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要 約

目 的：片眼性網膜芽細胞腫において retinoblasto-
ma(RB)遺伝子の germ line変異を否定することは，
遺伝や二次癌発症の可能性を知る上で重要である．今
回，検査会社が提供している遺伝子解析でそれが可能か
を試みた．
方 法：対象は，慶應義塾大学病院で眼球摘出を行っ

た網膜芽細胞腫 例で，摘出眼球から腫瘍細胞と末梢血
からリンパ球を抽出し，fluorescence  hybridi-
zation(FISH)法と restriction fragment length poly-
morphism(RFLP)法で遺伝子解析を行った．
結 果：片眼性 例中 例で，腫瘍細胞の RB遺伝子

が FISH法で コピー，RFLP法でシグナルが消失し

非遺伝性と診断できた．別の 例では RFLP法で RB
遺伝子のシグナルが 以下で非遺伝性の可能性もあ
ったが，FISH法で RB遺伝子が多コピーみられ，判定
不能であった．その他の 例では異常を検出できず，両
眼性の 例でも体遺伝子の異常が検出できなかった．
結 論：FISH法，RFLP法の組み合わせにより一

部の症例で非遺伝性網膜芽細胞腫と診断できた．(日眼会
誌 ： ― ， )

キーワード：網膜芽細胞腫，遺伝子診断，染色体，RB
遺伝子
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Abstract

：It is important to exclude germ line
 

mutation in cases of unilateral retinoblastoma(RB)

to estimate hereditary or possible secondary cancer.
We investigated whether genetic diagnosis is fea-
sible in a health check screening program.

：Five patients with RB had surgery for
 

enucleation in Keio University Hospital.Tumor cells
 

from enucleated eyes and lymphocytes representing
 

systemic cells were collected and analyzed geneti-
cally by fluorescence  hybridization(FISH)

and restriction fragment  length polymorphism
(RFLP).

：One out of three unilateral RB cases
 

could be diagnosed as non-hereditary by the finding
 

of no copies of the RB gene in the tumor cells using
 

the FISH method and no signal in the RFLP

 

