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腎細胞癌 における高感度RT-PCR法 を用いた

患者血液中癌細胞の検出

奈良県立医科大学泌尿器科学教室(主 任:平 尾佳彦教授)

植 村 天 受

MOLECULAR DETECTION OF CIRCULATING CANCER CELLS 

     IN PATIENTS WITH RENAL CELL CARCINOMA

              Hirotsugu UEMURA 

From the department of Urology, Nara Medical University

   We have developed a  highly sensitive technique to detect circulating renal cell carcinoma (RCC) 
cells in the blood using the reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) with primers 
specific for the MN/CA9 gene. RT-PCR analysis of RCC specimens resulted in the clear detection of 
MN/CA9 mRNA signal in 93%. In contrast, no expression of MN/CA9 was observed in normal 
kidney specimens. 

   Highly sensitive RT-PCR analysis of blood samples from RCC patients revealed the presence of 
circulating MN-positive cancer cells in the blood. Fifty samples obtained from the patients with RCC 
and 31 samples from healthy donors were investigated. The sensitivity and specificity of this RT-PCR 
analysis were 72% and 78%, respectively. These findings suggest that the MN antigen may be a 

potential diagnostic biomarker for early detection of RCC. 
                                            (Acta Urol. Jpn. 45: 571-575, 1999) 
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緒 言

腎細胞癌(RCC)は 極めて予後不良の疾患で,一 般

癌治療である化学療法,放 射線療法などはほとんど効

果な く,手 術的に摘除する以外 に有用な治療法はない

のが現状であ り,進 行腎細胞癌患者のほとんどは救命

することはできない.ま た,腎 細胞癌は転移巣の自然

消退 や腎摘除術 後10年 以上経過 して再発転移する

10ngdormancyな どuniqueな 生物学的特性をもって

お り,宿 主免疫能に深 く関係 していると考えられてい

る1)こ のような特性 より,サ イ トカインを中心 とす

る免疫療法に期待が もたれ,多 くのclinicaltrialが

世界中で実施 され検討 されてきたが,奏 功率は満足で

きるものではない.す なわち,RCCに 特異的で革新

的な治療法の開発が必要 と考えられる.ま た,こ のよ

うな現況を鑑みると,早 期発見,治 療が最も重要であ

ることはいうまで もないが,腎 細胞癌は臨床症状 に乏

しく,ま た転移などを示唆する有用な腫瘍マーカーも

なく早期診断が非常に困難である.

ヒ ト腎細胞癌に対す るマウスモノクロナール抗体

mAbG250は,RCCの 膜抗原(G250)を 特異的に認

識する.G250抗 原 は免疫組織学的検索において,原

発巣の95%,転 移巣の75%に 発現 してお り,ま た腎を

含む他の正常組織では,ほ とんど発現が認められてい

な い2)以 上 の よ うな 特 異 性 に よ り,mAbG250は す

で に ア メ リカ に お い てPhase-Itrialが 行 わ れ,腎 細

胞 癌 患 者 に お い てdiagnosticagentと して の 有 用 性

お よ び安 全性 が 示 され た3)最 近 で はmAbG250キ メ

ラ抗 体 を 開発 し,診 断 ・治 療 を含 め たPhase-IItrial

が オ ラ ン ダ で 進 行 中 で あ る4)わ れ わ れ は 以 前 よ り

RCC患 者 血 清 中 のG250抗 原 の 存 在 に つ い て

mAbG250,抗 イ デ ィオ タ イ プ抗 体 を用 い て検 討 して

きた.そ の結 果,末 期 腎 細 胞 癌 患 者 の な か に,高 い

G250抗 原 レベ ル を示 す もの が あ り,G250陽 性 細 胞

の 末 梢 血 中circulationが 示 唆 され た.

最 近,G250抗 原 のcDNAが ク ロ ー ニ ン グ さ れ,

他 の 数 種 の 悪 性 腫 瘍 で も発 現 し て い る 癌 関 連 抗 原

MNで あ る こ とが 示 され た5)し か しなが ら,正 常 組

織 に発 現 せ ず,RCCの95%と 非 常 に 高率 に 発 現 して

い る こ とか ら,腎 細 胞 癌 の特 異 的抗 原 とい っ て も過 言

で はな い そ こで,患 者 血 液 中RCC細 胞 の高 感 度 検

出 法 を考 案 し,す な わ ちRT-PCR法 を 用 い てMN

mRNAの 検 出 を試 み,腎 細 胞 癌 の腫 瘍 マ ー カ ー と し

て の 有用 性 に つ い て検 討 した.

