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   MN/CA IX is considered as a carbonic anhydrase isoenzyme expressed in the normal alimentary 
tract in a tissue-specific manner. This antigen is activated in the majority of renal cell carcinomas 

(RCC) but not in the normal kidney tissues. Our previous study revealed that increase of malignant 
potential is related to down-regulation of MN/CA9. To investigate the mechanism of MN activation in 
RCC, we examined the methylation status of this gene (MN/CA9) in RCC cell lines  (SKRC-1, 6, 10, 12, 
14, 44, 59). Moreover, we analyzed the circulating blood of patients for the presence of RCC cells by 
RT-PCR, to determine whether detection of circulating RCC cells could be useful as a biomarker. 

   CpG methylation was investigated at 7 CpG sites in the  MN/CA9  5' region. Clear mRNA signals 
were observed in 5 cell lines  (SKRC-1, 6, 10, 44, 59), e.g., MN/CA9 positive. These 5 MN-positive cell 
lines showed hypomethylation in the  5' region. In contrast, all CpG sites were methylated in the 
remaining 2 lines and 3 normal kidney tissue samples. These results suggest that hypomethylation in 
the  5' region may play an important role in the expression of MN/CA9 in RCC. RT-PCR analysis of 
blood samples from RCC patients revealed the presence of circulating MN-positive cancer cells in the 
blood. Although a significant correlation with tumor stage and grade was not observed, the analysis of 
blood samples from patients with metastases resulted in a high detection rate of 82%. These findings 
suggest the usefulness of MN/CA IX as a potential diagnostic marker for detection of RCC. 

                                             (Acta Urol. Jpn.  46: 745-748, 2000) 
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緒 言

腎 細胞 癌(RCC)は 泌 尿 器 癌 の 中 で も手 術 療 法 を除

いて 有 効 な 治療 法 は ない とい って も過 言 で は ない.近

年,診 断技 術 の 進 歩 に伴 い,早 期 発見,早 期 治療 され

る症例 が増 加 し,治 療 成 績 も幾 分 向上 した とい える.

しか しなが ら,有 転 移症 例 や 再発 例 な どの 進 行 腎癌 は

ほ とん ど救 命 す る こ とはで きな い,ま た,RCCは 術

後 転 移 巣 のspontaneousregressionや10年 以 上 経 過

して 再 発 転 移 す るlongdormancyな ど宿 主 免 疫 能 に

深 く関 係 し たuniqueな 生 物 学 的 特 性 を もっ て い

るD

最 近,分 子生 物 学 的手 法 の 発達 に伴 い,癌 自身 の持

つ 生物 学 的 特 性 が 徐 々 にで は あ るが 解 明 さ れ つ つ あ

る.例 え ば癌 の 進 展 転 移 に つ い て 癌 抑 制 遺 伝 子 の 異

常,癌 遺 伝 子 の強 発 現,接 着 分 子 のdownregulation

な どが,癌 細 胞 のmalignantpotentialの 増 強 に寄 与

して い る の で は な い か と考 え られ て い る.RCCに お

い て も,第3染 色 体 短 腕 のLOH解 析 よ り高 率 に 遺

伝 子 異 常 が 認 め られ,な か で も7HLgeneは 重 要 な

tumorsuppressorgeneと 考 え ら れ,sporadicの

clearcelltypeRCCと 深 い 関係 にあ る とい え る2)こ

れ ま で に わ か っ て い るVHL(wt)蛋 白 の 機 能 は

target遺 伝 子 の 転 写 伸 長 阻害,mRNAの 不 安 定 化 や

細 胞 周 期 か ら の逸 脱 で あ り,targetgeneと して は

VEGF,HOF一 αgeneな どが あ る.最 近VHL遺 伝 子

変 異 に 伴 うRCC細 胞 に 導 入 さ れ た 正 常VHL(wt)

がMN/(]A9の 発 現 を抑 制 す る こ とが報 告 され,MN/

CAggeneもVHL蛋 白 のtarget遺 伝 子 で あ る こ と

が 示 され た3)