method.A decrease of signal in tumor cells to less
 

than in the RFLP method was observed in
 

another case of unilateral RB that seemed to be
 

non-hereditary,but the case ultimately could not be
 

diagnosed as non-hereditary because polycopies
 

were found in the FISH method.No abnormality in
 

tumor cells could be found in another unilateral case
 

or in systemic cells of two bilateral cases.
：A combination of FISH and RFLP

 
methods can be used to diagnose some cases of RB as

 
non-hereditary.
Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol

 
Soc ： ― , )
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緒 言

網膜芽細胞腫は出生児の16,000～20,000人に1人が

発生する小児悪性四大疾患の一つである ．両眼性の

症例は全体の約25～30％を占め，その全例が遺伝性

(germ line mutation)である ．一方，片眼性の症例

は残りの70～75％を占め，さらに片眼性の15～20％が

遺伝性，80～85％が非遺伝性とされている．遺伝性の

症例では常染色体優性遺伝を示し，浸透率は90％と高

率である ．

網膜芽細胞腫は悪性腫瘍性病変の中で最も早く癌化の

メカニズムが解明された疾患であり，それぞれの13番

染色体長腕q14.2に存在する網膜芽細胞腫遺伝子(RB

遺伝子)に両アレルとも異常が生じることで発症する ．

Knudsonら によって提唱されたこの概念はTwo-hit

説と呼ばれ，RB遺伝子は正常細胞が癌化に至るプロセ

スを抑制する癌抑制遺伝子であることが判明し，その構

造も解明されている ．遺伝性の症例では，体細胞の

RB遺伝子において，1個のアレルがすでに異常(germ
 

line mutationで，すでに1ヒットされている)で，出生

後網膜芽細胞におけるもう1つのアレルに異常が生じれ

ば(さらに1ヒット)腫瘍化する．一方，非遺伝性の症例

では，網膜芽細胞におけるRB遺伝子の両アレルにおい

て，胎生期か出生後にそれぞれに異常を生じる(2ヒッ

トされる)必要がある ．遺伝性の症例では，すべての

体細胞にあるRB遺伝子の片方のアレルに異常が存在す

るため，非遺伝性の症例に比べて発症年齢が低い傾向に

あり，二次癌の発生率も高率となる ．

網膜芽細胞腫症例に遺伝子診断を行うことは，遺伝性

であれば10～20％とされる二次癌の発症を予測する点

や両親が第二子，第三子をもうける際の統計的には数

％とされる網膜芽細胞腫の発症率を予測する上で重要

である ．また，将来的に本人が子供をもうける際

など，遺伝性が否定できれば将来にわたっても患者や家

族の精神的な負担を軽減できる．遺伝子診断の問題点と

して，RB遺伝子がエキソン27まで存在する200kbp

の大きな遺伝子であり，点変異のある場所が限局せず，

いわゆるホットスポットを持たないことが挙げられ

る ．そこで，点変異を含めた遺伝子全解析を行お

うとすると，それには時間と労力を要するため，現在で

も広く行われてはいない ．近年，臨床検査会社への

検査依頼により幾つかの疾患において遺伝子解析が行わ

れるようになってきた．今回，臨床検査会社が提供して

いる fluorescence in situ hybridization(FISH)法 と

restriction fragment length polymorphism(RFLP)法

を併用して，眼球摘出を行った網膜芽細胞腫症例から採

取した腫瘍細胞と，体細胞として末梢血液中リンパ球と

をそれぞれを比較した遺伝子解析を行い，片眼性の網膜

芽細胞腫症例において，遺伝性の有無が判定できるか試

みたので報告する．

対象および方法

対象は，慶應義塾大学病院眼科で2001年から2003年

に眼球摘出を行った網膜芽細胞腫症例5例である(表

1)．この5例のうち，片眼性の網膜芽細胞腫は3例，両

眼性は2例であり，両眼性の2例は初診時では片眼性で

あり，眼球摘出後に僚眼にも発症した症例であった．両

親からインフォームド・コンセントを得て，摘出眼球か

ら腫瘍細胞および末梢血からリンパ球を抽出し，それぞ

れでFISH法とRFLP法を用いて遺伝子解析を行った．

FISH法とは患者の体細胞(分裂中期核リンパ球)および

腫瘍細胞(間期核)に対し，低張処理とカルノア固定を行

いエアドライ法でスライド標本化した後，蛍光で標識し

たDNA probeをハイブリダイズさせ，RB遺伝子の欠

損を調べる方法である．DNA probeは 440kbpの長さ

をもつRB1-DNA probe(LSI 13SGDNA probe,Vysis

社,イリノイ州,米国)を用いた．対比用にNo13染色体

認識用probe(wcp13：赤色)および21番染色体q22.13-

q22.2領域を認識するコントロールprobe(赤色)を使用

した．RFLP法とは腫瘍細胞と体細胞からそれぞれ同

量のDNAを制限酵素で切断し，目的とする領域にハイ

ブリダイズする標識したcDNA probe(今回はRB遺伝

子cDNAエキソン9-27領域を認識)を Southern blot

法で解析する方法である．まず，採取細胞をproteinase
 

Kで処理後，フェノールを用いてDNAを抽出した．

DNA(5μg)を，それぞれ制限酵素(EcoRI，BamHI，

HindⅢ)で切断した．そこにRB遺伝子のエキソン9-

27にハイブリダイズする Pで標識したcDNA probe

(3.8kbp)を Southern hybridizationさせた．この方法

では遺伝子の欠失が起きていればシグナル強度が減弱す
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表 1 症例の内訳

