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研究成果の概要（和文）：Xp11.2転座型腎癌細胞におけるmiR-204-5pとTRPM3遺伝子の発現について、PRCC-TFE3
がどのように発現制御しているか、また腫瘍制御にどのように関わっているか検証した。PRCC-TFE3がTRPM３近
傍のEboxに結合することはわかったが、それ以降の発現制御については樹立した細胞株で再現性がとれず解明で
きなかった。またオートファジーを介した腫瘍制御について、転座型腎細胞癌患者由来株を用いて検証を行った
が、淡明細胞型腎細胞癌で示されているようなオートファジー機構は転座型腎癌では関与していないことがわか
った。

研究成果の概要（英文）：In Xp11.2 translocation renal cell carcinoma, we investigated how the 
expression of miR-204-5p and TRPM3 genes is regulated by PRCC-TFE3, and how they affect tumor 
control. Although it was found that PRCC-TFE3 binds to the Ebox near TRPM3, the subsequent 
regulation of expression could not be elucidated because the reproducibility was not achieved in the
 established cell lines. We also examined tumor control via autophagy using a patient-derived line 
of translocation renal cell carcinoma, but the autophagy mechanism shown in clear cell renal cell 
carcinoma could not be confirmed in translocation renal cell carcinoma.

研究分野：泌尿器腫瘍学

キーワード： 腎細胞癌　micro RNA　TRPM3　オートファジー　CRISPR/Cas9

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Xp11.2転座型腎細胞癌モデルマウスの尿中において発症初期から上昇するmiR-204-5pはバイオマーカーとしての
可能性は残されているが、腫瘍細胞中での挙動は不明なところが多い。PRCC-TFE3がmiR-204-5pをイントロンに
含むTRPM3に結合し得ることから、直接的な制御機構が考えられる。一方でオートファジーを介した腫瘍制御は
淡明細胞型腎細胞癌と転座型腎細胞癌では挙動が異なる部分があり、これが本来腫瘍抑制的に働くはずの
miR-204-5pが早期から上昇することや転座型腎癌の予後が極めて悪い理由につながっている可能性がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 ヒト腎腫瘍において最も多いものは腎細胞癌であるが、それにはいくつかの組織型が存在す
る。Xp11.2 転座型腎細胞癌はその一つであり、X染色体短腕の 11.2 を切断点とする相互型転座
により生じる転写因子 TFE3 の融合遺伝子を原因遺伝子とする。TFE3 融合遺伝子より生じる恒常
活性化型の TFE3 キメラタンパク質が、発癌に寄与すると考えられている。臨床的に Xp11.2 転座
型腎細胞癌は、一般的な腎細胞癌と比べ発症が極めて稀である一方で、進行が早く、早期に再発・
転移をきたすことが多いことから予後不良とされる。早期発見による原発巣の切除が唯一の治
療法であるが、腎癌自体の自覚症状の乏しさもあり、検診等の偶発的な発見に頼らざるを得ない
のが現状であった。申請者は先行研究１）において、ヒト Xp11.2 転座型腎癌の原因遺伝子である
PRCC-TFE3 融合遺伝子を腎尿細管特異的に発現する Xp11.2 転座型腎細胞癌モデルマウスを作製
し、このマウスが実際に腎細胞癌を発症す
ることを確認した。さらに、Xp11.2 転座型
腎細胞癌モデルマウスの尿サンプルを用
い、尿中に含まれる exosome を単離し、そこ
から抽出した total RNA の網羅的 qPCR によ
って転座型腎癌モデルマウスに特異的な発
現上昇を示す候補 miRNA を同定し、細胞内
および細胞周囲の exosome 中での発現上昇
を証明した。一方で、該当 miRNA が転座型腎
細胞癌、さらには通常の淡明細胞癌におい
てどのような機序で発現が上昇し、病態の
発生にどのように関連しているのかは依然
不明であった。バイオマーカーとしての信
頼性を担保するためにも該当 miRNA の腎細
胞癌の発生における詳細な分子機構の解明
が必要であった。 
 
 
 