MN/CAIX抗 原 は細 胞 膜 お よ び核 に存 在 す る糖 蛋

白で,炭 酸 脱 水 素 酵 素 のisoenzymeと 考 え られ て お

り4),RCCに お い て 高 率 に 発現 して い る癌 関 連 抗 原

で あ る.ま た,こ の抗 原 は正 常 組 織 にお い て は消 化 器

系 上 皮 で特 異 的 に発現 して お り,正 常 腎 組 織 で は発 現

して い な い.MN/CAIXの 機 能 お よび発 現 の機 序 に



746 泌尿紀要46巻10号2000年

つ いて は,こ れ まで の とこ ろ ほ とん ど解 明 され て い な

い.mAbG250はMN/CAIX抗 原 を認 識 す る マ ウ

ス モ ノ ク ロナ ー ル抗 体 で,わ れ われ が以 前 に行 った免

疫 染 色 の 結 果 で は,clearcelltypeの ほ ぼ 全 例

(99%)に お い てMN/CAIXが 強 発 現 し て お り,

VHLの 異 常 を伴 わ な いgranularcelltypeに お い て

も約半 数(48%)で 発 現 して い る こ とが わか った5>

この こ と よ り,RCCに お い てVHLgeneの 異常 を介

さな いMNICA9の 発 現 機 構 が 存 在 す る こ とが示 唆 さ

れ た.

一般 的 な遺伝 子 の 発 現調 節 機 構 の1つ に いわ ゆ る プ

ロモ ー タ領 域 に お け るDNAメ チ ル化 の 変 化 が あ る.

多 くの組 織 特異 的遺 伝 子 の発 現 調 節 に関与 して い る こ

とが 示 され てお り,そ の機 序 と して メ チ ル化CpGが

転 写 因子 のDNAへ の 結 合 を阻 害 す る こ と,あ る い

は クロ マチ ン構 造 を転 写不 活性 な構 造 にす る こ とが考

え られ て い る.癌 にお い て は,調 節 領域 の メチ ル化 に

よ るRb,pl6,VHL,カ ドヘ リ ンな どの癌 抑 制 遺 伝

子,転 写 抑 制 遺伝 子 の不 活性 化,調 節領 域 の 脱 メ チ ル

化 に よるfos,myc,MEGE-1な どの癌 遺 伝 子,癌 関

連 遺伝 子 の活性 化 が 知 られ て い る.そ こで,わ れ わ れ

はMN/CA9遺 伝 子 が 組 織 特 異 的 で あ る こ と に 着 目

し,RCCに お け るM2>/CA9遺 伝 子 発 現 とDNAメ

チ ル化 の 関係 につ い て検 討 す るこ とでRCCの 進展 機

序 に 関 して 考 察 す る と共 に,循 環 血 液 中 のMN/CA9

陽 性細 胞 の検 出 を試 み,転 移進 展 の 予 知 因子 と して の

可 能性 に つ いて 検討 した.

対象および方法

1.材 料:培 養 細 胞 はRCC細 胞 と してSKRC-1,

-6,-10,-12,-14,一",-59の7種 を用 い,コ ン ト

ロ ール と して小 さ なRCCの 腎摘 除術 で 得 られ た非癌

部 正常 腎組 織3サ ンプ ル を用 い た.臨 床標 本 は,奈 良

県 立 医科 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RCC患 者 よ り得 られ た腎 細胞 癌,正 常

腎 組 織 の 新 鮮 凍 結 標 本 お よ び 血 液 サ ン プ ル を対 象 と し

た.

2.血 液 サ ン プ ル:採 血 は 抗 凝 固 剤 を 用 い て10m1

行 い,10mlPBS倍 希 釈 と し た 後,リ ン パ 球 分 離 溶

液 を用 い て,30分 間 遠 心 分 離 す る 、Bu働coatを 注 意

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

PBSに て2度 洗 浄 後,quanidinethiocyanateに

resuspendし,後 のRNAextractionの た め に1.5

mlのmicro-centrifugetubeに て 一80℃ で 保 存 し て

お く.

3.PCR・mpli丘 ・ati・n・T・t・IRNAはSVT・t・l

RNAIsolationSystemに よ り 抽 出 し・RNAの

cDNAへ の 逆 転 写 はcDNAsynthesiskitを 用 い た ・

arnplificationはFig.1に 示 す ご と く プ ラ イ マ ー を 設

定 し,ス タ ン ダ ー ドPCRは35サ イ ク ル で,nested

RT-PCRはouter30サ イ ク ル,inner25サ イ ク ル に

て 施 行 した,

4DNAメ チ ル 化:ゲ ノ ムDNAはDNA抽 出

Kitを 用 い て 各 培 養 細 胞 か ら 抽 出 し,Clarkら6)の 方

法(Bisulfitegenomicscquencingprotocol)に 準 じ,

ゲ ノ ムDNAを 制 限 酵 素EcoRIで 切 断 後,metabi-

sulfiteで16時 間 処 理 し た.続 い てMN/CA9遺 伝 子5'