症例 患眼 発症年齢 発育形式 TNM 分類 Reese-Ellsworth分類

1 片眼(左) 2年3か月 endophytum  T3bN0M0 Va

2 片眼(右) 2年1か月 exophytum  T3bN0M0 Vb

3 片眼(左) 6か月 exophytum  T3bN0M0 Va

4 両眼 2か月 endophytum  T3bN0M0 Va

5 両眼 1歳9か月 endophytum  T3bN0M0 Vb
 

TNM：tumor-node-metastasis



る．また，制限酵素の認識部位内に点突然変異があれ

ば，バンドの出現パターンに変化がみられる可能性があ

る．FISH法はエスアールエルに，RFLP法は三菱化学

ビーシーエルにそれぞれ依託した．

結 果

症例の内訳は表1のごとくである．眼球摘出を行った

時期は生後2か月～2歳3か月で，男児4例，女児1例

であり，摘出眼のReese-Ellsworth分類はⅤaが2眼，

Ⅴbが3眼であった．手術時に明らかな全身転移がみら

れた症例はなく，tumor-node-metastasis(TNM)分類

は全例T3bN0M0であった．

症例1におけるFISH法の結果は，体細胞の体遺伝

子にRB遺伝子が2コピーであったのに対し(図1A)，

腫瘍組織でのRB遺伝子は0コピーであった(図1B)．

RFLP法では血液からの体細胞が正常対照と差がな

かったのに対し，腫瘍組織ではバンドが欠失していた

(図2)．腫瘍細胞ではRB遺伝子が欠失し，体細胞では

欠失していないので非遺伝性の典型例と考えられる．

症例2の腫瘍組織では，RFLP法ではバンドの出現

パターンは同じであるが，シグナルが50％以下であっ

た(図3)．体細胞のバンドは正常対照と同じであり，シ

図 1 番染色体の fluorescence  hybridization(FISH)法の結果．

A：症例1のリンパ球．体細胞には橙色に発色する網膜芽細胞腫(RB)遺伝子が2コピーみられる(白矢印)．

B：症例1の腫瘍細胞．腫瘍細胞にはRB遺伝子が0コピーである．C：症例2のリンパ球．体細胞にRB

遺伝子が2コピーみられる(白矢印)．D：症例2の腫瘍細胞．左写真ではRB遺伝子が6コピー(白矢印)，

右細胞では3コピー(白矢印)みられ，多コピーを呈していた．E：症例3でのリンパ球．体細胞にRB遺伝

子が2コピーみられる(白矢印)．F：症例3の腫瘍細胞．RB遺伝子が3コピー(白矢印)みられる．

図 2 サザンブロット法による restriction fragment
 

length polymorphism(RFLP)法の結果(症例 )．

血液中のリンパ球からはRB遺伝子フラグメントのシ

グナルがみられるが，腫瘍細胞ではシグナルが欠失し

ている．E：EcoRI，B：BamHI，H：HindⅢ
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グナルも同等であった．しかし，FISH法の結果は体細

