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研究成果の概要（和文）：腎臓がんには、がんの発生を抑えるがん抑制遺伝子や、がん遺伝子に異常が見つかっ
ており、これらの遺伝子変化が腎臓がんを引き起こすと考えられている。しかし、これらの遺伝子変化が本当に
腎臓がんを引き起こすのか、ヒトの腎臓で確かめることは不可能である。そこで、これらの遺伝子変化を導入し
たヒトiPS細胞を作製し、それらのiPS細胞を試験管内で腎臓に分化させる事で、腎臓がんの発がんを再現する事
を目指した。がん抑制遺伝子FLCNは、腎臓の分化そのものに関与する事が明らかになった。また、FLCN欠損によ
る腎臓がんは、他の腎臓がんとは異なり、集合管の細胞由来であることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Certain tumor suppressor genes and oncogenes have been identified as causing
 renal cell carcinoma. However, it has been impossible to confirm that alterations in these genes 
cause renal cell carcinoma in the human kidney. Therefore, we aim to establish an in vitro 
carcinogenesis model by generating kidney organoids using genetically modified human iPS cells.
FLCN tumor suppressor was found to be essential for normal nephron development. In addition, we have
 figured out that FLCN deficient RCCs are originated from collecting duct cells.

研究分野：泌尿器科学

キーワード： 腎細胞癌

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトの腎臓がんで認めるがん抑制遺伝子やがん遺伝子の遺伝子変異をヒトiPS細胞に導入した。これらのiPS細胞
を培養して腎臓に分化させることで、試験管内で腎臓がんを発生させることを目指した。本研究により、腎臓が
んの原因とされていた遺伝子変異が本当にヒトの腎臓でがんを引き起こすか検証する事が可能となるとともに、
腎臓がんの発がん機構の解明や薬剤感受性試験への展開などが期待される。

※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 
免疫チェックポイント阻害剤により、進行淡明細胞型腎細胞癌の約 3 割に完全奏功が望める
時代になった。しかし、残り 7 割の予後を改善する為には、その発がん機構の解明が必要であ
る。次世代シーケンスによる大規模ゲノム変異解析から、淡明細胞型腎細胞癌(ccRCC)や非淡明
細胞型腎細胞癌(ncRCC)において、発がんに促進的に働くと考えられるドライバー遺伝子変異が
多数明らかにされており(Nature Genet. 45;2013, Nature. 499;2013, NEJM. 374;2016, Cancer Cell. 
26;2014)、大腸癌と同様に、腎細胞癌(RCC)においても多段階発癌説が当てはまると考えられる。
VHL遺伝子の機能欠損は 91%の散発性 ccRCCに認められる(Clin Cancer Res. 14;2008)。しかし遺
伝子改変マウスの解析から、Vhl の欠損のみでは RCC を発症しないことが我々により示されて
いる(Cancer Res. 63; 2003)。ccRCCでは VHL変異に加え
てクロマチン再構成複合体の因子である PBRM1や、ヒ
ストン修飾関連酵素をコードする BAP1, KDM5C, 
SETD2 などに機能欠損型の変異（ドライバー遺伝子変
異）が認められ、ccRCCの発がんに寄与していると考え
られる(図１)。近年 Vhl+Bap1又は Vhl+Pbrm1のノック
アウトマウスが RCC を発症する事が示された
(CancerDiscov. 7; 2017)。しかしこれらのドライバー遺伝
子変異がエピゲノム異常をもたらした結果、どのような
エピゲノム変化、遺伝子発現変化、細胞内シグナル変化、
代謝変化が起こり RCCを引き起こすのか、詳細な分子
機構は未解明である。遺伝性腎癌症候群の BHD症候群
で認める RCC においても、原因となる癌抑制遺伝子
FLCNの欠損のみでは RCC の発症には充分ではない事
が我々により示されている(JNCI. 100;2008)。我々は BHD 症候群関連 RCC の多段階発癌機構解
明を目指し、ドライバー遺伝子候補の遺伝子変異を見出した（Hum Mol Genet. 27;2018）。その多
くがクロマチン構造制御関連因子であり、BHD関連 RCCにおいてもエピゲノム異常がその発が
んに関与する事が強く示唆される。しかしその詳細な発がん分子機構も未解明である。ドライバ
ー遺伝子変異の獲得による段階的発癌過程をインビトロで再現する事が出来れば、“がん”とし
て既に出来上がったヒト RCCから発見されたドライバー遺伝子変異が、RCCの発がん過程に果
たす役割を解明出来る。我々の連携研究者は、ヒト iPS 細胞をネフロン前駆細胞へと分化させ、
さらに糸球体-ボウマン嚢-近位尿細管∸遠位尿細管からなるネフロン構造（腎オルガノイド）を
インビトロで誘導する革新的な系を世界で初めて確立した (Cell Stem Cell. 14;2014)。この独自の
系をさらに発展させ、ドライバー遺伝子変異の獲得により、腎臓のどの細胞にどのような異常が
蓄積することで RCCが発生するのかという問いに答える事を目指す。 
 
