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泌尿器科腫瘍学における分子研究の展望:

腎細胞癌 の発癌 ・転移 とMN/CA9
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    MN/CA IX is a carbonic anhydrase (CA) isoenzyme expressed in normal alimentary tract in a 
tissue-specific manner. This antigen is activated in the majority of renal cell carcinomas (RCC) but 
not in normal kidney tissues. Although the exact role of CA activity in carcinogenesis and metastasis 
has not been established, MN/CA9 has been suggested to be implicated in acidification of extracellular 
milieu surrounding the cancer cells and thus create a microenvironment conductive to tumor growth 
and spread. Mutations in the von Hippel-Lindau (VHL) gene cause the familial syndrome and are 
also found in the majority of sporadic RCC. Wild-type VHL was recently described to down-regulate 
MN/CA9 in RCC cell lines, and the molecular mechanism of MN/CA9 and VHL in renal 
carcinogenesis is of interest. To investigate the mechanism of MN/CA9 activation in RCC, we 
examined the methylation status of this gene in RCC cell lines and human tissue samples and found 
that hypomethylation in the promoter region may play an important role in the expression of MN/CA9. 
RT-PCR analysis of blood samples from RCC patients revealed the presence of circulating MN-positive 
cells in the blood. This antigen may be a potential therapeutic target as well as diagnostic marker for 
RCC. Therefore, we are currently investigating whether or not MN/CA IX peptide could be an 
appropriate molecule for use antigen specific immunotherapy on RCC patients. 

                                             (Acta Urol. Jpn.  47:  809-814, 2001) 
Key  words  : Renal cell carcinoma, MN/CA9, Carcinogenesis, Metastasis

緒 言

腎細胞癌は,有 効な化学療法がなく,放 射線感受性

も低いことより,外 科的手術療法が唯一有効な治療法

であるといって も過言ではない.近 年の画像診断技術

の発達により,早 期発見される症例が増えたことで治

療成績の向上が認められるが,有 転移症例や再発症例

の予後はきわめて悪いのが現状である.ま た,腎 細胞

癌にはrapidgrowth症 例や10年 以上経過 して再発転

移す るlongdormancy症 例など,特 異な生物学的特

性がある.こ のように限られた治療法 しかなく,そ の

増殖 ・転移に特異な特性がある腎細胞癌において,発

癌 ・転移機構の解明や新たな治療法の確立は重要な課

題 と考 え られ る.

MN/CA9は,1994年 にPastorekら が 子 宮癌 細胞

株Helaをtargetと して作成 され た抗体M75の 認 識

す る抗原 を同定 し,そ のア ミノ酸配列の類似性 よ り炭

酸 脱水 酵素carbonicanhydrase(CA)の フ ァミ リー

に含 ま れ る もの と して命 名 した糖 蛋 白で あ るD

MN/CA9抗 原 は細胞膜 と核 に存在す る54kDの 糖 蛋

白で,cDNAはllのexonよ り構 成 され2),そ の 遺伝

子 は第9染 色 体短 腕(9p12-13)に 存 在 す る3)ま た

この抗原 はOosterwijkら に よって1986年 に作 製 され

たマウスモ ノクローナル抗体G250(mAbG250)が 認

識す る抗原 その ものであ り,腎 細胞癌 において高率 に

発現 して いる4)わ れわれが,mAbG250を 用 いて免
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疫組織染色により検討 した結果では,腎 細胞癌手術標

本147例 中128例87.1%に おいてMN/CA9の 発現が確

認され,clearcelltypeで は96例 中95例99.0%に おい

て発現を認められた5)

腎細胞癌以外では,MN/CA9蛋 白は子宮頸癌,食

道癌,大 腸癌,肺 癌などにおいて高率に発現 を認めて

いる7)正 常組織では腎組織 を含め発現を認めない組

織は多いが,胆 管,胃,小 腸の上皮などは発現を認め

る4・6・7)

このような発現の分布の特異性から,MN/CA9は

腎細胞癌の発癌や転移の機構を考える上で重要な蛋白

であり,そ の診断や治療において有効な標的分子にな

りえると考えられる.今 回,わ れわれは腎細胞癌にお

けるMN/CA9発 現の意義について検討を加えると共

に,そ の臨床応用への試みについて も概説する.

