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研究成果の概要（和文）：本課題は、(プロ)レニン受容体[(P)RR]が膵臓癌形成に関与するかを明らかにするこ
とである。ヒト正常膵管上皮細胞を用いて（P）RRを強制発現させると全ゲノムレベルにわたる体細胞突然変異
数の増大および染色体再編成を生じることが判明した。また、（P）RR過剰発現細胞集団を免疫不全マウスの腎
被膜に移植すると悪性腫瘍の生物学的特性である異型細胞の集積および核の異型性を持つ組織が形成された。さ
らに（P）RR過剰発現は、DNA複製および修復といったゲノムの安定性に関わるパスウェイの破綻を導くことによ
り、大規模なゲノム不安定性をもたらすことが判明した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to elucidate whether (pro)renin receptor [(P)RR] is
 involved in the genesis of pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC). Human whole-genome analysis 
revealed that aberrant (P)RR expression induced massive chromosomal rearrangements and enhanced the 
total number of somatic mutations at the global level in human pancreatic ductal epithelial (HPDE) 
cells, which are capable of transforming into PDAC. (P)RR-expressing HPDE cell population engrafted 
into the renal subcapsules of immunodeficient mice showed the biological characters of malignant 
tumour such as atypical cells including abnormal nuclear shapes. (P)RR overexpression also resulted 
in the failure of genomic stability pathways such as DNA replication, DNA repair and telomere 
maintenance. In conclusion, our findings demonstrate that aberrant (P)RR expression induces genomic 
instability by the disorder of genomic stability pathways.

研究分野：腫瘍生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1)組織傷害に深く関わっているレニン・アン
ジオテンシン系（RAS)の新規構成因子として、
レニンとその前駆物質であるプロレニンが結
合する（プロ）レニン受容体(以下、(P)RR)
が同定された(J. Clin. Invest., 2002)。そ
の後、(P)RR が RAS の活性化を介して心腎疾
患などに関与していることが報告されてきた。
こ れ に 対 し て 申 請 者 ら は 、 (P)RR が
Wnt/β-cateninシグナル経路を介して膵臓が
んの進展に寄与することを報告した (Sci. 
Rep., 2015)。 
 
(2)Wnt/β-catenin シグナル経路が膵臓がん
そのものの形成に関与する事実が判明した
ことや(Cancer Res, 2013)、 (P)RR 発現の亢
進が核異型性の出現(PanIN-2)と同調性を示
したことから (Sci. Rep., 2015),膵臓がん
で普遍的に見られる(P)RR 発現の亢進は、膵
臓がんの進展だけにとどまらず、ゲノムの恒
常性を破綻させ、がん形成そのものに大きく
関与する可能性を考え、本研究を立案した。 
 
２．研究の目的 
(1)膵臓がんに形質転換するヒト膵管上皮細
胞に(P)RR を強制発現させることによって、
ゲノム異常の実態を明らかにする。 
 
(2) (P)RR 過剰発現ヒト膵管上皮細胞の悪性
化の指標となる足場非依存性増殖能および
in vivo レベルにおける表現型を明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
(1)膵臓がんに形質転換するヒト膵管上皮細
胞に対して全長(P)RRに加え、 (P)RR は furin
によりシェディングされ（Hypertension, 
2009）、細胞質内で N端側および C端側がそれ
ぞれフラグメント化することから、
N-terminal fragment ( ⊿ NTF ） お よ び
C-terminal fragment（⊿CTF）のコンストラ
クトをそれぞれ作製したのち、遺伝子導入を
行う。これら 3 種類の細胞におけるヒトゲノ
ム比較解析を実施する。 
 
(2)表現型の検討として、(P)RR 過剰発現細胞
において悪性化への形質転換の指標となる
【足場非依存性増殖能】の評価および(P)RR
過剰発現細胞のヌードマウスにおける【腫瘍
形成能】の把握、さらに(P)RR トランスジェ
ニックマウスで【がんの自然発症率】の評価
を実施する。 
 
