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研究成果の概要（和文）：  私共は、これまでに、低分子量Ｇ蛋白質Arf6を中心としたArf6経路が乳癌、腎癌、
膵癌などにおいて浸潤・転移性、及び、薬剤耐性の獲得に根幹的役割を果たしていることを明らかにしてきた。
本研究において、腎明細胞癌において予後不良と相関するエピジェネティック制御因子EZH2による翻訳過程での
Arf6経路構成因子の遺伝子発現亢進の作用機序を見出した。さらに、細胞内活性酸素種の量的抑制にArf6経路が
オートファジー／マイトファジーの制御を介して関与することを見出した。

研究成果の概要（英文）：  We have previously shown that the Arf6 pathway is involved in the 
acquisition of invasiveness and drug-resistance of breast, renal, and pancreatic cancer.  In this 
project, we demonstrated that the epigenetic regulator, EZH2, which has been reported to be 
statistically significantly associated with the poor prognosis of clear cell renal cell carcinoma 
(ccRCC), post-transcriptionally augments the protein expression levels of compounds of Arf6 pathway.
 Moreover, we found that Arf6 pathway is involved in the suppression of the amount of intracellular 
reactive oxygen species in ccRCC via activation of autophagy/mitophagy.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： Arf6　EZH2　翻訳制御　エピジェネティクス　腎明細胞癌　活性酸素種　ミトコンドリア　オートファ
ジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
  本研究により、これまで不明であった腎明細胞癌におけるEZH2と予後不良との相関に関し、EZH2を介したArf6
経路の発現誘導により浸潤・転移性、薬剤耐性が惹起される作用機序を示した。さらに、腎明細胞癌の多くは
VHL遺伝子変異のため偽低酸素状態であり活性酸素種の抑制が必須であるが、Arf6経路が活性酸素種を除去する
ことにより代謝リプログラムに関与することが示唆された。本研究成果により、これまで有効な抗癌剤治療が無
かった悪性腎明細胞癌に対して、Arf6経路を構成する分子群並びにその制御に関わる分子群を分子標的とした効
果的・効率的な診断・治療戦略の創出に寄与することが期待される。

※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。
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1. 研究開始当初の背景	
	 腎明細胞癌(clear cell renal cell carcinoma; ccRCC)は腎癌の 70~80％を占め、抗癌剤や放射線療
法に対する抵抗性が高く、手術による切除以外に根治が期待できる治療法の無い癌腫として知

られている。ccRCCにおいて 80%以上の症例に von Hippel Lindau（VHL）遺伝子の変異あるいは
遺伝子プロモーター上の DNA メチル化による不活化が認められ(○1 )、これにより転写因子
hypoxia-inducible factor (HIF)の恒常的活性化が誘導されることが ccRCC の間葉形質の誘導によ
る浸潤・転移形質、幹細胞性、及び、薬剤耐性の獲得に関与することが推察されている(○2 )。
しかしながら、VHL 遺伝子の変異と ccRCC の予後不良との間に相関は見られていない(○3 )。
一方、Polycomb repressive complex 2 (PRC2)によるエピジェネティック制御を受けている ccRCC
のサブグループが予後不良と相関することが明らかとなっている（○3 ）。癌の進展に伴う PRC2
の機能亢進が ccRCC の間葉形質を誘導・維持することにより悪性化に関与する可能性が想定さ
れるが、その作用機序については未解決のままである。また、ccRCCの多くは VHL遺伝子変異
のため定常酸素環境下において HIF の恒常的活性化に伴う低酸素適応反応亢進により、細胞内
は偽低酸素状態である。即ち、HIFがオートファジー／マイトファジーを誘導しミトコンドリア
の量を減少させることにより解糖系を亢進させること、さらに、ミトコンドリアにおける TCA
サイクルを抑制及び電子伝達系における活性酸素種(ROS)の抑制も制御していることなどが要
因と考えられている(○4 )。 
	 申請者らは、これまでに、低分子量Ｇ蛋白質 Arf6 を基軸としたシグナル経路(Arf6 経路)が乳
癌や非小細胞肺癌などの浸潤・転移性に根幹的役割を果たしていることを明らかにしてきた

