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研究成果の概要（和文）：臨床腎臓組織の癌部と非癌部で発現に差異を認めたタンパク質についてヒト腎癌および大腸
癌由来培養細胞を用いた検討を行った。その結果、ホスホフルクトキナーゼのアイソザイムやRNA結合タンパク質の一
種には癌抑制遺伝子(VHL)の発現状態や低酸素環境によって発現調節されるものがあることを見出した。また、この発
現調節には一部mRNAレベルの発現変動を伴わない低酸素応答の関与が示唆された。一方で、健常人と比較して腎癌患者
で血中濃度が高値を示すタンパク質があり、腎癌早期発見に役立つと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Previously, we detected the differences in protein expression between cancerous an
d noncancerous tissues of human renal cell carcinomas (RCC) by quantitative proteomic analysis, and identi
fied many RCC-related proteins. Among them, the expression changes of the isozymes of phosphofructokinase 
and one of RNA-binding proteins were dependent on VHL status and were also found under hypoxic conditions 
in human renal and colorectal cancer cell lines. Those of these proteins under hypoxia occurred with or wi
thout their changes at mRNA level. Meanwhile, there were differences in the plasma concentrations of some 
RCC-related proteins between RCC patients and healthy controls, suggesting their use might represent a use
ful tool for primary detection of RCC.
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１．研究開始当初の背景 
（１）腎癌（腎臓癌）に対しては腎摘除術が
第一選択であるが、転移や再発した例などで
は同術を選択することができない場合もあ
り、腎癌患者の生存率は 10％以下と極めて予
後が悪い。このため腎癌の早期発見・診断が
重要となる。また、腎癌は他の癌種と比較し
て放射線療法や化学療法の奏功率が極めて
低く、有効な補助療法の確立が急がれる。研
究代表者らはこれまでに腎癌患者より摘除
した腎臓組織の癌部と非癌部における発現
比が大きく異なる100以上のタンパク質を同
定しているが、その発現調節機構や腎特異性
については未だ不明な点が多い。また、血液
検体を用いた腎癌の早期発見・診断法は未確
立である。 
 
（２）腎癌発症のリスクに関しては癌抑制遺
伝子 von Hippel-Lindau(VHL)に異常を持つ
患者（家族）で高く、また、VHL 遺伝子がコ
ードするタンパク質は低酸素誘導因子の安
定性に深く関与することから、がん増殖抑制
や血管新生を阻害する分子標的薬が開発さ
れているが適用は転移性腎細胞癌に限られ
る。一方で、研究代表者らは予備検討の結果、
VHL 欠損腎癌細胞において血管内皮増殖因子
（VEGF）が低酸素に対して発現調節を受ける
ことを見出しており、この現象が VHL タンパ
ク質の発現状態に因らず腎癌と関連するも
のと推察している。 
 
２．研究の目的 
（１）臨床検体で同定されたタンパク質を腎
癌治療のための創薬ターゲット候補とし、そ
の発現変動の要因解明を目指す。特にタンパ
ク質の低酸素応答性について検討する。 
 
（２）臨床検体で同定されたタンパク質が血
漿中でも検出されるか検討する。 
 
（３）腎癌の発症は家族性のみならず散発的
にも引き起こされることから、創薬ターゲッ
トタンパク質とVHL遺伝子発現との関連性に
ついて検討する。 
 
（４）VHL タンパク質の発現は腎臓に特化さ
れないことから、大腸癌細胞など腎臓以外の
組織由来の癌細胞について検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）培養細胞を用いた検討では、ヒト腎癌
由来細胞である RCC4 細胞と 786-o 細胞（と
もに VHL(-)）ならびに RCC4 細胞に VHL 遺伝
子を導入した RCC4(VHL(+))細胞を用いた。ま
た、大腸癌由来細胞である HCT-15 細胞
(VHL(+))について検討した。 
 細胞の培養は常法に従い、37℃、5% CO2-95% 
空気条件下で10%牛血清含有培地(D-MEMまた
は RPMI1640)を用いて行った。 
物理的低酸素環境の作製はマルチガスイ

ンキュベーターを用いて行い、窒素ガスによ
って空気中 O2 濃度を 1%となるように調節し
た。化学的低酸素環境の作製には塩化コバル
トを用い、細胞培養液中の最終塩化コバルト
濃度が 200μM となるように設定し、規定の
時間培養細胞を処理した。 
 

