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研究成果の概要（和文）：淡明細胞性腎癌の悪性化に関わることが報告されたSAV1遺伝子は、Hippoパスウェイのコン
ポーネントのひとつであるが、腎癌細胞株において増殖能を抑制した。またヒト腎癌症例でもSAV1の発現が抑制された
症例はYAP1が核に集積していた。さらにSAV1を強制発現させた腎癌安定発現株をマウスに移植したところ、コントロー
ルに比べて腫瘍サイズが有意に小さかった。パスウェイ解析により、これらの腫瘍ではTGFβパスウェイが抑制されて
いた。以上よりSAV1を含むHippoパスウェイは腫瘍抑制性に働き、SAV1の発現低下はTGFβパスウェイを介して淡明細胞
性腎癌の悪性化に関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：SAV1, a component of the Hippo pathway, has been reported to be involved in 
malignant transformation of clear cell renal cell carcinoma (ccRCC). In this study, we found that 
re-expression of SAV1 inhibited RCC cell proliferation in vitro. In addition, immunohistochemistry 
frequently demonstrated nuclear localization of YAP1 in ccRCC cases with SAV1. Furthermore, tumors 
injected with SAV1 stable cell lines showed a decrease of tumor size and growth rate, compared with those 
of control. Pathway analysis revealed that TGFβ signaling was found to be inhibited in tumors with SAV1 
stable cell lines. Based on these data, it is suggested that Hippo pathway including SAV1 acts as tumor 
suppressor, and downregulation of SAV1 is implicated in malignant formation in ccRCC through TGF beta 
signaling.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 

腎淡明細胞癌(clear cell renal cell 

carcinoma: ccRCC) の悪性度を規定する因子

としては、stage(癌の広がり）と並んでgrade

（組織学的核異型度）が重要であることはよ

く知られており、gradeは3段階(本邦の腎癌取

り扱い規約)もしくは4段階(WHO分類）に分類

され、high grade（WHO分類では3ならびに4) 

はlow grade（WHO分類では1ならびに2）より

も明らかに予後不良である。したがって、high 

grade 群とlow grade群では異なるゲノム異

常の存在が想定された。 

これまで我々はそのような観点からccRCC

のゲノムプロファイルをアレイCGH法を用い

てゲノムワイドに解析してきた。これまでの

解析で、ccRCCでしばしば観察された5q, 7q, 

16pのgain(増幅)、3p, 4q, 8p, 9q, 14qの

loss(欠失)のうちで、最も高頻度(80%以上）

に検出される3p lossはlow gradeとhigh 

grade間で検出頻度に差を認めなかったが、

14q lossはlow gradeよりもhigh gradeで有意

に高頻度に検出される(p<0.05)ことを発見し

た。つまり、14q lossはhigh grade ccRCCに

特徴的なゲノム異常であり、14q loss領域に

存在してlossによって発現低下する遺伝子の

中にはhigh grade ccRCCの病態に関わる癌抑

制遺伝子が含まれる可能性が示唆された。さ

らに、14q lossを有する症例では例外なく3p 

lossが検出されることから、14q lossは3p 

lossの後に加わったゲノム異常であると推測

された(J. Pathol., Yoshimoto, Matsuura et 

al., 2007)。私は、その後これらの知見にも

とづいて14q loss領域に存在すると考えられ

る癌抑制遺伝子の単離を試みてきた。 

まず、腎癌細胞株 8種類のアレイ CGH 解析

とトランスクリプトーム解析を行い、14q 

loss によって発現低下する遺伝子を抽出し

たところ、SAV1 遺伝子のコピー数減少によっ

て遺伝子発現が有意に低下することを見出

した。さらに重要なことに、調べた 8つの腎

癌細胞株中の 1 株において、14q22.1 に位置

する SAV1 遺伝子が homozygous loss してい

ることを見いだした(BMC cancer, Matsuura  

et.al.,2011)。SAV1 蛋白質は Hippo パスウェ

イと呼ばれる細胞増殖の促進とアポトーシ

スの抑制をもたらすシグナル伝達経路のコ

ア・コンポーネントの一つであることが知ら

れている。つまり、SAV1 を含む Hippo パスウ

ェイの異常を解析し腎癌の悪性化に関わる

メカニズムを解明することが、腎癌の新しい

治療法の開発につながることが期待される。 

 

