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研究成果の概要（和文）：淡明型腎細胞癌組織におけるVAV1遺伝子発現を定量PCRにより検討した。淡明型腎細
胞癌ではVAV1発現が亢進していた。しかしながら、腎癌細胞株に対してVAV1遺伝子発現抑制を行ったが、細胞増
殖と浸潤は抑制されなかった。そこで、新たにRAC2のGEFであるPLD2に着目して研究を行った。淡明型腎細胞癌
組織におけるPLD2タンパク発現を免疫化学染色により検討した。PLD2高発現症例は低発現症例と比較して有意に
予後が不良であった。腎細胞株に対してPLD2遺伝子発現抑制を行ったところ、細胞増殖と浸潤が抑制された。こ
れらの結果から、PLD2が淡明型腎細胞癌の新たな治療標的になる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We evaluated the expression of VAV1 in samples of patient with clear cell 
renal cell carcinoma (ccRCC) by Quantitative RT-PCR. The mRNA expressions of VAV1 were elevated in 
ccRCC. However, cell proliferation and invasion were not suppressed by VAV1 knockdown in renal 
cancer cell lines. Therefore, we next focused on PLD2 as the guanine nucleotide exchange factor of 
RAC2. We evaluated the expression of PLD2 in samples of patient with ccRCC by immunohistochemical 
staining. The high expression of PLD2 was significantly associated with a poorer prognosis in 
patients with ccRCC. Moreover, cell proliferation and invasion were suppressed by PLD2 knockdown in 
renal cancer cell lines. These results suggest that PLD2 may become a new target of therapy for 
ccRCC. 

研究分野：泌尿器科学
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１．研究開始当初の背景 

（１）肉腫様腎細胞癌は、すべての組織型に
合併し、腎細胞癌の最も異型度の高い最終的
な表現型と考えられている。ゲムシタビンと
ドキソルビシンを用いた化学療法が一定の
効果を示すものの、その有効性は 10－20％程
度と低い（Expert Reviews 2011; 11: 913）。
したがって、肉腫様腎細胞癌に特異的なシグ
ナル伝達異常に基づいた新たな治療標的分
子の同定と治療の開発が急務である。 
（２）網羅的遺伝子発現解析の結果から、肉
腫様腎細胞癌では上皮系に特異的な遺伝子
の発現が低下し、間葉系に特異的な遺伝子の
発現が亢進しており、EMT が生じていること
を報告した（American Urology Association 
2010 Annual Meeting）。さらに、Small G タ
ンパク RAC2 とその活性化因子である VAV1 の
発現が非癌部と比較し、淡明型腎細胞癌で亢
進しており、肉腫様腎細胞癌ではさらに著明
に亢進していることを明らかとした。 
（３）RAC-VAV シグナルの活性化は、上皮間
葉転換(EMT)を誘導し、癌の浸潤や転移の亢
進に関与することが報告されている(J Clin 
Invest. 2013;123:4449, Translational 
Research 2013;162:181)。 
（４）予備実験として、RAC2,VAV1 高発現の
腎癌細胞株 skrc-1 において siRNA により
RAC2 または VAV1 の遺伝子発現を抑制したと
ころ、RAC2 の抑制により著明な細胞増殖抑制
効果が確認された。 

 

２．研究の目的 

本研究では、淡明型腎細胞癌とその肉腫様変
化におけるRAC2-VAV1シグナルの発現と機能
的な役割について検討し、新たな治療標的と
しての可能性を明らかにすることを目的と
する。 

 

３．研究の方法 

（１）淡明型および肉腫様腎細胞癌症例の
FFPE を用いて免疫化学染色法により RAC2、
PLD2 のタンパク発現を評価し、臨床病理学的
因子との関連を検討した。 
（２）淡明型腎細胞癌症例の凍結組織（癌部、
非癌部）を用いて定量 PCR 法により RAC2 の
mRNA 発現量を評価し、臨床病理学的因子との
関連を検討した。 
（３）腎癌細胞株における RAC2、VAV1、PLD2
の mRNA 発現量を定量 PCR法により評価した。 
（４）腎癌細胞株に対してsiRNAを用い、RAC2、
VAV1、PLD2 の発現抑制を行い、細胞増殖、遊
走、浸潤能への影響を検討した。増殖は MTT
アッセイ、遊走は創傷治癒アッセイ、浸潤は
マトリゲルインベージョンアッセイを用い
て評価した。 