腎細胞癌発癌へのMN/CA9の 関与

LMN/CA9の 発 現 とpromoter領 域 の脱 メチル化

多 くの組織特 異 的遺伝 子 の発 現調 節 に,promoter

領 域 のDNAメ チ ル化 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,VHLな

ど の癌 抑 制 遺 伝 子 の不 活 性 化,脱 メチ ル化 に よ る

m)c,MEGA-1な どの癌遺伝子 の活性化が報告 されて

いる.わ れわれ はMN/CA9が 組 織特異 的遺伝子であ

るこ とに着 目 し,MN/CA9遺 伝 子発現 とDNAメ チ

ル化 との関係 につい て,promoter領 域 の検 討 を行 っ

た.

MN/CA9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 いる2)こ の領域 にpromoter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6カ 所 のCpGsiteに つ い てbisulfite

genomicsequencingprotocol法 を用 い て メチル化状

態 を調べた.

細 胞 株 にお い て は,MN/CA9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,6

カ所すべ てのCpGs量te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,caの3

株 で6ヵ 所すべ てのCpGsite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CpG

siteが 非 メチル化状態で あった.次 に,メ チ ル化 阻害

剤5-Aza-2'-Deoxycytidine含 有 培養液 にてMN陰 性

腎細 胞癌 細 胞株SKRC-12お よ び 一14を7日 間培養

す ると,い ずれ もMN/CA9の 発 現が誘導 され2～4

個 のCpGsiteで 脱 メチ ル化 して いるこ とが認め られ

た.以 上 よ りMN/CA9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8)

さ らに,6カ 所 の うち特定 のCpGsiteの 脱 メチ ル

化が重要 な役 割 を担 ってい ると考 え,各CpGsiteの

メ チ ル化 とMN/CA9の 発 現 の関係 につ いて検 討 し

た.Cosmidlibraryよ りMN/CA9遺 伝 子5'領 域

(-1246pbか ら+42bp)ま で をsubcloning後,

Luciferasereportervectorに 導 入 し,ExoMung

beans法 を用いて種 々の欠失変異体 を作製 した.MN

抗 原 陽性 ヒ ト腎細 胞癌培 養細胞 株(SK-RC-44)に 各

欠失変異体 をtransfectionし,Luciferase活 性 を測定

す る こ とで 一158bpか ら+42bpま で にpromoter

領 域 が ある ことを確認 した.次 に,promoterを 含 む

各欠失変異体 をCpGメ チ ラーゼ によ りメチル化 し,

Luciferase活 性 を測定 した ところ,-74bpのCpG

siteの 脱 メチル化 によ りMN/CA9発 現 が惹 起す る と

考 え られ,さ らに ヒ ト腎細 胞 癌 組 織13例 を用 い た

bisulfitegenomicsequencingprotocol法 で の検 討で

も,-74bpのCpGsiteの 低 メチ ル化 がMN/CA9

発 現 腫瘍の90%に お いて認め られ た.

2.癌 抑 制遺伝子VHLとMN/CA9発 現
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Fig,2,The5'regionofthehumanMN/CA9gene.Consensussequences

f()rinitiator(Inr)andtranscriptionfactor(API,AP2,andp53)

aresurroundedwithboxes.Theasteriskindicatesthetranscrip-

tionstartsite.Threedotsindicatethetranslationstartsite.
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TableLMethylationstatusofpromoterre,.

gionandexpressionofthcMN/CA9

geneinhumanRCCcellIines

CpG・i…(bp)MN/CA9

Samples
-74-19-6十4十13十40exp「esslon

SK-RC-1

SK-RC,6

SK-RC-10

SK-RC-12

SK-RC-14

SK-RC-44

SK-RC-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

Yes

Yes

Yes

No

No

Yes

Yes

No

No

No

十:methylated,一=unmethylated,±:partiallymethy-

lated.
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欄 一 回 一

卵{亜}

一1

1

01020

Lilciferaseacti▼ity(%Posi績vecon重m且)

F至g.3.Deletionanalysisofthepromoterre-

gionofMN/CA9gene.Deletioncon-

structsareidentifiedbynucleotide

numberswithrespecttothetranscrip-

tionstart.Theactivityofeachdele-

tionconstructintransienttransfection

f()rmatisexpressedasapercentageof

thelucifヒraseactivity.Eachofthe

barsrepresentsthemeanvalue±S.D.

oftheluciferaseactivity.