胞では異常がないが(図1C)，腫瘍細胞ではRB遺伝子

のコピー数が3～6コピーと多コピーあり(図1D)，癌

化による遺伝子の不安定性に伴いRB遺伝子領域が増幅

していた．

症例3では，腫瘍組織，体細胞，正常対照で差がな

かった．腫瘍細胞は両アレルとも異常であるので，それ

ぞれのアレルともRFLP法ではとらえられない点突然

変異か小さな欠失があり，今回の制限酵素による切断で

は異常部位が特定できなかった(図4)．

症例4は両眼性の症例であり，体細胞のRB遺伝子に

おいて1個のアレルに異常がある germ line mutation

と考えられる．この例ではFISH法とRFLP法とも異

常を検出できず，RB遺伝子の大きな欠失ではないた

め，腫瘍細胞では両アレルとも点突然変異か小さな欠失

が存在すると考えられるが，腫瘍組織の異常も体細胞の

異常も検出できなかった．症例5でもRFLP法ではす

べて正常パターン，正常シグナル強度であった．FISH

法では3コピーがみられ，癌化による遺伝子の不安定性

に伴い多コピーを示していた(図1F)．症例4と同じく

体細胞のRB遺伝子における1個のアレルに点突然変異

があると考えられるが，体細胞の異常を検出できなかっ

た(図1E)．

5症例をまとめると，片眼性3例のうち非遺伝性と診

断できたのは1例(症例1)のみであった(表2)．1例(症

例2)はRFLP法でシグナル減弱がみられたにもかかわ

らず，FISH法と組み合わせて考えると判定不能と結論

づけられた．遺伝性と推定される両眼性の2例では，体

細胞の異常は検出できなかった．

考 按

網膜芽細胞腫は代表的な小児眼内悪性腫瘍であり，そ

図 3 サザンブロット法による RFLP法の結果(症例 )．

正常対照と血液中のリンパ球ではRB遺伝子フラグメントのシグナルに差がみられないが，腫瘍細胞では

50％以下のシグナルの減弱がみられる．バンドの出現パターンに差はみられない．

図 4 サザンブロット法によるRFLP法の結果(症例 )．

血液中のリンパ球と腫瘍細胞ではRB遺伝子フラグメ

ントのシグナルに差がみられない．
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の発癌を担うRB遺伝子は代表的な癌抑制遺伝子であ

る．細胞分裂は転写因子E2FがmRNAの転写開始部

位に作用することによって開始される ．RB蛋白

はそのE2Fと結合し，E2Fを転写開始部位から遠ざ

け，転写を開始させず細胞分裂を抑止している．RB蛋

白をコードしているRB遺伝子は細胞周期を止め，静止

期に保つのに重要な役割を果たしている ．網膜芽細

胞腫では，RB遺伝子の両アレルともに欠失，または遺

伝子内に点突然変異を生じることによって正常なRB蛋

白が産生されなくなる．そのため，細胞の分裂周期の制

御ができなくなり，細胞増殖が無制限に生じて腫瘍化す

ると考えられている ．しかし，RB遺伝子の両アレル

をノックアウトしたマウスは神経系細胞と赤血球分化に

異常を来し，貧血により胎生15日までに死亡するとい

う報告や，ヒトRB遺伝子を過剰に発現させたトランス

ジェニックマウスでは小人症がみられるとする報告があ

り，RB遺伝子は発生の段階では細胞分化やアポトーシ

スに関与していると考えられている ．

近年，網膜芽細胞腫の症例に対してさまざまな遺伝子

診断の試みがなされてきている．Polymerase chain re-

action-single strand conformation polymorphism(PC-

R-SSCP)法やPCR-heteroduplex analysis(PCR-HA)

