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研究成果の概要（和文）：腎細胞がんの内部に腫瘍壊死という状態がある場合、がんの悪性度が高い傾向にある
事が知られています。しかし、なぜそうなるのかはあまりわかっていませんでした。我々のグループは、腫瘍壊
死によって分解された細胞内のDNAを感知するDDX41 というタンパクの発現が、がんの悪性度に関係するのでは
ないかと考えました。腎細胞がんに対して手術を行った患者さんの組織を用いて、DDX41というタンパク質の発
現レベルを評価したところ、DDX41の発現レベルが高いと腫瘍壊死を有する頻度が高く、さらにがんの再発率や
生存率が悪くなる事が判明しました。

研究成果の概要（英文）：It is known that the presence of tumor necrosis within renal cell carcinoma 
is associated with a higher malignancy. However, the underlying mechanisms have not been well 
understood. Our group hypothesized that the expression of a protein called DDX41, which detects 
intracellular DNA degraded by tumor necrosis, might be related to cancer malignancy. Using tissue 
samples from patients who underwent surgery for renal cell carcinoma, we evaluated the expression 
levels of DDX41. We found that higher expression levels of DDX41 were associated with increased 
recurrence rates and poorer survival outcomes.

研究分野： 腎細胞癌

キーワード： 腎細胞癌　DDX41　ケモカイン　予後予測因子

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、腎細胞癌における腫瘍壊死が、なぜ悪性度や予後増悪に関与するのか未知の点が多かった。我々は、
腫瘍壊死により放出される分解されたdsDNAをDDX41が感知して発現が上昇し、間接的に予後増悪に寄与すると考
えた。本研究は、腎細胞癌のうち最も頻度の高い淡明細胞型腎細胞癌において、DDX41 の発現が腫瘍壊死や生命
予後と有意に関係している事を初めて明らかにした。淡明細胞型腎細胞癌はVHL機能欠失型変異を特徴とする
が、VHL欠失下においてのみ、DDX41の発現上昇はケモカインファミリーの発現亢進や腫瘍増殖に寄与する事が判
明した。DDX41の高発現は、淡明細胞型腎細胞癌の予後予測因子となる。

※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（共通） 
 
 
１． 研究開始当初の背景 

 
進行性腎細胞癌に対して、複数の新規免疫治療薬 (I-O drug) の有効性が示されている。抗 PD-
1 抗体は、奏効率が 15-30％と極めて低い事から、効果予測による最適な患者選択が望まれてい
る。他癌腫では PD-1 のリガンド PD-L1 の発現が効果予測に有用とされるが、腎細胞癌には不
適であり、新たな効果予測因子の解明は急務である。そこで我々は、その候補として自然免疫に
関与する蛋白 DDX41 (DEAD-box helicase 41) に着目した。DDX41 は、STING 経路と呼ばれ
る免疫応答経路を活性化し、PD-1/PD-L1 シグナル賦活化に寄与し得る。腎細胞癌における
DDX41の機能的役割は全く不明であるが、我々は事前の調査により 、腎細胞癌におけるDDX41
の発現亢進は (1) 抗 PD-1 抗体の効果を予測する  (2) STING 経路の賦活化を介して悪性度を
高める という仮説を得た。本研究はこれらの仮説の検証を目的とする。我々の研究成果は、腎
細胞癌 I-O drug 時代の新規治療戦略構築の布石となる。 
 
２．研究の目的 
 
RCC に対する抗 PD-1 抗体療法は、奏功率が極めて低い事から、効果予測による最適な患者選
択が望まれている。他癌腫では、PD-1 のリガンドである PD-L1 発現がその効果を予測する因
子とされるが、RCC では PD-L1 発現は効果予測因子とならないため、これに代わる新規効果予
測因子の確立は喫緊の課題である。我々は、自然免疫応答に関与する蛋白 DDX41 に着目し、上
記の学術的「問い」を得た。加えて、DDX41 の固形癌における機能的役割は未だ不明である事
から、RCC と DDX41 の関連性について以下に示す予備解析も行った。 
 
３． 研究の方法 
 
広島大学病院および関連施設において、ccRCCに対して抗PD-1抗体を使用した症例を抽出する。
事前に腎摘除術または生検を受けた症例について、病理標本を用意する。 
DDX41, STING, IRF3, PD-1, PD-L1,PD-L2 の免疫染色後、各発現強度を層別化する。 
各患者背景、OS, PFS を算出し、層別化した免疫染色結果と比較検討する。 
 
４．研究成果 
 
まず、公共データベースを用いて淡明細胞型腎細胞癌（ccRCC）患者の遺伝子プロファイルを

入手し、各症例の手術時の腫瘍径、腫瘍内壊死の有無について全ての病理学的所見をダウンロー
ドし、調査した。その結果、腫瘍径が大きいほど有意に腫瘍壊死所見の頻度が高く、また腫瘍径
と DDX41 遺伝子の相対的発現値（z-score）は有意な正の相関がある事が判明した。 
さらに臨床的因子と DDX41 遺伝子の関連性を調査したところ、DDX41 の相対的発現値が高い方が
有意に腫瘍壊死の頻度が高く、有意に病理学的グレードが高く、有意に病理学的病期分類が高い
事が判明した。 
次に DDX41 の発現と生存率について解析したところ、DDX41 発現が高い症例は、それ以外の症