対象および方法

1材 料
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科 大 学 泌 尿 器 科 お よ び関 連施 設 に お い て 腎摘 除術 を施

行 した147例 の 腎細 胞 癌 患 者 よ り得 ら れ た 腎 細 胞 癌 お

よ び正 常 腎 組織 の新 鮮 凍結 標 本 を対 象 と した.ま た血

液 サ ン プル は奈 良 県 立 医科 大 学 に入 院 中 の腎 細 胞 癌 担

癌 患 者50人 で,検 体 採 取(血 液10ml)は 事 前 に 本 研

究 に関 す る イ ン フ ォー ム ドコ ンセ ン トの得 られ た場 合

に限 られ た.な お コ ン トロ ー ル と して 健 康 成 人32人 よ

り採取 した血 液 を用 い た.

2.免 疫 組 織 化 学

手 術 で 得 ら れ た147例 の 標 本 はRT-PCRに よ り

MN/CA9mRNAの 発 現 の 有 無 を確 か め る と と も に,

mAbG250に て免 疫 染 色 し同時 に蛋 白 レベ ル の発 現 に

つ い て も検 討 した.免 疫 染 色 は,4～5μmの 凍 結 切

片 を室 温 で60分 間 乾 燥 させ た 後,ア セ トン/メ タ ノ ー

ル で 固 定 し,mAbG250(250μg/ml)と 室 温 で60分 間

反 応 さ せ た.二 次 抗 体 と してGAM-PO(goat-anti-

mouseIgG)を 用 い,DABに て 発 色 させ た.

3.血 液 サ ンプ ル

採 血 は抗 凝 固 剤(EDTA)含 有 ス ピ ッツ に10m1行

い,10ml4℃PBSとmixし,リ ンパ 球 分 離 溶 液 を

添 加 し,4℃ で30分 間遠 心 分 離 す る.Buffycoatを 注

意 深 く採 取 し再 びPBSを 加 え 遠 心 分 離 す る.Pellet

を再 度1.5mlのmicro-centrifugetubeに て 遠 心 後,

こ のbuffycoatpelletをquanidinethiocyanateに

resuspendし,後 のRNAextractionの た め に 一80℃
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で保 存 して お く.

4.PCRamplification

TotalRNAはacidguanidinethioCyanate-phenol-

chloroform法 に よ り抽 出 し,RNAのcDNAへ の 逆

転 写 はcDNAsynthesiskitを 用 い た.す わ な ち,2μg

のRNAと 逆 転 写 酵 素,primeroligo(dT)な ど を

42℃1時 間incubationす る こ と に よっ てcDNAを

作 製 し,10μgの 各cDNAを3'お よ び5'側 のprimer,

Taqpolymerase,bufferに 加 えPCRmixtureと し,

ampli丘cationし た.

また,amplificationは30～35サ イ ク ル でMN/CA

9のprimersequenceはprimer1;5'-ACTGCTG-

CTTCTGATGCCTGT,3'-GTCATCCCCTTCTT-

TGTCCCT,Primer2;5'-GGGACAAAGAAGG-

GGATGA㏄,3'-TTCTCATCTGCAAGGAACGC

と設 定 した.

5.PCRア ッセ イ のsensitivity

RT-PCRア ッセ イ のsensitivityを 決 定 す る た め に

MN抗 原 陽 性 腎 癌 培 養 細 胞SKRC一 鱒 を用 い 各 種 プ

ライ マ ー の感 度 精 度 につ い て検 討 した.

す な わ ち 健 常 成 人(volunteer)よ り採 取 した 血 液

10m1にMN陽 性 細 胞 を0,1,10,102,103,104,

105,106個 加 え た8種 類 の条 件 でサ ンプ ル を作 成 し,

前 述 の 方 法 でRT-PCRを 行 い,PCRの 感 度 に つ い

て 検 討 し た.Positivecontrolと して は,SKRC-44
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MN/CA9assessedbyRT-PCRanalysisinRCCpatients.Casenum-
berIto5(clearcellorgranularcelltype,grade1-2RCCs)demons-
trateclearexpressionofMN/CAgmRNA,whereasallthecorrespond-
ingnormalkidneytissuesarenegative.Representativeresultsare
shown.

106/PBS50m1を 用 い た.ま たinternalcontrolと し

て β一actin(194bp)を 用 い た.な お,す べ て の 培 養

細 胞 はconfluence約80～90%でharvestし,single

cellsuspensionを 作 成 して 用 い た.

6.高 感 度RT-PCR

よ り高 い 感 度 を 得 る た め に,innerprimerを 設 定

しnestedRT-PCR(total50サ イ ク ル)や,MN/

CA9cDNAを プ ロ ー ブ と し たPCRサ ザ ン プ ロ ッ ト

を 行 っ た.