Table2.ExpressionofMN/CA9geneand
frequenCyofhypomethylationinhu-

manrenalCellCarCinOma

F「e階鰯
。惚 瑚yl御

一74-6十4十13十40

MNpesitiveRCC(n=10)

MNnegativeRCC(n=3)

Normalkidney(n=3)

902040400

00000

00000

VHL遺 伝子 はvonHippel-Lindau病 の原因 とな

る癌抑 制遺伝子 であ り,ヒ ト第3染 色体 短腕(3p

25-26)よ り単離 ・同定 された.腎 細胞癌の約80%を

占める散発性の淡明細胞型腎細胞癌 において,そ の

50～60%にVHL遺 伝子の変異が,ま た約20%に メ

チル化による遺伝子の不活化が報告 されるなど,腎 細

胞 癌 の発 癌 に関 して重 要 な遺 伝 子 で あ る10)こ の

VHL蛋 白(pVHL)は6ionginB,Cやcul-2な ど と

複合 体 を形 成 し,hypoxia-induciblefactor-1(HIF-

1)に 作 用す る酵素proteasomeを 働 かせ てHIFを 分

解す る と考 えられて い る.こ のVHL蛋 白 の機 能 に

異常が生 じる と,HIFが 増 加 し,そ の ことでvascu-

larendothelialgrowthfactor(VEGF)やglucosc

transporterl(GLUT-1)な ど の低酸 素状態 で誘導 さ

れ る蛋 白群の発現が増加 する と考 え られているゆ

最 近 の研究 で は腎 細胞 癌 に高 率 に発 現す るMN/

CA9も,pVHL/HIF-1機 構 に よ りVEGFな ど と同

様 に発現す る と考 えられてい る11)MN/CA9の 発 現

は正 常VHL遺 伝 子導 入 に よ り抑 え られ る との報告

もあ り12),VHL遺 伝 子異常 とMN/CA9発 現 には密

接 な関係 が認 め られ る.し か し,VHL正 常 のgliob-

lastomaに お いて もMN/CA9発 現 が認 め られる こと

より,VHL遺 伝 子異常 がな くとも低 酸素状態 に よっ

てVHL蛋 白 の機 能が低 下 して,HIF-1蛋 白 を強発

現 させ ることでMN/CA9を 発現 させ るのではないか

と考 え られてい る6)こ のこ とはclearcelltypeに お

け るVHLの 遺 伝 子異 常 の頻度 以上 にMN/CA9が

発 現 している ことや,VHLの 遺 伝子異常 を伴 わない

granularcelltype・ に おいて もMN/CA9が 発 現 して

い るこ とな どよ り,腎 細胞癌 におい て もVHL遺 伝

子異常 を介 さないMN/CA9の 発 現機構が存在す るこ

とが 示唆 され る6)こ の様 なVHLとMN/CA9の 関

係 につ いて さらに詳細 に検討す るために,わ れわれ は

数種 の腎細胞 癌細胞 株 にお いてVHLの 遺 伝 子異 常

とMN/CA9の 発 現 お よび正 常VHL遺 伝 子 導 入 に

よるMN/CA9の 発 現 の変化 につ いて検討 を行 ってい

る.

