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遺 伝 子 診 断 の 実 際 と問 題 点
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   Carcinoma is a genetic disease. The malignant phenotype is acquired only after several 
mutations lead to derangement in a variety of gene products. Traditional methods in molecular 
biology generally work on a "one gene in one experiment" basis, which means that the throughput is 
very limited and the "whole picture" of gene function is hard to obtain. In recent years, new 
technology, called DNA microarray, has attracted interest. This technology promises to monitor the 
whole genome on a single chip so that researchers can have a better picture of the interactions among 
thousands of genes simultaneously. In cancers, the detection of minimal residual disease may have 

prognostic and therapeutic implications. Molecular tools are being used more frequently to enhance 
the detection of minimal residual disease in many types of cancer. Reverse-transcription polymerase 
chain reaction (RT-PCR) amplification of genes expressed by the tumor in a tissue-specific manner is 
the method with the highest diagnostic sensitivity. Quantification of tumor mRNA markers expressed 
by occult circulating tumor cells may be of prognostic value in a variety of neoplasms and disease 
stages. Medical professionals need to understand the basic concepts and principles of  genetics  ; the 
role of genetics in diagnosing and managing different  cancers  ; the ethical, legal and social isseus 
surrounding genetic predisposition  testing  ; and how to manage long-term care of patients at high risk 
for cancer. 

                                             (Acta Urol. Jpn.  47: 825-828, 2001) 
Key  words  : DNA microarray, Reverse-transcription polymerase chain reaction, Genetic 

            predisposition testing, Ethics

緒 言

癌化 とは遺伝子の変化 に伴 う正常細胞の表現形質の

変化 と考えられている.し たがって癌の診断に遺伝子

診断は有用 と考えられる.正 常細胞の癌化に伴 う表現

形質の変化には,1.細 胞の不死化,2.異 常増殖,3.

浸潤,4.転 移のプロセスが存在 し,各 ステップには

各種の遺伝子群が関与すると考えられている.こ れま

で臨床検査室での遺伝子検査 は細菌やウイルスなどの

感染症がおもな対象であった.し か し多 くの癌でその

責任遺伝子がクローニングされて くると検査室での癌

遺伝子診断検査への期待が高まって きた.癌 の最終診

断が標本上で病理組織学的に行われることは今後 も変

わらないであろうが,個 々の癌が もつ生物学的な性状

(浸潤度や転移能などの悪性度)を 遺伝子異常か ら明

らかにする日が近づきつつあると考えられている.癌

遺伝 子診断検査 は癌のcharacterization,癌 予知検

査,癌 の存在診断の3つ に分類で きる・

癌のcharacterizationと は,で きた癌の広が り易 さ

や悪性度を調べ放射線療法や抗癌剤への感受性 を予測

することである.こ れによって治療の指針の決定 に役

立てることが可能である.

癌予知検査 とは,遺 伝性の腫瘍では生まれつき癌抑

制遺伝子の一方が欠けているために若年で癌が発生す

るので,こ の遺伝子異常を早期に検索することであ

る.こ れによって家系診断がで き,家 族の リスクを予

知可能である.ま た偶発癌において も遺伝子多型 と癌

の発生に密接な関係が存在する場合があり,遺 伝子多

型の検査によって癌の予防や早期治療につ とめること

ができる.

癌の存在診断とは癌ができているか,あ るいは治療

後に癌細胞が残 っているか,癌 が再発をしていないか

など癌細胞の存在 を診断す る検査である.こ れらの現

状 と問題点 を明らかにするために,文 献を検索 しre-

viewし た.
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対 象 と 方 法

MEDLINEを 用 い て キ ー ワ ー ド よ り癌 の 遺 伝 子 診

断 に つ い て の 文 献 を 検 索 し考 察 を 加 え た.使 用 し た

キ ー ワ ー ド はploidy,oncogene,tumorsupresor

gene,DNAchips,singlenucleotidepolymorphysm

(SNPs),reversetransciption-polymerasechain

reaction(RT-PCR),moleculardetection,renalcell

carcinoma,urothelialtumor,bladdertumor,pros-

tatecarcinoma,germcelltumorで あ る.

