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研究成果の概要（和文）： 
微小環境での癌の浸潤性と形態変化 
腎細胞癌 97例を用いて EMTの指標である E-cadherin発現を抑制する転写因子 Snailの発
現を免疫組織学的に調べた。その結果、Snail 発現は原発巣の進展度、組織学的異型度および
肉腫様腎細胞癌の合併の有無と相関していた。Snail 高発現例は低発現例に比べ、再発率およ
び死亡率が高い傾向がみられた。 
Snail発現と癌細胞の浸潤・転移能の関係を調べるため、腎細胞癌由来の細胞株 786-O, ACHN
における Snail発現を small interfering RNA (siRNA)を用いて抑制し、E-cadherinおよび細
胞外マトリックス分解酵素である matrix metalloproteinase (MMP)-2, MMP-9 発現を定量
PCR 法およびイムノブロット法により測定した。その結果、siRNA により Snail 発現を抑制
すると E-cadherin発現が上昇するとともに、MMP-2と MMP-9の発現が低下し、in vitroで
の癌細胞の遊走能、浸潤能が低下した。Snail は腎細胞癌の浮潤胞および進展に関連している
ことが示唆された。 
骨転移巣における微小環境 
腎細胞癌 96例を対象に原発巣の RANKL発現を調べた。RANKL陽性細胞の比率は原発巣
の進展度、遠隔転移と相関していた。骨転移巣に限らず、リンパ節、肝臓、皮下組織の転移巣
でも RANKL, RANKが高発現していた。RANKL , RANKの作用は骨転移における臓器特異
的転移に相関するというよりも臓器に関わらず転移に関わっていることが示唆された。 
腎細胞癌細胞株 Caki-1 にリコンビナント RANKL を添加して培養すると癌細胞の遊走能が
亢進し、その作用は RANKL の decoy receptor である OPG を添加することで抑制された。
RANKLと RANKは癌細胞の遊走能を亢進し、骨転移のみではなく他臓器への転移に関与して
いることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Ninety-seven primary (renal cell carcinomas) RCCs were analyzed 
for the protein expression of Snail, Slug, MMP2 and MMP9 by immunohistochemistry. 
Snail protein expression level was positively correlated with pathological tumor stage, 
histological grade and the presence of sarcomatoid carcinoma. Because Snail was positively 
associated with malignant potential of RCCs, involvement of Snail in the invasiveness of 
an RCC cell lines 786-O and ACHN were examined in the Matrigel invasion assay by 
down-regulating the gene expression with small interfering RNA(siRNA). Invasion of the 
cells through Matrigel in vitro was inhibited under this condition. Furthermore, expression 
levels of MMP2 and MMP9 were positively correlated with pathological tumor stage and 
the presence of sarcomatoid carcinoma. In conclusion, these data suggest that Snail has an 
important role in invasion and metastasis, and that silencing the gene may be a potenal 
therapeutic target in RCCs. 
 Receptor activator of NF-κB ligand (RANKL) and its receptor, receptor activator of 
NF-κB (RANK), play a key role in osteoclastogenesis RANKL protein expression level  
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showed positive correlations with the primary tumour stage and distant metastasis. 
RANKL and RANK expression was observed in metastatic RCCs in the bone and other 
organs, suggesting that they play a role in metastasis to the bone and other organs. 
Recombinant RANKL protein stimulated migration of a clear cell RCC cell line, Caki-1, 
in vitro, and this enhanced migration was inhibited by the administration of 
recombinant OPG protein. These data suggest that the RANKL-RANK-OPG system is 
involved not only in the bone metastasis of RCCs but also in metastasis to other organs 
through the stimulation of cancer cell migration. 
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研究分野：医歯薬学 
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１．研究開始当初の背景 
何故、転移・浸潤性の進行癌は難治なのか？
この疑問に対し、我々は、腎細胞癌における
肺・骨という好発転移部位の存在、転移部位
による治療への反応性の違いに着目し、微小
環境を考慮して転移・浸潤のメカニズムを明
らかにしようとした。好発転移部位の存在は、
癌の進展に有利な微小環境が、癌種によって
異なることを示唆し、転移部位による抗がん
剤治療の反応性の差は、それぞれの微小環境
での癌の増殖制御の違いや、癌の細胞生物学
的な不均一性（heterogeneity）やがん幹細胞
の性質を示唆している。しかし、腎細胞癌の
原発巣や転移巣における微小環境に着目し
た浸潤・転移機構についての報告はなかった。 
 
