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研究成果の概要（和文）： 

腎細胞癌の原発巣と再発転移巣のパラフィン包埋組織から抽出したゲノムDNAを用いてアレイ

CGH解析を行い、両群間において異なるゲノム異常を同定した。また腎癌細胞株を用いて、プロ

モーター領域のメチル化及び遺伝子発現異常を調べた。その結果、9番染色体の欠失がみられる

症例ほど、再発転移までの期間が短いことを発見し、腎癌の再発転移に関わる遺伝子候補とし

て同領域に存在する遺伝子の中から2つを特定した。 

 

 

研究成果の概要（英文）： 

We analyzed primary and metastatic lesions of renal cell carcinoma (RCC) by array based 

comparative genomic hybridization (CGH), using genomic DNA extracted from 

formalin-fixed, paraffin-embedded tissue samples. We identified some different genomic 

aberrations between two groups. Next, we analyzed the methylation profiles of promoter 

regions, and also examined gene expression profiles. As a result of these findings, we 

found that the patients with 9p loss in primary tumors showed significantly lower 

recurrence (metastasis) free survival rate than the patients without 9p loss. Two genes 

located in 9p were identified as a candidate gene associated with recurrence and 

metastasis in RCC. 
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１．研究開始当初の背景 

腎細胞癌の予後を規定する因子として最も重

要であるのは、腫瘍の広がり(stage)であり、

特に遠隔転移は腎癌の予後を大きく左右する。

転移は30-40%にのぼり、現在では転移性腎細

胞癌の治療にはインターフェロンに加え、チ

ロシンキナーゼ阻害剤、mTOR阻害剤などの分

子標的治療薬の併用が試みられているが治療

効果は限定的である。今後腎癌により適した

分子標的治療薬の開発が望まれるが、その実

現には腎癌の転移に関わる分子の同定が不可

欠である。癌は遺伝子異常が蓄積した結果起

こる遺伝子病であると信じられており、癌の

転移にも特定の遺伝子異常の蓄積が関与する

可能性は高い。ゲノムコピー数異常に関して、

これまで我々は、腎癌原発巣の凍結手術材料

を用いてアレイCGH解析(癌細胞のゲノムのコ

ピー異常を網羅的に調べることのできるマイ

クロアレイ解析)を行い、遺伝子コピー数異常

を全染色体について網羅的に解析してきた。 

(J.Pathology,213,392-401,2007)。ゲノムコ

ピー数の異常以外に、発癌にかかわる重要な

ゲノム異常として、癌細胞におけるゲノムの

異常なメチル化による遺伝子発現異常が知ら

れている。このことから異常メチル化によっ

て不活化される腎癌の発症に関わる癌抑制遺

伝子ならびに腎癌の転移に関わる癌抑制遺伝

子の特定ができるはずである。腎癌の転移に

関しては、解析は未だ不十分であり、転移巣

におけるゲノム異常の解析は非常に少なく、

染色体CGHによる解析が散見されるのみであ

る。さらに同一症例で再発時の転移巣と原発

巣を比較解析した研究はない。また、転移に

関わるメチル化異常の網羅的解析も未だ行な

われていない。本研究により腎癌の転移に関

わる遺伝子異常を特定できれば、腎癌の新し

い治療薬の開発につながるものと期待される。 

 

