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    Testicular germ cell tumor comprises about  1  % of all the malignancies of males in Japan, and 
occurs in only one over 100,000 males annually. A susceptibility gene may be located on the short arm 
of the chromosome 12. Among the genes in this region, the expression of the KRAS2 mRNA was 
increased in testicular cancer compared to the normal testicular tissue. By DNA typing, HLA-DR4 
and 0405 allele in  HLA-DRB1 showed high relative risk for testicular cancer. 

    We analyzed the expression of the  WT1 gene, reported to be a growth promoter for leukemia, by 

quantitative reverse transcription-PCR. Relative expression of the WT1 gene was significantly 
increased in high-stage cases than in low-stage cases, suggesting that WT1 could be useful as a tumor 
marker for progression of testicular cancers. 

    Testicular germ cell tumors are usually very sensitive to chemotherapeutic agents such as cisplatin, 
and p53 has been reported to play an important role in chemosensitivity. Therefore, mutations of the 

p53 gene or other genes downstream may be responsible for their chemoresistance. The expression of 
the GML (GPI-anchored molecule like protein) gene was examined in testicular cancers. Its 
expression was not correlated with histology or stage. However, 4 refractory cases, 2 of which were 
recurrent cases from stage I and the others were at high stages, showed no expression of the GML 
mRNA. These interesting facts suggest that the expression of GML gene could be a good marker for 
the prognosis of testicular germ cell tumors. 

                                             (Acta Urol. Jpn.  47  : 803-807, 2001) 
Key  words  : Testicular cancer, Molecular biology, HLA, WT1, GML

緒 言

精巣腫瘍(精 巣胚細胞腫瘍)は 日本人においては全

悪性腫瘍の約1%に 相当 し,発 生率は人口10万人当た

り約1人 である1)精 巣腫瘍に関 しては遺伝子レベル

での研究 も早 くから進み,ほ とんどの症例で第12番 染

色体短腕部の増幅(isochromosome12p・i(12p)と い

う)が 存在することが以前から報告されてお り,第12

染色体短腕上 には精巣胚細胞腫瘍の責任遺伝子が存在

する可能性があると考えられて きたが2・3),最近,イ

ギリスのグループが精巣胚細胞腫瘍の責任遺伝子の1

候補がXq27上 に存在すると報告 した4)
一方

,精 巣腫瘍の進展や治療反応性に関する分子生

物学的研究は少ない.細 胞増殖 に関係するKi-67を

MIB-1抗 体で染色 し,臨 床病理学的検討 を行った報

告などが散見されるに過 ぎない5・6)従 来癌抑制遺伝

子 として単離されたWTlの 遺伝子産物が白血病の増

殖プロモーターとして作用することや精巣腫瘍細胞株

で も発現 していることは興味深 く7),精 巣腫瘍臨床検

体におけるWT1遺 伝子産物の発現 とその増殖 進展

には何 らかの関連が期待される.ま た,精 巣胚細胞腫

瘍は一般的に抗癌剤特にシスプラチンに対する感受性

が きわめて高い.免 疫組織染色においては,精 巣腫瘍

細胞の核内にp53蛋 白が高発現 を示すが,実 際には

p53の 遺伝子変異は少ないといわれている8・9)

本論文では,精 巣腫瘍の発生 に関してHLA解 析

の研究成果を,精 巣腫瘍の進展 に関 してWTI遺 伝子

のmRNA発 現量 とstageと の関連の解析結果を報告

する,ま た,腫 瘍の抗癌剤耐性に関して,p53遺 伝子

の下流にある抗癌剤感受性に関連するといわれている
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GML(GPI-anchoredmoleculelikeprotein)艮o)遺 伝

子 の 発 現 と化 学 療 法 に対 す る感 受 性 につ い て の検 討 結

果 を報 告 す る.

材 料 と 方 法

HLAのDNAタ イ ピ ング=精 巣 胚 細 胞 腫 瘍 の 診 断

の つ い た 男 性52名 の 末 梢 血 か らDNAを 抽 出 し,

PCR-R.FLP(polymerasechainreaction-restriction

fragmentlengthpolymorphism)を 用 い てHLA-DR

とHLA-DRBのDNAタ イ ピ ング を行 った.日 本 人

の正 常 対 照 と してAkazaら が 報 告 した1,216名 の遺 伝

型 頻 度 を 用 い11),カ イ ニ 乗 検 定 あ る い はFisher's

probabilitytestに よ り有 意 差 検 定 を行 った.

WTImRNAの 測 定 と免 疫 組 織 染 色:精 巣 腫 瘍 組

織 中 のWTImRNAの 定 量 には まず,34名 の 精 巣 胚

細 胞 腫 瘍 患 者(セ ミノー マ23例,非 セ ミ ノーマ11例)

の 凍 結 組 織 か らtotalRNAを 抽 出 し,段 階 希 釈 に よ

る定 量RT-PCRを 行 った12)ヒ ト精 巣 腫 瘍 細 胞 株

NEC8に お け るWTImRNAの 発 現 量 を1.0と して,

各 症 例 に お け る発 現 量 を数値 化 した.Stageに 関 して

は,9例 がhighstageで,25例 がlowstageで あ っ

た.免 疫 組 織 染 色 に はパ ラ フ ィ ン包 埋 組 織 を3μmに

薄 切 し,抗 ヒ トWT1ウ サ ギ モ ノク ロ ー ナ ル 抗 体

(SantaCruz社,100倍 希 釈)を 用 い て 染色 し,LSAB

(labeledstreptavidin-biotin)法 で 発 色 させ た.