２．研究の目的 

本研究では、 

（１）SAV1 の発現低下を認めた腎癌細胞に

SAV1 遺伝子を遺伝子導入することで、SAV1

発現低下の腎癌細胞の増殖抑制や細胞死誘

導能への影響を解析する。 

（２）逆に SAV1 が発現低下していない腎癌

細胞における SAV1 発現を shRNA を用いて強

制的に発現抑制させ、SAV1 の機能を確認する。 

（３）SAV1 以外の Hippo シグナル分子が他の

臓器癌で発現低下、細胞内局在異常がみられ、

癌抑制遺伝子として機能しているとの報告

があることから、腎癌において SAV1 以外の

Hippo シグナル分子の発現や細胞内局在の発

現を詳細に解析して、SAV1 を含む Hippo パス

ウェイ全体が腎癌の発症と悪性化に関わる

可能性を明らかにする。 

以上の研究により、high grade 腎癌にお

いて高頻度に検出される SAV1 の発現低下が

腎癌細胞の増殖やアポトーシス制御に関わ

るか否か、つまり SAV1 遺伝子が腎癌の新し

い癌抑制遺伝子であるか否かを解明する。さ

らにHippoパスウェイが腎癌の悪性化に関わ

るメカニズムを解明する。 

 

３．研究の方法 

（１） SAV1 遺伝子の組み換えレンチウイル

スの作製と機能解析 



①  SAV1 遺 伝 子 の cDNA を Gateway 

system(Invitrogen)によりレンチウィルス

ベクターpLenti7.3/V5-DEST(Invitrogen)に

組み込み、pLenti7.3/V5-SAV1 プラスミドを

作製・生成する。empty vector をコントロー

ルとする。 

② プラスミドを ViraPower Packaging 

Mix (Invitrogen) と と も に 、

Lipofectamine2000 (Invitrogen)を用いて

HEK293T 細胞にトランスフェクションする。 

③ 48 時間後、細胞上清を採取・精製し、

超遠心(24,000rpm 4hr)によって濃縮し組み

換えウィルスとする。 

④ 作製した組み換えウィルスを遺伝子の

発現低下している腎癌細胞株に、適切な感染

比のもとPolybreneとともに導入して一過性

発現させ、細胞増殖能を測定する(MTS assay)。

またアポトーシス活性(caspase3 活性)を

ELISA system で測定する。 

⑤ SAV1 遺伝子をウイルスベクター

pLenti6.3/V5-DEST (Invitrogen)に組み込み、

（１）①-③と同様に組み換えウィルスを作

製し、SAV1 発現の低い腎癌細胞株に導入する。

抗生物質 blasticidin (Invitrogen) で選択

し stable clone を複数単離する。Empty 

vectorから作製したcloneをコントロールと

する。 

 

（２）腎癌細胞株における Hippo パスウェイ

の活性化の検討 

① SAV1 の発現低下している細胞株と、そ

れに SAV1 を導入した細胞株、および SAV1 の

発現低下していない細胞株から各々タンパ

ク質を回収する。 

② Hippo パスウェイシグナル分子 MST1/2, 

LATS1/2, YAPと各々のリン酸化タンパク質に

反応する抗体を用いてウエスタン法でリン

酸化状態の変化を確認する。 

③ ②の各抗体を用いて、細胞の蛍光免疫

染色を行ない、それぞれのタンパク質の発現

を確認するとともに、SAV1 の発現によって転

写制御因子YAPのリン酸化と核移行が影響さ

れるか否か（細胞内局在の確認）についてレ

ーザー共焦点顕微鏡LSM710(Zeiss社)で解析

する。 

④ 腎癌細胞株を6 well plateで培養し、

pGL4.35 (9xUAS Gal4 す る と GAL4-TEAD を

Lipofectamine2000を用いてcotransfection

する。lysateを採取し、Dual-luciferase 

Reporter Assay kit (Promega) に よ り

luciferase reporter assay を行う。Renilla 

luciferase reporter pRL-CMV plasmid 

(Promega) でnormalizeする。 

 

（３）腎癌症例における Hippo パスウェイの

活性化の検討 

① 腎癌のパラフィンブロックを用いて、

SAV1を含むHippoパスウェイコンポーネント

に対する抗体で免疫染色を行ない、それぞれ

のタンパク質の発現と YAP の細胞内局在（核

への移行）を調べる。 

② ①の結果と、それぞれの腎癌症例の

grade との相関を調べることによって、Hippo

パスウェイの不活性化（コンポーネントのタ

ンパク質発現低下や YAP の核局在）が high 

grade 腎癌に特徴的であるかどうかを検討す

る。 

 

（４）SAV1 遺伝子導入腎癌細胞の SCID mouse

への移植モデルによる増殖並びに転移能の

解析 

前述の（１）⑤で得られた clone を SCID 

mouse の皮下あるいは腎被膜下に移植して、

腫瘍の増殖（大きさ、浸潤、転移）について

コントロールと比較することにより、SAV1 遺

伝子が実際にマウスの生体内でも腫瘍増殖

の抑制に関わっているかを解析する。 

 

