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研究成果の概要（和文）：　グルコース枯渇耐性腎癌細胞株と感受性腎癌細胞株に対する次世代シーケンサーを
用いた網羅的な発現解析データと腎癌の臨床検体の網羅的遺伝子発現解析データを活用して、予後予測マーカー
の同定と、新規分子標的の発見を試みた。その結果、腎癌患者の予後予測マーカーとして、SOD2、HIF-2、
TRAIL、ARL4C遺伝子等を同定した。SOD2等によるミトコンドリア活性を標的とする糖尿病治療薬Buforminと脂肪
酸のベータ酸化阻害剤のEtomoxir、並びに、TRAILによるアポトーシスを抑制するFLIPを活性化するHIF-2を標的
とするChetominを腎癌の治療薬候補として示すことができた。

研究成果の概要（英文）：This study analyzed the global transcriptional expression of 
deprivation-resistant and deprivation-sensitive renal cell carcinomas (RCC) cells and tissues of 
patients with RCC using a next generation sequencer to search for new biomarkers and therapeutic 
targets for RCC. Our analysis demonstrated that SOD2, HIF-2, TRAIL, ARL4C genes were useful for 
predict poorer prognosis in patients with RCC. And according to the results that therapeutic 
inhibition of mitochondrial function supported by SOD2 and metabolite stock induces cell death and 
HIF-2 and FLIP attenuated from TRAIL-induced apoptosis in starvation-resistant renal cell 
carcinomas, we demonstrated that buformin, a biguanide used in the treatment of diabetes mellitus, 
etomoxir, an inhibitor of beta-oxidation from fatty acids, and chetomin, a nuclear HIF-inhibitor, 
might be potential therapeutic drugs for RCC.

研究分野： 腫瘍診断学
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１．研究開始当初の背景 
腎細胞がんは、VHL 遺伝子に変異やメチル

化異常を認める淡明細胞がんや c-Met 遺伝子

や FH 遺伝子異常に伴う乳頭状細胞がんなど、

固形腫瘍の中では原因遺伝子の解明が進ん

でおり、がん細胞に特異的な異常、腫瘍血管

を治療の標的とした「分子標的治療 molecular 

target therapy」という新しい概念によるがん

治療が行われている。しかし、優れた腫瘍縮

小効果は認めるものの、complete response は

稀であり、効果の維持は時限的で再燃するた

め、より有効な分子標的が求められている。

一般に、がん細胞は、主としてグルコースを

用いたエネルギー代謝を行なうが、生体内の

微小環境では、グルコース枯渇状況にあり、

グルコース枯渇に対する耐性を持っている

ことが知られている。近年、がんとこの代謝

系を標的とした治療薬の開発に注目が注が

れており、この耐性機構を明らかにし、分子

標的を同定することは、有効な新たな分子標

的治療の開発につながると思われる。  
 
２．研究の目的 
グルコース枯渇耐性腎がん細胞と感受性腎

がん細胞を用いた次世代シーケンサーによ

る網羅的遺伝子発現解析データのエビデン

スに基づき、グルコース代謝を含むエネルギ

ー代謝関連のパスウェーを標的とする抗が

ん剤に対する腎癌細胞の応答を解析し、効果

を予測するバイオマーカーの同定と、新規分

子標的の発見を目的とする。これらの知見を、

腎がんの臨床検体の網羅的遺伝子発現解析

データを活用して抗癌剤の効果予測をおこ

ない、予後予測・危険因子の抽出およびテー

ラーメイド治療法の開発から、将来的にはあ

たらしい治療薬の開発に結びつけることを

目的としている。 
 
３．研究の方法 
次世代シーケンサーによる網羅的遺伝子発

現解析は、本研究課題で購入した高性能の解

析サーバーを用いて、多検体、多変量の統計

解析を行った。 

細胞外フラックスアナライザーを用いて、

細胞外液の溶存酸素と pH を測定してがん細

胞のエネルギー代謝を評価した。評価に基づ

く検証実験は、リアルタイム PCR、蛍光顕微

鏡等の研究代表者の属する滋賀医科大学実

験実習支援センターの設備機器を用いて行

なった。 

 

