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研究成果の概要（和文）：腎細胞癌の網羅的遺伝子解析により、ヒストン修飾やクロマチンリモデリングに関わ
る遺伝子変異の頻出が明らかとされている。本研究では、腎細胞癌で重要なドライバー遺伝子であるHIF2Aのヒ
ストン修飾解析を行い、活性化修飾パターンに違いがあることを見出した。
また、これらエピジェネティクスにかかわる遺伝子群の変異は、病理組織学的なグレードとT分類には影響を与
えない一方で、無増悪生存期間や全生存期間の独立した有意な予後不良因子であった。さらに、いくつかの免疫
細胞マーカーは、遺伝子群の変異を認める症例で有意な低下を認めており、エピジェネティクス関連遺伝子と腫
瘍免疫の関係が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Recent high-throughput profiling of renal cell carcinomas (RCC) has 
identified a recurrent mutation including chromatin regulators, such as genes involved in the 
chromatin remodeling or in histone modifications. In this study, using a chromatin 
immunoprecipitation assay, we found that there was a significant difference in active modification 
patterns in the promoter region of HIF2A, which is a potent oncogenic driver in RCC. The mutation in
 chromatin regulators, did not affect the pathological tumor grade nor T stage; however, it revealed
 to be an independent significant factor that affect overall and progression free survival of RCC 
patients. Moreover, some molecular markers of immune cells was significantly decreased in the tumor 
samples harboring the mutation, suggesting the interaction of chromatin regulators and tumor-immune 
system.

研究分野：医歯薬系
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研究成果の学術的意義や社会的意義
手術時に転移を認めない症例でも、従来の病理診断にエピジェネティクス関連遺伝子変異の有無を加味すること
は、フォローアップスケジュールの決定や術後補助療法の必要性の判断などに有用な可能性があり、臨床での応
用が期待される。また、転移や再発のリスクが高い非転移性腎細胞癌の術後補助療法に、腫瘍免疫を制御する薬
物療法が有効である可能性が示唆されたことは、今後の発展が大いに期待される知見である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
腎細胞癌は他の固形癌と異なり、放射線や殺細胞性抗がん剤に高度の耐性を示す。したがって集
学的な治療戦略を構築するためには、分子腫瘍学的なアプローチによって腎細胞癌固有の腫瘍化メカ
ニズムを明らかにしてゆくことが重要である。 
がん抑制遺伝子である VHL 遺伝子の不活化は、腎細胞癌の分子腫瘍学的特徴の一つだが、酸素
応答因子Hypoxia inducible factors（HIFs）の翻訳後制御機構に VHL 蛋白が重要な役割を担ってい
ることが 2001 年に解明された。その後行われた数多くの基礎研究は VHL-Hypoxia inducible factors
（HIFs）経路を介した腫瘍増殖機構の重要性を明らかとし、現在臨床の現場で広く使われている分子
標的治療薬の理論的根拠となっている。 
2010 年には淡明細胞型腎細胞癌の網羅的遺伝子解析により、ヒストン修飾やクロマチンリモデリング
に関わる遺伝子変異の頻出が初めて明らかにされた。追従する複数の施設からの網羅的解析でも、腎
細胞癌における重要な遺伝子変異は VHL-HIFs 経路を活性化するもののみならず、エピジェネティク
スの変化に関与するものであることが示された。しかし、これらの遺伝子群の変異が、腎細胞癌の進行・
進展とどのように関わっているのかは依然明らかでなく、治療標的となりうる知見もほとんど得られていな
いのが現状である。 
 
２．研究の目的 
本研究ではヒストン修飾やクロマチンリモデリングといったエピジェネティクスを制御する遺伝子群の
変異がもたらす腎細胞癌の進行・進展のメカニズムを明らかにすることを目的とした。細胞株を用いた腫
瘍モデルにおいて、腫瘍増大に重要な役割を担う HIF2αのヒストン修飾解析を行い、mRNA 発現レベ
ルとの関連を解析した。また臨床検体において、エピジェネティクスにかかわる遺伝子群の変異と、臨床
パラメーターや各種マーカー発現との関連を網羅的に解析した。 
 