結 果

手術標本 におけるMN抗 原の発現 は免疫組織染色

による蛋白レベルでは147例 中128例(87%)で 発現 し

てお り,正 常腎組織では全 く発現が認 められなかっ

Table1. MNexpressionaccordingtotumor

stage

た.染 色 性 はstrongか つhomogeneousで あ っ た

(Fig.1).RT-PCRに よ るmRNAレ ベ ル で は137例

(93%)にMN/CA9の 発 現 を認 め,蛋 白 レベ ル に比

較 しや や 多 く発 現 して い た(Fig,2).病 期 お よび悪 性

度 の 関 係 をみ る と,stageI94.5%,stageII90.9%,

stageIII70.6%,stageIV53.8%,gradel98.6%,

grade287.1%,grade333。3%で あ り,両 者 と も

MNの 発 現 とは逆 相 関 を示 した(Tablel,2).

Sensitivityア ッセ イで は,ス タ ン ダ ー ドRT-PCR

(30サ イ ク ル)に お い て,血 液10ml中10個 のMN陽

性 細 胞(SKRC-44)が 含 有 して い れ ば 検 出 可 能 な感

度 で あ っ た(Fig.3).

血 液 中 のMN陽 性 細 胞 の 同 定 は,ス タ ン ダー ド

RT-PCR(30サ イ ク ル)で は,術 中 腎 静 脈 あ る い は

中心 静 脈 よ り採 取 した サ ンプ ル 数例 で の み検 出可 能 で

Table2.

MN十 MN一 Total

MNexpressionaccordingtotumor

grade

StageI

StageII

StageIII

StageIV

69(94.5)

40(90.9)

12(70.6)

7(53.8)

4(5.5)

4(9.1)

5(29.4)

6(46.2)

73

磁

17

13

MN十 MN一 Total

Gl

G2

G3

69(98.9)

54(87.1)

5(33.3)

1(1.4)

8(12.9)

10(66.7)

70

62

15

128(87.1) 19(12.9) 147 128(87」) 19(12。9) 147

MN/CA9
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Fig.3.

MN/CA9

β 一Actin

Fig.4,

'● ・、・、■国 脚 誰 r====二=】 「 τ二=7]L__二 二/] ==乙==コ 【ヨ 「コ ー コ ニ__』

SensitivityassayofRT-PCRanalysis.Serialdilutions6fMN-positive

cellsuspensionwereaddedtolOmlwholeblood.

MC1

臨f　
2345678910

薩 驕 翻 ■ 一 躍 翻i'一 ・46bp

鰍闘吻
壷 ・`開

MN/CA9expressioninbloodsamplesbynestedRT-PCR.

(positivecontro1)・Representativeresultsareshown.

　 晶 韻 一275bp

C:MN/CA9cDNA



574 泌尿紀要45巻8号1999年

Table3.DetectionofcirculatingMN-positive

cellS

MN十 MN一 Total

RCC

NQrma1

36(72.0)

10(32.3)

14(28.0)

21(67.7)

50

31

():%

あ っ た.そ こで 高 い 感 度 を得 る た めPCR一 サ ザ ンプ

ロ ッ ト お よ びnestedRT-PCRを 行 っ た と こ ろ,

RCC患 者 末 梢 血 サ ン プ ル50例 中36例(72%)に お い

てMN/CA9mRNAが 検 出 され た.し か しなが ら,

健 常 成 人 よ り得 られ た コ ン トロー ル血 液 サ ンプ ル31例

中10例(32%)に お い て もMN/CA9mRNAが 検 出

され た(Fig.4,Table3).

考 察

近年の癌研究の進歩に伴い、癌治療の成績は飛躍的

に向上 したにもかかわらず,腎 細胞癌は有効な治療法

のない難治性の疾患である.特 に進行性腎癌の予後は

極めて悪 く,ほ とんどの患者は救命できないのが現状

である.ま た,腎 細胞癌は転移巣の自然消退や腎摘除

術後10年 以上経過 して再発転移するlongdormancy

など特異な生物学的特性をもってお り,宿 主免疫能に

深 く関係 していると考えられている.こ のような特性

より,サ イ トカインを中心とする免疫療法に期待が も

たれ,多 くの臨床治験が世界中で実施 され検討されて

きたが,現 在のところ最 も効果的なインターフェロ

ン,イ ンターロイキン2な どによる免疫療法において

も十分な生存率の向上はみられず,手 術療法を除いて

有効な治療法は無いと言っても過言ではない.そ のた

め腎細胞癌治療のための新 しいアプローチが必要であ

るが,そ のひとつとして免疫学的な手法を用いた特異

的な治療法が有効と考えられる.ま た近年の分子生物

学的手法の技術の向上により,徴 量なmRNAの 発現

を検出する手法が開発 されてきており,こ れについて

は標的となる分子 をコー ドする遺伝子が明らかである

場合は非常に有効な診断方法となりうる.