結 果

lPloidy

Ploidyで は1,786件 の 文 献 が 検 索 可 能 で あ った.そ

の 中 でrenalcellcarcinomaに 関 して は178件,uro-

thelialtumorに 関 し て は64件,prostatecarcinoma

に 関 して は269件 検 索 可 能 で あ っ た.deoxyribonucle-

icacid(DNA>のploidyをflowCytometry(FCM)

に よ る1細 胞 あ た りの定 量 に よ って 癌 細 胞 をdiploid

とaneuploidに 分 け る こ と,細 胞 周 期 の 中 のS期 の

割 合 の定 量 が 試 さ れて いて,こ れ ら は ガ ンの 生 物学 的

悪 性 度,臨 床 成 績 と強 く関 連 す る こ とが確 か め られ て

い る1)

2.癌 遺 伝 子 と癌 抑 制 遺 伝 子

Oncogeneで は71,964件 の 文 献 が 検 索 可 能 で あ っ

た.そ の 中 でrenalcellcarcinomaに 関 して は206件,

urothelialtumorに 関 して は66件,prostatecarcino-

maに 関 して は325件,germcelltumorに 関 して は

4,050件 検 索 可 能 で あ った.癌 遺 伝 子H-rasは 正 常 な

細 胞 癌 遺 伝 子 と比 べ る と1塩 基 だ け異 な って い て,転

写 産 物 は 活 性 型 のguanosinediiphosphate(GDP)

結 合 タ ンパ ク と成 り細 胞 の 増 殖 を促 進 す る2)遺 伝 子

の過 剰 発 現 は転 写 タ ンパ クの 過 剰 発現 と して 最 終 的 に

は表 現 され て い る.転 写 タ ンパ クの 過 剰発 現 は免 疫 組

織 学 的 に証 明 で き る.Tumorsupressorgeneで は

1,970件 の 文 献 が 検 索 可 能 で あ った.そ の 中 でrenal

cellcarcinomaに 関 して は43件,bladdertumorに 関

して は40件,prostatecarcinomaに 関 して は17件,

germcelltumorに 関 して は264件 検 索 可 能 で あ った.

腎細 胞 癌 で は癌抑 制 遺 伝 子 の 一 種 で あ るvonHippe1-

Lindaugene(VHLgene)の 存 在 して い る3番 染 色

体 短 腕 が ほ とん どの例 で 欠 失 して い て,膀 胱 癌 で は各

種 の 染色 体 の 欠 失 が 確 認 さ れ て い る3)n癌 抑 制 遺 伝 子

の 一 種 で あ るp53の 遺 伝 子 産 物 は 正 常 の 場 合 に は

degradationが 早 い た め 免 疫 組 織 学 的 に は検 出 で きず

に,突 然 変 異 を きた して 異 常 タ ンパ ク質 が で きた 時 の

み に検 出で きる.

4.癌 のcharacterization

DNACHIPSで は1,235件 の 文 献 が検 索 可 能 で あ っ

た.DNAチ ップ 技 術 は1991年 にAffymaxResearch

InstituteのStephenP.A.FodorとDuke大 学,

Stanf()rd大 学 の研 究 者 達 に よ り開発 され た4).こ の 技

術 はDNAだ け で な くPep丘deを シ リ コ ン あ る い は

ガ ラス の 表 面 で 任 意 の 異 な る配 列 で 同時 に合 成 す る方

法 で あ る.コ ン ピ ー 一 タの 半 導 体 マ イ ク ロチ ップ の技

術 の 応 用 に よ り,ス ラ イ ドガ ラス や シ リコ ンな どの基

板 上 に,1万 種 類 以 上 に もの ぼ る微 量 のDNA断 片 を

高 度 にス ポ ッ トして,整 列 固 定 が 可 能 と な って い る.

