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   The role of HLA antigens in the etiology of testicular germ cell tumor has been suggested 

previously.  Several, attempts have been made to establish associations of HLA antigens in patients 
with testicular cancers, but have yielded inconsistent results. We studied the frequencies of HLA 
antigens by serological typing and DNA typing and examined the association between testicular germ 
cell tumors and HLA antigens. The serological expression of HLA-A, -B, -C, -DR and -DQ antigens 
was analyzed in 23 patients with germ cell cancers of the testis. The findings indicated a trend 
towards an increase in the antigen DQ4  (p<0.05). The 13 patients were typed for HLA DRB1 and 
DQB1 allele by PCR-RFLP analysis. The findings revealed an increased frequency of DRB1 0405 

 (p<0.01) and DQB1 0401  (p<0.01). 
                                               (Acta Urol. Jpn.  42: 95-99, 1996) 
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緒 言

HLA抗 原は高度の遺伝的多型性 を示 し,免 疫応答

に重要な役割を担っていることから,疾 患感受性につ

いて多 くの検討がなされてきた,ナ ルコレプシー1・2),

強直性脊椎炎3)などは強い関連性を示すことが知 られ

てお り,臨 床的にもその診断価値は高い.悪 性腫瘍に

関 しても多 くの報告があるが,い ずれも関連性は弱

く,臨 床応用に至っていないのが現状である.精 巣腫

瘍は人種差,家 族内集積などが認められ,そ の見地か

ら免疫遺伝学的背景を検索するべ くHLA抗 原の疾患

感受性について,血 清学的タイピングDNAタ イピ

ングを用い検討 した.

*現:大 阪大学医学部病理病態学教室

対 象 お よ び 方 法

血 清 学 的 タイ ピ ン グ:1981年 以 降 に 大 阪警 察 病 院 に

て診 断,治 療 を う けた胚 細 胞 性 精 巣腫 瘍 患 者23例 を対

象 と した.年 齢 は19歳 か ら66歳 平 均39.5歳 で,患 側

は左14例,右8例,両 側1例 で あ った.病 理 組 織 診 断

は精 上 皮腫17例,胎 児 性癌2例,奇 形 腫1例,混 合 型

3例 で あ った.コ ン トロ ール群 は県 立 西宮 病 院 腎移 植

セ ン ター に登 録 され た 京 阪 神 地 区在 住 の健 常 人916例

と した.

Terasaki・NIH-Standard法4)を 用 い た リ ンパ 球 細 胞

障害 試 験 に よ りHLA-A,B,C,DR,DQ抗 原 の血

清 学 的 タ イ ピ ング を行 っ た.

HLA-A,B,C抗 原 の判 定 はつ ぎの ご と く行 った.

患 者 末 梢 血 よ りリ ンパ 球 を分 離 洗 浄後,ト ロ ンビ ン
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一 滴 を加 え
,多 核 白血 球 を除 去 し,4×106個/mlに

調 整 した.つ ぎ に 各 抗 血 清 に リ ン パ 球 を 分 注 し・

22℃30分 イ ン キ ュベ ー シ ョン し,さ ら に補 体 を分 注

し,22℃60分 イ ン キ..、.ベー シ ョ ン した.5%エ オ ジ

ンを加 え,10%ホ ル マ リンで 固定 した後,染 色 され た

細 胞 質 を有 す る死 細 胞 の割 合 で判 定 した.HLA-DR,

DQ抗 原 の 判 定 は,リ ンパ 球 を分 離 洗 浄 後Bcell

を2×106個/mlに 調 整 し,各 抗 血 清 に 分 注 し,25℃

60分 イ ンキ ュベ ー ト し,さ ら に補 体 に 蛍光 色 素 を加

え,25℃60分 イ ン キ ュベ ー トした 後 フ ェ ノー ル レ ッ

ドを分 注 し,同 様 に判定 した.