3.MN/CA9蛋 白 の発現 と発癌

発癌 に関与 す る遺伝子 には癌遺伝子 と癌抑制遺伝子

があ り,多 段 階的 にそれ らの遺伝子 に変化が 蓄積す る

ことが,癌 の発生 ない し悪性化 の原 因 となる。腎細胞

癌 に おいて は,VHL遺 伝 子 異 常 が よ く知 られて お

り,そ の他 で は同 じ く第3染 色体 短腕(3p14.2)に

あ るFHIT遺 伝 子のLOHの 頻 度が 高い こ とが報告

されてい る13)が 充 分 に解明 されてい る とはい えない.

発 癌 にお けるMN/CA9の 役 割 につ いて は,Hela

細 胞 で は細胞 密 度が増 加す る とMN/CA9の 発 現 が

高 くな る こ と や,MN/CA9cDNAを 線 維 芽 細 胞

NIH3T3に 遺 伝 子導 入す る こ とよ り形質 転換 し細胞

増殖 を促 進す ることな どの培養 細胞 での報告3)や,大

腸癌組織 の細胞増殖 の盛 んな部位 でのMNICA9が 高

発現 であ るこ と14)な ど よ り,MN/CA9蛋 白 の細胞増

殖へ の関与が示唆 され る.こ の ことは,低 酸素状態 で

誘導 され るVEGFやGLUT-1な どの蛋 白群 と共 に,

MN/CA9の 発 現 がpVHLIHIF-1機 構 に よる と考 え
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られることか らも推測され,さ らに腎細胞癌の放射線

療法や化学療法に対する抵抗性について もMN/CA9

蛋白発現の意義について興味深い点がある.

Table3. DetectionofcirculatingMN/CAIX

positivecelI

MN十 MN一 Totai

転移におけるMN/CA9の 役割
RCC

Normal

48(63.2%)

IO(32.3%)

28(36.8%)

21(67.7%)

76

31

腎細胞癌の原発巣の診断は急速に進歩 し,早 期発見

による治療効果は向上 したものの,遠 隔臓器への転移

症例や再発症例の予後はほとんど変わっていない.し

たがって,転 移機構の解明 と,そ れに基づいた予防法

や治療法の開発は,癌 の克服に必要不可欠であると考

えられる、転移巣の成立には細胞増殖,血 管新生,宿

主間質へ の浸潤,循 環系への侵入,循 環系内での生

存,毛 細血管内皮壁への付着,転 移先臓器実質への侵

入,局 所での増殖ならびに血管新生などの,特 異的な

個々の連続 したステップを完結する必要がある.す な

わち,転 移においても発癌機構 と同様に多段階の遺伝

子変化の蓄積が必要であり,決 して単一の遺伝子の単

離によりすべてが説明できるわけではない,

腎細胞癌の転移能に関与する因子 として,増 殖促進

に関与するTGFα,EGF,bFGF,EGFレ セプター,

細胞接着分子としてカ ドヘ リン,カ テニン.CD44な

どがあ り,ま た細胞 との接着分子であるインテグリ

ン,コ ラーゲンをはじめとする細胞外マ トリックスと

それらの分解酵素であるMMP-2,MMP-9と その促

進因子(MTI-MMP),阻 害因子(TIMP-2)が ある.

血管新生因子 としてVEGF,bFGFな どがあ り,癌

関連遺伝子としてnm23遺 伝子があげられる15)

このなかでMN/CA9蛋 白の転移における役割とし

ては,細 胞密度が増加すると発現が高 くなることや,

正常大腸粘膜の表層に少な く固有層よりの細胞に多 く

発現 していることより,細 胞増殖での細胞間調整に関

与 していることが示唆される且'7)とともに,細 胞接着

に関係 しているとの報告16・!7)や.腎細胞癌の浸潤に

関係するとの報告18)もあ り,MN/CA9の 発現が転移

において重要な役割を果た しているものと推測される

が,そ の詳細はまだ明らかにはなっていない.