領 域 をnestedPCR法 で 増 幅 し,directsequencing

の 上,塩 基 配 列 を 調 べ7カ 所 のCpGの メ チ ル 化 状 態

を 判 定 した(Fig.2).

genomicDNA

Exon1 234

cDNA

Primer-Sprimer-AS

Outerprimer495bp国 一

1nnerprimer246bp■ ■

O眈erprimor

primer_S5,-ACTGCTGCTTCTGATGCCTGT

Primer-AS5`-AGTTCTGGGAGCGGCGGGA

Fig.1.PrimersetsofRT-PCRanalysis.

一146ハ 、GC¶凹!TGGT為 、TGGGGGIILGムGGGCAC」 隊GGGCCハLG漉L(別L▲CCTGTGAGAeTTTGG(囮

工n=

一86匝 回㏄㎜GGq箪C冗7(厘 麺CC田 ㏄τCCCC麗C[i麺TCCCCCACC

1】melP53AP2

ロ 　 コ

ー26団A㏄ 肝C,聾7TTCCAAT㏄eA蝉ACA㏄C蝉 為CACAC鎚VGTGC冊 ㎝L(渦CCCC瓦 ㎝ 、G

2345

ネネ ホ
+35TCム ㏄CGC蕊 『GGC「rCCCCTG「rGCCCCA㏄CCC田GGCTCCCTCTG㎜ ㏄CCGGCCCC7G

67

(Opa▼skyetal,Genomics,1996よ り 引 用)

ロ イ ニ シ エ ー タ ー,転 写 因 子 の コ ン セ ン サ ス 配 列

… 転 写 開 始 点

・*・ 翻 訳 開 始 点

Fig.2.5'regionoftheM2>ノCAggene.
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結 果

MN7CA9遺 伝 子 発 現

ス タ ン ダ ー ドRT-PCR(30サ イ ク ル)に てRCC

培 養 細 胞7株 中5株(SKRC-1,6,10,44,59)に

MN/(]A9の 発 現 が 認 め ら れ た.SKRC-12お よ び

SKRC-14に お い てMN7(]A9は 発現 して い な か った .

また コ ン トロ ー ルの 正 常 腎3サ ンプル も発 現 を認 め な

か った(Fig.3).

MN/()A9遺 伝 子CpGメ チ ル化

溜W(]A9転 写 開 始 点 よ り上 流 に はTATAboxや

CpGislandは な く,API,AP2やp53な どの転 写 因

子 が存 在 して いた(Fig.2).こ の領 域 にプ ロモ ー タ活

性 が あ る と い わ れ て お り,転 写 開 始 点 よ り上 下 流 約

160bp間 に 存 在 す る7カ 所 のCpGsiteに つ い て

bisulfitegenomicsequencingprotocol法 に て メ チ ル

化 状 態 を 調 べ た(Tablel).MNI(]A9の 発 現 して い

な いSKRC-12,14お よ び コ ン トロ ー ル3サ ンプ ル

で は,7カ 所 す べ て のCpGsiteが メ チ ル 化 状 態 で

あ っ た.一 方MN陽 性 細 胞 株 に お い て はSKRC-1,

10,44の3株 で7カ 所 す べ て のsiteが 非 メ チ ル 化 状

態 で あ り,他 の2株(SKRC-6,59)で は半 分 以 上 の

CpGsiteが 非 メ チ ル 化 状 態 で あ っ た(Tablel).次

に,メ チ ル化 阻 害 剤5-Aza-2'-Deoxycytidine含 有 培

養 液 に てMN陰 性RCC株SKR-12お よ び 一14を7

日間培 養 す る と,い ず れ もMNI(]A9の 発 現 が 誘導 さ

れ2～4個 のCpGsiteで 脱 メ チ ル化 して い る こ とが

_SURCCS.Normal
MorlO61012144459123H20

彰 一 一 一 ・495bp一
欄幽■ゆ朝騨騨 煽噂 ■脚・噸一 瓢輪 噛鱒騨r●勝 蜥劇鵬G幽齢(ト ーActin

Fig.3.MN/CAgexprcssionofhumanrenal

CCIICarCinOmaCelllineS.