(○5 -○8 )。最近、乳癌及び ccRCCにおいて、Arf6経路が EMTに伴い誘導される間葉特異的分
子EPB41L5を必須因子として含み、Arf6のエフェクター分子AMAP1と複合体を形成すること、
EPB41L5 の発現抑制により浸潤・転移性と共に薬剤抵抗性が顕著に抑制されることを見出した
(○9 ,○10 )。また、ccRCCの病理学的解析から、Arf6経路因子群の高発現は患者予後不良と非常
に強い統計的相関を示し、ccRCC の悪性度や薬剤耐性を診断するための優れたバイオマーカー
となることも明らかにした	(○10 )。さらに、間葉形質を示す乳癌において癌幹細胞誘導に関わ
る EMT制御転写因子 ZEB1が EPB41L5の遺伝子発現に関与することを見出した(○11 )。従って、
Arf6経路が進行癌特異的な間葉形質を担うシグナル経路であることが強く示唆された。	
	 研究開始当初、申請者は、ccRCC由来細胞を用いた解析から、PRC2の触媒サブユニットであ
る EZH2が酵素活性依存的に Arf6経路を構成する Arf6、AMAP1、EPB41L5の遺伝子発現の活性
化に関与していることを見出した（未発表データ）。また、これらの遺伝子発現制御には VHL
遺伝子変異及び HIFの活性化は影響を与えなかった。 
	 	

2. 研究の目的   
	 本研究は、ccRCC の悪性度進展に伴う EZH2 の発現誘導の分子機序、及び、遺伝子発現に対
しヒストンをメチル化することで抑制的に働く EZH2 がエピジェネティック制御を介してどの
ように Arf6 経路の構成因子群の遺伝子発現を亢進しているのかその作用機序の詳細を解明する。
さらに、ccRCCにおける Arf6経路による細胞内 ROS量の制御について、オートファジー／マイ
トファジーによるミトコンドリアの品質管理、並びに、ミトコンドリアの電子伝達系における

ROS産生の抑制機構及び TCA回路の抑制への関与を明らかにし、その分子機序を解明すること
により、間葉形質獲得の分子実態を明らかにする。 
	

3. 研究の方法  
(1) 転移性・薬剤抵抗性の亢進した ccRCCにおける EZH2遺伝子発現制御  
	 VHL遺伝子変異を有するヒト ccRCC由来細胞において EZH2及びArf6経路構成分子群の遺伝
子発現が亢進し、高転移性及び薬剤抵抗性を示す細胞群(786-O等)と、それらの遺伝子の発現が
低く転移性及び薬剤抵抗性が低い細胞群(A704)を用いて検討を進める。 
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	 両細胞間での RNA-seq による遺伝子発現の網羅的解析を進め、786-O 細胞において発現が亢
進する転写因子、及び、786-O細胞において活性化が亢進しているシグナル伝達経路をネットワ
ーク解析により同定し、当該活性化シグナル伝達経路の下流で de novo蛋白質合成を介さない転
写因子、これらの候補転写因子の中から EZH2 遺伝子プロモーター上に認識配列を有する因子、
さらに、The Cancer Genome Altas(TCGA)のデータベースを用いて EZH2の遺伝子発現と相関が見
られることを判断基準として、候補分子の絞り込みを行う。引き続き、各候補分子について、

RNAi法により 786-O細胞を用いて発現を抑制することにより EZH2の遺伝子発現が抑制される
か否かの検討を進め、制御分子の同定を行う。 
(2) EZH2による Arf6経路を構成する分子群の遺伝子発現制御  
研究開始当初までに得られた知見から、Arf6 及び AMAP1 については、翻訳開始反応による

制御に着目した解析、EPB41L5について、EZH2による ZEB1遺伝子転写活性化を介した発現亢
進に着目した解析を分子生物学的手法を駆使して進める。 
(3) Arf6経路によるオートファジー／マイトファジーに関する解析  
マイトファジーにおける Arf6 経路構成分子群の細胞内局在を検討するため、マイトファジー

の初期過程に関わる Atg 遺伝子群等と Arf6 構成分子との共局在を共焦点蛍光顕微鏡等を用いて
解析し、マイトファジーのプロセスのどの段階に関与するのかを検討する。また、マイトファ

ジーの前段階となるミトコンドリアの分裂過程への Arf6 経路の関与について検討する。引き続
き、関連する候補制御因子と Arf6 経路構成分子群との相互作用について分子生物学的手法を駆
使して同定を進める。 
(4) Arf6経路による ROS産生抑制に関する解析  
	 Arf6経路と代謝リプログラムについて XF extracellular flux analyzer (Seahorse)を用いてミトコ
ンドリア好気呼吸及び解糖系について代謝動態を解析する。さらに、Arf6 経路活性化とミトコ
ンドリアの電子伝達系における ROS 産生抑制に関わる NDUF4L2、及び、呼吸鎖複合体におけ
る電子の受け渡しを活性化し ROSの産生抑制に関与する COX4-2の発現量の変化、並びに、局
在について共焦点蛍光顕微鏡並びに超解像顕微鏡を用いて解析する。同時に、ROS の細胞内消
去系として活性酸素消去酸素や低分子抗酸化物質の産生及び細胞内局在について解析し、Arf6
経路との関連について検討を進める。 
	

