma、Science

254:1643-1647,1991

2)vanPelA,vanderBruggenP,CouliePG,etal.:

Genesencodingfbrtumorantigensrecognizedby

cytotoxicTlymphocytes.ImmunolRev145:

229-250,1995

3)TakahashiK,ShichijoS,NoguchiM,etal.:

IdentificationofMAGE-1andMAGE-4proteinsin

spermatogoniaandprimaryspermatocytesoftestis .

CancerRes55:3478-3482,1995

4)SahinU,TureciOandP倉eundschuhM:

Serologicalidentificationofhumantumorantigens.

CurrOplnImmunol9:709-716
,1997

5)HuJ,Kindsvogelw,Bushys,etal,:Anevaluation

ofthepotentialtousetumor-associatedant童gensas

targetsfbrantitumorTcelltherapyusingtransgenic

mlceexpressingaretroviraltumorantigenin



野 々村,ほ か:精 巣腫 瘍RT-PCR

normallymphoidtissues.IExpMed177:1681-

1690,1993

6)VierboomMP,NijmanHW,OffringaR,etal.:

Tumoreradicationbywild-typep53-specific

cytotoxicTlymphocytes.JExpMedl86二695-

704,1997

7)CallKM,GlaserT,ItoCY,etal.:Isolationand

characterizationofazinc且ngerpolypeptidcgcncat

thehumanchromosomellWi}ms'tumorIocus.

Cell60:509-520,1990

8)InoueK,SugiyamaH,OgawaH,etal.:WTIasa

newprognosticfactorandanewmarkerfbrthe

detectionofminimalresidualdiseaseinacute

leukemia.Blood84:3071-3079,1994

9)YamagamiT,SugiyamaH,InoueK,eta正.:Growth

inhibitionofhumanleukemiccellsbyWTI(Wilms'

tumorgene)antisenseoligodcoxynucleotides=

implicationsforthcinvolvementofWTIin

leukemogenesis.Blood87:2878-2884,玉996

10)

ll)

12)

13)

597

SmithRCandRukstalisDB;Frequentlossof

heterozygosityatIlplociintcsticularcancer・J

Uroll53:1684-1687,1995

PelletierJ,schallingM,BucklerAJ,etaL:

ExpressionoftheWilms,tumorgeneWTIinthe

murineurogenitalsystem.GcnesDev5=1345-

1356,1991

AlbersP,BierhoffE,NeuD,etal.=MIB-l

immunohistochcmistryinclinicalstageInon-

seminomatoustesticulargcrmcelltumQrspredicts

patientsatlowriskfbrmetastasis,Cancer79:

1710-17豆6,1997

HeidenreichA,ScstcrhennIA,Mosto丘MK,etal.:

Prognosticriskfactorsthatidentifypatientswith

CliniCalStageInOnSeminOmatOUSgermCelltumOrS

atlowriskandhighriskf～)rmetastasis.Cancer

83:1002-1011,豆998

(ReceivedonMay25,1999AcceptedonJune30,1999)