例と比較して有意に非再発率および全生存率が増悪する事が判明した。腫瘍壊死の有無でも同
様に調査したところ、やはり腫瘍壊死のある症例ではない症例よりも有意に非再発率と全生存
率が増悪した。これらの事から、ccRCC における DDX41 遺伝子の高発現は、腫瘍壊死と関連し、
予後増悪因子であることが示唆された。 
次に、腎細胞癌に対して当院で根治的腎摘除術または腎部分切除術を施行された症例を対象

として、DDX41 タンパクの免疫組織化学的染色（ＩＨＣ）を施行した。DDX4e1 の染色の程度から
2g 群に分類（DDX41-negative, DDX41-positive）して比較検討したところ、DDX41 positive 症
例では、有意に腫瘍径が大きく、病理学的Ｇｒａｄｅが高く、また病理学的病期分類も高かった。
更に、生命予後についても解析したところ、DDX41-positive 症例では癌特異的生存率や非再発
生存期間が増悪している事が判明した。また、腫瘍壊死の有無についても解析したところ、腫瘍
壊死のある症例では有意に癌特異的生存率が増悪しており、また DDX41 陽性例が有意に多いこ
とが判明した。 
また、多変量解析により、ccRCC における癌特異的生存率を規定する独立因子について調査し

た。その結果、IHC における DDX41 の発現（Positive）、病理学的 Grade(3,4)、病理学的病期分
類（III, IV）が独立因子として規定された（表１）。 
 
当院の検体における DDX41 のタンパク発現を用いたこれらの解析結果は、公共データベース

を用いたDDX41の mRNAレベルの解析結果と全く矛盾しない結果であり、より強くDDX41が ccRCC
の腫瘍壊死および生命予後と関連している事を示唆するものであった。 
 



表 1.癌特異的生存率に対する独立した予後規定因子の解析 

 
さらに DDX41 の ccRCC における分子機能的役割を解明するためヒト ccRCC 細胞株（786-O, 

Caki-1）を用意し、DDX41 過剰発現株を作成した。 
DDX41 発現 786-O では有意に腫瘍増殖能が亢進し、また Sphere 形成能も亢進していた一方で、
DDX41 発現 Caki-1 ではこの現象は認められなかった。この背景には、同じ ccRCC であっても、
786-O は ccRCC の最大の特徴である VHL 変異を有する一方で、Caki-1 は野生型 VHL を有してい
る事が関与しているのではないかと予想された。 
DDX41 過剰発現による遺伝子発現プロファイルの変化を調査するため、各細胞株の mRNA-

sequencing を施行した。786-O, Caki-1 それぞれ DDX41 発現株とコントロール株を比較したと
ころ、数万のＰｒｏｔｅｉｎ－ｃｏｄｉｎｇ遺伝子のうち、DDX41 の発現はいずれの DDX41 発現
株でも上位 10 位に入るほど上昇していた。次に RNA-Seq データを用いた Gene set enrichment 
analysis を施行したところ、いずれの DDX41 発現株でも、共通して E2F ターゲット遺伝子群と
G2M チェックポイント関連遺伝子群、細胞増殖関連遺伝子群、さらに Cancer progenitor 関連遺
伝子群の発現が有意に正にエンリッチされている事が判明した。 
これらの共通した遺伝子群の変化がある一方で、DDX41 発現 786-O ではケモカインファミリー

の一部である CXCL1,2,3 発現が有意に亢進していたにも関わらず、DDX41 発現 Caki-1 ではこの
現象は全く認められなかった。我々は、この現象の違いが VHL の変異の有無に関与していると考
えた。 
我々は、DDX41 発現Ｃａｋｉ－１でも、（786-O と同様に）ＶＨＬを抑制する事でケモカインが

ミリーの発現上昇を惹起できるのではないかと考え、VHL, DDX41 をそれぞれ標的とした各 2種
類の異なる siRNA（siVHL1, siVHL2, siDDX41-1, siDDX41-2）を用意した。 
786-O は VHL が欠失しているが、Caki-1 では siVHL により VHL 発現は著明に低下した。同時

に DDX41 発現も観察したが、発現に変化はなかった。次に、Caki-1 を用いて VHL とＤＤＸ４１
のダブルノックダウンを行い、これらの siRNA が正常に Work する事を確認したところ、両方の
タンパクレベルでの低下を確認した。 
次に、DDX41 発現 Caki-1 を用意し、これに siVHL１および 2 を導入した。その結果、どちらの

siVHL を導入した場合でも、予想通り CXCL1,2,3 の発現がすべて有意に上昇する事を確認した。 
次に、この DDX41 発現 Caki-1 に対して、siVHL, siDDX41 によるダブルノックダウンを施行し
た。すると、VHL の抑制のみであれば CXCL ファミリー発現は上昇していたにも関わらず、DDX41 
が抑制されると CXCL ファミリーの発現は全てコントロールと全く変化がない事が判明した。 
これらの現象は、ccRCC において、DDX41 の高発現は、VHL の機能欠失があって初めて CXCL ファ
ミリーの発現上昇に関与する事を示唆するものであった。（図１） 
図 1. DDX41 発現Ｃａｋｉ－１を用いた、VHL および DDX41 の抑制と CXCL ファミリーの発現変化 

 
まとめると、本研究により、淡明細胞型腎細胞癌における DDX41 の発現は腫瘍壊死と関連して

おり、癌特異的生存率を規定する独立した予後予測因子であるのみならず、腫瘍増殖などに寄与
し、ＶＨＬの機能欠失がある場合は協調してケモカインの一種であるＣＸＣＬファミリーの発
現上昇に関与することが判明した。淡明細胞型腎細胞癌における DDX1 の阻害が、全く新たな新
規標的治療法となり得る事が示唆された。 
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