4. 研究成果  
EZH2の発現制御に関し、RNA-seq.解析により得られた EZH2遺伝子の転写促進に関わる候補

転写因子について、腎癌の TCGA database解析により EZH2発現と正の相関が見られるものを絞
込み複数の候補転写因子を得た。さらに、いくつかの候補因子を 786-O 細胞において抑制する
ことにより EZH2の発現が減弱し、浸潤・転移性が抑制されること、また、悪性度の低い A704
においては当該候補因子群の発現は低く抑制されていることを見出した（論文準備中）。 

Arf6 経路を構成する分子群の遺伝子発現制御について、当該研究期間に並行して行っていた
膵癌を例とした解析から、当初予測しなかった当該研究に関連する重要な知見を得た。即ち、

膵癌において KRAS変異が ARF6及び AMAP1の翻訳制御に関与することを見出した。ARF6及
び AMAP1 mRNAは、その 5’-非翻訳領域(5’-UTR)にグアニンおよびシトシンが豊富に含まれて
おり、ARF6 mRNAの 5’-UTRには G-quadruplex構造を認めた。この構造は 4つのグアニンが平
面構造を取り、それが多層構造になっているものであり、EZH2、Myc、Runx1などの mRNAで
も認められ、当該構造を有する mRNAを翻訳するためには RNA helicaseである eIF4Aの活性化
が必要である(○12 )。一方、AMAP1 mRNAの 5’-UTRには 5’-terminal oligopyrimidine (TOP)様の塩
基配列を認めた。5’-TOP を有する mRNA の翻訳は mTOR シグナルの制御を受ける(○13 ,○14 )。
KRAS 変異を有する膵癌細胞 MIAPaCa-2 を用いてリボソームプロファイリングを比較すると、
siKRASでより低密度の分画が増加し、mRNAの翻訳が抑制されていることが示唆された。ARF6
および AMAP1 も同様の挙動を示した。また、ARF6 および AMAP1 は mRNA の 5’端の G-cap
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構造依存的に翻訳されることをレポーターアッセイにより確認した。従って、KRAS変異がARF6 
mRNAおよび AMAP1 mRNAの 5’端のキャップ構造に依存した翻訳を促進することが示唆され
た。次に KRAS変異による ARF6 mRNAの翻訳プロセスの詳細なメカニズムについて調べた。
eIF4A 阻害薬である Silvesterol 処理により ARF6 蛋白質発現が抑制された。一方、AMAP1 量に
影響を与えなかった。PDCD4は eIF4Aと直接結合することで RNA helicase活性を阻害すること
が知られている (○15 )。KRAS の発現を抑制することにより、PDCD4 の遺伝子発現が増加する
ことを見出した。逆に、膵癌細胞株で PDCD4を強制発現させると ARF6の蛋白質発現が抑制さ
れた。これの結果から、KRAS 変異が PDCD4 を抑制することで eIF4A 活性を亢進させ、ARF6 
mRNA の翻訳を促進することが示唆された。続いて、mTOR シグナル経路において翻訳制御に
関わる TORC1複合体のサブユニット RAPTORの発現を抑制することにより翻訳開始因子 eIF4E
の負の調節因子である 4EBP1のリン酸化亢進及びAMAP1蛋白質発現の抑制が見られた。また、
mTOR 阻害薬である Rapamycin 及び Torin1 処理により AMAP1 蛋白質発現が低下した。一方、
ARF6量に変化は見られなかった。以上の解析から、KRAS変異により mTORシグナル活性化を
介した AMAP1蛋白質発現が促進することが示唆された(○16 )。 
引き続き、ccRCC において検討を進め、eIF4A の発現抑制及び特異的阻害剤 Silvestrol により