TableI.Methylationstatusof5'rcgionand

expressionofノ レfAろ/CAggene

認 め ら れ た(datanotshown).以 上 よ り ルθWOA9

の発 現 は5'領 域 の 低 メ チ ル化 と相 関 が あ る と考 え ら

れ た.

循環 血 液 中MN/CA9陽 性 細 胞 の検 出

担 癌 状 態 のRCC患 者76例 中48例63%に 血 液 中

MN陽 性 細 胞 が 検 出 され た.検 出 例 につ い てStage,

gradeの 相 関 を検 討 したが,一 定 の傾 向 は認 め なか っ

た(Table2).次 に,有 転 移 症 例ll例 中9例82%に 血

中MN陽 性 細 胞 が 検 出 さ れ,術 後 経 過 観 察 中 に転 移

の 出現 した4症 例 中3例 にMN陽 性 細 胞 が 検 出 され

た.以 上 か ら転 移 の予 知 因 子 と して有 望 で あ る と思 わ

れ た.

CPGsites

1234567
MN発 現

SKRC-Ol

SKRC-06

SKRC-10

SKRC-12

SKRC-14

SKRC-44

SKRC-59

Normall

Normal2

Normal3

十 ± 十

十 ± 十 十 十 十 十

十 十 十 十 十 十 十

十

十

十

十

十

十

±

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

有

有

有

無

無

有

有

無

無

無

考 察

腎細 胞 癌(RCC)は 近 年 の超 音 波 断層 法 のroutine

化 やCT検 査 のpopular化 に よ りサ イズ の 小 さな偶

発癌 が 症候 癌 よ り多 く発 現 され る よ うに な り,生 存 率

もや や改 善 した.し か しなが ら腫 瘍 径4cm以 上 の症

例 で は4cm以 下 の症 例 に比 し著 明 に予後 が悪 く,そ

の半 数近 くは救 命 で きない 、 これ まで の臨 床病 理 学 的

な解析 に よ り,進 展,転 移 の パ ラメ ー タ と して腫 瘍 サ

イズ,growingtype,脈 管浸 潤 の 有 無 な どが報 告 され

て い る7).分 子 生 物 学 的 な レベ ル で は,第3染 色 体 短

腕 な か で も 昭 五 の 変 異 が 重 要 で あ る と考 え ら れ

る8)SporadicなclearcelltypeRCCの 半 数 以上 に

胱 の 変異 が報 告 され て い るの は周 知 の ご と くで あ

る,VHL蛋 白 はelonginな ど と複 合 体 を形 成 し,転

写 因子 の 分解 に作 用 す る とい われ て お り,最 近 の研 究

で は異 な った メ カニ ズ ム の報 告 も散見 され るが ,一 般

に は遺 伝 子 変 異 に よ るVHL蛋 白 の不 活 性 化 がRCC

の発 生 お よび進 展 に必要 な蛋 白発現 の増 加 を起 こ して

い る もの と考 え られ て い る.発 現 が増 加 す る蛋 白 と し

て はVEGF,PDGF一 β,TGF一 α な ど のgrowthfac-

torや 癌 関連 抗 原MN/CAIXな どが あ る.ま た逆 に

発 現 が 減 弱 す る もの と して はCD44,カ ドヘ リ ンー6

な どの接 着 因 子 や 転 移 抑 制 遺 伝 子 と考 え ら れ て い る

nm-23な どが あ る9)MN/CAIXはRCCを 抗 原 と

して作 製 され た抗 体mAbG250の 認 識 す る細 胞 膜 お

よ び核 に存 在 す る糖 蛋 白(54KD)で,子 宮 癌,消 化

器癌 な ど種 々 の癌 で発 現 して い る癌 関 連 抗 原 で あ る.

Table2.DetectionofcirculatingMN-positive

cellsaccordingtotumorstageand

grade

pTl pT2 pT3 pT4 Totai

Gl

G2

G3

4

2

0

8

8

4

4

8

4

0

3

3

16

21

11

+:メ チ ル化 あ り,一:メ チ ル化 な し 6 20 16 6 48
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悪性度 ↑
MNoff

DNAttメ チル化DNAメ チル化

VHLの 異 常 〃MC49遺 伝子変異

Fig.4.Hypothesisofdiseaseprogressionand

MN/CAginrenalcellcarcinoma.