DNAタ イ ピ ング:血 清 学 的 タ イ ピ ング を行 った 胚

細 胞 性 精 巣腫 瘍23例 中13例 を対 象 と した。 病理 組 織 診

断 は精 上 皮腫8例,胎 児 性 癌1例,奇 形 腫1例,混 合

型3例 で あ っ た.コ ン トロ ー ル は 第ll回El本HLA

ワー ク シ ョ ップ で報 告 され た 日本 人1,216例 の分 類

遺 伝 頻 度 を 用 い た5)PCR-RFLP(restrictionfrag-

mentlengthpolymorphism)法6・7)を 用 い たDNAタ

イ ピ ン グ に よ り,DRBI,DQBIallcleに つ い て 検 討

した.

患 者 末 梢 血 よ り白血 球 を分 離 した後,proteinaseK

に よ り除蛋 白 し,RNaseAとRNaseTlを 加 え,エ

タ ノー ル 沈 殿 に てgenomicDNAを 回 収 した.1μg

のDNAに50mMKCI,10mMTris-HC1,2.5mM

MgCl2,0.Ol%geratin,200μmoldNTP,2.5units/

μlTaqDNAポ リメ ラ ーゼ,1μMプ ラ イマ ー を加 え,

PCRに よ りclassII遺 伝 子secondexonの 増 幅 を

行 っ た.増 幅 し た遺 伝 子 を5種 類 の特 異 的 制 限酵 素

(FoKI,HhaI,Hinfi,SacII,Hphl)に よ り切 断 し,

12%ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 を行 っ た後,

Ethidiumbromide染 色 し,バ ン ドを検 索 し判 定 した.

ま た6種 類 の制 限 酵 素(KpnI,ScaI,Rsal,MnlI,

AvalI,EcoRII)に よ り詳 細 なDNAタ イ ピ ン グ を

行 った.

以 上 よ り対 象 数Nと 遺 伝 頻 度genefrequency(以 下

GFと 略 す.)な らび にallele頻 度allelefrequency(以

下AFと 略 す.)を 算 出 した.二 群 問 の 出現 頻 度 に つ

いて の 有意 差 を対 象 数nを 用 い たchi-squaretestで 検

討 し,期 待 値 が5以 下 の 場 合 に はFisherの 直 接 確 率

計 算 に よるp値 で 検討 した.

結 果

られ な か った.

HLA-DR抗 原 で はDR4が!4例(GF37,5),DR9

が9例(GF22.0)と コ ン トロ ー ル群 に比 べ や や 高 率

に認 めたが,統 計学 的有 意差 は認 めな か った(Table2).

HLA-DQ抗 原 で はDQ4を12例(GF30.8)に 認

め,コ ン トロ ー ル 群 との 有 意 差 を認 め た(p<0.05)

Tablel.HLA-Aantigeninpatientswith

testiculargermcelltumorsandin

controlS

Testiculartumor
(N=23)

Control
(N=916)

n GF n GF

Al

A2

A3

All

A24

A26

A30

A31

A32

A33

1

6

0

1

18

5

0

6

0

2

2.2

14.0

2.2

53.4

1L5

14.0

4.5

8

380

10

153

551

204

3

174

3

117

0.4

23,5

0.5

8。5

36.9

1L3

0.2

10.0

0.2

6.6

GF:Genefrequency

Table2.HLA-DRantigeninpatientswith

testiculargermcclltumorsandin

controlS

Testiculartumor

(N=23)

Control
(N=916)

n GF n GF

DRl

DR2

DR3

DR4

DR6

DR7

DR8

DRg

DRIO

DRIl

DR12

2

7

0

14

6

0

4

9

1

0

2

4.6

16.6

37.5

14.0

9.1

22.0

2.2

4.6

85

250

4

424

238

15

219

213

10

51

121

4.8

14.7

0.2

26.7

14.0

0.8

12.8

12.4

0.5

2.8

6.8

HLA-A抗 原 で は 日本 人 に高 頻 度 に 出現 す るA24を

23例 中18例(GF53.4)と 高 率 に 認 め た が,コ ン ト

ロー ル群 との統 計学 的有意差 は認 めなか った(Tablel).

