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研究成果の概要（和文）：本研究は、腎癌の発症と悪性化を模倣するモデルを作製する目的で、腎臓でHippoパ
スウェイの構成分子SAV1と、癌抑制遺伝子VHL遺伝子がノックアウトされるマウスを作成した。SAV1ホモノック
アウトマウスは腎重量の低下と腎機能障害を伴い生後すぐに死亡した。組織学的に異型を伴う腎嚢胞の形成が見
られYAPの活性化を伴っていた。VHLホモノックアウトマウスの腎嚢胞とは組織学的に異なっていた。SAV1とVHL
のダブルノックアウトマウスも生後すぐに死亡した。いずれも腎癌の発症には至らなかったが、Hippoパスウェ
イの不活化による異型腎嚢胞発症モデルマウスが作成できた。

研究成果の概要（英文）：In this study, with the aim of creating a model that mimics the development 
and malignant transformation of renal cancer, I generated mice in which the Hippo pathway component 
SAV1 and the tumor suppressor gene VHL gene were knocked out in the kidney.
SAV1 homo-knockout mouse died soon after birth with reduced kidney weight and renal dysfunction. 
Histologically, these mice showed renal cyst formation with atypia, accompanied by activation of 
YAP. These renal cysts were histologically distinct from those in VHL homo-knockout mice. SAV1 and 
VHL double homo-knockout mice also died shortly after birth. Although none of these mice developed 
renal cancer, a mouse model for the development of atypical renal cysts was generated by 
inactivation of the Hippo pathway.

研究分野： 実験病理学

キーワード： Hippoパスウェイ　ノックアウトマウス　腎癌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腎癌の発症と悪性化を模倣するモデルを作製し、新たな治療法の開発を目指した。腎発生異常をきたしたため、
癌の発症には至らなかったが、新たに腎臓の正常発生にSAV1が関わっていることを証明できた。また異型を伴う
腎嚢胞を形成するモデルマウスの作成ができたことから、異型を伴う腎嚢胞が持つ病態を解析する礎となる研究
としての意義を持つと考える。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
腎淡明細胞癌(clear cell renal cell carcinoma: ccRCC)は組織学的核異型によって高悪性度群

(G1, G2)と低悪性度群(G3, G4)に分類され、高悪性度群は低悪性度群よりも明らかに予後不良
である。したがって、高悪性度群と低悪性度群では異なるゲノム異常の存在が想定される。こ
れまでccRCCのゲノムプロファイルをアレイCGH法を用いてゲノムワイドに解析し、最も高頻
度(80%以上）に検出される3p lossは低悪性度と高悪性度間で検出頻度に差を認めなかったが、
14q lossは低悪性度よりも高悪性度で有意に高頻度に検出される(p<0.05)ことを発見した（J 
Pathol., Yoshimoto et al.，2007）。つまり、3p lossは低悪性度 ccRCC発症に必須であり、そ
れに14q lossが付加されることが高悪性度 ccRCCへの悪性化に重要であることが強く示唆され
た。したがって、14q loss領域に存在してlossによって発現低下する遺伝子の中には高悪性度 
ccRCCの病態に関わる癌抑制遺伝子が含まれる可能性が示唆された。さらに、これらの知見に
もとづいて14q loss領域を探索して、がん抑制遺伝子SAV1遺伝子を同定した(BMC cancer, 
Matsuura et al.,2011)。SAV1遺伝子はHippoパスウェイのcore componentである。我々は
SAV1遺伝子の腎特異的ノックアウトマウスを作成し、個体レベルでSAV1遺伝子の発現低下が
どのように腎細胞癌の発癌や悪性化に関わるかを調べた。SAV1遺伝子が欠失しただけでは腎
細胞癌は発症しなかったが、腎重量の減少と嚢胞形成、尿細管細胞数の増加、核異型が認めら
れた（J Pathol., Kai et al.,2016）。一方これまで、3pに存在するVHL遺伝子の遺伝子変異や
メチル化による不活性化がHIF1の恒常的活性化をもたらし、その下流のVGEF, PDGFの活性
化がccRCCの発癌に重要であると報告されてきた(Clark et al., Kid Int, 2009)。しかし、VHL
の腎特異的ノックアウトマウスでは、腎嚢胞は形成されるが細胞異型等は認められていない。
VHL＋BAP1あるいはVHL＋p53遺伝子のノックアウトマウスでは腎癌が認められるが(Albers 
et al.,EMBO Mol Med,2013) 、ヒト症例において腎癌では他の固形癌と異なりp53の遺伝子異
常を示す症例は少ないこと、さらに腎癌悪性化には3p lossでなく14q lossが必要であることか
ら、ノックアウトマウスで欠失させた遺伝子は、必ずしもヒトで認められる高悪性度 ccRCC
の遺伝子異常と一致していない。 
実際のccRCC症例に見られる遺伝子異常を持つモデルマウスの作成こそが、予後不良な高悪

