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研究成果の概要（和文）：本研究では、miRNA-mRNA比較統合解析およびGene Ontology (GO) enrichment解析を
行い、腎ラブドイド腫瘍（RTK）の腫瘍関連遺伝子の候補を絞り込み、細胞培養系におけるその候補遺伝子の機
能を解析した。miRNA-mRNA比較統合解析およびGO enrichment解析の結果からNeuropilin 1 (NRP1)を同定し、
RTK細胞においてNRP1の発現を抑制すると、細胞浸潤能と遊走能が抑制された。
以上より、NRP1はRTKにおいてOncogeneとして浸潤や遊走を促進する可能性があり、RTKの新たな治療標的となり
うることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we performed an integrated analysis of messenger RNA (mRNA) 
and microRNA (miRNA) sequencing to detect candidate oncogenes of rhabdoid tumor of the kidney (RTK) 
and evaluated their roles in RTK in vitro. The results revealed 40 mRNAs that were highly expressed 
in RTK cells targeted by exosomal miRNAs, the expression of which was lower in RTK cells than in the
 controls. A gene ontology enrichment analysis showed that the highly expressed mRNAs were primarily
 related to cell adhesion. Of these mRNAs, we selected neuropilin 1 (NRP1) as a candidate oncogene 
because its upregulation is associated with a poor prognosis of several types of tumors. Matrigel 
invasion and wound healing assays showed that RTK cells in which NRP1 had been knocked down 
exhibited decreased invasive and migratory abilities. The present study indicated that NRP1 acts as 
an oncogene by promoting the invasion and migration of RTK cells and that it could serve as a 
therapeutic target.

研究分野： 小児がん
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腎ラブドイド腫瘍(Rhabdoid tumor of the kidney: RTK)は5年生存率が26%という非常に予後が悪い小児腎腫瘍
である。治療は手術、多剤併用化学療法、放射線療法を組み合わせて行うが、有効な治療法は確立しておらず、
新規治療法の開発が切望される。本研究結果から、NRP1はRTKにおいてOncogeneとして浸潤や遊走を促進する可
能性があり、RTKの新たな治療標的となりうることが示唆された。本研究で得られた知見に基づいて、将来的に
はNRP1を標的とした核酸医薬品の開発に発展させ、RTKの予後の改善に寄与することが期待できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 腎ラブドイド腫瘍(Rhabdoid tumor of the kidney: RTK)は 5 年生存率が 26%という非常に予
後が悪い小児腎腫瘍である 1)。治療は手術、多剤併用化学療法、放射線療法を組み合わせて行う
が、有効な治療法は確立しておらず、新規治療法の開発が切望される。 
 近年注目されている核酸医薬は、siRNA や miRNA mimic といった核酸が十～数十塩基連結
したオリゴ核酸で構成される医薬品である。mRNA や miRNA を標的とすることから、特異性
が高く副作用も少ない次世代の分子標的薬として期待されている。がんで発現異常を示す
miRNA は、それぞれ標的となるがん抑制遺伝子およびがん促進遺伝子(mRNA)の発現を抑制す
ることにより、がん促進因子およびがん抑制因子のように機能する。また miRNA の作用はがん
細胞のみにとどまらない。細胞内で生成された miRNA の一部は細胞外小胞 Exosome に内包さ
れて分泌され(Exosomal miRNA)、血管内皮細胞などのがん微小環境を構成する細胞にも影響を
及ぼし、がんの進展に寄与しうる。このようながん細胞およびがん微小環境における miRNA と
mRNA の遺伝子発現調節ネットワークが解明できれば、それを標的とする核酸医薬品が考案で
きる。 
これまでに申請者は preliminary data として、RTK 細胞を用いた miRNA-mRNA 比較統合

解析により、RTK に特異的に発現変化を起こしている miRNA と mRNA の組み合わせを同定
している。本研究ではこれらの miRNA/mRNA が RTK における核酸医薬の治療標的となりう
るかを検討する。 
 