（５）腎癌細胞株に対して shRNA レンチウイ
ルスベクターシステムを用い、PLD2 発現抑制
株を作成した。ヌードマウス（Balb/c nu/nu）
を用いて、皮下移植モデル、腎被膜下移植モ
デルを作製し、腫瘍増殖・浸潤を評価した。 
（６）RAC2 活性は Rac2 Activation Assay Kit
（EMD Millipore, 17-369)を用いて評価した。 
（７）PCR アレイによる遺伝子発現解析には
RT2 Profiler human angiogenesis and 
Extracellular Matrix and Adhesion 
Molecules PCR Arrays (SA Biosciences)を
用いた。 
（８）細胞培養液にアンギオゲニン（ANG）
中和抗体（R&D Systems, AB-265-NA）、リン
コンビナント（R&D Systems, AB-265-AN-050）
を添加し、腎癌細胞株における浸潤能への影
響を評価した。 
（９）細胞培養液にホスファチジン酸
（DOPA,Avanti Polar Lipids, 840875P）を
添加し、定量 PCR 法により ANG の mRNA 発現
量の変化を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）RAC2、VAV1 の淡明型および肉腫様腎細
胞癌における発現について 
① 淡明型腎細胞癌 24 例において RAC2 の
mRNA 発現ががん部では有意に亢進している
ことを定量 PCR 法にて確認した。しかしなが
ら、臨床病理学的因子との関連は認められな
かった。免疫化学染色では 48%（20/42 例）
の症例でがん部での発現を認めた（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
同一症例の淡明型成分と肉腫様成分におけ
る RAC2 の発現を免疫化学染色にて評価した
が、肉腫様成分における有意な発現亢進は認
めなかった。 
② 淡明型腎細胞癌 24 例において VAV1 の
mRNA 発現ががん部では有意に亢進している
ことを定量 PCR法にて確認した。RAC2 と VAV1
の発現に有意な正の相関が認められた。 
③ 腎癌細胞株（SN12c, SKRC59, ACHN, 
SKRC52, SKRC1）では 293T（Human embryonic 
kidney cell line）と比較して RAC2 の mRNA
発現が亢進していることを定量PCR法にて確
認した。 
 
（２）腎細胞癌の増殖、浸潤における
RAC2-VAV1 シグナルの意義について 



① 腎癌細胞株（SKRC59, SN12c）を用いて
siRNA により RAC2 の発現抑制を行った結果、
細胞増殖と遊走能は有意に抑制された（図 2, 
図 3）。 

② 腎癌細胞株（SKRC59, SN12c）を用いて
siRNA により VAV1 の発現抑制を行ったが、細
胞増殖と遊走能は抑制されなかった。したが
って、VAV1 の発現抑制による RAC2 活性の変
化を pull-down assay にて評価する予定であ
ったが、断念した。 
 
そこで、RAC2 の GEF として機能する分子とし
て、新たにホスホリパーゼ D2（PLD2）に着目
することとした。PLD2 はホスファチジルコリ
ンをホスファチジン酸に変換する脂質代謝
酵素であり、産生されたホスファチジン酸が
多彩な生理機能を有することが知られてい
る。一方で最近、乳癌では RAC2 の GEF とし
て機能し、がんの増殖や浸潤を促進すること
が報告されている（Oncogene 2013;32:5551）。
さらに、腎細胞癌では PLD2 の発現が亢進し
て お り （ Biochem Biophys Res Commun 
2000;278:140）、以後の研究は腎細胞癌にお
けるRAC2-PLD2シグナルの意義を明らかにす
ることを目的とした。 
 
（３）淡明型腎細胞癌における PLD2 の発現
について 
① 淡明型腎細胞癌 67例において PLD2 の免
疫化学染色によるタンパク発現を評価した。
PLD2 高発現症例では有意に生存期間が短縮
した（図 4）。 
 
 

 
② 腎癌細胞株（SN12c, SKRC52, SKRC59）
では 293T（Human embryonic kidney cell 
line）と比較して PLD2 の mRNA 発現が亢進し
ていることを定量 PCR 法にて確認した。 
 
（４）腎細胞癌の増殖、浸潤における
RAC2-PLD2 シグナルの意義について 
① 腎癌細胞株（SKRC52, SKRC59）を用いて
siRNA により PLD2 の発現抑制を行った結果、
細胞増殖と浸潤能は有意に抑制された。 
② 腎癌細胞株（SKRC52）を用いて shRNA に
より PLD2 発現抑制株を作成した。皮下移植
モデル、腎被膜下移植モデルにて腫瘍増殖と
浸潤が抑制された（図 5, 図 6）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

③ PLD2 の発現抑制による RAC2 活性の変化
を pull-down assay にて評価した。しかしな
がら、使用した腎癌細胞株での RAC2 発現を
ウエスタンブロットで確認できず、断念した。 
④ コントロール株と PLD2 発現抑制株を用
い、PCR アレイにより細胞浸潤に関連する遺
伝子発現の比較を行った。PLD2 発現抑制株で
はコントロール株に比べ、ANG の遺伝子発現
が抑制されていた。PLD2 により ANG の遺伝子
発現は制御されていると考えられた。 
⑤ 腎癌細胞株（SKRC52）に対して in vitro
で ANGの中和抗体を添加すると細胞浸潤は抑
制された。一方、ANG リコンビナントを添加
すると細胞浸潤が促進した（図 7）。 



⑥ PLD2 発現抑制株（SKRC52）に対して in 
vitro でホスファチジン酸を添加すると ANG
の mRNA 発現が亢進した（図 8）。 

 
本研究の成果から、腎細胞癌において PLD2
が細胞増殖や浸潤を促進し、がんの進展に寄
与することが示唆された。また、PLD2 が ANG
の遺伝子発現を制御することにより細胞浸
潤を促進するという新たな知見を得ること
ができた。今後は、腎細胞癌の新たな治療標
的としてなり得るか、PLD2 阻害剤を用いて研
究を進める予定である。 
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