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研究成果の概要（和文）：本研究では腎癌に対する免疫療法の一つとして位置づけられているイ

ンターフェロン療法に対する抵抗性をきたすメカニズムについて解析した。腎細胞癌株 786-O、

ACHN、Caki2 等を用いたインターフェロン投与時の miRNA および mRNA 発現解析から、

IFN 耐性株の 786-O において、miRNA の一種 hsa-miR-93 と SOCS3-mRNA が強発現してい

ることが判明した。それぞれを miRNA inhibitor や siRNA で knock out した状態でインター

フェロン感受性を解析したところ SOCS3 を抑制した場合のほうが hsa-miR-93 を抑制した場

合より感受性が有意に回復した。SOCS3 抑制には IL-6 受容体抗体の効率がよく、将来臨床応

用も可能であると考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）：Interferon (IFN)-α is one of the most commonly used agents in 

immunotherapy for patients with advanced-stage renal cell carcinoma.  However, because 

of the drug resistance to IFN-α, its benefits are limited. In this study, we evaluated the 

expression of hsa-miR-93 or SOCS3-mRNA in renal cell carcinoma cells which resists to 

IFN treatment.  Among the renal cell carcinoma cell lines which we used in this study, 

786-O cells showed resistance to IFN treatment. The expression of both hsa-miR-93 and 

SOCS3-mRNA was significantly higher compared with other cell lines. Suppression of 

hsa-miR-93 or SOCS3-mRNA induced sensitivity to IFN in 786-O cells.  Especially, down 

regulation of SOCS3-mRNA enhanced STAT1 activation and anti-tumor activity of IFN, 

both in vitro and in vivo, in a human IFN- resistant RCC cell line 786-O. Because IL-6 

receptor antibody blocked SOCS3 efficiently, combination therapy using an antihuman 

IL-6R antibody with IFN-α may represent a novel therapeutic approach for the treatment 

of renal cell carcinoma.  
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１．研究開始当初の背景 

 Micro RNA(miRNA)は 18～25 塩基からな
る低分子 noncoding RNA であり、通常標的
とする mRNA の 3’UTR に結合し遺伝子の転
写後制御に関わっている。MiRNA は細胞の
発達や分化、増殖など様々な機能に関与する
とが考えられており、これまでヒトにおいて
は約 500 種同定されている。MiRNA の機能
として最も研究されているのが癌との関係
で、癌の血管新生と miR 17-19 との関連や前
立腺癌と miR-15a-miR-16-1 との関連などが
近年報告されている。しかしその機能が解明
されている miRNA はこれまでのところ限ら
れている。 我々はこれまで免疫感染分野で
の研究の過程で IFN シグナルにおいて
suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3)

の発現が重要な役割を示していることを解
明した。泌尿器科領域への応用では、IFN 療
法抵抗性の腎癌細胞を IFN で刺激した後
SOCS3―mRNA の発現が IFN 感受性の癌細
胞より有意に強く、siRNA にて SOCS3 を抑
制すると IFN 感受性が回復することを明ら
かにした。また、ヌードマウスを用いた in 
vivo の実験系では IFN 耐性の腎癌細胞は
SOCS3に対する siRNA 局所投与を併用する
ことによって皮下に形成した腫瘍の縮小と、
免疫組織学的に腫瘍細胞の細胞死が観察さ
れた。これらの結果から腎癌においても IFN

下流のシグナルには SOCS3 が重要な役割を
担っていることが明らかとなった。この研究
過程において IFNは腎癌細胞に apoptosisを
誘導する事が示されたが、この癌細胞におい
て apoptosis 誘導に重要な役割を担っている
可 能 性 が あ る の が TNF-related 

apoptosis-inducing ligand (TRAIL)である。
TRAILは NK 細胞に発現する TNFファミリ
ーの一つで受容体に作用するとカスパーゼ 1

および 8,次いでカスパーゼ 3を活性化して腫
瘍細胞に apoptosis を起こす。我々はこれま
でこの TRAIL 受容体が miRNA の一種によ
って発現がコントロールされている可能性
も指摘してきた 
 