２．研究の目的 
 RTK における腫瘍関連 miRNA およびその標的遺伝子を同定し、核酸医薬の治療標的として
の可能性を検討する。 
 
３．研究の方法 

RTK 細胞株(WT-CLS1、G401)と Control としてヒト胎生腎由来細胞株 HEK293T から
exosomal miRNA、mRNA を抽出し、次世代シークエンシングによる網羅的発現解析を行った。
その結果を用いて miRNA-mRNA 比較統合解析を行い、RTK 特異的に発現変化を起こしている
miRNAおよびその標的遺伝子を抽出した。抽出された標的遺伝子を対象にGene Ontology (GO) 
enrichment 解析を行い、RTK 細胞における発現変動遺伝子の機能的特徴を解析し、候補遺伝子
を絞り込んだ。qRT-PCR を行い各種細胞株における候補 miRNA/標的遺伝子の発現を解析した。 

siRNA を用いて候補遺伝子の発現を抑制し、RTK 細胞の生存率、浸潤能、遊走能を WST-8 
assay、Matrigel invasion assay、Wound healing assay で解析した。 
また、候補遺伝子発現抑制下で RTK 細胞において発現が変化する遺伝子を絞り込むことを目

的に、マイクロアレイを用いた網羅的発現解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) miRNA-mRNA 比較統合解析と GO enrichment 解析による候補 miRNA/標的遺伝子の同定 
  RTK 細胞で発現低下を認めた miRNA の標的遺伝子であり、かつ RTK 細胞で発現亢進を
認めた 40 個の遺伝子を同定した（表 1）。この 40 個の RTK 高発現遺伝子群を対象として
Gene Ontology (GO)解析を行い、どのような機能的特徴を有するかを解析したところ、Cell 
adhesion に関与する遺伝子が有意に濃縮されていた（表 2）。この結果から、Cell adhesion に
関与する遺伝子の発現異常が RTK 細胞の遊走や浸潤に関与している可能性が示唆された。    

これらの遺伝子のうち、
Neuropilin 1 (NRP1)はこ
れまでに悪性腫瘍との関連
が多く報告されていること
から 2-4)、RTK における腫
瘍関連遺伝子の候補として
以降の実験の解析対象とし
た 。 qRT-PCR 、 Western 
blotting を行い、Control と
比較し、RTK 細胞株におい
て NRP1 の発現が有意に高
いことを確認した。 
  また、NRP1 を標的と
する miRNA には、がん抑
制 miRNA として報告され
ている miR-320 family5-7)

が多く含まれていた（図 1）。 
 

表 1：RTK 細胞で発現低下を認めた miRNA の標的遺伝子であり、 
かつ RTK 細胞で発現亢進を認めた 40 個の遺伝子． 



 
 
 
 
 

 
(2) NRP1 発現抑制下における RTK 細胞の生存率の解析 
  siRNA を用いて NRP1 の発現抑制を行い、RTK 細胞の生存率の変化を WST-8 assay で解
析したところ、WT-CLS1、G401 ともに細胞生存率の有意な変化は認めなかった（図 2）。 

 
 
 
(3) NRP1 発現抑制下における RTK 細胞の浸潤能の解析 
  siRNA を用いて NRP1 の発現抑制を行い、RTK 細胞の浸潤能の変化を Matrigel invasion 

assay で解析したところ、WT-CLS1、G401 ともに NRP1 の発現抑制下で細胞浸潤能の有意
な低下を認めた（図 3）。 

 
 
 
(4) NRP1 発現抑制下における RTK 細胞の遊走能の解析 
  siRNA を用いて NRP1 の発現抑制を行い、RTK 細胞の遊走能の変化を Wound healing 

assay で解析したところ、WT-CLS1 においては NRP1 の発現抑制下で細胞遊走能の有意な
低下を認めた。G401 では有意な変化は認めなかったが、NRP1 の発現抑制下で細胞遊走能

表 2：miRNA-mRNA 比較統合解析で抽出された 40 個の RTK 高発現遺伝子における GO 解析． 

図 1：miRNA-mRNA 比較統合解析で抽出された， 
NRP1 を標的し，かつ低発現であった 
miR-320 family. 