２．研究の目的 
(1) 微小環境でのがんの浸潤性と形態変化 
腎細胞癌は主に淡明型細胞癌、乳頭型細胞癌、
嫌色素型細胞癌の３つの組織型が存在する。
発がんの分子機構は異なっているものの、ひ
とつの特徴がある。それは、悪性度の強い亜
型として各々に肉腫様変化 (sarcomatoid 
variant)が存在することである。この亜型は
浸潤性が強く、予後不良である。近年、上皮
— 間 葉 転 換 (epithelial-mesenchymal 
transition; EMT)が生じることががんの浸
潤・転移をきたすメカニズムであることが指
摘されている。確かに間葉系への変化をきた
した肉腫様腎癌の強い浸潤性はこの理論を
指示する。原発巣の微小環境の検索として、
腫瘍の浸潤部を詳細に観察すると、中心部が
腺がんとしての形態を維持していても腫瘍
の先進部では間葉系様細胞の部位がある症
例があることを既に確認している。EMT の

存在を各種マーカーである Snail と Slug を
指標に検討する。 
(2) 骨転移巣における微小環境 
骨転移巣の微小環境は、骨芽細胞、破骨細胞、
免疫担当細胞が構成する骨・骨髄組織にがん
細胞が加わることによって、複雑な細胞間ネ
ットワークが形成されていることが特徴で
ある。増殖因子あるいはサイトカインが細胞
間の情報交換に重要な役割を果たす。この微
小環境の検索には骨転移巣の切除標本が必
要である。整形外科との連携により豊富な切
除検体を使用し、微小環境における破骨細胞
の活性化の機序を RANK, RANKL, OPGを
中心に検索する。 
 
３．研究の方法 
微小環境でのがんの浸潤性と形態変化 
腎細胞癌はこれまでの応募者の解析により、
様々な増殖因子やサイトカインを産生する
腫瘍であることがわかっている(Oya M et al: 
Clin. Cancer Res., 9, 1021-1027, 2003)。 
a) EMTを誘導する液性因子の同定と抑制に
よる浸潤性の抑制 
in vitro の実験として腎癌細胞株を使用して、
TGF-E, FGF, EGF, PDGF, TNF-D 等の添加
による EMTを E-カドヘリンの発現抑制、ビ
メンチンの発現亢進を指標に検索する。 
b) EMTの誘導に関する転写因子の腎細胞癌
組織における発現 
Snail, TWIST, Slug, ZEB1, ZEB2等EMTに
関与する転写因子の解析を腎細胞癌組織を
用いて、免疫組織化学的に検索する。発現と
病理学的パラメータ、つまり腫瘍の病期と悪
性度、浸潤性、血管浸潤、リンパ管浸潤との
相関を検索する。さらに、肺、骨等の転移巣



での発現を検討し、臓器特異的転移との関連
も合わせて検討する。 
骨転移巣における微小環境 
a)骨転移巣における破骨細胞活性化因子の検
討 
骨転移巣での RANKLの発現を検討し、原発
巣との比較を行う。RANKLを発現している
クローンが骨転移を形成することができた
かどうか、つまり、臓器特異的転移のメカニ
ズムかどうかを検討する。 
b) RANKL の強制発現による浸潤性増強の
検討 
RANKLをクローニングし、腎細胞癌に発現
するクローンを作成し、マトリジェルを用い
た浸潤性試験(invasion assay)を行い、浸潤性
の増加が生じるかどうかを検討する。 
 