GMLmRNAの 発 現 検 討:上 記34例 に つ い て

GMLmRNAの 発 現 をRT-PCRに て検 討 した.

KRAS2の 発 現 検 討:13例 の患 者 で,精 巣 腫 瘍 組 織

と同一患者の正常精巣組織(切 除組織内に存在 した正

常部分)に おけるKRAS2遺 伝子のmRNAを 定量

RT-PCRに より測定 した.

結 果

HLA-DRお よびHLA-DRB:正 常 コ ン トロ ー ル に

比 べ てDR4が 有 意 に 高 頻 度 に認 め られ,そ の相 対 危

険 率 は2.8倍 で,p値O.OOO4で あ っ た(Tablel).

DRBに 関 して はDRBIの0405alleleが 有 意 に高 頻

度 に 認 め ら れ,そ の 相 対 危 険 率 は3.2倍 で,p値

0.00006で あ った(Table2).

KRAS2mRNAの 発 現:13例 中H例 に お い て 正 常

部 分 に比 べ て腫 瘍 部 分 で 高 発 現 を示 し,そ の相 対 発現

比 は2.OIで あ った.

WTImRNAの 発 現:組 織 学 的 分 類 で は,セ ミ

ノ ーマ と非 セ ミ ノー マ で はWTImRNAの 発 現 に 有

意 差 は認 め ら れ なか っ た.し か し,highstage群 と

lowstage群 を比 較 す る と,有 意 にhighstage群 に高

発 現 症 例 が 多 く存 在 した(p<o.017)(Fig.1).高 発
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現 症 例 で はWTIタ ンパ ク も高 発 現 して い た(Fig.

2).

GMLmRNAの 発 現:GMLはhighstageの9例

中6例 に,ま た,lowstage25例 中 の18例 に発 現 を認

め,highstageとlowstageで は有 意 差 を認 め なか っ

た.組 織 学 的 に は セ ミノー マ23例 中 の18例 に,非 セ ミ

ノー マ11例 中6例 に 認 め ら れGMLの 陽 性 率 は セ ミ

ノ ー マ と非 セ ミ ノー マ で 有 意 な 差 を 示 さ な か っ た

(Table3).し か し,stageIの 症 例 の う ち,後 に再 発

して 治 療 に難 渋 した2例 と,highstage9例 の うち の

難 治 性 に な っ た2例 で はGMLの 発 現 を認 め な か っ

た.

察

一精巣腫瘍の発生に関する分子研究一

精巣腫瘍は白人に多 く,有 色人種に少ない傾向があ

る.白 人における罹患率は黒人におけるそれの約5倍

であるといわれている12)そ して,世 界的にみると

その頻度 は過去40年 の間に約2倍 以上に増加 してい

る13).わ が国で も,最 近 の調査で,過 去9年 間に約

1.35倍 に増加 したことが明らかになった14)Cytoge-

neticな 解析 により,精 巣胚細胞腫瘍 は組織型にかか

わらず,そ の細胞内に少なくとも1つ 以上のX染 色体

とY染 色体 を有 していることがわかっている.そ し

て,ほ とんどすべての精巣腫瘍細胞に12番染色体短腕

の重複(12pisochromosome=i(12p))が 見られるこ

とも明 らかにされている2'3)i(12p)は,12番 染色体

の長腕上の癌抑制遺伝子あるいは12番染色体短腕上の

癌遺伝子の存在 を予測 させる.こ の重複する12番染色

体短腕上の癌遺伝子として同定 されているものの中に

KRAS2遺 伝子やcyclinD2な どが存在す る15・16)

KRAS2は それ自身癌遺伝子として知られている.わ

れわれの検討では同一患者の精巣腫瘍組織における

KRAS2mRNAの 発現量は正常の精巣組織における

それの2倍 以上であった.こ れが単に12番染色体短腕

の重複を意味しているのか,KRAS2遺 伝子の精巣腫

瘍発生への関与を意味 しているのかは不明である.

癌の発生には主 として,単 一の遺伝子(癌 抑制遺伝

子や癌遺伝子)が 関与すると考えられるが,そ れ らの

遺伝子以上の生 じやす さなどが多 くの遺伝子によって

規定 されている可能性がある.最 近では,ヒ ト遺伝子

の中に存在す る多 くの多型 を解析 して特定の表現系が

生じる相対危険率 を算出することが可能 となり,将 来

の遺伝子診断やいわゆるオーダーメイド医療へつなが

るものと期待されている.HLAtypingも 遺伝子多型

検索の一種であ り,特 定のHLAの 型 を有す る個体

の特定の疾患に対するなりやすさを検討することがで

きる.わ れわれは,精 巣腫瘍患者のHLA-DRお よび

HLA-DRBIに 関 して検討 してみた.Table1に 示す

ごとく,HLA-DRは 精巣腫瘍患者においてDR4が

有意に高頻度にみられた.ま た,Table2の ごとく,

DRBIで は0405allclcを 有するものが有意 に高頻度
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で あ っ た.こ れ ら のHLAの タ イ プ が 精 巣 腫 瘍 の 発

生 と関連 が あ る とい う こ とを示 唆 して い る.し か し,

現 在 までHLAlocusの 近傍 に精 巣 腫 瘍 の発 生 と関 連

の あ りそ うな遺 伝 子 の報 告 は な い.