MN/CA9の 臨床応用への試み

1.血 液markerと してのMN/CA9

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monitoringに

は超音波検査や レン トゲ ン検査 な どの画像診 断に頼 る

しか ないのが現状であ る.わ れわれは腎細胞癌 に高率

に発現 して い るMN/CA9抗 原 に着 目 し,RT-PCR

法 に よる患者血液 中のMN/CA9抗 原 陽性細胞 の検 出

によ り,早 期診断 や予後 因子 の血液markerに な り得

ないか検討 を行 った,

まず,健 康成 人 によ り採取 した血 液10mlにMN/

CA9陽 性 細胞 を0,1,IOi,102,103,104,105,106

個 を加えたサ ンプルでRT-PCRを 行い感度について

検討 した.次 に手術施行 した腎細胞癌患者の組織標本

はRT・ ・PCR法 とmAbG250に よる免疫組織染色によ

りMN/CA9の 発現の有無を確認するとともに,血 液

中のMN/CA9抗 原陽性腎癌細胞の検出を試みた.ま

た,健 康成人より採取 した血液をコントロールとして

用いたゆ

RT-PCRは 血液1ml中 に1個 のMN/CA9陽 性細

胞 を検出で きた。MN/CA9抗 原陽性腎細胞癌患者76

例中48例63%に 血液中MN/CA9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 定の傾向は認められなかった.次 に,有 転移症

例ll例 中9例82%に 血中MN/CA9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例 中3例 に

MN/CA9陽 性細胞が検出された.以 上より血液中の

MN/CA9陽 性細胞の検出が,手 術後の転移を予測す

る因子 として有用であると考えられ,現 在 さらに症例

数を増や して血液markerと しての有用性について検

討を行っている.

2.治 療におけるMN/CA9の 役割

1989年 に初めて悪性黒色腫患者への遺伝子マーキン

グ臨床研究,1990年 には最初の遺伝子治療臨床研究が

実施されて以来,世 界中で数多 くの遺伝子治療臨床研

究が進められており,そ の多 くは癌患者を必象とした

ものとなっている.腎 細胞癌に対 しても新たな治療法

として,切 除不能症例において遺伝子治療の検討が行

われている.腎 細胞癌に対す る遺伝子治療臨床研究

は,免 疫遺伝子治療 として自己癌細胞への遺伝子導入

を行っている ものが多 く,本 邦 にお いて も,GM-

CSF遺 伝子 を導入 した自己癌細胞を用いた免疫遺伝

子治療が試みられている.そ の効果 と安全性について

は,現 在研究が進められているが,そ の他の治療法と

して,わ れわれ は腎細胞癌 に高率に発現す るMN/

CA9抗 原の癌拒絶抗原として有用性 に着 目するとと

もに,そ の抗体mAbG250の リコンビナン ト抗体 を

作成することで免疫遺伝子治療に応用で きないか検討

を行っている.

1)ペ プチ ドワクチ ン

近年の基礎免疫学の進歩 によって,1991年 にメラ

ノーマよ りCTLの 標的となる抗原分子にコー ドする

MAGE遺 伝子が同定 され,癌 拒絶抗原の存在 と免疫

排除機能の概念が確立 された.こ れを契機として,ヒ

ト悪性腫瘍特異抗原が種々同定 され,悪 性腫瘍の治療
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を 目的 として癌 特異抗原 を用 いた癌 ワクチ ン療法 の臨

床試験 が試 み られ るようになった.腎 細胞癌 に対す る

欧米 での ワクチ ン療 法 の臨床 応用 は,IL-2やinter-

feron(IFN)一 α,β,γ お よびGM-CSFな ど のサ イ

トカインと自己癌細胞 ワクチ ン.も しくは樹状細胞療

法 が主体 であ る20)ま た,腎 細胞 癌 の癌 拒絶 抗原 と

して,食 道扁平上皮 癌細胞 のcDNAよ り同定 された

SART-121),SART-322)抗 原 発現 が 報 告 され,腎 細

胞癌 のワクチ ン療法へ の可 能性 を示 唆 してい る.
ら

われわれ は腎細胞癌 に高率 に発 現す るMN/CA9抗

原 の癌拒絶抗原 として期待 してお り,免 疫療法の有効

性 につ いて検討 を行 っている.

