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食道癌におけるMAGE gene famllyの 発現
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Melanoma antigen(MAGE)gene famllyは 細胞障害性 T細 胞によって特異的に認識される腫瘍

退縮抗原をコー ドする遺伝子ファミリーである。 この MAGEを 応用した癌特異免疫療法が将来有望

視されている。同ファミリーは,正 常組織では精巣 ・胎盤および創傷治癒過程の皮膚以外に発現がみ

られず,組 織型の異なる各種癌において高頻度に発現している。臨床検体での MAGE発 現の検討は,

乳癌 ・肺癌 ・胃癌についてのみ報告されている。そこで食道癌について,わ れわれはMAGE gene

familyの発現を手術症例を用いて検討を行った。食道癌15例中10例 (67%)に 発現を認めた。MAGE

を用いた癌免疫療法の対象として食道癌は有望であると考えられた,
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はじめrこ

腫瘍特有の蛋白は合成されるとその一部はペプチ ド

のレベルにまで分解され,HLA class I分 子 と結合 し

腫瘍細胞表面に提示される。この提示された抗原を細

胞障害性 T細 胞が認識 し腫瘍細胞を攻撃 しえた場合,

そのような抗原をコー ドする遺伝子は腫瘍退縮抗原遺

伝 子 と呼 ばれ る。腫 瘍 退 縮 抗 原 遺 伝 子 と して

melanoma antigen(MAGE)geneは 1991年にvan der

Bruggenら 1)によって幸展告された。その後の研究から,

MAGE geneは MAGE‐ 1から‐12の12の遺伝子か らな

るmultigene familyを形成しており2ちメラノーマで

は40%以 上の3ち乳癌ゆ・肺癌'・脳腫瘍。・血液癌つなど

腫瘍細胞で15から30%以 上発現 しているとされてい

る。また,正 常組織では精巣 ・胎盤 ・創傷治癒過程の

皮 膚以外 での発現 は報 告 され て いない2湾)。この

MAGE gene familyの コー ドするペプチ ドを使って

腫瘍細胞特異的に反応する細胞障害性 T細 胞 を誘導

し患者の体内の腫瘍細胞を攻撃させる腫場特異的免疫

療法が提案され注目を集めている9Ⅲlll MAGE gene

familyに関して,最 近 MAGE‐ 1から-12の塩基配列が

報告 されり,X染 色体上 での位置 が報 告 され てい

るり1幼1ゆ.し かし臨床例の検討は少なく,消 化器癌臨床

例 で の発 現 を検 討 した報 告 は,胃 癌 につ いて8/
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18(44%)の 発現をみたという報告だけである1。
.

今回,わ れわれは食道癌手術症例につき,MAGE

gene fanailyてつ発 現 を reverse transcripion‐

polymerase chain reaction(以 下, RT‐PCR)法 を用

いて mRNAレ ベルで検討し報告する。

対象 と方法

1)対 象

1991年7月 から1994年11月の期間に当科にて外科的

治療を行った食道癌のうち15例について検討した。検

体は腫瘍組織および正常粘膜組織を採取した。採取は

標本切除後直ちに行い,液 体窒素中に冷凍保存 した。

2)方 法

1.RNA抽 出

Total RNAは RNAzolTMB(Biotecx Lab.Inc

Texas,USA)を 用いて抽出した。

2.cDNAの 合成

cDNAは ,蒸留水中に溶解した total RNA 5″g,200

U SuperScriptTM reverse transcriptase(BRL, Gaith、

ersburg, MD), 5× H‐RT burer(BRL), 0.01M

dithiothereitol, 0.5111MI dNTP, randonl hexamerか

らなる20″1の反応系にて合成 した。室温10分間の後

42°C50分問 incubateし,90°C5分 間加熱後,水 中急冷

した.

3. PCR

作製した cDNAを 用いて PCRを 行った。cDNA 2

″1, 0.1″g oligo‐nucleotide prilners, 0 025U Taq
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Fig. I Structure of the amplified MAGE gene

famill'. Exsons are indicated as open box. Arrows

represent the primers used to amplify MAGE
gene  f am i l l ' cDNA.