（５）トランスクリプトーム解析とパスウェ

イ解析によるターゲットの同定  



① SAV1 の発現低下している細胞株と、そ

れに SAV1 を導入した細胞株、および SAV1 の

発現低下していない細胞株と、それに SAV1 

siRNA（Invitrogen）を導入した細胞株から

各々RNA（RNeasy: Quiagen 社）を回収する。

バイオアナライザー(Agilent 社)により RNA

の質を確認後、Quick Amp Labeling kit, 

4x44K Whole Human Genome array 及び Oligo 

Hybridization Kit（全て Agilent 社)を用い

て cRNA を合成・ラベリング後ハイブリダイ

ズする。洗浄後、DNA マイクロアレイスキャ

ナー (Agilent 社)によりアレイ上の蛍光シ

グナルを検出し、数値化したのち、Gene 

Spring GX software により解析する。 

② トランスクリプトーム解析によって、

遺伝子導入した細胞に有意に発現変動を認

める遺伝子を抽出する。 

③ 抽出された遺伝子を IPA(Ingenuity 

Pathway Analysis) を用いてパスウェイ解析

し、遺伝子発現変動により有意に変化するパ

スウェイの同定を行う。 

 

４．研究成果 

（１） SAV1 遺伝子の組み換えレンチウイル

スの作製と機能解析を行った。empty vector 

をコントロールとして、SAV1 遺伝子腎癌細胞

株に遺伝子導入し、細胞増殖能あるいはアポ

トーシス能を測定したところ、SAV1を導入し

た細胞株では増殖能が抑制され、アポトーシ

ス能が亢進した。逆にsav1 siRNAでノックダ

ウンした細胞では増殖能が亢進し、アポトー

シス能が抑制された。 

 遺伝子導入した細胞株からタンパク質を回

収し、ウエスタン法でHippo パスウェイシグ

ナル分子LATS1/2, YAPのリン酸化状態の変化

を確認すると、SAV1を導入した細胞株では

LATS1/2のリン酸化が亢進し、YAPのリン酸化

も亢進した。 

 

（２）腎癌症例のパラフィン切片を免疫染色

し、SAV1の低下した症例(例:下図Case96)では 

YAPは核に染まるが、逆にSAV1が低下していな

い症例(例:下図Case84)ではYAPが細胞質に染

まることがわかり、統計学的に有意であった。

以上のことから、SAV1の発現がYAPの核移行や

シグナル伝達にin vitro、ヒト腎癌症例で関

わっていることが証明できた。 

 

 

（３）ヒト腎癌症例で 75 例のパラフィンブ

ロックを、抗 SAV1 抗体および抗 YAP1 抗体で

免疫染色し、SAV1 の発現が抑制された症例は

YAP1 が核に集積し、それは悪性度の高い症例

で認められる傾向であることを見出した。 

 

（４）SAV1 を強制発現させた腎癌細胞株の安

定発現株を樹立し、下流のシグナルの状態を

YAP のリン酸化状態をウエスタンブロットで

調べると、SAV1-1, SAV1-2 は control と比較

して YAP のリン酸化が増加した。また、YAP1

を coactivator とする TEAD の転写活性をリ

ポーターアッセイで調べたところ、TEAD3 の

リポーター活性は SAV1-1 で control 細胞に

比べて有意に低かった。 

 

（５）これらの細胞株を SCID mouse に移植

したところ、12 週目で移植した腫瘍の大きさ

を比較すると、SAV1-1 は control に比べて有

意に腫瘍サイズが小さかった。このことから

SAV1 遺伝子はマウスの生体内でも腫瘍増殖

の抑制に関わっていることがわかった。 



 

（６）マウスへの移植モデルの腫瘍から抽出

した RNA を用いて、増殖抑制のメカニズムを

検討した。具体的には、control を移植した

腫瘍と、SAV1-1 を移植した腫瘍とで、発現し

ている遺伝子にどのような違いがあるかを

調べるために、各々の腫瘍から抽出した RNA

を用いて expression array を行った。SAV1

発現細胞株を移植した腫瘍で有意に変動し

た遺伝子を抽出しパスウェイ解析したとこ

ろ、TGFβパスウェイが有意に変動している

ことがわかった。そこで腫瘍より抽出したタ

ンパク質を用いて Western blot 法により TGF

βパスウェイを構成する分子の発現を調べ

たところ、SAV1 発現細胞株を移植した腫瘍で

は TGFβパスウェイが抑制されていることが

わかった。これらの解析により、SAV1 が vivo

において少なくとも一部では TGFβパスウェ

イを介して腫瘍の増殖を抑制していること

が示唆された（論文準備中）。 
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