 
２．研究の目的 

腎癌細胞における IFN 感受性解明するため
の手段として腎癌細胞における miRNA 発現
を microRNA Array によって解析し、IFN 感
受性に関連する miRNA を同定し、そのター
ゲット遺伝子を miRANDA により解析し、
miRNA 発現と IFN 感受性の関連を解明する。 

 

 

３．研究の方法 

腎癌細胞における miRNA 発現を microRNA 
Array によって解析し、発現が亢進している、

もしくは低下している miRNA を同定する。同
定された miRNAのターゲット遺伝子はスロー
ンケタリング記念癌センター開発の
「miRNANDA」を用いて標的遺伝子を予測する。
予測されたターゲット遺伝子の中で腎癌の
IFN 感受性に影響を与えると思われる遺伝子
の発現量の変化と miRNA発現の変化との相関
を解析する。 
 
腎癌細胞における miRNA 発現は miRNA 

precursor にて発現亢進を、miRNA inhibitor

を用いて発現抑制を誘導する。ターゲット遺
伝子の発現解析は real time PCR とウエスタ
ンブロット法により mRNA と蛋白レベルで
の発現量の変化を解析する。 

また、腎癌細胞における表現形の変化はイン
ターフェロインを加えたときの腎癌細胞の
増殖能の変化として MTT アッセイで解析す
る。 

 

また腎癌ヌードマウス皮下移植モデルを作
成し、ターゲット遺伝子を knock down した
ときのインターフェロン感受性の変化を腫
瘍増殖曲線や、摘出標本の病理学的検査から
解析する。 

 

 

４．研究成果 

腎癌細胞における miRNA 発現を microRNA 

Array によって解析したところ、腎癌細胞に
IFN と加えた場合には 4種類の miRNA が投

与前に比較して有意に発現が上昇している
ことが判明した。それらの予想ターゲット遺
伝子を検索したところ、hsa-miR-93 のター
ゲットに TNFSR10A があることが判明した。
これは TRAIL 受容体のひとつ DR４であり、
これが抑制された場合、TRAIL 感受性が低下
すること、つまり IFN 感受性が低下すること
が予想された。 

 
また、腎癌細胞株 ACHN、786-O において細
胞中の hsa-miR-93 発現量、IFN 投与後の
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4W

8W

hsa-miR-93発現量とTRAIL-R1 mRNAの発
現量を Real Time PCR にて比較定量解析し
た。その結果、ACHN に比較して 786-O は
IFN 投与後の hsa-miR-93 発現が有意に高値
であることが確認できた。 

 

さらに、has-mir-93 は STAT3 もターゲット
遺伝子の検索から STAT3 もターゲットとす
る可能性も判明した。この STAT3 は癌細胞
を増殖させる分子だが、SOCS3 によって抑
制される事 が判っている。つまり腎癌の細
胞増殖およびNK細胞からの免疫回避などに
関与する分子の中心に SOCS3に has-mir-93

が関与している可能性が高 まった。そのた
め、siRNA2 や遺伝子発現プラスミドを用い
て、has-mir-93 と SOCS3 いずれがインター
フェロンに対する抑制効果が強いかを比較
検討する事とした。 

 

腎癌のインターフェロン感受性における効
果をSOCS3とhas-mir-93の発現量の変化で
の変化をMTTアッセイで解析した結果、IFN

感受性にはSOCS3の方がhas-mir-93と比較
して強く関連していることが示唆された。 

 

そのため、以降のヌードマウスモデルによろ
in vivo の検討では has-mir-93 抑制ではなく
SOCS3 抑制に主眼を置くこととした。具体
的には腎癌皮下移植ヌードマウスモデルに
おいて SOCS3-siRNA および IL-6 受容体抗
体とインターフェロンを併用した場合の腫
瘍の増殖抑制効果を解析した。その結果
SOCS3-siRNA および IL-6 受容体抗体双方
ともインターフェロンとの併用で腫瘍増殖
を抑制した。単独では抗腫瘍効果は認められ
なかった。 

 

 

摘出した腫瘍の病理学的解析により、SOCS3

抑制によるアポトーシス、細胞浸潤、線維化
が観察され、インターフェロンによる免疫反
応が効率的に抗腫瘍効果として発揮されて
いることが確認された。今後臨床応用を考慮

しながら SOCS3 抑制による腎癌療法の検討
に入る。 
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