最 新 の機 械 で は150μmの サ イ ズ の ス ポ ッ トを得 る こ

とが で きる た め,1枚 の ス ライ ドガ ラス(25.4×76.2

mm)に,2万5千 個 以 上 のDNAを 再 現 性 良 く,高

速 で ス ポ ッテ ィ ング す る こ とが で きる.ス ライ ドグ ラ

ス の 上 でDNAマ イ ク ロ ア レー と,蛍 光 色 素 で 標 識

し た 研 究 対 象 の 細 胞 よ り抽 出 し たmessengerribo-

nucleicacid(mRNA)を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ

せ,そ の シ グ ナ ル をDNAチ ップ 読 み 取 り装 置 で 読

み取 る こ とに よっ て発 現 して い る多 種 類 のmRNAを

一 度 に解 析 す る こ とが で きる.DNAチ ップ を応 用 す

る こ とに よ り癌 のgenotypeを 解 析 す る こ とが で き,

各 個 人 に応 じた個 別 の医 療 が 可 能 に な る5)

遺 伝 子 多 型 はSNPsを 初 め と して5種 類 に分 類 さ

れ る.SNPsは 多型 マ ー カ ー と して病 気 の 発 症 や 増 悪

に 関連 す る遺伝 子 を見 つ け るた め の 有 用 なマ ー カ ー で

あ る ば か りで な く,SNPsが 直 接 病 気 の 危 険 因子 で

あ っ た り酵 素 活 性 に 関 与 す る 場 合 が あ る。5一舳or-

ouracil(5-FU)の 代 謝 に 関 与 す るdihydropyrimi-

dinedehydrogenase(DPD)のsplicingsiteで の

SNPsはDPDの 活 性 に 関 係 して い る.varianttype

の 人 はDPDの 活 性 が 低 い た め5-FUの 代 謝 が 遅 れ

重 大 な 副 作 用 が 起 き る 可 能 性 が あ る5)Cytochrome

P450(CYP)は 遺伝 子 ス ーパ ー フ ァ ミリ ー を形 成 して

い てCYP1か ら3が 薬 物 代 謝 の 中 心 と な る酵 素 で あ

る.CYP3A4は テ ス トス テ ロ ンの 酸 化 に よ る活 性 化

に 関与 す る酵 素 で あ る.Rebbeckら はCYP3A4に 発

現 調 節 領 域 の 新 た なSNPsを 見 い 出 し,前 立 腺 癌 の

進 展 との密 接 な関 係 を見 い 出 して い る7)

5.癌 細 胞 の検 出 を 目的 とす る遺 伝 子 診 断

Moleculardetectionで は27,105件 の 文 献 が 検 索 可

能 で あ っ た.そ の 中 でurothelialtumorに 関 して は

27件,prostatecarcinomaに 関 して は193件,germ

celltumorに 関 して は523件 検 索 可 能 で あ った.癌 細

胞 に は特 異 的 な蛋 白が 発 現 して い る(前 立 腺 癌 に お け

るprostate-specificmembraneantigen(PSMA)ま

た はprostate-specificantigen(PSA),上 皮 腫 瘍 で の

cytokeratin)の た め,そ れ を コ ー ド して い るmRNA

が 存 在 す る.近 年 は 逆 転 写 酵 素 を 用 い てRNAを 鋳

型 に してDNAの 合 成 反 応 を 行 っ た 後 に そ のDNA

を鋳 型 にpolymerasechainreaction(PCR)を 行 う



山本:泌 尿器腫瘍学 遺伝子診断 827

reversetranscription-polymerasechainreaction

(RT・・PCR)を 用 い て 癌 細 胞 に特 異 的 に 発 現 して い る

mRNAを 検 出 す る方 法 が 開発 さ れ て きた8)従 来 の

PCR法 は,サ ー マ ル サ イ ク ラ ー でPCRを 行 い 目的

DNAを 増 幅 した後,増 幅 産 物 を 電気 泳 動 で 解 析 す る

とい う手順 で 行 って き たた め定 性 反 応 で あ った が,近

年PCRの 定 量 化 が 可 能 とな って きて い る9)