４．研究成果 

 腎がん細胞株並びに臨床腎がん組織の網

羅的遺伝子発現データを用いて、以下のこと

を明らかにした。 

(1)細胞外フラックスアナライザーを用いて、

グルコース枯渇耐性腎がん細胞株と感受性

腎がん細胞株のグルコース代謝と呼吸能に

ついて解析したところ、枯渇耐性株は、感受

性株に比べて、炭素源のストックが高くグル

コース枯渇下でも解糖並びに呼吸が維持で

きること、並びに、ミトコンドリア内の活性

酸素発生量が低く効率よく呼吸によるATP産

生を行っていることが解った。更に、糖尿病

治療薬の Buformin、脂肪酸のベータ酸化阻害

剤の Etomoxir が、枯渇耐性株をグルコース

枯渇下でその呼吸能を阻害することにより

細胞死に至らしめることが解った。この結果

は、栄養枯渇による標準薬物治療に抵抗性の

腎がんに対して、これらの薬剤の併用が有効

であることを示した。また、ミトコンドリア

内の活性酸素発生量を低くする因子として、

SOD2 の寄与が予想された。グルコース枯渇耐

性腎がん細胞株と感受性腎がん細胞株に対

する次世代シーケンサーを用いた網羅的な

発現解析データ、並びに、がん研有明病院由

来の臨床腎がん組織の次世代シーケンサー

を用いた網羅的な発現解析データにおいて、

SOD2 遺伝子の発現が、枯渇耐性株、並びに、

術後再発して予後不良の腎がん組織で高い

ことが予備的に示されていたので、標準薬物

治療後に再発した患者の予後と SOD2 の遺伝

子発現とを調べたところ強い相関があり、

SOD2 の発現が腎がんの予後予測マーカーと

し て 有 用 で あ る こ と を 明 ら か に し た

（Scientific Reports 2016）。また、滋賀医

科大学病院由来の臨床腎がん組織の免疫組

織染色解析においても、SOD2 の発現が腎がん

予後予測マーカーとして有用であることを

明らかにした（Cancer Biomarkers に掲載確

定）。 



(２)グルコース枯渇耐性腎がん細胞株と感

受性腎がん細胞株に対する網羅的な発現解

析データを用いて２７年度に行ったパスウ

ェイ解析から導かれたグルコース枯渇耐性

腎がん細胞株ではヒドロキシル化した HIF-2

がその耐性に寄与しているという結果、グル

コース枯渇耐性腎がん細胞株は、siRNA 処理

で HIF-2の発現をノックダウンすると死滅す

るという結果、並びに HIF の阻害剤である

chetomin がグルコース枯渇耐性腎がん細胞

を死滅させるという結果から、HIF-2 が腎が

んの治療標的になることを明らかにした（Am 

J Cancer Res2016）。更に、グルコース枯渇

耐性腎がん細胞株で特に発現が高かった細

胞死を誘導する TRAIL に着目して、上記の

HIF-2 の発現をノックダウンすると死滅する

という現象との関連を調べた。その結果、グ

ルコース枯渇耐性腎がん細胞株では、HIF-2

の発現により、TRAIL から誘導されるアポト

ーシスを抑制する FLIP の発現が亢進されて

おり、自ら発現している TRAIL によるアポト

ーシスをHIF-2により抑制していることが解

った。TRAIL を発現することにより、免疫細

胞からの防御を行っている可能性が考えら

れたので、腎がん罹患患者の標準薬物治療後

に再発した予後と臨床がん癌組織における

TRAIL の遺伝子発現を調べたころ強い相関が

あり、TRAIL が腎がんの予後予測マーカーと

して有用であることが解った。また、HIF-2

と FLIP が腎がんの治療ターゲットであるこ

とが示された（Oncotarget 2018）。 

(３)術後再発の無い検体、術後再発後予後良

好の検体、術後再発後予後不良の検体の３群

からなるがん研有明病院由来の４３検体の

原発巣の臨床腎がん組織の次世代シーケン

サーを用いた網羅的遺伝子発現解析を行な

い、腎がんの診断マーカーと治療分子標的の

探索を行なった。その結果、予後不良を診断

率９０％以上で予測できる遺伝子を７個見

つけた。その一つの ARL4C について滋賀医科

大学病院由来の臨床腎がん組織の免疫組織

染色においても予後不良の診断率が８５％

となり、２つのコホートから予後不良マーカ

ーとして臨床応用可能であることを明らか

にした（投稿準備中）。 

 以上の結果を踏まえて、予後予測マーカー

として有用であった遺伝子を標的とした治

療薬の選別並びに開発を行い、腎がんのテー

ラーメイド治療法の開発につなげていきた

い。 

 また、この研究の過程で、グルコース枯渇

耐性腎がん細胞株が、細胞外小胞 exosome を

放出しており、その中に、TRAIL が含まれて

いることを見出した。Exosome は、がんやそ

の転移に関与していることが示されており、 

腎がんの悪性化に関与していることが考え

られるので、今後、その働きを解析し、腎が

んの治療法の開発につなげていきたい。 
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