２．研究の目的 

本研究では、腎癌原発巣と転移巣のゲノム

DNAを抽出して 

１） 転移巣と原発巣におけるゲノム

異常（ゲノムコピー数異常とメチル化

異常）を比較することで、どのような

ゲノム異常が転移に関わるのかを解

明する。 

２） 転移に特異的なゲノム異常を有

する腎癌細胞株を特定して、それぞれ

候補遺伝子を遺伝子導入あるいは

siRNAを用いた発現抑制実験を行い、

候補遺伝子を絞り込み、責任遺伝子を

同定する。 

本研究によって癌の転移責任遺伝子の同定

をめざし、それに基づく分子標的治療法の

開発につなげていくことを目的とする。 
 

３．研究の方法 

（１）症例の選定とゲノム DNAの抽出 
大分大学医学部付属病院泌尿器科ならびに
関連病院で治療された腎細胞癌症例のうち、
原発巣を手術的に摘出後、遠隔転移で再発し
転移組織を外科的に切除された症例を選ぶ。
次に、原発巣ならびに転移巣のパラフィン包
埋組織から厚さ 10 mで連続切片を切り出し、
トルイジンブルー染色した後、大分大学医学
部に設置されている Arcturus社製 Laser 
Captured Microdissection (LCM)を用いて癌
組織のみを切り取り、ゲノム DNAを抽出する。 
（２）アレイ CGH解析による腎癌原発巣なら
びに遠隔転移巣のゲノム異常の解析 
転移陽性症例15例の原発巣および転移巣のパ
ラフィン切片から抽出したゲノムDNAを用い
てAgilent社製の4x44K CGH Microarrayにより
アレイCGH解析を行う。数値化されたデータを
解析ソフト(Agilent社製CGH analytics, 
ver.3.5)により解析する。 
（３）症例のゲノムのメチル化の網羅的解析 
遺伝子の 5’上流の CpG アイランドのメチル
化の有無（すなわち、hypermethylationの有
無）を methylated DNA immunoprecipitation 
(MeDIP) 法で網羅的に調べる。正常組織由来
ゲノムと癌組織由来ゲノムをそれぞれ超音
波で破砕した後、抗メチル化シトシン特異的
抗体で免疫沈降して、ゲノムを蛍光標識し混
和した後、Agilent 社製の 244K Human CpG 
Island arrayと解析ソフト(Agilent社 ChIP 
アナリティクス)を用いてメチル化の認めら
れた遺伝子を抽出する。また抽出された高度
メチル化候補遺伝子について、腎癌症例のゲ
ノム DNAを bisulfite処理しメチル化特異的
PCR 法によって、正常部分と癌部のゲノムで
のメチル化の有無を確認する。 
（４）腎癌細胞株におけるにトランスクリプ
トーム解析 
腎癌細胞株におけるトランスクリプトーム解
析を行い、ゲノムコピー数異常を認めた領域に
おいて、発現上昇あるいは発現低下している遺
伝子を抽出する。 



（５）腎細胞癌の転移に関与すると考えられ
る候補遺伝子の機能解析 
抽出されてきた候補遺伝子について、候補遺
伝子cDNAを強制発現させ、その増殖能、アポ
トーシス抑制能、および細胞の浸潤能を含む
phenotypeを観察する。遺伝子発現の亢進し
ている細胞に関してはsiRNAを用いたノック
ダウンを行い、同様に遺伝子の機能解析をお
こなう。 
 
４．研究成果 

（１） 腎細胞癌症例のうち、原発巣を手

術的に摘出後、遠隔転移で再発し転移組織

を外科的に切除された症例 15例を選び、

原発巣ならびに転移巣のパラフィン包埋

組織から Laser Captured Microdissection 

(LCM)を用いて癌組織のみを切り取り、抽

出したゲノム DNAを用いてアレイ CGH解析

を行なったところ、両群間において異なる

ゲノム異常を同定した(図１)。原発巣に比

較して転移巣でゲノム異常が有意に高頻

度にみられた領域を統計学的に抽出した

ところ、9p24.1-p13.3など数か所が転移
巣有意に見出された。 

（２） 9p24.1-p13.3の欠失がみられる
症例ほど、再発（転移）までの期間が短
いことを予後調査によりあきらかにした
(図２)。 

 

（３） 腎癌細胞株を用いて、プロモータ

ー領域のメチル化を、methylated DNA 

immunoprecipitation (MeDIP) 法で網羅的

に調べた。その結果、コントロールとなる

末梢血リンパ球と異なり、腎癌に特異的に

メチル化を示す領域や遺伝子の候補を見出

した(図３)。 

 
（４） 腎癌細胞株におけるトランスク
リプトーム解析を行い、ゲノムコピー数
異常を認めた領域において、発現上昇あ
るいは発現低下している遺伝子を抽出し
た。 

（５） 特に有意差の著しかった
9p24.1-p13.3に存在する 58個の遺伝子
について、新たに 30症例の腎細胞癌の手
術標本から抽出された遺伝子の発現変化
をリアルタイム PCRで確認した。
9p24.1-p13.3の欠失が見られた症例と見
られなかった症例の 2群にわけ、リアル
タイム PCRによる遺伝子発現に有意差が
あった 2つの遺伝子を特定した。 

（６） ２つの遺伝子について、腎癌細胞
株でもその遺伝子発現が正常腎組織より
低いものを選び、レンチウイルス系により、
遺伝子導入を行った。2つのうち１つの遺
伝子では、その過剰発現により腎癌細胞株
の増殖が抑制された(図４)。しかし、アポ
トーシスや浸潤には関係しなかった。今後、
候補遺伝子の機能解析をより詳細に行う
ことで、再発（転移）に関わる遺伝子異
常の同定とそのメカニズムを解明する予
定である。 
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