HLA-B抗 原,HLA-C抗 原 で はB54を7例(GF

16.6),B61を7例(GFl6.6),Clを12例(GF

30.8),C3を10例(GF24.8)に 認 め た が,い ず れ も

日本 人 に 高頻 度 にみ られ る抗 原 で あ り,有 意 差 は認 め

GFrGenefrequency

Table3.HLA-DQantigeninpatientswith
testiculargermcelltumorsandin
controlS

Testiculartumor

(N=・23)

Control
(N==916)

n GF GF

DQl

DQ2

DQ3

DQ4

12

0

14

12*

30.8

37.4

30.8

638

19

570

295

44.9

1.0

38.5

17.7

GF:genefrequency,*S五gni丘cantlydifferentfrom

contro正groupbychi-squaretestatp<0.05
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Table4.FrequenciesofDRBIalleleinpa-

tientswithtesticulargermcell

tumorsandincontrols

Testiculartumor
(N=13)

Control
(N==1,216)

n AF n AF

0101

0401

0405

0406

0802

0901

1201

1401

1501

1502

2

3

8*

1

1

4

1

2

1

3

8.0

12.3

38.0

3.9

3.9

16.8

3.9

8.0

3.9

12.3

137

15

301

73

99

318

87

80

167

234

5.8

0.6

13.3

3.0

4.2

14.1

3.7

3.4

7.1

10.1

AF:allelefrequency,*Signi丘cantlydifferentfrom

controlgroupbychi-squaretestatpく0.01

Table5.FrequenciesofDQBIalleleinpa-

tientswithtesticulargermcell
tumorsandincontrols

Testiculartumor
(N=13)

Control
(N=1,216)

n AF n AF

0301

0302

0303

0401

0501

0503

0601

3

3

3

8*

2

2

5

12.3

12,3

12.3

38.0

8.0

8.0

21.6

266

216

335

296

154

96

400

11.6

9.3

14.9

13.0

6.5

4.1

18.i

AF;allelefrequency,*Significantlydifferentfrom

controlgroupbychi-squaretestatp〈0,01

(Table3).

DNAタ イ ピ ング に よ るDRBIの 検 討(Table4)で

は,DRBIO401を3例(AF12.3)に 認 め,コ ン ト

ロ ー ル群 に比 して,遺 伝 頻 度 は高 率 で あ った が,統 計

学 的 有 意 差 は 認 め な か っ た.ま たDRBIO405が8例

(AF38.0)で,有 意 差 を認 め た(p<0.Ol).

DΩBlで はDQBIO401が8例(AF30.8)で,両 群

間 に有 意差 を認 めた(p〈0.Ol)(Table5).

考 察

主 要 組 織 適 合 抗 原 複 合 体(MajorHistocompatible

Complex)で あ るHLA抗 原 は 第6染 色 体 短 腕 上 に約

4,000Kbに わ た って 存 在 す る.HLA遺 伝 子 領 域 に

は ク ラ ス1抗 原(HLA-A,B,C,E,F,G),ク ラ

スll抗 原(HLA-DR,DQ,DP)と 両 領 域 間 に存 在 す

る ク ラス 皿抗 原 に よ りお もに構 成 されて い る.こ の ク

ラ ス 皿領 域 に は21水 酸 化 酵 素 遺 伝 子,補 体 系 のC2

C4成 分,腫 瘍 壊 死 因子 な どが存 在 す る.

HLA抗 原 は高 度 の 遺 伝 的 多 型 性 を有 し,免 疫 応 答

に 関 与 し,そ の 中 心 的役 割 を 演 じ て い る と考 え ら れ

る.抗 原 呈 示細 胞 上 のHLA抗 原 は抗 原ペ プチ ドをT

細 胞 レセ プ ター に 呈示 し,T細 胞 を活 性 化 させ る機 能

を 有 す る.お も に ク ラ ス1抗 原 はCD8陽 性T細 胞

の,ク ラ スH抗 原 はCD4陽 性 細 胞 の 分化 ・誘 導 に 関

与 して い る と考 え られ て い る.こ の こ とか ら非 自己 に

対 す る 免 疫 応 答 機 能 を も ち,さ らに 多 型 性 を有 す る

HLA抗 原 が 疾 患 の 成 立 過 程 に関 与 して い る可 能 性 が

あ り,そ の疾 患 感受 性 につ い て 多 くの研 究 が 旗 され て

きた.