図 2：細胞生存率の検討 

図 3：細胞浸潤能の検討 



の低下傾向を認めた（図 4）。 
 

 
 
(5) NRP1 を標的とし、かつ RTK 細胞株において低発現である miRNA の発現解析 
  miRNA-mRNA 比較統合解析により同定した、NRP1 を標的とし、かつ RTK 細胞株におい  

て低発現である 8 つの miRNA のうち、miR-320a、miR-320b、miR-320c について、qRT-
PCR を行い各種細胞株での発現を解析した。しかし、これらの miRNA の発現が HEK293 と
比較して RTK 細胞株で低いことを、研究期間内では確認できなかった。 

 
(6) RTK 細胞における NRP1 発現抑制下での遺伝子発現変化の検討 
  RTK 細胞において NRP1 の発現抑制により発現が変化する遺伝子を絞り込むことを目的
に、マイクロアレイを用いた網羅的発現解析を行った。結果、RTK 細胞において NRP1 の発
現抑制により発現が低下する遺伝子を 28 個、発現が上昇する遺伝子を 24 個抽出した。抽出
した遺伝子群には細胞運動に関与するものも含まれており、これらの遺伝子を対象に、NRP1
との関係性や RTK 細胞における役割について検討を継続している。 

  
(7) NRP1 以外の RTK 腫瘍関連遺伝子の探索 

miRNA-mRNA 比較統合解析により、RTK 細胞で高発現の miRNA の標的遺伝子であり、
かつ RTK 細胞株において低発現である 28 の遺伝子を抽出した。この 28 の遺伝子を対象に
GO enrichment 解析を行い、RTK 細胞における発現変動遺伝子の機能的特徴を検討したが、
有意な結果は得られなかった。 

 
(8) 考察 
 NRP1 は 1 回膜貫通型受容体蛋白の NRP1 をコードし、神経細胞や血管内皮細胞のほかに、
腫瘍細胞にも発現が認められる。NRP1 のリガンドは主に 5 つのタイプが存在する；VEGF や
TGF-β、HGF、PDGF が NRP1 と結合すると、ERK や PI3K/Akt pathway を介して細胞の増
殖や遊走を促進する他、semaphorin 3 family が NRP1 と Plexin に作用し、細胞増殖や遊走、
血管新生を抑制することなどが報告されている 8)。NRP1 は神経系の発達や免疫機能の他、血管
新生や腫瘍進展に重要な役割を担っている 8-11)。胃癌や肝細胞癌、骨肉腫など様々な癌腫で高発
現しており、NRP1 の高発現は予後不良や転移を示唆する報告が認められる 2-4)。 
 腫瘍進展における NRP1 の重要な役割として、上皮間葉転換（epithelial-mesenchymal 
transition: EMT）の促進がある。EMT は悪性腫瘍上皮細胞が浸潤・遊走能を獲得する生物学的
プロセスである 12)。本研究結果から、RTK における NRP1 の高発現が EMT を誘導することで
細胞浸潤・遊走を促進し、高頻度の転移や予後不良に関与する可能性が示唆された。 
 本研究の Limitation として、①miRNA の発現を qRT-PCR で validation できていない、②
miRNA と NRP1 の相互作用について解明できていない、③NRP1 発現抑制下での浸潤や遊走
に関わる下流シグナル分子の解析がなされていないことが挙げられ、さらに、④生体内での
NRP1 発現抑制による抗腫瘍効果を検討することで、将来的な核酸医薬の治療標的としての臨
床的有用性を評価する必要がある。 
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