性度 ccRCCのメカニズムの解明と治療の開発に必須なのではないかと考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は、ccRCC の発症と悪性化を忠実に模倣するモデルを作製する目的で、腎臓だけで癌
抑制遺伝子 VHL と SAV1 の遺伝子が両方ノックアウトされるマウスを作成する。さらに遺伝子
欠失の時期が生後数週間たってから起きる誘導性のノックアウトマウスとする。癌の進行・進展
の過程を忠実に再現できるモデルマウスの作製により、腎癌の発生から悪性化に至るメカニズ
ムを解明するだけでなく、Hippo パスウェイをターゲットとした治療の有効性を証明すること
により、真に予後不良な高悪性度腎癌の治療標的を明確にし、モデルマウスを用いた治療法の評
価系を構築することを目指す。 
 
 
３．研究の方法 
（１）ノックアウトマウスの作成 
SAV1 を腎臓のみで欠失させるマウスを作成するため、SAV1(fl/fl)と腎尿細管プロモーター下に
Cre が発現するマウス(Six2-Cre(+/-))を交配させ、Sav1 ノックアウトマウス（SAV1−/−）を樹立し
た。同様に VHL(fl/fl)と Six2-Cre(+/-)を交配させ、尿細管特異的に VHL 遺伝子ノックアウトマ
ウス（VHL−/−）を樹立した。さらに VHL, SAV1 遺伝子のダブルノックアウトマウス 3 種類
（SAV1−/−;VHL−/−）（SAV1−/−;VHL+/−）（SAV1+/−;VHL−/−）を樹立した。ダブルヘテロノックアウト
マウス（SAV1+/−;VHL+/−）も同様に樹立した。 
 
（２）ノックアウトマウスの表現型の解析 
① 生存率、体重、腎重量、腎機能（BUN, creatinine を測定)を解析した。 
② 組織学的腎形態（とくに腎嚢胞や腎癌の発生）および免疫組織化学的解析を行った。蛍光免

疫染色は、レーザー共焦点顕微鏡にて観察した(Zeiss, LSM710)。使用抗体は AQP1, AQP2, 
NCC, YAP1, SAV1, Ki67 である。 



 
 
４．研究成果 
（１）マウスの生存率、体重・腎重量・腎肉眼所見および腎機能 
① 腎特異的ホモノックアウトマウス SAV1−/−は生後 8 週までに全例死亡した。そこで、生後 5 週

までに限定して解析したところ、体重は生後 3 週から、腎重量は生後 1 週からコントロール
やヘテロノックアウトマウス（SAV1+/−）と比較して有意に低下していた（図１）。SAV1−/−の
腎臓は小さく白色調を示した（図１）。 
腎機能はコントロールと比較し、腎機能障害（BUN, creatin(CRE)の上昇）が有意に認められ
た（図２）。 

Sav1 ヘテロノックアウトマウス（SAV1+/−）は生存率はコントロールマウスと差はなく、
体重減少は見られないが、腎重量はやや低下し、腎機能の軽度の障害が見られた（図２）。 