２．研究の目的 
以上の背景より、「RCC の多段階発がん機構を解明し、革新的な RCC 治療法確立の基盤を形
成する」ために、以下の項目を目
的として研究を進める。 
・インビトロ-ヒト RCC発がんモ
デルの構築 
ヒト iPS 細胞由来ネフロン誘導
法をインビトロ-ヒト RCC 発が
んモデルという独自の系へと発
展させる。ヒトネフロンの形成か
ら RCC 発がんの過程をインビト
ロで継時的に観察・解析する事を
目指す。 
・インビトロ-ヒト RCC発がん過
程におけるドライバー遺伝子変
異が果たす役割の解明 
癌抑制遺伝子変異に加えて、様々
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図.１ ccRCCの段階的ゲノム変異
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なドライバー遺伝子変異を導入したヒト iPS 細胞を樹立する。更に腎オルガノイドへと誘導し、
詳細な観察やオミックス解析を行い、遺伝子変異がヒト RCCの発がんに寄与する分子機構を解
明する。 
・ヒト RCC発生母地細胞の解明 
インビトロでヒトネフロンから RCCが発生する過程を詳細に観察することで、これまで未解決
であったヒト RCCの発生母地細胞を明らかにし、RCC発がん機構の更なる理解に寄与する。 
・ヒト臨床検体の遺伝子情報、病理組織像、臨床病理像との統合解析によるバイオマーカー、新
規治療標的分子の同定 
RCC 発がんモデルの解析から得られる新知見と、希少例を含む豊富な臨床症例の情報と検体で
の知見を相互にフィードバックし検証する。 
 
３．研究の方法 
上記目的の為、以下の研究を推し進め、RCC 発生母地細胞が複数の遺伝子変異を獲得するこ
とで、どのような異常が蓄積して RCCが発生するのかを解明し、革新的な RCC治療法確立の
ための基盤を形成する。 
・がん抑制遺伝子(VHL, FLCN)欠損ヒト iPS細胞株の樹立 
・がん抑制遺伝子欠損ヒト iPS細胞からの腎オルガノイド誘導とその解析 
・がん抑制遺伝子欠損ヒト iPS細胞株へのドライバー遺伝子変異の導入 
・がん抑制遺伝子+ドライバー遺伝子欠損ヒト iPS細胞からの腎オルガノイド誘導と解析 
・新知見とヒト臨床検体の遺伝子情報、病理組織像、臨床病理像との統合解析 
 
４．研究成果 
 がん抑制遺伝子 FLCN のヘテロ欠
損及びホモ欠損ヒト iPS細胞株を複数
株樹立した。FLCNホモ欠損 iPS細胞
はヘテロ欠損細胞株と比較して、形態
やネフロン前駆細胞への分化能に大
きな差異を認め無かった。一方で、ネ
フロン前駆細胞からネフロンへの分
化に関しては、FLCNホモ欠損でネフ
ロン誘導効率の低下を認めた(図 3)。
Flcn がネフロン分化に果たす役割に
関しては、ネフロン前駆細胞特異的
Flcn ノックアウトマウス(Flcnf/f, 
Cdh16-Cre)を作製して解析した。その
結果、ネフロン前駆細胞特異的 Flcnノ
ックアウトマウスでは有意にネフロ
ンの減少が認められ、iPS 細胞からの
ネフロン誘導の結果を裏付ける結果となった(図 4)。一方で FLCNホモ欠損 iPS細胞から誘導し
たネフロンは、形態学的には腫瘍の形成を認めなかった。FLCN欠損 RCC に対して、シングル
セル RNA シーケンス解析を行ったところ、集合管の intercalated cell(介在細胞)を発生母地とす
ることを強く示唆する結果が得られた(図 5)。ネフロン前駆細胞は糸球体-近位尿細管-ヘンレの
係蹄-遠位尿細管すべてに分化する。しかし intercalated cellを含む集合管はネフロン前駆細胞で
はなく、尿管芽より分化する。そこで、FLCN欠損 RCCの in vitro発がんに関しては、iPS細胞
から尿管芽へと分化させる方針に変更し、研究を継続してい
る。ccRCCに関しては、VHLをはじめとして、ドライバー遺伝
子の BAP1, PBRM1, STED2が存在する染色体 3番短腕の欠失が
小児～若年期に起こっており、ccRCC発症の最初のイベントで
あることが報告された為(Cell 2018)、染色体 3番短腕欠失をヒ
ト iPS細胞に導入する方針へと変更して研究を継続している。
また、腎細胞癌のがん抑制遺伝子のみではなく、がん遺伝子を
ドキシサイクリン依存的に発現誘導するヒト iPS細胞株を樹立
し解析を開始した。現在までにドキシサイクリン添加によりが
ん遺伝子を発現誘導したネフロンオルガノイドにおいて、腫瘍
状の組織を認めており、引き続き解析を継続している。 
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