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研究成果の概要（和文）：疾患プロテオミクス情報に基づいて、腎臓がんに高発現している新規

タンパク質の機能を検討したが、大きな役割を果たしていないことが示唆された。PPARγ 刺激

薬トログリタゾンの作用を検討したところ、トログリタゾンは PPARγ 非依存的に抗腫瘍効果

を示し、MAPK p38 経路が重要であることを明らかにした。さらに内因性 PPARγ 刺激物質の

15-deoxy-Δ12,14-prostaglandin J2も PPARγ 非依存的に抗腫瘍効果を示すことを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：The novel proteins, showing highly expressed in renal cell 
carcinoma were selected based on proteomics, and their functions were investigated in 
renal carcinoma cell lines.   The results suggested they did not play a role in proliferate.   
Next, the effects of troglitazone, a PPARγ agonist, on renal carcinoma cell lines were 
examined, and it was revealed that the anti-tumor effects was independent of PPARγ and 
MAPK p38 pathway played an important role.   In addition, 15-deoxy-Δ12,14-prostaglandin 
J2 exhibited anti-tumor effects on renal carcinoma cell lines independently of the PPARγ 
pathway. 
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１．研究開始当初の背景 
腎臓がんは他のがんに比べ、細胞毒性に基

づく従来の化学療法剤や放射線療法の奏功
率が極めて低く、遠隔転移の認められる腎臓
がんでは、生存期間の中央値は数カ月から 1
年程度、5 年生存率は 10%未満であり、有効
な化学療法開発が期待されていた。種々の血
管内皮細胞増殖因子（Vascular Endothelial 

Growth Factor; VEGF）に対するヒト化モノク
ローナル抗体 bevacizumab、マルチキナーゼ
阻害剤 sorafenib など、いわゆる分子標的薬が
進行性転移腎臓がん患者において有意な生
存期間の延長を示しているが、十分とは言え
ない。したがって、新しい創薬ターゲットに
基づく新規抗がん剤が期待されていた。 

これまで、我々は腎臓がんの新規診断マー
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カー、創薬ターゲットの探索を目指し、疾患
プロテオミクスを行い、新規に腎臓がんで高
発現しているタンパクを見出した。そこで、
本研究では、新規に同定したタンパクが新規
創薬ターゲットになり得るか否かについて
検討を行うこととした。 

 
２．研究の目的 
（１）新規タンパクの腎臓がん細胞における
役割の検討 

プロテオミクス情報により、新規に見出し
た数種のタンパクが、創薬ターゲットになり
得るかについて検討を行う。すなわち、腎臓
がん細胞株において、タンパクを RNA 干渉
法によりノックダウンさせ、その細胞増殖や
アポトーシスに関連する遺伝子の発現量等
を検討し、その増殖に及ぼす役割について明
らかにすることを目指した。 

 
（２）PPARγ 刺激薬 troglitazone の抗腫瘍
効果の検討 

プロテオミクス情報に基づいて選択した
タンパクが大きな役割を果たしていないこ
とを明らかにしたので、他の創薬ターゲット
の探索を目指した。すなわち、種々のがん細
胞において抗腫瘍効果が認められている
PPARγ 刺激薬 troglitazone の腎細胞株に対
する影響およびその作用機序について詳細
に検討することにより、がん細胞の増殖シグ
ナルあるいはアポトーシスに重要な因子を
探索し、創薬ターゲットとしての基礎的情報
を得ることを目的とした。 

 
（３）PPARγ 刺激物質
15-deoxy-Δ12,14-prostaglandin J2
（15d-PGJ2）抗腫瘍効果の検討 

さらに、内因性 PPARγ 刺激物質が
troglitazone と同様の抗腫瘍効果を示すか、
あるいは示すとすれば作用機序については
同様なのかどうかについて明らかにするこ
とにより、さらなる創薬ターゲットの探索を
目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）新規タンパクの腎臓がん細胞における
役割の検討 

プロテオミクス情報により、新規に見出し
た数種のタンパクに対する siRNA を設計し
た。Lipofectamine RNAiMAX（Life 
Technologies 社）により、3 種のヒト腎臓が
ん細胞株 786-O、Caki-2、および ACHN 細
胞に transfection した。TaqMan MGB Probe
法により、特異的 mRNA 量を定量すること
により、ノックダウンを確認した。特異的
siRNA あるいはコントロール RNA を導入し
た細胞の増殖は、Cell Quanti-Blue 蛍光試薬
を用いて、生存細胞数を測定することにより