Arf6の蛋白質発現量が著しく低下することを見出した。また、786-O細胞において EZH2の発現
抑制により eIF4A1~3遺伝子群の mRNAが顕著に抑制された。従って、EZH2による eIF4A遺伝
子群の発現誘導によりRNA helicase 活性が上昇しArf6の翻訳亢進が示唆された。さらに、TORC1
特異的阻害剤RapamycinやTorin-1による処理、及び、TORC1特異的サブユニットであるRAPTOR
の発現抑制により AMAP1の蛋白質発現が減少すること、また、786-O細胞において、EZH2の
発現を抑制することにより、mTOR 及び Raptor の遺伝子発現が減少すること、さらに、4EBP1
のリン酸化が低下することから、EZH2が mTORシグナル経路を介した翻訳開始反応に関わり、
AMAP1の発現を誘導することが示唆された（論文準備中）。 

EPB41L5遺伝子発現制御について、乳癌を例とした研究から EMTマスター転写因子 ZEB1に
より EPB41L5 遺伝子の転写が活性化されることを見出した(○11 )。786-O 細胞において EZH2 の
発現抑制により ZEB1の mRNA発現が顕著に抑制されることから、EZH2による ZEB1遺伝子転
写活性化により EPB41L5の発現が亢進することが推察される（論文準備中）。 

EZH2はヒストンH3をメチル化することにより標的遺伝子発現を抑制することから、Arf6経路
構成分子の遺伝子発現の不活性化に関わるmicroRNA(miRNA)に着目した解析を進めた。786-O細
胞においてEZH2の発現抑制により発現が亢進し、クロマチン免疫沈降法によりEZH2が当該
miRNAの遺伝子上流に直接結合すること、また、TCGA database解析から当該miRNAの発現亢進
とEZH2発現との間に負の相関があることを判断基準として絞込みを行った。候補miRNAのいく
つかについて過剰に発現させることによりAMAP1及びEPB41L5の発現が抑制され、ccRCCの浸
潤性、転移性が抑制されることを見出した。これらの結果から、EZH2を介したmiRNAの発現抑
制がArf6経路の発現誘導に関与し、ccRCCの悪性化に繋がることが示唆された（論文準備中）。 
	 間葉形質獲得とミトコンドリアの形態変化との関連について、TGFβ刺激依存的 EMT 誘導モ
デル乳腺上皮細胞 NMuMGなどを用いた解析から、EMTに伴いミトコンドリアの形態が分裂タ
イプに変化することを見出した。一方、786-O細胞において Arf6経路分子群の発現抑制により、
細胞内 ROS量が亢進すること、細胞内のオートファゴソームの形成が顕著に抑制されることを
見出した。ROS産生抑制に関わるNDUF4L2及びCOX4-2のミトコンドリアにおける局在に関し、
Arf6 経路分子群を抑制した際の変化を経時的に調べたが、コントロール群と比較して顕著な変
化は見られなかった。ROS の細胞内消去系として Superoxide dismutase 等の ROS 消去酸素や
Glutathione等の低分子抗酸化物質の産生にも変化は見られなかった。これまでの研究結果から、
間葉形質を獲得した ccRCC の ROS の量的制御に Arf6 経路が関与することが示唆されるが、そ
の分子機序に関しては今後の課題である。 
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	 本研究において、偽低酸素状態と想定される ccRCC を用いて、EZH2 を介したエピジェネテ
ィック制御が Arf6 経路の遺伝子発現亢進を転写後の miRNA 及び翻訳開始により複雑に制御さ
れ誘導される新規シグナル経路を明らかにした。さらに、HIFによる制御が明らかとなっている
ミトコンドリアにおけるTCA回路から解糖系への代謝リプログラムに連動した細胞内ROSの産
生抑制の作用機序と Arf6経路との関連性を見出した。本研究により、間葉形質を獲得した ccRCC
が如何にしてその形質を維持し、特徴的な代謝プログラムを維持しているのかその分子機序が

明らかとなった。私共は、最近、ccRCC において EZH2 がある種の免疫チェックポイント分子
の発現に関与することを見出している（論文準備中）。さらに、Arf6 経路が膵癌の免疫回避に
関与し、その分子機序の一端として Arf6経路が PD-L1の細胞膜表面状へのリサイクリングに関
与することを解明した(○16 )。従って、EZH2 及び Arf6 経路が悪性癌の免疫回避に関与すること
が強く示唆される。今後、本研究をさらに深化させることにより、これまで有効な抗癌剤治療

が無かった難治進行癌の ccRCCに対して、Arf6経路を構成する分子群並びにその制御に関わる
分子群を分子標的とした効果的・効率的な診断・治療戦略の提示に寄与することが期待される。  
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