一 精 巣 腫 瘍 の進 展 や予 後 に 関す る分 子 研 究 一

以 前 か ら,精 巣 腫 瘍(特 にnon-seminoma)の 予 後

規 定 因 子 と して 脈 管 内 の細 胞 浸 潤,embryonalcarci-

nomaの 含 有 率17'19),Ki-67の 発 現5・6)など に つ い て

臨床 病 理 学 的 な検 討 が な され て い たが,分 子 生 物 学 的

手 法 の 進 歩 と 普 及 に 伴 っ て,E-cadherinやMMP

〈matriXmetalloproteinase)の 発 現 に関 す る分 子 レベ

ルで の検 討 も行 わ れ る よ うに な っ た20)

白 血 病 に お い て 増 殖 の プ ロ モ ー ター と考 え ら れ た

WTIは 精 巣 腫 瘍 に も発 現 し て お り,そ の 発 現 量 は

highstage症 例 で 高 く,lowstageで 低 い 傾 向 を示 し

た(Fig.1).し か も,高 発 現 症 例 にお い て はWTIが

タ ンパ ク レベ ルで も高 発 現 して い る こ とが 証 明 され,

タ ンパ ク と し て の 何 ら か の 働 きが 示 唆 さ れ て い る

(Fig.2)21)し か し,実 際 にWT1が 精 巣 腫 瘍 細 胞 に

お い て増 殖 促 進 因子 とな っ て い るか 否 か は まだ 明 らか

に は され て い な い.精 巣 腫 瘍 細 胞 株 にWTl遺 伝 子 を

導 入 す る か あ る い はWTIのantisenseoligonucleo-

tideを 導 入 す る こ とに よっ て証 明す る必 要 が あ る.

また,精 巣 腫 瘍 は シ ス プ ラチ ンを は じめ とす る抗 癌

剤 に対 す る感 受 性 が非 常 に 高 く,p53遺 伝 子 の 異常 が

低 頻 度 で あ る とい われ て い る.し か し,シ ス プ ラチ ン

治 療 に対 して 抵 抗 性 を示 す 精 巣 腫 瘍 で は や は りp53

遺 伝 子 の 異常 が み られ る とい う報 告 が あ り,p53遺 伝

子 は本 腫 瘍 の薬 剤 感 受 性 に関 して 重 要 な位 置 を占 め る

と考 え られ る9)し たが っ て,p53遺 伝 子 の上 流 や 下

流 に存 在 す る遺 伝 子 の異 常 も薬 剤 耐性 に 関 して 重要 な

役 割 を=果た して い る可 能 性 が あ る.GML(GPI-an-

choredmolecule-likeprotein)はp53の 下 流 に存 在

し,抗 癌 剤 や放 射 線 に よる刺 激 に対 して 細 胞 にapop-

tosisを 実 行 させ る働 き を有 して い る と考 え ら れ て い

る.ま た,GMLは 正常 組織 で は 精巣 に か な り特 異 的

に 発 現 して い る10)わ れ わ れ の 検 討 で は,GMLの

発 現 は組 織 型 やstageと は関 連 を示 さな か った.し か

し,stagelの うち 再 発 した2例 は そ の後 治 療 に難 渋

した が,こ れ ら2例 はGMLを 発 現 して い なか った.

また,highstage症 例9例 の う ち2例 は 難 治性 で死 亡

した が,こ れ ら2例 もGMLの 発 現 を示 さ なか った.

これ らの事 実 はGMLが も と も と精 巣 に特 異 的 に発

現 して い て,抗 癌 剤 に対 す る感 受 性 を担 って い る分 子

で あ る こ とを考 え る と非 常 に興 味 深 い 症 例 数 を増 や

して の,今 後 の系 統 だ った研 究 が 待 た れ る,抗 癌 剤 抵

抗 性 に はGST一 π やMDRな ど の 関 与 も考 え られ る

が,抗 癌 剤 感 受 性 に 関 して は や は りp53と そ の 下 流

の遺 伝 子 が 中心 的 な役 割 を担 って い るの で は な い だ ろ

うか.

結 語

精巣腫瘍の発生,進 展,予 後に関する分子研究によ

る知見を紹介 した.発 生についてはKRAS2遺 伝子

やHLA-DR,HLA-DRBIの0405aUeleカs'関 連 して

いる可能性が示唆された.進 展にはWTi遺 伝子産物

の関与が示唆された.さ らに,抗 癌剤耐性に関 しては

p53遺 伝子の下流にあるGMLの 関与が示唆された.
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