6.遺 伝性 癌 の 発 症 前 リス ク診 断 と倫 理 的諸 問 題

遺伝 性 癌 で は保 因者 はす べ て の細 胞 に 遺伝 子 異 常 が

あ るた め に,発 症 前 に診 断 可 能 で あ る.生 殖 細 胞 系 列

で 癌 化 に関 与 す る遺 伝 子 が 突 然 変 異 を起 して い る個 体

は現 在 の と こ ろが ん患 者 全 体 の1～2%以 下 と考 え ら

れて い るが,そ の 他 に も遺 伝 的 な バ ック グ ラ ウ ン ドが

が ん の 発 生 に重 要 な役 割 を果 た して い る もの は,ま だ

発 見 され て い な い遺 伝 子 を含 め全 体 の5・-10%あ る と

考 え られ て い る.Worldmedicalassociation(WMA)

は,ヘ ル シ ン キ宣 言 の 中で ヒ トを対 象 とす る医 学 生 物

学 的 研 究 に携 わ るす べ て の 医 師 の指 針 と して の 勧 告 を

用 意 して い る.そ の 中 で ヒ トを対 象 とす る医 学 生 物 学

的研 究 の 分 野 で は,目 的が 本 質 的 に患 者 の た め の 診 断

あ るい は治 療 の た め で あ る 医学 的研 究 と,そ の 本 質 的

目的 が 純 粋 に学 術 的 で あ って,研 究 の対 象 と な る ヒ ト

に と って は診 断 ま た は 治療 にお い て 直接 的価 値 の な い

医 学 的 研 究 との 間 に は,根 本 的 な 区 別 を認 め な け れ ば

な らな い と して い る.ま た,第34回WMA総 会 で 採

択 され た 患 者 の権 利 に対 す る リス ボ ン宣 言 で は,人 間

を対 象 と した生 物 医学 的研 究 との 関 連 にお い て は,被

験 者 は通 常 の患 者 と同様 の権 利 と配 慮 を受 け る権 利 が

あ る と され て い る.こ れ ら の 宣 言 を も と に 日本 で は

2000年12月20日 に文 部 省,厚 生 省,通 商 産 業 省,科 学

技 術 庁(当 時 の名 称)よ りヒ トゲ ノ ム ・遺 伝 子 解 析 研

究 に関 す る倫 理 指 針(案)が 提 示 され て い る.

(http://wwwLmhlw.go.jp/topics/bosyuu/tpl220-1-

6.html#bessi2).

考 察

癌の遺伝子診断の多 くは未だに実験室内 レベルの物

が多い中,遺 伝子型(genotype)の 変化の検出として

の従来よ り行われているFCMに よる1細 胞あた り

のDNA量 の定量が現在 のところ臨床 に実用化 され

ている最 も有用な遺伝子診断と考えられた.

癌遺伝子はウイルスによる発癌から発見された.細

胞癌遺伝子の多 くは発現 していてもそれだけで細胞を

癌化させることはない.1982年 にヒ ト膀胱癌細胞株か

らNIH3T3細 胞の形 質を悪性 に転換 させ る遺伝子

H-rasが 発見 された10)癌 細胞は正常細胞 に存在す

る癌遺伝子が,L点 突然変異,2.遺 伝子増幅,3.

遺伝子再構成 という変化のうちどれかを起 している,

遺伝子の過剰発現 は転写タンパクの過剰発現 として最

終的には表現 される.臨 床的にはHa-ras,erbBの 過

剰発現が予後不良の因子 と考えられているが,す べて

の報告で一致 しているわけではないID一 方,癌 抑

制遺伝子はKnudsonの 仮説から見い出された.1971

年Knudsonは 遺伝性および非遺伝性の網膜芽細胞腫

の発症年齢の統計的解析か ら癌は2段 階の遺伝子変異

によって発生するという2ヒ ットセオ リーを発表 し

た12)2ヒ ットセオリーとは,遺 伝性の癌は単一の遺

伝子が生殖細胞系列で突然変異を起 していて,生 後も

う1回 の遺伝子変化によって癌が発生 し,一 方非遺伝

性の癌は2回 の遺伝子変化によってがんが発生すると

いう仮説である.当 初は仮説であったが癌細胞での染

色体の欠失が証明されることにより,癌 抑制遺伝子の

存在が実際に確認された.癌 抑制遺伝子は不活性化す

ることにより細胞を癌化させる遺伝子群のため,正 常

細胞に癌化には対立遺伝子2回 の変化 を必要 とする.