３．研究の方法 
(1) 腎細胞癌由来の細胞株における HIF2α  mRNA 発現の定量： VHL 活性型の腎癌細胞株であ
る Caki-1, Caki-2, ACHN の HIF2α mRNA 発現量を RT-PCR により定量した。既存のデータベ
ースである Cancer Cell Line Encyclopedia （CCLE）をもとに、mRNA 発現とコピー数多型や DNA
メチル化の関連を解析した。 

(2) HIF2A プロモーター領域のヒストン修飾解析： HIF2α発現が最も強い ACHN と最も弱い Caki-2
における HIF2A プロモーター領域のヒストン修飾をクロマチン免疫沈降（ChIP）によって解析した。
遺伝子発現を活性化する H3K4 トリメチル（H3K4me3）、H3K9 アセチル（H3K9ac）、また発現を
抑制する H3K27 トリメチル（H3K27me3）に対する抗体を用いて ChIP を行った。転写開始点を基
準として-2kbp、+0.5kbp、+1kbp、+83kbp にターゲットのシークエンスを設定し、プロダクトサイズ
100-150bp 程度の PCR プライマーを設計した。 

(3) 腎細胞癌の臨床検体におけるエピジェネティクスを制御する遺伝子群の変異の解析： 手術時に
遠隔転移を伴っていなかった淡明細胞型腎細胞癌 43 症例の臨床検体（術後再発あり 26 例,再
発なし 17 例）に対して、エピジェネティクスにかかわる遺伝子変異のパネル解析（GeneRead 
DNAseq Targeted Panels V2）を行い、病理学的因子や予後との関連を検討した。 

(4) 臨床検体における免疫細胞関連マーカーなどの発現とエピジェネティクス関連遺伝子変異の関
連解析： 組織マイクロアレイを用いて、免疫細胞関連マーカーなどを免役染色しイメージアナライ
ザー（Definiens Tissue Studio, HistoQuest）を用いて定量化した。これらの発現量とエピジェネテ
ィクスを制御する遺伝子群の変異の関係を解析した。 

(5) 倫理面への配慮： 患者の組織を用いた解析は、慶應義塾大学倫理委員会の承認のもと、厚生労
働省の倫理指針を遵守して行った。 

 
４．研究成果 
(1) 研究の主な成果 
① 腎癌細胞株における HIF2A の発現とプロモーター領域のヒストン修飾解析： Caki-1, Caki-2, 
ACHN の３つの細胞株における HIF2αの mRNA 発現は、ACHN が最も強く、Caki2 が最も弱かっ
た。CCLE から得られたコピー数多型や DNA メチル化の程度は、mRNA の発現量との相関を認め
なかった。ACHNとCaki2におけるヒストン修飾解析では活性修飾であるH3K4me3やH3K9acは、
転写開始点近傍を結合のピークとし、-2kbp や+83kbp で著しく結合が下がることが示された（図）。
またHIF2αを強く発現しているACHNでは、H3K27me3修飾が低下し、H3K4me3修飾がH3K9ac
修飾よりも有意であることも明らかとなった。 

② エピジェネティクス関連遺伝子変異と臨床パラメーターの関連： エピジェネティクス関連遺伝子変
異を、43 例中 15 例（35%）に認めた。内訳は PBRM1 が 12 例（28％）、SETD2 が 4 例（9%）、
BAP1 が 2 例（5%）、KMT2D/ ARID1A/ SMARCA4 が各 1 例（2%）であった。これらの遺伝子変
異を認める症例と認めない症例の間で、病理組織学的なグレードと T 分類に有意差は認めなかっ
た。しかしながら無増悪生存期間や全生存期間は遺伝子変異を認める症例で有意（それぞれ
p=0.0032, p= 0.0003）に不良であった。多変量解析でも無増悪生存期間に関してはグレード、T
病期、遺伝子変異の有無がそれぞれ独立した有意な因子であり、全生存期間に関しては遺伝子
変異の有無のみが独立した予後因子（リスク比 13.3, p=0.0003）であった。 

