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研究成果の概要（和文）：腎細胞癌のバイオマーカーとして脳型脂肪酸結合蛋白質（B-FABP）
を同定後、早期診断キット開発の第１段階としてB-FABPに対する特異性の高い抗体を作成し、

尿を用いてB-FABPの発現を検討した。次いで、B-FABPの機能解析のため行ったプロモータ

ー解析で、B-FABPの発現にBrn-2、NF1、YY1の関与が示唆された。癌の基本環境である低酸

素状態でのB-FABPの機能解明のため、現在メタボローム解析を行っている。この解析結果か

ら、さらなる発展が期待される。 
研究成果の概要（英文）：We identified brain-type fatty acid binding protein(B-FABP) as a 
specific biomarker. First of all, we have made up anti-B-FABP antibody, we also determined 
the expression of B-FABP in the urine. Promoter analysis revealed that Brn-2, NF1 and 
YY1 affect on the expression of B-FABP. Function determination of B-FABP by metabolome 
analysis in tumor microenvironment should be lead to the development of tumor biology. 
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１．研究開始当初の背景  

２．研究の目的  腎癌には未だ特異的なバイオマーカーは
存在しないとされているが、我々がこれまで
に同定した B-FABP は、腎の正常組織での
発現が認められないことからは特異性が
高く、非常に有望なマーカーなり得ると考え
られ、診断や治療標的として期待されている。
一方、癌の基本環境は低酸素状態であり、低
酸素バイオオロジーによる生体に近い環境
下でのアプローチが行われつつある。 

 我々はこれまで腎癌における早期診断お
よび分子標的治療の可能性を追究する目的
で、3 つのマーカー候補遺伝子（S100A10、
AnnexinII、B-FABP）の有効性について検討
してきた（Tertani T,  Teratani T, Takayama  
T, Ozono S et al:Urology. 2007 
Feb;69(2):236-40, Domoto T, Teratani T, 
Takayama  T, Ozono S et al: Cancer Sci. 



98(1):77-82、2006）。いずれも腫瘍部位で
mRNA および蛋白質の過剰発現が確認され、と
くに近位尿細管由来と考えられる腎癌組織
では、S100A10 と AnnexinII がテトラマーを
形成し、細胞膜表面上で発現していることを
見出した。さらに S100A10 は分泌型蛋白質で
あり、腎癌担癌状態（術前）の血清や尿で認
められ、一方、腎摘除術後では検出されなか
ったことから腫瘍マーカーとしての有望で
あると考えられる。B-FABP は腎の正常組織で
の発現が認められないことから、腎癌の腫瘍
マーカーとして特異性が高い。我々は腎摘除
術前の尿中B-FABP mRNA は術後に消失するこ
とを確認した。そこで、S100A10 と共に最も
低侵襲なスポット尿からのスクリーニング
法を開発し、腎癌検出に対する信頼性を高め
る。 
 癌の基本環境は低酸素状態であり、細胞の
低酸素ストレス応答反応として、解糖系の活
性化や血管新生の誘導がおこることが知ら
れている。癌細胞も他の細胞と同様に酸素や
栄養分は必要であるが、異常な増殖により血
管が破壊され孤立した癌細胞は十分に酸素
も栄養分も届かないにも関わらず生存して
いる。そして、同じ癌組織中に低酸素下でも
活動を維持するための経路と活動レベルを
下げて潜在型となり生存するための経路が
別々に存在していると考えられている。そこ
で、腎癌における B-FABP の発現が脂肪酸か
らの β 酸化のよるエネルギー産生へ関与し
ているのか、また、固形腫瘍における酸素分
布は血管近傍では高く、血管から離れるにつ
れて低くなるが、どの領域で B-FABP が発現
しているのか、低酸素状態で誘導される転写
因子が B-FABP 発現にどのように関与してい
るかを検討し、腎癌の分子標的となり得るか
どうかについて検討する。 
 
３．研究の方法 
  S100A10およびB-FABPに対するモノクロ
ーナル抗体を作製し、金コロイド標識抗体を
用いたイムノクロマト法を開発する。腎癌に
おける B-FABP 発現の意義を、エネルギー産
生の観点から検証するために、腫瘍組織にお
ける発現部位を免疫染色で特定し、実際に正
常腎細胞株に B-FABP を過剰発現させ、ATP が
どの程度産生され、それが低酸素環境下でど
の程度影響を受けるか、また同様に B-FABP
を siRNA で発現低下させた場合の ATP 産生の
変化について in vitro で検討する。さらに、
低酸素下で誘導される HIF 等の転写因子が
B-FABP の発現に影響するかを、ゲルシフトア
ッセイや B-FABP プロモーターとの共沈など
で明らかにする。 
 また、これまで研究してきた S100 蛋白フ
ァミリーの中で、癌の浸潤や転移に関与して
いる可能性の高い S100A4 の発現を、臨床検

体で観察し、S100A4 の細胞内局在と癌の悪性
度や予後との関係を明らかにする。 
 
４．研究成果 
 これまでに腎細胞癌のバイオマーカー
として脳型脂肪酸結合蛋白質（B-FABP）
を同定し、その有用性についていくつか
の学会で報告した。最も低侵襲な尿によ
る早期診断キット開発の第一段階とし
て、モノクローナル抗体を作成するため
S100A1, S100A5, S100A10、B-FABP 遺伝子
を大腸菌の発現ベクターに導入し、形質転換
した大腸菌より発現クローン株を選抜し、組
み換え蛋白質を His-Tag カラムで精製した。
また、並行して B-FABP に対するかなり特
異性の高いポリクローナル抗体を作成
した。これらを用いて尿からの B-FABP
の発現を検討した。 
 次いで、B-FABP 蛋白質の機能を解明する
ため、プロモーター解析を行った。開始コド
ンより-1000bp の核酸をルシフェラーゼ発現
ベクターにサブクローニングした。プロモー
ターアッセイにより B-FABP の発現に
Brn2/Oct-6、NF1、YY1 の関与が示唆された（論
文投稿中）。 
 また、癌の基本環境は低酸素状態であり、
細胞の低酸素ストレス応答反応として、解糖
系の活性化や血管新生の誘導がおこる。腎癌
における B-FABP の発現がこの点にどのよう
に関与しているかを検討するために、腎癌の
いくつかの cell line で低酸素培養を行
った。HIF2αの発現がほとんどの cell line
で認められた。S100A10 プロモーターの解析
を含めたさらなる解析が必要である。さらに
メタボローム解析も開始した。 
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