４．研究成果 
微小環境での癌の浸潤性と形態変化 
腎細胞癌の病理組織では腫瘍の浸潤部に紡
錘形の脱分化を示唆する細胞隗が存在する
ことを我々は発見した。このことは腎細胞癌
進 展 に お い て 上 皮 — 間 葉 転 換
（epithelial-mesenchymal transition：EMT）
が生じていることを示唆する。Snailは細胞
接着因子である E-cadherin発現を抑制し、
細胞外マトリックス分解酵素である matrix 
metalloproteinase (MMP)発現を誘導するEMT
に関与する転写因子である。本研究では腎細
胞癌におけるSnailの発現を検討し、臨床病
理学的因子や予後との相関を検討し、さらに
siRNAを用いてin vitroにおけるSnailの機
能解析を行った。原発性腎細胞癌97例(淡明
細胞癌83例、乳頭癌10例、嫌色素細胞癌4
例)を対象にSnailとE-cadherin発現を免疫
組織学的に検討した。腎細胞癌由来の細胞株
786-Oを使用し、Snail発現を siRNAによっ
て抑制し、E-cadherinとMMP発現の変化を定
量PCRによって測定するとともに、マトリゲ
ル法を用いて浸潤能を測定した。SnailはG3
の淡明細胞癌において高発現しており、G1あ
るいは G2の淡明細胞癌, 乳頭癌、嫌色素性
細胞癌では発現が低かった。E-cadherin発現
は嫌色素細胞癌において高く、他の組織型で
は低かった。Snail高発現・E-cadherin低発
現例は再発率が高く、予後不良であった。
Snail発現を抑制すると、E-cadherin発現の
上昇と MMP9発現抑制を認め、マトリゲル上
での浸潤能が低下した。SnailはE-cadherin
発現を抑制することによって細胞接着を低
下させ、さらにMMP発現を誘導し細胞外マト
リックスの分解を促進することによって癌
細胞の浸潤能を亢進することが示唆された。 
 
骨転移巣における微小環境 
腎細胞癌の浸潤・転移に関わる微小環境の
研究を骨転移巣を中心に解析した。破骨細胞

誘導因子 RANKLおよびその受容体 RANKは骨
破壊に重要な働きをしている。高頻度に骨転
移を来たす腎細胞癌における RANKLと RANK
の発現を免疫組織学的に調べ臨床病理学的
因子、骨転移や予後との相関を検討するとと
もに、その分子機構を解析した。 
腎細胞癌は大きく３つの組織型に分類され
る。すなわち、淡明細胞癌、乳頭状細胞癌、
嫌色素性細胞癌である。腎細胞癌 96例を対
象にRANKL発現を調べたところ、乳頭状細胞
癌、嫌色素性細胞癌ではRANKL蛋白発現が低
く、淡明細胞癌においてRANKLが高発現して
いることが確認された。RANKL陽性細胞の比
率は原発巣の進展度、遠隔転移と相関してい
た。骨転移巣に限らず、リンパ節、肝臓、皮
下組織の転移巣でもRANKL, RANKが高発現し
ていた。RANKL , RANKの作用は骨転移におけ
る臓器特異的転移に相関するというよりも
臓器に関わらず転移に関わっていることが
示唆された。 
In vitroの実験では、淡明細胞癌由来の腎細
胞癌細胞株 Caki-1にリコンビナント RANKL
を添加して培養すると癌細胞の遊走能が亢
進し、その作用は RANKLの decoy receptor
であるOPGを添加することで抑制された。ま
た、統計学的に RANKL, RANK発現が亢進し、
OPG発現が低い例では高頻度に骨および他臓
器転移を来たし、予後不良であることが分か
った。 
以上の結果より、RANKLとRANKは癌細胞の遊
走能を亢進し、骨転移のみではなく他臓器へ
の転移に関与していることが示唆された。破
骨細胞が存在しない、骨以外の臓器での
RANKLとRANKの役割は不明であり、増殖に関
連するのか、それともさらなる他臓器への転
移に関連するのか今後の検討課題と考えら
れた。 
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