比較した。 
 

（２）PPARγ 刺激薬 troglitazone の抗腫瘍
効果の検討 

PPARγ 刺激薬 troglitazone の影響は、
786-O、Caki-2 および ACHN 細胞を用いて
検討した。細胞の生存率には、Cell 
Quanti-Blue 蛍光試薬を用いた。核形態は、
Hoechst 33342 による染色後、蛍光顕微鏡で
観察し、caspase-3 活性は定法に従い測定し
た。さらに、troglitazone 抗腫瘍効果の作用
機序を詳細に検討する目的で、PPARγ 阻害
薬 GW9662、p38 阻害剤 SB202190 等の
troglitazone の抗腫瘍効果に及ぼす影響を検
討した。 

 
（３）PPARγ 刺激物質
15-deoxy-Δ12,14-prostaglandin J2
（15d-PGJ2）抗腫瘍効果の検討 

15d-PGJ2の影響は、troglitazone と同様に
3 種の腎臓がん細胞株を用いて検討した。 

 
４．研究成果 
（１）新規タンパクの腎臓がん細胞における
役割の検討 

数種のタンパクについて、設計した siRNA
を transfection することにより、有意な mRNA
量の低下が認められ、ノックダウンすること
ができた。しかし、ノックダウンした細胞で
は、細胞増殖に全く変化が認められなかった。
したがって、今回選択した新規タンパクは、
腎臓がん細胞の増殖に大きな影響を与えな
いことが示唆された。 
 
（２）PPARγ 刺激薬 troglitazone の抗腫瘍
効果の検討 

3 種のヒト腎臓がん細胞株 786-O、Caki-2
および ACHN 細胞に対し、troglitazone は濃
度依存的に増殖抑制効果を示し、それぞれ
50%増殖阻害濃度（IC50 値）は、18.0、23.1
および 39.3 μM であった（Fig. 1）。また、ク
ロマチンの凝集の認められる細胞が増加し、
caspase-3 活 性が 上昇 した こと から 、
troglitazone は caspase を介したアポトーシ
スを引き起こすことが示唆された（Fig. 2）。
しかし、PPARγ 阻害剤である GW9662 存在
下でも troglitazone の効果は影響を受けなか
ったことから、この効果は PPARγ 非依存的
であることが示唆された（Fig. 3A）。さらに、
p38 MAPK 阻害剤である SB202190 で細胞
生存率は回復したことから、troglitazone の
抗腫瘍効果に p38 MAPK 経路が重要である
ことが示唆された（Fig. 3B）。 

以上のことから、p38 MAPK 経路は腎臓が
んの創薬ターゲットになり得る可能性が示
された。 
 



 

 

 
（３）PPARγ 刺激物質
15-deoxy-Δ12,14-prostaglandin J2
（15d-PGJ2）抗腫瘍効果の検討 

15d-PGJ2 は troglitazone と同様、濃度依
存的に抗腫瘍効果を示し、さらには PPARγ
非依存的であった（Figs. 4, 5）。また、クロ
マチンの凝集や Caspase-3 活性の上昇が認
められたことから、アポトーシスによるもの
であることが示唆された。さらに、Caki-2 細
胞においては、JNK 阻害剤により生存率が回
復したこと、リン酸化 JNK の上昇が認めら
れたことから、JNK 経路が重要であることが
示唆された。一方、786-O 細胞においては、
リン酸化 Akt の発現量が低下したことから、
Akt 経路が重要であることが示唆された。こ
れらの結果より、15d-PGJ2 は新規の腎臓が
ん細胞治療へ応用できる可能性が示された。 
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Fig. 1 Effects of troglitazone on proliferations of 786-O (A), Caki-2 (B) and ACHN (C) cells. 

 
Fig. 2 Effects of troglitazone on chromatin condensations (A), and caspase-3 activities (B). 

 

Fig. 4 Effects of 15d-PGJ2 on proliferations of 786-O (A), Caki-2 (B) and ACHN (C) cells. 

 
Fig. 5 Effects of GW9662 15d-PGJ2 on induced cell death. 
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