G 
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6.p53遺 伝子産物の発現

同 じ検体 を用いて,1次 抗体 として mOnocional

antibody D07(Novocastra Lab.Ltd, UK)を 用い

た免疫組織化学染色 (SAB法 )を 行った。

なお,使 用する臨床病理学的用語は食道癌取扱い規

約
151に

準じ,統計学的検討はχ
2検

定を用い危険率 5%

未満を有意 と判定 した。

結  果

食道癌手術症例より採取 した腫瘍よりRNAを 抽出

しcDNAを 合成 して PCR(RT‐ PCR法 )を 行い,食

道癌15例中10例 (667%)の 腫瘍組織にMAGE gene

familyの発現を認めた(Fig.2).図 中の電気泳動にお

いて1 1 9 b p の位 置 のバ ン ドが m R N A に 由来 す る

PCR増 幅産物の存在すなわち MAGE gene familyの

発現を示している。194bpのバンドは RNA抽 出時に

混入 した genomic DNAが PCRに よって増幅されて

↓ゝることを示 している。症例#1,#2,#3,#4,#7,#11,

#12,#13,#14,#15に おいて MAGE gene familyの 発

現を認めた。

正常粘膜組織にMAGE gene familyの 発現は認め

なかった (Fig。3).

同時に行ったβacdnで は腫瘍組織・正常粘膜組織 と

もにネガティブコントロール (H20)以 外全例で増幅

を認めた。

今回検討を行った15症例を表に示す (Table l).症

例の内訳では進行癌が比較的多かった。SquamOus

cell carcinoma 13711, basa10id carcinOma lり 可,

adenocarcinoma 14列 α)うち, SquamOus cell  car―

cinomaの 低分化型に MAGE genefamllyの 発現が少

ない傾向があった,部 位, リンパ管浸潤,静 脈浸潤,

リンパ節転移,予 後 とは統計学的に有意な関連がな

かった.また,同時に検討した p53遺伝子産物の発現 と

統計学的に有意な関連がなかった.

DNA polymerase(PrOmega,wI,USA),PCR Butter

( P r o m e g a ) , 1 0 m M  M g C 1 2 ,それぞれ20 0〃Mの d N T P

か らな る2 5 / 1 の反 応 系 を用 い, t h e r m a l  c y c l e r

(Perkin_Elmer Cetus, Norwalk, CT)に て94°C5分

問加熱後,増 幅反応 (94°C30秒間,57°C30秒間,72°C90

秒間)を 40サイクル行った。最終伸長反応は72°C15分

間行い生成 した PCR産 物は電気泳動 まで 4°C保存 と

した。

MAGE gene発 現の対照 として用いるため,培 養細

胞株について MAGE mRNAの 発現をあらかじめ検

討した結果,MAGE mRNAの 発現を認めた培養細胞

株 K562お よび NALM 6を 陽性の対照 とし,MAGE

geneの 発現が陰性であった培養細胞株 NALM‐ 1を陰

性 の対照 とした.K562は 慢性骨髄性 白血病 由来,

NALM 6・ NALM lは 急性 リンパ性白血病由来の培養

細胞株である。

さ らにPCRの ネ ガ ティブ コ ン トロール と して

c D N Aの 代わ りに蒸留水 を反応系 に加 えた もので

P C R法 を行った.

4 .プ ライマー

MAGE gene familyの エクソン2に sense pri‐

mer:5′一AGGAGCACCAAGGAGAAGATCT 3′ , エ

ク ソ ン 3に anti‐sense primer:5′ ‐TTGCAGT‐

GCAGACTCCTCTG 3′ を設定した (Fig.1)。 こ のプ

ライマーによってし卜に発現 しているMAGE gene

familyの うち MAGE‐ 1,‐2,3,‐ 4,‐6を増幅すること

が可能である。

用いるプライマーをエクソン2と エクソン3の あい

だの長さ75bpの イントロンを挟んで設定 した。イント

ロンの部分はgenOmた DNAか らmRNAに 転写が行

われる過程で編集され mRNAに は存在 しない。 この

ため,RNA抽 出時に混入 した genomic DNA上 の

MAGE geneが PCRに て増幅されても,このイントロ

ンの部分の長さだけ長いことから,mRNAか ら合成

した cDNAか らの増幅産物 と区別 をつけることがで

きる。

また,反応の対照 として行ったβacdnを 検出するプ

ライマーはβaCtinの エクソン 2に sense primer:

5′―AAGAGAGGCATCCTCACCCT‐ 3′ゥエクソン3に

anti sense primer:5′‐TACATGGCTGGGGTGT‐

TGAA‐ 3′を設定した。

5.電 気泳動

PCR産 物を 2%ア ガロースゲル上で電気泳動 し,

Ethidium brOmideにて染色し観察 した。

キ
富
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200 bp→

loo bp→

考  察

腫瘍特有の蛋白を細胞傷害性 T細 胞が認識 した場

合,そ の腫瘍は細胞性免疫系からの攻撃を受け退縮す

る。そのような抗原をコー ドする遺伝子は腫瘍退縮抗

原遺伝子 と呼ばれる。van der Bruggenをはじめとす

るBoonら の研究グループによって1991年にはじめて

この 1つ が同定された11メ ラノーマを用いて同定さ

Fig. 2 Expression of NIAGE gene fa■ 11ly by human esophageal cancerous tissues

and contrOl cell lines detected by reverse transcription―PCR amplincation

MAGE gene famlly

200 bp→

100 bp→
… 119 bp

p actin

200 bp→

loo bp→

Fig. 3 Expression of MIA(〕 E gene fa■ 11ly by human nOrmal esophageal tissue

samples and control cell  lines detected by reverse transcription‐ PCR

amplincation

MAGE gene family

p actin
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れ た こ とか らメ ラノーマ抗 原遺伝 子 ( m e l a n o m a

antigen genei MIAGE gene)と名付けられた力S, メラ

ノーマに限らず組織型が異なる種々の臓器の腫瘍に発

現していることから,さまざまな腫蕩に対するMAGE

を用いた腫場特異免疫療法の可有摯性が現在検討されは

じめている1011).

今回われわれは MAGE gene familyの 発現をRT―
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一 十 一 ~ ~ 十 一 十 一 一 ― 十 一 一 ~
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Table l Clinicopatho10gical analysis and expression of NIAGE gene fanlily in esOphageal cancer

ly ; lymphatic invasion, v; blood vessel invasion, n ; degree of lymph node metastasis, well ; well differentiated squamous
cell carcinoma, mod; moderately differentiated squamous cell carcinoma, por; poorly differentiated squamous cell
carcinoma, tsSC; basaloid-(squamous) carcinoma, MDA; moderately differentiated adenocarcinoma
LN* ; cervical lymph nodes, LN** ; thoracic paraesophageal lymph nodes, MDST ; mediastinum

PCR法 を用いた mRNAレ ベルで検討 した。RT‐PCR

法ではgenomic DNAの 混入が偽陽性の原因 となる.

われわれはイントロンを挟んでプライマーを設計 し,

組織か ら抽出する際に混入 した genomic DNA由 来

の PCR産 物を大 きさから識別 して,偽 陽性を生 じな

いようにした。また,Fig 2の 電気泳動において119bp

と194bpとの間に生じているバンドはge■omic DNA

由来の PCR非 特異的産物 と考えられる。腫瘍組織・正

常粘膜組織 ともにネガティブヨントロール (H20)以

外全例でβactinで増幅を認めたことは,RNA抽 出・

cDNA合 成の過程に問題がなかったことを示 してい

る.さ らに,PCR法 において問題 となる環境中からの

混入物による偽陽性
101のを検出するため検体 と同時に

PCRを 行ったネガティブコン トロール (蒸留水)は

MAGE・ βactinともに陰性であり,実 験環境中からの

混入物がなかったことを示している。

われわれの今回の検討から食道癌において約66.7%

の症471にMAGE gene familyの 発現力Sあることがわ

かつた。臨床例をもちいた消化器癌の検討では胃癌lり

に続 き,わ れわれは食道癌においても高い発現率を有

することを証明し,食 道癌が MAGEを もちいた腫瘍

特異免疫療法の対象となりうることを示すことができ

た。

MAGE geneが 発現 している細胞において,MAGE

geneが コー ドする蛋白はプロテアーゼにてペプチ ド

レベルに切断され HLA classI分子 と結合 し細胞膜表

面に提示される.こ の HLA classI分子上に提示され

た MAGE蛋 自由来のペプチ ドが T細 胞 レセプター

によって認識され,細胞障害性 T細 胞の誘導が行われ

る。しかし,すべての MAGE蛋 自由来のペプチ ドがす

べての型の HLA dass I分 子 と結合 し細胞障害性 T

細胞を誘導できるわけではない。例えばMAGE‐ 3発現

細胞の場合,MAGE蛋 白が切断されて生じたペプチ ド

のうち FLWVGPRALVと いう9つ のア ミノ酸か らな

るベプチ ドが HLA class I分子のうちA2と 結合 し細

胞 障害性 T 細 胞 を誘 導す る ことが報告 され てい

る181.