以 前 の われ われ の検 討 よ り,RCCに お いて は原 発 巣

の約90%で 発 現 して お り正 常 腎組 織 で は発現 を認 め な

い.ま たclearcelltypeで は96例 中95例(99%)と ほ

とん どの症 例 で 強 発現 して い た.病 期 お よび悪 性 度 と

の 関 連 を み る と,highstage,highgradeに な る ほ

ど,す な わ ちmalignantpotentialが 増 す に 伴 い

MN/CAIXの 発 現 が 減 弱 す る傾 向 を 認 め た(p<

0.001).MN/CAIX蛋 白 の機 能 やVHL遺 伝 子 との

関連 につ い て は非 常 に興 味 深 い とこ ろで あ る.最 近,

VHLの 変 異 を伴 うRCC培 養 細 胞 にVHLwildtype

を 導 入 す る こ とに よ りMN/()A9のdownregulation

が お こ る とい う報 告 が あ り,MN/(]A9も ま たVHL

のtarget遺 伝 子 の1つ で あ る こ とが示 唆 された3)

多 くの組 織 特 異 的遺 伝 子 の発 現 調 節 に,プ ロモ ー タ

領 域 のDNAメ チ ル 化 の変 化 が 関 与 して い る こ とが

示 さ れ て い る.癌 に お い て は メ チ ル化 に よ るRb,

胱 な どの癌 抑 制 遺 伝 子 の不 活性 化,脱 メ チ ル化 に

よ るmpc,MEGE-1な ど の癌(関 連)遺 伝 子 の 活 性

化 が 報 告 され て い る.今 回,MN/CA9が 組 織 特 異 的

遺 伝 子 で あ る こ とに着 目 し,RCCの 溜W(]A9遺 伝 子

発 現 とDNAメ チ ル 化 の 関係 に つ い て検 討 した とこ

ろ,RCCに お け るMN/CA9遺 伝 子 発 現 は5'領 域

(プロ モ ー タ領 域)の 低 メ チ ル化 が 関 与 して い る と思

わ れ た.ま た,悪 性 度 の 高 いRCCで はMN/(]Ag

geneの 発 現 が消 失 あ るい は減 弱 す るこ とか ら,Fig.4

に示 す ご と くhypothesisが 考 え られ る。 す な わ ち,

MN/CAggeneの 発 現 はRCCの 発 癌 過 程 で はVHL

gene,DNA低 メ チ ル 化 が 関 与 して お り,進 展 過 程

(malignantpotentialup)で はDNAメ チ ル 化,MN/

CA9の 遺 伝 子 変 異 な どが 発 現 消 出 お よ び低 下 に 関 与

して い る ので は ない か と示 唆 され る.

最 近,PCR法 を用 い て非 常 に微 量 な 分 子 の 存 在 が

診 断 で きる よ う にな り,結 核 菌 や ク ラ ミジア の存 在 診

断 な ど泌 尿 器 科 の 臨 床 に お い て も 貢 献 して い る.

MN/CAIX抗 原 はRCCに お い て非 常 に高 率 に発 現

して お り,正 常 腎 組織 で は発 現 して い ない こ とか ら,

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.そ こで 高 感 度RT-PCR法 を考 案 し,循 環 血 液

中 の ルθWCA9陽 性 腎癌 細 胞 の検 出が 可 能 とな った5)

今 回 の検 討 で は,PCR条 件 設 定 が 存 在 診 断 目的 で あ

り,stageやgradeと の 関係 を み る 限 り,有 用 なpro-

gnosticfactorと は言 え な い.し か し,術 後 転 移 の 出

現 した 時 点 でMN陽 陛細 胞 が 検 出 さ れ た こ と よ り・

diseaseprogressionのindicatorと して の有 用 性 が 不

唆 され る,今 後,定 量 可 能 なPCR条 件 設 定 に よ り・

術 後 のモ ニ ター リ ングな ど早 期 診 断 に寄 与 しうる もの

と期 待 した い,

結 語

腎細胞癌の進展機序に関 して癌関連抗原MN/CA

IX抗 原発現について解析 した.腎 細胞癌の進展 と共

にMN/()A9の 発現の減弱傾向が認められ,そ の原因

としてプロモーター領域 のDNAメ チル化やMN/

CA9遺 伝子の変異の関与が示唆された。腎細胞癌の

予後因子として循環血液中MN/CA9陽 性細胞の検出

は今後有望であると思われた.

本 研 究 の 一部 は,文 部 省科 学 研 究 費 基 盤研 究C(09671643,

10671490,11670224,ll671576)に よ って 行 わ れ た,
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