法などのPCR法を用いた変異検出検査で，その異常箇

所はある程度同定可能である ．しかし，見つかった

腫瘍細胞での点突然変異がRB遺伝子の不活化を起こす

ために十分であるかは遺伝子配列の解明のみでは不十分

で，常に体細胞遺伝子との比較が必要である．今回得ら

れた結果について体細胞と比較して考按を加える．

症例1は遺伝子検査で非遺伝性であると推定された症

例である．この症例でのFISH法とRFLP法の結果は

腫瘍組織でRB遺伝子が両アレルとも欠失していること

を示し(図5)，体細胞において，どちらかの遺伝子にさ

らに点突然変異も併発していることは確率的に極めて低

いため，体細胞の遺伝子では正常RB遺伝子を持ち，網

膜芽細胞で2ヒットされることで癌化したと推定され，

非遺伝性と考えてよいと思われる．この症例ではFISH

法とRFLP法の結果が一致していた．

RB遺伝子は大きな欠失や点突然変異の異常を来すと

同時に，腫瘍化することで遺伝子の不安定化を生じ，

RB遺伝子領域の多コピー化を来すことが知られてい

る ．しかし，網膜芽細胞腫で多コピー化を来すのは

RB遺伝子領域に限らず，6番染色体も多コピー化を来

すことが知られており，6番染色体の多コピー化は腫瘍

の悪性度に相関があるともいわれている ．症例2のよ

うに，腫瘍化による遺伝子の不安定化が生じてRB領域

の複数コピーが生じた場合は，単純にRFLP法で腫瘍

組織でのシグナルが減弱していることが非遺伝性である

という診断にはつながらない．腫瘍組織において，

cDNA probeは RB遺伝子に大きな欠失があるとハイ

ブリダイズできず，点突然変異や数十bpの小さな欠失

があるRB遺伝子にはハイブリダイズする．大きな欠失

を持つRB遺伝子と，RFLP法ではとらえられない点

突然変異か小さな欠失があるRB遺伝子とが，ある割合

で複数コピーに増幅されると，全体のDNA量をそろえ

たRFLP法では相対的にシグナルの減弱を起こすこと

が考えられる(図6)．この現象は体細胞での点変異の有

無，すなわち，遺伝性か非遺伝性かにかかわらず起こり

得るため，遺伝性は診断不能となる．RB領域が複数コ

ピーに増幅しているかどうかはFISH法を施行してみ

ないと判別できないため，RFLP法のみを施行しシグ

ナル減弱をみるだけでは遺伝性鑑別の誤診につながる恐

れがある．FISH法を用いた網膜芽細胞腫の遺伝子診断

表 2 Fluorescence  hybridization(FISH)法と restriction frag-

ment length polymorphism(RFLP)法での結果のまとめ

症例 患眼
血液

FISH  RFLP

腫瘍組織

FISH  RFLP

1 片眼(左) 2copy(100％) 正常シグナル 0copy(95.3％) シグナル欠失

2 片眼(右) 2copy(100％) 正常シグナル 3～6copy(85.9％) シグナル減弱

3 片眼(左) 2copy(100％) 正常シグナル 2copy(99.1％) 正常シグナル

4 両眼 2copy(100％) 正常シグナル 2copy(89.4％) 正常シグナル

5 両眼 2copy(100％) 正常シグナル 3copy(77.0％) 正常シグナル

図 5 RB遺伝子異常の模式図(症例 )．

FISH法とRFLP法の結果が一致し，腫瘍細胞のRB

遺伝子は欠失していた．点突然変異を合併していること

は確率的に考えにくいため，この症例は非遺伝性と考え

られる．
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はDamjanovichら によって報告され，またその他の

腫瘍に関しても応用されている ．

FISH法はRB遺伝子に大きな欠失がある場合には，

その異常を検出することが可能であるが，点変異や小さ

な欠失は検出できない ．RFLP法で用いた制限酵素の

切断部位が点突然変異に相当すれば，理論的にはバンド

配列の変化として変異を検出可能であるが，それ以外の

場所での変異はバンド配列が変化しないので検出できな

い．以上の結果を踏まえると，網膜芽細胞腫の遺伝子診

断を行うに当たっては，FISH法，RFLP法それぞれの

特徴と検査の限界があることを把握し，判定には双方の

検査を組み合わせることが必要であることが推定され

た．実際，遺伝性であるはずの症例4，5は，FISH法

でもRFLP法でも体細胞の異常を検出できなかったの

で点突然変異または小さな欠失の存在が考えられた．

今後，症例の蓄積により腫瘍化のメカニズムがさらに

明らかになれば，適切な制限酵素を用いることでRFL-

P法での検出率が向上する可能性がある．さらに，DN-

Aチップ化すれば遺伝子診断がより正確に効率的にな

るかもしれない．将来的な追加検査のため摘出した遺伝

子は凍結保存している．検出率などの種々の問題はある

が，現時点ではこのFISH法，RFLP法を単独に行う

のではなく組み合わせる方法が，一般施設でも検査可能

な範囲では適切な方法であると考えられる．

本論文の要旨は平成15年7月の第41回日本小児眼科学会

で発表した．
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