MN/CA9遺 伝 子 を,発 現 ベ ク ターBCMGSNeo

を用 い てBALB/c由 来 の マ ウ ス腎癌 細胞 株RenCa

お よび線維 芽細胞株3T3に 遺 伝子導入 し,MN-Ren-

Ca細 胞 株 お よびMN-3T3細 胞 株 を樹立 した.両 細

胞 株が細 胞表 面 に安 定 してMN/CA9抗 原 とH-2Kd

を発 現 してい る ことは,MHAassayお よ びFACS

を用 いて確 認 して お り,こ のMN-RenCaをBALB/c

マ ウ ス に移 植 す る こ とで,免 疫機 能 に異 常 のな い

MN/CA9抗 原 陽性 ヒ ト腎細胞癌 モデ ルを作 製で き,

これ を用いて治療実験が可能 となった.

MN/CA9抗 原 の ア ミノ酸配列 中.BALB/cマ ウス

H-2Kdの ア ンカーモ チー フを含 む3カ 所 をペ プチ ド

合 成 した.こ の ペ プチ ドやMN-RenCa細 胞 を,

BALB/cマ ウ スに免疫 する ことでCTLを 誘 導す る試

み を現 在行 ってい る.

2)リ コ ンビナ ン ト抗体 の作成

近年組み換 え技術の進歩 によ りマ ウス抗体 とヒ ト抗

体 よ り成 るキ メラ抗体の作製,マ ウス抗体の超可変領

域(CDR)の 移 植 に よる ヒ ト型化 抗体,抗 体 結合 部

位のみか ら成 るsinglechain抗 体(scFv)の 作 製 など

が行われてお り,マ ウス抗体 の免疫原性 の低下や,ト

キ シンとの融合蛋 白と して のイムノ トキシ ンの作製 な

ど,目 的 に適合 した抗体の作製が試 み られて いる23)

Oosterwijkら は,MN/CA9抗 体 を特異的 に認識す

るG250抗 体 をキメラ化 し,13且1標 識抗体 に よる画像

診断 お よび治 療 を 目的 としたphaseI/II実 験 を実施

し,診 断面での有効性 を報告 している.ま た問題点 と

して,血 小板減少が認め られるこ と,さ らにキメラ化

によ りマ ウス抗体 としての免疫原性 を低下 させ る こと

には成功 したが,抗 マ ウス ヒ ト型 抗体(HAMA)の

産 生が認め られ ることを報告 している24)

こ の 問題 点 を克服 す るた め にG250抗 体 のsingle

chain抗 体(scFv)の 作 製 を試 みてい る.scFvの 利 点

として不変部分が ないため免疫 原性 が低 い,腎 臓 とそ

の他 の標 的器官で の残留が少 ない,分 子量 が小 さいた

めに腫 瘍への浸透効率が高 い.抗 体 の結合能 を改 善で

きる,様 々 な修飾が可能 であるな どがあげ られる.そ

して このscFv応 用 と して は,scFvに よ る免 疫 シ ン

チグ ラム,scFvを 用 いた イム ノ リポ ソーム に よる遺

伝子 治療,細 胞障害物質 との融 合scFvに よ る腫瘍 の

治療,scFv発 現 ベ クターに よる遺伝 子治 療,ζ 型T

細 胞 レセ プ ター(TCR)とscFvと の 融合,TCR発

現T細 胞 のCTLへ の応用 などが あげ られ る.

結 語

腎細胞癌におけるMN/CA9の 役割について,発 癌

と転移,さ らに臨床応用につ いて概説 した.MN/

CA9発 現 にはpromoter領 域 の低 メチル化が示唆 さ

れ,ま たVHL遺 伝子異常 との関係についてはさら

なる検討が必要である.MN/CA9蛋 白の機能につい

ては充分解明されてはいないが,低 酸素状態との関係

も示唆されていることから,発 癌と転移において重要

な役割 を果たす ものと考えられた。 また,MN/CA9

は腎細胞癌に高頻度で発現することから,診 断や治療

における標的分子 として重要であると考えられた.

本稿 を書 くに当たり,貴 重な臨床資料を提供いただいた関

連病院の諸先生方 と研究に御協力いただいた研究室スタッフ

に深謝いたします.
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