③ エピジェネティクス関連遺伝子変異と各種マーカー発現の関連： 43 症例の組織マイクロアレイを



作成し、免疫細胞関連（CD3, CD8,  FOXP3, CD20, PD1, PDL1, CTLA4, LAG3, TIM3, TIGIT, 
CD68, CD163, CSF1R, MHC1, CD47）、細胞内代謝関連（Ki67, IDO1, CD73, GLUT1, LAMP2）、
がん幹細胞関連（TNFA, CD44）のマーカー発現を定量化した。その結果エピジェネティクス関連
遺伝子変異を認める症例では、免疫細胞関連では CD8、FOXP3、TIM3、TIGIT、CD68 が、細胞
内代謝関連では CD73 が、そしてがん幹細胞マーカーでは CD44 が、それぞれ有意に発現が低
下していた。 

(2) 得られた成果の国内外における位置づけとインパクト 
転写因子 HIFs によって発現が活性化される数多くの遺伝子の中で、VEGF などの血管新生に関わ
るサイトカインは、腫瘍の増殖や浸潤、転移に重要な役割を果たしている。これまで血管新生阻害を目
的とした数多くの分子標的薬が開発され、腎癌診療の現場で使われているが、術後補助療法としての
有効性が示せないことや、一般的にはその効果は一時的であり、薬剤耐性を生じてしまうことなどが問
題とされている。 
HIFs の 3 つのサブタイプの中で、HIF1αは多くの癌種で腫瘍増殖に対して促進的に作用することが
知られている。しかしながら VHL 遺伝子変異によって HIFs が恒常的に活性化する腎細胞癌では、
HIF1αはむしろ抑制的に作用している可能性がある。CCLEデータではハウスキーピング遺伝子である
にもかかわらず HIF1α mRNA が欠損もしくは異常低発現となっているがん細胞株を認めるが、これら
の大部分は腎癌由来である。恒常的な HIF1α の活性化はがん細胞株の樹立や継代に不利に働いて
いる可能性が示唆される。 
一方で HIF2αは腎癌細胞株を用いた基礎実験で腫瘍増殖にかかわる重要な因子であることが示さ
れており、CCLEデータでもすべての腎癌細胞株で有意に発現している。またHIF1αほどではないが、
その発現レベルは細胞株間に多様性がある。本研究で用いた Caki2 は CCLE 上の 31 種の腎癌細胞
株の中でも発現レベルが２番目に低く、ACHN は６番目に高い細胞株であった。コピー数多型や DNA
のメチル化はこの差に関与しておらず、活性化ヒストン修飾の違いが関与している可能性が本研究で初
めて示された。バイオマーカーとしての有効性の検証を試みたが、臨床検体で行ったChIPでHIF2Aの
ヒストン修飾に関する再現性のある結果を得ることが、本研究期間内では達成することができなかった。 
その一方で、臨床検体における網羅的な遺伝子解析では、クロマチンリモデリングに関わる遺伝子
（PBRM1,BAP1, ARID1A, SMARCA4）やヒストン修飾酵素遺伝子（SETD2）の変異を約 1/3 に認め
た。本研究では、これらの変異が病理学的因子と独立して全生存率に有意な影響を与えていることを初
めて示すことができた。手術時に転移を認めない症例でも、従来の病理診断にエピジェネティクス関連
遺伝子変異の有無を加味することは、フォローアップスケジュールの決定や術後補助療法の必要性の
判断など、臨床での応用が期待された。 
近年、免疫チェックポイント阻害剤をはじめとする免疫治療ががん患者に対する次世代の治療戦略と
して脚光を浴びている。腎細胞癌でも PD-1、PDL-1、CTLA-4 を標的とした治療薬が従来の血管新生
阻害薬を凌駕する勢いで急速に広まっている。本研究では、遺伝子変異のある症例では、免疫チェック
ポイント分子の TIM3, TIGIT の発現低下、細胞傷害性 T 細胞のマーカーである CD8 の低下、制御性
T 細胞の機能にかかわる FOXP3 の低下、そして腫瘍関連マクロファージのマーカーである CD68 の低
下などを認めた。エピジェネティクス関連遺伝子と腫瘍免疫の関係は不明な部分が多いが、PBRM1 の
変異と免疫チェックポイント阻害剤の有効性の関連が検討されるなど、注目され始めている領域である。
本研究からは、ハイリスクの非転移性腎細胞癌の術後補助療法として、腫瘍免疫を制御する薬物療法
が選択肢となりうることが示され、将来の発展性が大いに期待される知見であると考えられた。 
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