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研究成果の概要（和文）：VHL病は遺伝性腫瘍症候群であり腎細胞癌、褐色細胞腫、血管芽腫などを高率に発症
する。マウスモデルが存在しないため患者由来iPS細胞を用いた新規病態モデル構築を行なった。複数の患者由
来iPS細胞の樹立に成功しVHL-/- iPSを腎被膜下に移植を行ったところ、いずれの細胞も腫瘍を形成し一部の組
織において患者の病型を反映していると思われる組織像が得られた。VHL腫瘍の一つであるccRCCの発生母地であ
る近位尿細管（PRT）である中胚葉への分化誘導を行なったところmesodermの分化マーカーとともに、ccRCCのマ
ーカーとされる転写因子の発現が確認され分化誘導が成功していることが確認された。

研究成果の概要（英文）：VHL disease is a hereditary cancer syndrome and patients are suffered from 
various tumors such as RCC. Since there exist no mice model for this disease, we tried to explore 
new experimental model using patients derived iPS cells. We successfully develop several VHL-/- iPS.
 Importantly, when we differentiate those cells to renal proximal tubular cells, the tumor origin of
 RCC, some pathological features of the tumors were recapitulated. Moreover, the expression of tumor
 markers of RCC was also confirmed.

研究分野：泌尿器科腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
VHL病は希少難病であり、また、様々な種類の腫瘍性病変を発症することから新規実験系の構築や治療法の開発
に困難が伴う。今回、患者由来iPS細胞を用いた新規病態モデル構築に成功したことにより、患者の診断、治療
に役立つことが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 

 Von-Hippel-Lindau disease (VHL病) は VHL遺伝子の germline mutationに起因する遺伝性腫瘍

症候群であり腎細胞癌、褐色細胞腫、血管芽腫などの腫瘍を高率に発症する。常染色体優性の

遺伝形式をとり患者は VHL+/-の genotypeを有する。VHL KOマウスではヒト疾患の表現系が再

現されないため腫瘍発生機構には不明な点が多い。そこで、本研究において VHL 病患者由来

iPS細胞を用いた新規病態モデルを構築し in vivo における同機構解明を行う。 

 
２．研究の目的 
 

 VHL病では、30-40％の症例で腎細胞癌（Renal Cell Carcinoma: RCC）を発症し主要な死亡原

因となっている (B. Maher et al. Eur J Hum Genet 2011)。Sporadic RCCにおいても 80％以上の症

例でVHL遺伝子変異を認めることから、患者 iPS細胞を用いた新規疾患モデルの構築を行えば、

孤発症例も含めた RCCに対する新規治療標的の同定や治療薬開発に繫がる可能性が高い。 

 
３．研究の方法 

（１）VHL病患者由来 iPS細胞は、患者皮膚線維芽細胞、または、血球系細胞よりエピソーマ

ル法を用いて樹立を行う。 

（２）患者由来 iPS細胞を免疫不全マウスに移植し Xenograftを形成し得るか、また、その場合

に患者が発症した腫瘍に類似の組織型を認めるか HE 染色を用いた病理学的解析により検討を

行う。 

（３）VHL 患者に発症する RCC は、wild type VHL が欠失、または、変異をきたした VHL-/-

の genotypeを示す（Knudson`s two-hit theory）ことから、遺伝子改変による VHL-/- iPSの作製が

必要となる。そのため、CRISPR/Cas9 system を用いた VHL-/- iPSの樹立を行う。 

（４）VHL -/- iPSを用いた Xenograft実験を行い、同所移植により RCCの臨床上的特徴が再現

されているか検討を行う。 

（５）VHL -/- iPSを in vitroにおいて腫瘍の発生母地である近位尿細管への分化誘導を行い腫瘍

発症の再現実験を行う。 

４．研究成果 
 

（１）皮膚線維芽細胞、または、血液細胞からエピソーマル法により作製された患者由来の

VHL+/- iPS に関して 

１、VHLの one allele に変異を有していること 

２、Karyotypingにより正常の核型を有していること 

が確認された。 

 



また、VHL+/- iPS は NOD/SCIDマウスの精巣へ Injectionを行なった場合に腫瘍形成能を有し

ていた（図１a）。次に、腫瘍組織より FFPEブロックを作成し HE染色を用いた病理組織学的

検討を行なったところ腫瘍内に神経管、脂肪組織、腺管構造等を認めたことにより Mature 

Teratomaであることが確認された（図１b）。これら結果により、VHL+/- iPSが in vivoにおい

て三胚葉への分化能を有することが確認された。 

 

 

(２) wt-VHL alleleの disruptionによる VHL-/- iPSの作成 

１、VHL配列を認識する２種類の single guide RNA （VHL#1, VHL #2）を作成した。同配列を

用いた CRISPR/Cas9 systemにより複数の VHL-/- iPSを樹立することに成功した。 

２、WB解析により、VHLの inactivationに伴って HIF-1 alphaの安定化、及び、HIFの標的遺

伝子の一つである GLUT1の発現亢進が確認された（図２a）。 

３、親株の VHL+/- iPS と VHL-/- iPSの expression profileの比較を行ったところ、複数の遺伝子

において発現パターンが異なることが確認された（図２b）。 

(３) VHL-/- iPSを用いた in vitro、及び、in vivoでの患者病型の再現実験 

 樹立に成功した VHL-/- iPSを腎被膜下に移植を行い、患者の病型である RCCが in vivoにお

いて再現され得るか実験を行った。Control sgRNAを導入した VHL+/- iPSがMature Teratoma

を形成したのに対して、VHL sgRNAが導入され wt-VHL alleleが disruptionされた VHL-/- iPS

では一部に RCC様の組織が確認された（図 3 a）。また、VHL-/- iPSを腫瘍の発生母地である

近位尿細管へ向けたMesodermへの分化誘導を行なったところ、VHL+/- iPSと VHL-/- iPSを比

較した場合に後者で特異的に上昇を来す遺伝子群を認めたことから、これらが RCCの新規治療

標的となり得る可能性が示唆された（図 3 b）。 
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