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研究成果の概要（和文）：ラミニンα1 がヒト腎細胞癌において、新規の腫瘍マーカーならびに

標的分子となりうるかを検討した。ラミニンα1 高発現腎細胞癌において、インテグリンα4

が同様に高発現していた。抗ラミニンα1抗体もしくは shRNA により、ラミニンα1高発現腎細

胞癌の腫瘍増殖抑制を認めた。しかし、血清中もしくは尿中のラミニンα1 の安定した検出は

できなかった。ラミニンα1 は腎細胞癌における新規標的分子となりうる。 

 

研究成果の概要（英文）： We have demonstrated that the missense mutation of von 

Hippel-Lindau tumor suppresser gene affected highly expression of lamininα1 leading to 

increase tumorigenisity in human renal cell carcinoma (RCC). We investigated function 

of lamininα1 and determined whether lamininα1 would be novel tumor maker and target 

molecule in human RCC. Highly expression of integrinα4 was identified in the human RCC 

cell expressing lamininα 1. The therapy with anti- lamininα 1 antibody and shRNA 

suppressed tumor growth of the RCC cell expressing lamininα1. However, lamininα1 was 

not stably detected in the serum or the urine of mice bearing human RCC. In conclusions, 

lamininα1 is novel target molecule in human RCC. Lamininα1 may affect tumorigenisity 

via integrinα4. 
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１．研究開始当初の背景 
ラミニンは細胞接着だけでなく運動や増

殖にも関係し、悪性腫瘍の浸潤や転移におい
ても重要と考えられている。ラミニンはα、

β、γのサブユニットから構成される 3量体
であり、α1 サブユニットを含むα1β1γ1
のラミニン-1 とα1β2γ1 のラミニン-2 は、
発生と分化に関係し、胎児組織でのみ発現す
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るとされている。 
これまでに我々は、腎淡明細胞癌における

von Hippel-Lindau癌抑制遺伝子（VHL遺伝子）
変異の違いが、複数の遺伝子発現様式に作用
し（参考文献 1）、動物実験モデルで腫瘍形
成能に影響することを確認した。Table 1に、
腎淡明細胞癌 786-O細胞をもとに野生型VHL
遺伝子を導入した 786-O-WT細胞、Elongin結
合部位の変異のみをもつ 786-O-mutant 167
細胞の各臓器での同所移植による腫瘍形成
能を示す。 
肺臓以外のいずれの臓器においても

786-O-mutant 167細胞が、786-O細胞より腫
瘍形成能が高かった。また、野生型 786-O-WT
細胞は腫瘍形成能を示さなかった。このこと
より、VHL遺伝子変化が腫瘍形成能に影響を
与えることが示唆される。 
Figure 1に 786-O細胞と 786-O-mutant 167

細胞の細胞外マトリックスと接着因子関連
遺伝子群の発現比較を示す。 

 
Figure 1. Comparisons of extracellular 
matrix and adhesion molecule-related gene 
expression of 786-O-mutant 167 cells 
versus 786-O cells. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
矢印のラミニンα1 を含めた 3 つの遺伝子発
現に有意差が見られた。これら遺伝子群は、
腫瘍形成能の差に直接関連している可能性
がある。 
 
Figure 2. Laminin α1 protein expression 
in the kidney tumor of 786-O and 
786-O-mutant 167 cells 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

また、ラミニンα1 たんぱく発現は腫瘍形
成能の高い 786-O-mutant 167 腫瘍組織で有
意に高かった（Figure 2）。 
 

以上の結果から、腎細胞癌においてラミニ
ンα1 はVHL遺伝子と関連し、腫瘍形成能を高
めることが示唆された。ラミニンは分泌たん
ぱく質であり、血中やフラグメント化したも
のが尿中で検出される。よって、ラミニンα
1 は新規癌胎児性抗原として血中および尿中
腫瘍マーカーとなりうる｡近年、腎細胞癌に
おいても抗VEGF受容体を中心とした有効な
分子標的治療薬が開発されつつある（参考文
献 2）。ラミニンα1 の腫瘍形成における機
能解析が進めば、分子標的治療の新たな対象
因子となる。 
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２．研究の目的 
(1)腎細胞癌におけるラミニンα1 の機能解

析 
(2)腎細胞癌に対する抗ラミニンα1 療法の

確立 
(3)腎細胞癌における新規腫瘍マーカーとし

てのラミニンα1の確立 
以上 3つを本研究の目的とした。 



 

 

 
３．研究の方法 
(1)ラミニンα1 の結合蛋白を中心とした、相
互関連因子の解析 
ラミニンα1 発現強度により増減する因子

の解析を PCR array や免疫染色にて解析する。 
 
(2)抗ラミニンα1 抗体およびラミニンα
1sort hairpinRNAによるラミニンα1のノッ
クダウンによる腫瘍増殖抑制効果の解析 
抗ラミニンα1 IgG 抗体もしくは shRNA の

添加による細胞増殖抑制効果を MTTアッセイ
を用いて解析する。 
 
(3)血中および尿中ラミニンα1 の検出 

担癌マウスの血中より血清を分離し、抗ラ
ミニンα1 抗体を用いてウエスタンブロット
にて解析した。 
 
 
４．研究成果 
(1)ラミニンα1 高発現腎細胞癌株において、
結合蛋白質であるインテグリンのサブタイ
プ、α4 の発現亢進が認められた。インテグ
リンはラミニンに対する既知の受容体であ
るが、α4 はラミニンα1 との直接の結合は
報告されていない。 
 
(2) 0.0065から 1μg/ml濃度の抗ラミニンα
1gG抗体を添加し、72時間後に MTT アッセイ
を行った。対象群を 100%とし各々の濃度での
細胞増殖活性を%にて計測した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ラミニンα1 高発現腎細胞癌において、抗

ラミニンα1 抗体により細胞増殖抑制効果が
濃度依存性に認められた。 

  また、shRNA のトランスフェクションにより、
著名な細胞死が認められた。このことより、
抗ラミニンα1 療法は、ラミニンα1 高発現
腎細胞癌に対して、直接効果があり、標的分
子となりえると考えられた。 
 
(3)ラミニンα1 高発現腎細胞癌株を同所移
植したヌードマウスの血液を採取し、血漿を
分離抽出した。ラミニン 1の構成成分である
抗ラミニンα1、β1、γ1 抗体を用いてウエ
スタンブロットを行った。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
抗ラミニンα1抗体 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
抗ラミニンβ1抗体 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
抗ラミニンγ1抗体 
 
血漿中ラミニンα1（PC: ポジティブコント
ロールとして A431 を用いた） 
 
いずれも非還元下での検出であり、還元下

での検出はできなかった。主に 3つのバンド
から構成されていた。 
ラミニン 1 は、通常はα1、β1、γ1 から

なる 3量体から構成されている。ウエスタン
ブロットによるラミニン-1（α1β1γ1）の
検出において、ラミニンサブユニットが単量
体、2 量体の形でも存在する可能性が示唆さ
れた。 
 

以上の結果より、一部の腎細胞癌において
ラミニンα1 が高発現し、細胞増殖能や腫瘍
形成能に関連していると考えられた。抗ラミ
ニンα1 療法が、細胞増殖能を制御したこと
から、ラミニンα1 は腎細胞癌のあらたな治
療標的分子となる可能性が示唆された。一方、
血中のラミニン 1 検出において、α1、β1、
γ1 は、3 量体だけでなく、単量体や 2 量体
で検出されたことより、各々が単量体や 2 量
体でも機能を有する可能性が示唆された。 
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