HLA抗 原 と疾 患 発 症 の メ カ ニ ズ ム につ いて はい く

つ か の可 能 性 が 示唆 され て い る.

第 一 に はHLA抗 原 が 細 菌 ウ イル ス な ど病 因 とな

る物 質 と類 似 した構 造 を もつ こ とよ り発 症 す る とい う

考 え で あ る.た と えば,強 直 性 脊 髄 炎 とHLAB27が

強 い 関連 性 を示 す の は,そ の病 因 と考 え られ る ク レブ

シェ ラ菌 の構 成 成分 とHLA抗 原 との類 似 性 が 強 い免

疫反 応 を惹起 す る ため と考 え られて い る3)

第 二 に はHLA抗 原 と連 鎖 不均 衡 の 関係 にあ る他 の

遺伝 子 領域 に異 常 欠損 が存 在 し,発 症 す る可 能 性 で

あ る.HLAB47と 相 関 性 を示 す 先 天 性 副 腎皮 質 過 形

成 は ク ラス 皿抗 原 領 域 に あ る21水 酸化 酵 素 遺 伝 子 欠損

に よ り生 じる とされ て い る8)

しか し,こ れ らの 発症 機 構 は特 殊 で あ り,す べ て の

疾 患 に適応 で きる もの で は な く,そ の メ カ ニズ ム と し

てHLA抗 原 の もつ 免 疫 制御 機 構 そ の もの が 疾患 発 症

に関 与 す る とい う考 え方 が一 般 的 で あ る.つ ま り免疫

応 答 の 過剰 反 応 あ るい は抑 制 が 発 症 に 関与 す る可 能性

であ る.

腫 瘍 は宿 主 の もつ 免疫 防御 機構 を逃 れ,増 殖 す る と

考 え られ る.あ る種 の 腫 瘍 細 胞 上 で,classI抗 原

classII抗 原 の 発 現 が 認 め られ て お り,MHC拘 束 性

T細 胞 やNK細 胞 が 腫 瘍 の監 視 機 構 と して 重 要 な働

きを もつ もの と考 え られ て い る.精 巣 腫 瘍 にお い て

も,腫 瘍 局 所 の 宿 主 反応 の強 弱 が 発生 ・増 殖 段 階 にお

いて 関 与 して い る可 能性 が あ る.

精 巣腫 瘍 は民 族 間 の発 生 頻 度 に差 が あ る こ と,家 系

内発 症 の報 告 が あ る こ と よ り遺 伝 的 因子 の 関与 が 示 唆

され て い る.そ の 免 疫遺 伝 学 的 背 景 を検 討 す る見 地 よ

り,血 清 学 的 タイ ピ ング に よ るHLA抗 原 の疾 患 感 受

性 の研 究 が多 くな され て きた.

HLA-A抗 原 に お い てCarr9)は 奇 形 癌20例 中5例 に

A24を 認 め,全 例 が 転 移 症 例 で あ っ た こ と よ り,そ

の 関 連 性 を 指 摘 し て い る.A24はReinberglo),

Hayakawaii)が 同 時発 生 異 種 組 織 の両 側 例 に,安 永12)

が 同 種 組 織 の 両 側 例 に お い て 確 認 し て い る.ま た

Pollack13)はseminomaにA33を,胎 児 性 癌 にA3

を,卵 黄嚢 腫 瘍 にA31を 高 頻 度 に認 め た と してい る.

HLA-B抗 原 で はseminomaに お い てBS13),B4114)
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に,non-seminomaに お い てB713),B1315),B3714)に

関 連性 を認 めた との報 告 が あ る,

HLA-D抗 原 で はDeWolfi6)が 奇 形癌26例 にお い て

Dw7を 高 頻 度 に 認 め た と 報 告 し た の を は じめ,

Aighngeri7)はseminomaとDRI,DR5と の 関 連 を指

摘 して お り,DR5に 関 して は そ の 疾 患 感 受 性 を支持

す る報 告が 他 に もみ られ る13'15・18)そ の他 に はsemi-

nomaに お け るDR613),non-seminomaに お け る

DR714)の 関連 性 につ い て の報告 が あ る.