４．研究成果 
(1)膵臓がんに形質転換するヒト膵管上皮細
胞に対して、エピソーマルベクターを用いて

（P）RR をコードする遺伝子 ATP6ap2 のスト
ップコドンを除いたコーディングシーケン
ス領域（1,050 bp）のサブクローニングを実
施し、(P)RR 過剰発現ヒト膵管上皮細胞を樹
立した。さらに、(P)RR の各ドメインの機能
解析を実施するために、⊿NTF と⊿CTF の欠
失突然変異体を作製した。ヒト正常膵管上皮
細胞にそれぞれのコンストラクトを導入し、
安定発現細胞株を樹立した。 
 
(2)全長(P)RR 過剰発現細胞においてゲノム
不安定性の有無を確かめるために、
Hiseq2500 を用いたヒト全ゲノム解析を実施
した。コントロールベクターを導入した細胞
と比較して、Bcftool(Bioinformatics, 2009)
による変異コールの解析により、ゲノム全体
で約2倍の体細胞突然変異量の増大を認めた
（コントロール：124,579；(P)RR:239,080；
但し、dbSNP に登録されている多型を除いた
点突然変異・挿入・欠失）。また、全長(P)RR
過剰発現細胞では、エクソン領域における体
細胞突然変異数が約 2.9 倍量増加した。さら

に BreakDancer(Nature methods, 2009)によ
る染色体構造解析から、転座や逆位といった
大規模な染色体構造変異が全ゲノムレベル
で認められた（図 1）。 

 
(3)(P)RR トランスジェニックマウスは、がん
の自然発症が認められなかったので、(P)RR
過剰発現細胞集団のスフェロイドを5週齢オ
スの BALB/c 免疫不全マウス（nu+/nu+）の腎
被膜に移植し、癌組織の形成の有無を検討し
た。コントロール細胞では組織の形成が認め
られなかった一方で、（P）RR 過剰発現細胞集
団は腎被膜移植下で組織の形成が認められ
た（図２）。(P)RR 過剰発現細胞集団で構成さ
れた組織の病理学的解析から、悪性腫瘍の特
性である異型細胞の集積および核の異型性
（図２）、テロメアの機能不全によって生じ
る BFB（切断・融合・架橋; PNAS, 2001）が
認められた。このことから(P)RR 発現の亢進
は、膵臓癌形成に必須の分子メカニズムであ
ることが判明した。 



(4)(P)RR 過剰発現によって生じるゲノム不

安定性の分子メカニズムを明らかにするた

めに、（P）RRの細胞質ドメインが局在する核

ラミナおよびクロマチン結合タンパクから

構成される難溶性核分画を用いて、

nanoscale liquid chromatography with 

tandem mass spectrometry （LC-MS/MS）を

実施した。クロマチンに局在を持つ、もしく

は DNA 結合タンパクのうち、コントロールお

よび（P）RR 過剰発現細胞間で統計的有意差

を持つペプチドを用いた分子パスウェイ解

析から、(P)RR 過剰発現は、DNA 複製、DNA 修

復およびテロメア維持に関わるパスウェイ

の機能不全をもたらした(図３)。 

また、全長(P)RR, ⊿NTF と⊿CTF の欠失突然

変異体を用いて、DNA 修復能力を評価するコ

メットアッセイおよびDNA複製ストレスを評

価する DNA ファイバーアッセイを実施した。

全長(P)RR を導入した細胞および⊿NTF を導

入した細胞で DNA修復および DNA複製能力の

低下(図４)を認めた。つまり、(P)RR の C 末

端断片がゲノムの安定性に寄与しているこ

とが判明した。さらに、全長（P）RR の遺伝

子導入によって、膵臓がんの初期の遺伝的変

化として知られている(Nature Reviews 

Cancer, 2002)テロメア長が約 22％短小化す

る事実も認めた。 

 

 (５)ゲノム安定性に関わる複数のパスウェ
イの破綻を導くことによって、大規模なゲノ
ム不安定性を生じることが考えられた。つま
り、(P)RRの C末端側は、“genomic organizer”
としての機能を持つことが明らかになった。 
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