腫瘍に対するMAGEを もちいた治療では,ま ず患

者 HLA classIの型をあらかじめ調べておき,今 回わ

れわれが報告した RT、PCR法 をつかって手術切除さ

れた腫瘍組織 におけるMAGE geneの 発現を検査す

る。検査の結果,MAGE蛋 白が腫場 に発現 しかつ

HLA class Iの型が細胞障害性 T細 胞 を誘導 しえる

組み合わせであるなら,生 体内で自然に誘導される細

胞障害性 T細 胞だけでは排除できず発育 ・進展 した腫

瘍 と考えることができ,腫場特異的細胞障害性 T細 胞

を入工的に強 く誘導 し生体の局所におけるerecter/

tumor比 を高めてやる治療を行 う.し かし,MAGEを
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使って実際の治療を行うためには,実 際の生体に免疫

を行 う方法11)や腫瘍細胞 において観察 され るHLA

class I抗原の発現の低下
1"など,い くつか存在する間

題を解決 してゆく必要がある。

MAGE gene familyの 発現 と臨床病理学的因子お

よび予後 との有意な相関は今回の検討では認めなかっ

た (Table l)。しかし15例と検討 した症例数が個々の

因子について検討するには少なすぎることから症例数

を増やしてさらに検討を行 う必要がある。

さらに今回,MAGE gene familyの 発現 とともに

p53蛋白発現を検討 した (Table l).p53蛋白は細胞周

期の調節や DNAの 修復にかかわり20,p53富
自の異常

発現の臨床的意義については,生 物学的悪性度の指標

になると考えられている21)。_方 ,MAGE geneの コー

ドする蛋白の生体内での機能はいまだ不明であ り,

MAGEの 発現を示す正常細胞がいずれも細胞増殖の

盛んなところであることからMAGE geneの 役割 と

細胞増殖 との関連が予想されている。.細 胞周期にか

かわって MAGE発 現 とp53蛋白異常発現 とのあいだ

に関連があるのではとわれわれは考え,今 回の検討を

行った。しかし結果 として,両 者が相関しない傾向を

示す成績が得られた。症例数を増やしさらに検討を行

う必要がある。

今回の検討で,食 道癌においては従来の集学的な治

療に力回えて,MAGE gene familyに より得た特異的抗

腫瘍細胞障害性 T細 胞 を使った治療が比較的高い割

合の症例で行える可能性が示唆された。MAGE gene

を同定するために用いられた分子生物学的手法により

新たな腫場退縮抗原遺伝子 として最近 チロシナー

ゼ2り2め
,MART‐ 12つ

～2いゃ Pmel17/gp1002つ
～29)が見 つ

かっており,今 後 MAGEだ けでな く腫瘍特異的免疫

療法の研究がますます発展すると考えられる3の.ょ り

有効な治療法のためにMAGEの 生物学的検討をさら

に詳細に行い,腫 瘍特異的免疫療法の実現につなげて

いきたい。

なお本研究の一部は文部省科学研究費 (06454382)によっ

た。
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MAGE (melanoma antigen) gene family, including MAGE-1, -2, -3, -4 and -6 genes that encode the
human tumor-rejection antigen recognized by autologous cytolytic T lymphocytes, preferentially is
expressed on many tumor cell lines as well as fresh tumor cells of various organs such as breast
carcinoma, lung carcinoma, and gastric carcinoma, but is not expressed on a panel of normal tissues
except testis, placenta, and skin during wound healing. We tested 15 surgical specimens of esophageal
carcinomas and observed MAGE gene expression at the mRNA level in 10 out of 15 cases (67%). The
results suggest that MAGE antigens are an approriate target molecule for specific immunotherapy in
substantial proportions of patients with esophageal cancer.
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