２．研究の目的 
 上述で示した候補 miRNA、miR-204-5p は TRPM3 遺伝子の intron に含まれているが、マウスお
よびヒトの初代癌細胞中において TFE3 の過剰発現に相関してこの miR-204-5p と TRPM3 が上昇
していることが確認された。そこで、本研究では以下を目的として研究を行なった。 
（１）TFE3 と miR-204-5p、TRPM3 の転写制御経路の解明 
 TFE3 は CANNTG から成る 6 塩基対の E-box を認識して結合することで転写制御を行う。TRPM3
遺伝子の上流に同 E-box を同定し、TFE3 が直接結合することで転写制御を行っているか探索と
解析を行う。TFE3 による TRPM3、miR-204-5p への発現調整が確認されれば後述の機能解析に大
きな役割を果たすことになる。 
（２）miR-204-5p が転座型腎癌の病態に果たす機能解析 
 miR-204-5p は種々の癌において発現が確認されているが、一般的に細胞増殖や腫瘍細胞の浸
潤を抑制的に制御するとの報告が多い。しかし、癌腫によっては腫瘍促進的に働くとの報告もあ
り、その機能や標的因子は未だ不明確な部分が多い。上述の TFE3 結合阻害から TRPM3、miR-204-
5p の発現制御がなれば、その前後で遺伝子発現解析を行うことでより正確な機能解析や標的因
子の同定を行うことができる。 
（３）TFE3 が miR-204-5p、TRPM3 を直接ではなく間接的に制御している場合の間接的分子機構
の解明 
 E-box への結合による直接制御でなく、他因子を介して間接的に TFE3 が miR-204-5p、TRPM3 の
発現を制御していることが確認された場合、TRPM3 とその intron にある miR-204-5p への直接的
な遺伝子制御を行い、腫瘍細胞の遺伝子発現変化や細胞自体の増殖能、浸潤能への影響を評価す
ることで機能解析が可能である。 
 
 
 
３．研究の方法 
（１）ChIP sequence による TRPM3 遺伝子の上流 1kbps の E-box の探索と CRISPR/CAS9 を用いた
転写制御の解析 
 本研究協力者が報告した、ヒト近位尿細管 HK2 細胞で融合 TFE3(PRCC-TFE3)のドキシサイクリ
ン依存的発現誘導細胞株を用いて、TFE3 が結合する事が予測される E-box 配列を TRPM3 遺伝子
の上流 1kbps で探索する。結果同定し得た E-box 配列に対し CRISPR/Cas9 システムによりこれ



らの E-box 配列に変異を導入する sgRNA を複数個ずつ設計し、その切断効率を T7 エンドヌクレ
アーゼ I(T7EI)アッセイにより評価し、最適な配列を
決定する。更にこれらの E-box 配列を標的とした
sgRNA をレンチウイルスベクターに組み込み、PRCC-
TFE3 発現誘導 HK2 細胞に導入することで直接制御の
可能性を探る。 
（２）PRCC-TFE3 による TRPM3、miR204-5p を介した
オートファジー制御機構の解明 
 淡明細胞型腎細胞癌においては、miR204-5p が
CAV1, TRPM3、及び LC3B を制御して、腫瘍増殖を助け
るオートファジーを、抑制していることが明らかにさ
れている 2)（右図）。一方、転座型腎細胞癌においては、
PRCC-TFE3が miR204-5p及びTRPM3の発現増加に関与
することが我々により明らかにされている。そこで、
PRCC-TFE3が miR204-5pや TRPM3の発現を介してオー
トファジーを制御している可能性を考えた。 
オートファジーに関わる分子の挙動を調べるため
に 、 PRCC-TFE3 転 座 型 腎 細 胞 癌 患 者 由 来 株 
(UOK120,124)を用いて CRISPR/Cas9 システムにより
TFE3 をノックアウトした細胞株を樹立し、解析する。 
 
 
 
４．研究成果 
（１）TRPM3 のイントロン 1 内 に PRCC-TFE3 キメラタンパク質が結合する部位を 3 か所見出し
た。この為、TFE3 結合配列に変異を導入して miR-204-5p の遺伝子発現を抑制することは困難で
あることが予測されたため miR-204-5p 自体に変異を導入する方針に変更した。融合 TFE3(PRCC-
TFE3)のドキシサイクリン依存的発現誘導細胞株を親株として、miR-204-5p を標的としたガイド
RNA をデザインし、CRISPR/Cas9 システムにより miR-204-5p をノックアウトした細胞株を複数
株樹立し解析を進めたが、非ノックアウト株における PRCC-TFE3 の発現誘導と miR-204-5p の発
現が連動せず、ノックアウト株との比較・検証までは進めていない。他株（HEK293）を用いて再
度 miR-204-5p のノックアウト株を作成予定である。 
（２）既報告では淡明細胞型腎細胞癌中において miR-204-5p が TRPM3、CAV1 を抑制することで
オートファジーを調整し腫瘍抑制的に働くことが示されている２）。このオートファジー機構が転
座型腎細胞癌にも適用されているか、また TFE3 の過剰発現に応じてオートファジーに関わるど
の分子が影響を受けているのか確認するために、PRCC-TFE3 転座型腎細胞癌患者由来株 
(UOK120,124)を用いて CRISPR/Cas9 システムにより TFE3 をノックアウトした細胞株を樹立し、
TRPM3、CAV1 が関与するオートファジー機構に関与する分子について解析を行なった。結果、TFE3
の発現の多寡に関わらずウェスタンブロットにてこれらの分子の発現変化が確認できず、転座
型腎細胞癌では同オートファジー機構は関与していないことがわかった。 
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