また,家 系 内発 症例 や 両側 例 にお け るHLA抗 原 の

検 討 も な さ れ て お り,Pollacki3)は 家 系 内発 症 の3家

系 の う ち2家 系 にA3を 認 め た と し,両 側 例 で は

Kratziki9)がB14,DR5,DR7に 関 連 を報 告 し て い

る.

前 述 の ご と く,血 清 学 的 タイ ピ ン グ に よ る検 討 で

は,疾 患 感 受性 を もつHLA抗 原 は多 岐 に わ た り,強

い 相 関性 も え ら れ て い な い の が現 状 で あ る.ま た,

HLA抗 原 の遺 伝 頻 度 に は人 種 差 が あ る こ とが知 られ

て お り,日 本 人 で はA24,B5,B22,B40,DR4,

DR9な どが 高 頻 度 に認 め られ る.疾 患 感 受 性 を持 つ

と され るHLA抗 原 につ い て検 討 す る と,日 本 人 にお

け るA24の 遺伝 頻 度 は 白人 の約3倍,黒 人 に約5倍

と高 率 で あ り,一 方,A3,B41,DR7は 低 頻 度 で あ

る.つ ま り,関 連性 を示 したHLA抗 原 を 日本 人 の疾

患感 受 性 に適 合 させ る こ とに は疑 問 の余 地 が あ り,民

族差 を もつ これ らの抗原 と精 巣腫 瘍 の発 生頻 度 の人種

差 に 関連 性 を見 い 出す こ とは現 時 点で は困難 と思 われ

る.

1985年,特 定 の遺 伝 子 領 域 を選 択 的 に増 幅 させ る

PCR法 が考 案 さ れ,HLA抗 原 の塩 基 配 列 を同定 す る

こ とが可 能 とな る,加 え て,増 幅領 域 の塩基 配列 を各

種 制 限酵 素 に よ り切 断 し,識 別 す るRFLP法 が 開 発

され,HLAの 研 究 は飛躍 的 に発 展 を とげ た.

Todd20)はDR3,DR4と 相 関 を 示 す 白 人 の イ ン

シ ュ リ ン依 存 性 糖 尿 病 に つ い てDRβ,DQα,DQβ

鎖 の ア ミ ノ酸 配列 を解 析 し,DQβ 鎖 の57位 の アス パ

ラギ ン酸 の 存在 が疾 患 に対 す る抵抗 性 に関 与 して い る

と結 論 して い る.こ れ は血 清 学 的 タイ ピ ン グに とど ま

らず,塩 基 配列 の レベ ル で疾 患 感 受性 を検討 し,結 論

づ け た点 で画 期 的 で,HLA抗 原 の 疾 患 受 感 性 を検 討

す る うえでDNAタ イ ピ ングの有 用 性 を強 く印象 づ け

る もので あ った.

われ わ れ の検 討 で もDNAタ イ ピン グ を用 い る こ と

に よ り従 来 の血 清 学 的手 法 で は識 別が 困 難 で あ った抗

原 の よ り詳 細 な分 類 が可 能 と な り,血 清 学 的 タ イ ピ ン

グでDR4と 一 律 に識 別 され て い た抗 原 の うちDRBl

O405に 疾 患 感 受 性 を認 め た こ とは興 味 深 い、

現 時 点 で,HLAタ イ ピ ン グ 自体 が疾 患 成 立 を どの

程 度 支 配 し,腫 瘍 に対 す る免 疫 防御 機構 の強 弱 に関与

しているかは明らかではない.し か しながら,HLA

抗原の疾患感受性を通じ,臨 床的立場 より免疫遺伝学

的背景を検討する意義は大 きく,さ らなる検討を重ね

ることにより,疾 患成立における腫瘍免疫機構の解決

の糸口につながることを期待している.

結 語

精 巣 腫 瘍 に お け るHLA抗 原 の 疾 患 感 受性 に つ い

て,血 清 学 的 タイ ピ ン グ ーDNAタ イ ピ ン グ を用 い 検

討 し た.DNAタ イ ピ ン グ に お い てDRB10405,

DQBIO401に 疾 患 感 受 性 を認 め た.

本論文 の要 旨は,第32回 日本癌治療学会総会において発表

した.
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