変化には,1.片 方だけのアレルの欠失と突然変異,

2.双 方 ともアレルの欠失,3.双 方とも突然変異の3

型が考えられる.一 般的には癌抑制遺伝子の変異が予

後不良の因子と考えられているが,す べての報告で一

致 しているわけではない13)従 来は癌の個性につい

てはHE染 色による病理形態学的な診断(分 化度,

組織型,組 織構築など)の みであった.そ れでも癌の

生物学的悪性度は組織学的分化度と相関することが従

来か ら確かめ られている、世界中でゲ ノムプロジェク

トが進め られ,多 数の遺伝子構造が明らかにされてき

た.今 後はポス トゲノムプロジェクトとして,遺 伝子

機能や発現の研究が,疾 患の予防と診断,医 薬品の開

発などに新 しい道を開 くための非常に重要なテーマと

なっている.DNAチ ップによってsinglenuclcotide

polymorphisms(SNPs)な どの多型解析のほか,塩

基配列決定や遺伝子の増幅/欠失領域の解析などを行

うこともできる.DNAチ ップは,多 数の遺伝子の発

現や変異,多 型性 を同時に解析することがで きるた

め,こ れらの研究を簡便,か つ迅速に進めることが可

能である.現 在ではまだ限られているが,近 い将来に

は抗癌剤の感受性に関与する遺伝子が多数発見される

と考えられる.し かし臨床材料はサ ンプリングで きる

組織は限られているため,現 在のところ既存のタイプ

のcDNAマ イクロアレイは,生 化学検査の代替には

なっていない.今 後は遺伝子の発現 と抗癌剤の感受性

に関する遺伝子発現情報のデータベースを構築す るこ

とにより生検材料 より適切な抗癌剤の選択が可能 とな

るで あろう5)Single-nucleotidePolymorphismsは

様々な疾患のリスクを捉えた り,様 々な疾患の遺伝的

背景 を解明することにつながる.

RT-PCRは 定性反方であったため,検 出結果 と臨

床成績が相関しなかった.近 年開発されたリアルタイ

ムPCR法 では,サ ーマルサイクラーと分光蛍光光度
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計 を一体化 した機器を用いてPCRで の増幅産物の生

成過程をリアルタイムで検出解析する.増 幅産物の生

成の過程 を連続 して見 ることができるため,よ り正確

な定量が可能である.わ れわれも現在前立腺癌症例に

おける末梢血 中の前立腺癌細胞の定量を検討中であ

る.

遺伝子診断の研究および診察 を実施するにあたって

は,医 師は被検者およびその家族に対 して,各 個人の

状況に合わせた最新の遺伝学的情報をはじめ,適 切で

十分な情報を伝え,そ の正確な理解および意思決定を

助けると同時に,被 検者およびその家族の心理的変化

に応 じた支援を提供する必要がある.ま た遺伝子診断

の研究および診療を実施するにあたっては,被 検者お

よびその家族に対 して,医 学的,心 理的,社 会的な支

援を継続的に行える体制を整備することが急務 と考え

る.

結 語

泌尿器科腫瘍学における遺伝子診断の実際 と問題点

について文献を検索 し考察を加えた.現 在における癌

遺伝子診断検査 は癌 のcharacterization,癌 予知検

査,癌 の存在診断の3つ に分類で きた.遺 伝子診断を

実施するにあたっては,被 検者およびその家族に対 し

て支援 を継続的に行える医療体制を整備する必要があ

ると考えられた.
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