癌関連抗原MN/CA9は,Oosterwijkら に よって

腎細胞癌細胞を抗原 として作られたモノクローナル抗

体G250(mAbG250)が 認識する,細 胞膜および核 に

存在するglycoproteinで,新 しいcarbonicanhydrase

isoenzymeと 考えられている.こ の抗体を用いた免疫

組織学的検索の結果,MN抗 原は腎細胞癌の87%以

上に高率に発現が認められるが,正 常臓器では正常腎

組織を含めほとんど発現は認められなかった.こ の結

果から,MN抗 原は腎細胞癌に特異的に発現 してお

り,腎 細胞癌治療の標的分子として非常に有望である

と考えられた.ま たこの抗原の塩基配列 に関 しては

Pastorekら により既に明らかにされてお り,遺 伝子

診 断 の標 的 と して も有 望 と考 え られ 々.

こ の よ うな現 況 を鑑 み て,わ れ わ れ は以 前 よ り癌 関

連 抗 原MNの 腎細 胞 癌 にお け る診 断 お よび 治 療 の 標 的

分 子 と して の 有 用 性 に着 目 し,本 研 究 で は,診 断 法 の

確 立,す な わ ち 既 知 と な っ た 遺 伝 子 配 列 よ りプ ラ イ

マ ー を設 計 し,RT-PCR法 に よ る 腎 細 胞 癌 患 者 血 液

中癌 細 胞 の検 出 を試 み た.

腎 細 胞 癌 に お け るMN抗 原 の標 的 分 子 と して の有

用 性 に つ い て は,今 回 の 検 討 で 蛋 白 レ ベ ル お よ び

mRNAレ ベ ル と も陽 性 例 が128例 あ り,両 者 と も陰

性 で あ る もの が10例 あ っ た.残 りの9例 は い ず れ も

MN蛋 白(一)/mRNA(+)の 症 例 で,こ の よ う な

discrepancyは お そ ら く 免 疫 染 色 のsensitivityが

PCRに 比 較 し低 い た め と考 え られ る が,遺 伝 子 変 異

に よ る転 写 異 常 な ど も否 定 し得 た訳 で は な い.一 方,

MNの 発 現 と病 期,悪 性 度 と は負 の 相 関 を認 め,腎

癌 細 胞 のmalignantpotentialの 上 昇 に伴 いMNの

発 現 が 減 弱 あ るい は消 失 す る傾 向 が 伺 わ れ る.し か し

な が ら,grade3に お い て も50%以 上 の 例 でMN

mRNAの 発 現 を認 め る こ とか ら,診 断 の 標 的分 子 と

し て は 有 用 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た(datanot

shown).

RT-PCR法 は 極 め て 微 量 のmRNAよ り大 量 の

cDNAを 増 幅 す る こ とが で き,泌 尿 器 科 学 的 に は 最

近,前 立腺 癌 患 者 の血 液 中,手 術 創 よ りPSAあ る い

はPSM遺 伝 子 の 検 出 が 盛 ん に行 わ れ,新 しいprog-

nosticfactorと して期 待 され て い るの は周 知 の 如 くで

あ る.

腎 細 胞 癌 に お い て は 現 在 の と こ ろ 特 異 的 な 血 液

markerは 皆 無 で,早 期 診 断 や 術 後 の モ ニ ター リ ン グ

に は超 音 波 検 査 や レン トゲ ン検 査 な ど に頼 る ほか に な

い の が 現 状 で あ る.そ こで わ れ われ は腎 細 胞 癌 に高 率

に発 現 して い るMN抗 原 に着 目 し,高 感 度RT-PCR

法 に よる患 者 血 液 中MN陽 性 腎 癌 細 胞 の 検 出 を試 み

た.今 回 のpreliminaryな 検 討 で はsensitivity72%,

specificity78%と 満 足 な結 果 で は な い が,primerset

やPCR条 件 をoptimalに す る こ とで よ り高 いsensi-

tivity,spccificityが 期 待 で き,腎 細 胞 癌 の 特 異 的 な

診 断 法 とな る可 能性 が 示 唆 され る.

結 語

MN抗 原は腎細胞癌において非常 に高率 に発現 し

てお り,診 断および治療の標的分子として有用である

と考えられる.ま た,高 感度RT-PCR法 により,循

環血液中のMN抗 原陽性腎癌細胞の検出が可能とな

り,術 後のモニターリングなど早期診断に寄与するも

のと期待 される.

本研究 の一部は,文 部省科学研究費基盤研究C(09671643)
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によって行われた.
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