② VHL−/−は、生後 19 週までに全例死亡し、体重、腎重量ともに低下していたが、SAV1−/−マウ
スよりその低下はやや軽度だった。 

③ ダブルノックアウトマウス 3 種類（SAV1−/−;VHL−/−）（SAV1−/−;VHL+/−）（SAV1+/−;VHL−/−）は
いずれも出生数が少なく、また生まれても 5～8 週までには死亡した。いずれも体重・腎重量
の減少、あるいは腎機能障害単独のノックアウトマウスである SAV1−/−あるいは VHL−/−と比
較すると強かった。ダブルヘテロノックアウトマウス（SAV1+/−;VHL+/−）は長期に生存した。
体重や腎重量はコントロールと有意差はなかったが、腎機能はやや低下していた。（図１，
２） 

 
（２）組織学的および免疫組織学的解析 
① SAV1−/−の腎臓は生後すぐ（0 週）から尿細管の拡張が見られ、生後 1 週からは嚢胞となり、

以降嚢胞サイズが増大した。生後 3 週以降には核の位置が不規則となり、極性の乱れが見ら
れた（図３）。しかし腎癌の形成はみられなかった。誘導性 SAV1−/−でも尿細管の拡張が一部
で確認されたが腎癌の発症には至らなかった。 



免疫組織学的解析により、近位尿細管のマーカーである AQP1 では、生後 0 週からコント
ロールと比較すると陽性が減少していた（図４）。また SAV1−/−の腎臓では YAP1 の核への移
行が見られ（図５）、Ki-67 染色陽性細胞が多かった。 

 
② VHL−/−は生後 5 週には嚢胞が認められたが、嚢胞内に突出する構造異型や核異型はみられな

かった。また生後すぐには嚢胞は明らかではなかった。（図６）。免疫組織化学的に AQP1 の
減少もやや見られたが SAV1−/−マウスの減少より軽度であった。また嚢胞壁の多くは AQP1 陽
性を示すものが多かった（図６）。 

 
③ ダブルノックアウトマウス 3 種類（SAV1−/−;VHL−/−）（SAV1−/−;VHL+/−）（SAV1+/−;VHL−/−）
はいずれも嚢胞形成がみられ、SAV1−/−;VHL+/−は SAV1−/−の嚢胞に類似し、SAV1+/−;VHL−/−は
VHL−/−の嚢胞に類似していた。いずれにも腎癌の形成は認められなかった。 
ダブルヘテロノックアウトマウス（SAV1+/−;VHL+/−）でも腎癌の形成はみられず、硝子化し

た糸球体が認められた。 
 
 
 
 



 
（３）考察 

SAV1−/−では、近位尿細管の形成不全が示唆された。また構造異型が見られる嚢胞では主に
遠位尿細管の性質をもつ細胞が内腔に突出するように増殖していた。これらのことから
SAV1−/−マウスでは、腎癌を発症する以前に腎機能障害をきたし、早期に死亡することが示唆
された。YAP1 の核移行が認められたことから、SAV1−/−マウスの腎臓では Hippo パスウェイ
の抑制による YAP1 の活性化を介して近位尿細管が発生異常を示し、また構造異型を伴う異
常な細胞の増殖をもたらしたと考えられる。 

VHL−/−は SAV1−/−マウスとは明らかに異なる表現型を示していた。すなわち SAV1−/−マウス
に見られた構造異型はみられず、細胞増殖ではなく、拡張した嚢胞形成に寄与していること
が示唆された。 
ダブルノックアウトマウスでは SAV1−/−あるいは VHL−/−の相乗効果が認められたが拮抗す

るものではなかった。またヘテロノックアウトマウスではホモノックアウトマウスで見られ
た発生異常はほとんどみられなかった。VHL と Hippo パスウェイとの関連について、ノック
アウトマウスを用いて解析した報告はこれまでなかったので、新しいモデルマウスとして、
今後さらに詳細に解析していきたい。 
腎発生に関わる分子の一つとして、本研究で初めて SAV1 が関与していることを見出した。

また VHL とは異なり、尿細管の正常な極性や構造を保つことに重要であることを明らかに
した。ただし、ヒト腎癌を模倣するモデルマウスの樹立には至らなかったため、今後、腎臓
での効果的誘導性ノックアウトマウスの作成を工夫し、あるいは他の遺伝子を組み合わせた
ヒト腎癌のモデルマウス作成を目指したい。 
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