（２）タンパク質の網羅的発現解析では、常
法に従い RCC4(VHL(+))細胞と RCC4(VHL(-))
細胞から抽出したタンパク質を二次元電気
泳動に処して、両者の発現パターンに差異の
認められたスポットについて質量分析を行
い、MASCOT サーチの結果に基づいてタンパク
質の同定を行った。 
 
（３）個々のタンパク質の発現量はウエスタ
ンブロッティング法を用いて評価した。通常
培養および低酸素培養を行った細胞から常
法に従って調製した細胞溶解液について、特
異的抗体を用いて目的タンパク質を検出し、
β-アクチンに対する相対的発現量として評
価した。 
 
（４）遺伝子発現量はリアルタイム PCR 法を
用いて評価した。通常培養および低酸素培養
を行った細胞から常法に従って細胞溶解液
を調製し、全 RNA を抽出した後、逆転写反応
によって cDNA を作成した。作成した cDNA に
ついて標的遺伝子に特異的なプライマーを
用いて mRNA を定量した。標的遺伝子の mRNA
量はβ-アクチンのmRNA量に対する相対的発
現量として評価した。 
 
（５）健常人と腎癌患者の血漿サンプル中の
タンパク質は特異的抗体を用いてサンドイ
ッチ ELISA 法により定量した。 
 
４．研究成果 
（１）RCC4(VHL(+))細胞と RCC4(VHL(-))細胞
から抽出したタンパク質について発現パタ
ーンに差異の認められた数種類を同定した
ところ、既に研究代表者らが腎臓癌部におい
て発現の上昇を認めた解糖系律速酵素であ
るホスホフルクトキナーゼ（PFK）のアイソ
ザイム PFK type C（PFK-C）が含まれてい
た。 
RCC4(VHL(+))細胞を化学的低酸素条件下

で 8 時間および 24 時間培養したところ、通
常培養時と比較して PFK-C mRNA の発現が 2
～3 倍に上昇した。同様の傾向は他の PFK ア
イソザイムである PFKL の mRNA においても認
められた。一方で、RCC4(VHL(-))細胞に対す
る化学的低酸素状態の影響について検討し
たところ、PFK のアイソザイムについて
RCC4(VHL(+))細胞で認められたような mRNA
の上昇を認めなかった。RCC4(VHL(-))細胞と
同じく VHL(-)である 786-o 細胞についても
PFKアイソザイムのmRNA発現に有意な変化を
認めなかった。VHL タンパク質を発現してい
る細胞では、通常の酸素存在下、VHL タンパ



 
図．RCC4 細胞における hnRNP A2/B1 タンパク質 

発現量の低酸素応答性と VHL 欠損の影響 

ク質によってユビキチン標識された低酸素
誘導因子HIF-1αがプロテアソームによって
分解される。一方で VHL の発現を認めない細
胞では、VHL タンパク質がないため HIF-1α
が恒常的に発現する擬低酸素状態を維持し
ていると考えられている。したがって、
RCC4(VHL(+))細胞で認められたPFK-Cタンパ
ク質の低酸素応答には転写過程において
HIF-1α のような低酸素誘導因子が関与する
こと、また、通常酸素環境下であっても、
VHL(-)細胞では低酸素誘導因子の安定化に
よってPFK-Cタンパク質が最大限発現上昇し
ているため低酸素応答を示しにくいものと
推察された。臨床検体で認められた腎臓癌部
でのPFK-Cの発現上昇は一部低酸素環境に起
因することが示唆された。 
 

（２）RCC4(VHL(－))細胞を物理的低酸素条
件下で 8 時間培養したところ、RNA 結合タン
パク質の一つ hnRNP A2/B1 のタンパク質発現
量が通常培養時と比較して 2.1 倍であった
（図）。同タンパク質は既に研究代表者らが
腎臓癌部において発現の上昇を認めたタン
パク質群の一つであった。同様の検討を
RCC4(VHL(+))細胞について行ったところ、低
酸素培養によって hnRNP A2/B1 タンパク質の
上昇を若干認めるものの上昇率は約1.2倍で
あり、RCC4(VHL(－))細胞と比較して変化は
小さかった。物理的低酸素下、24 時間培養後
の影響についても検討をおこなったが、同タ
ンパク質発現量は RCC4(VHL(－))細胞と
RCC4(VHL(+))細胞のいずれの細胞において
も低酸素応答に顕著な差異は認められなか
った。また、786-o 細胞や HCT-15 細胞を用い
て hnRNP A2/B1 mRNA 発現量に対する物理的
低酸素環境の影響について検討を行ったが、
有意な差異は認めなかった。したがって、
hnRNP A2/B1 の低酸素応答には VHL 非依存的
な発現調節機構が関与するものの、その影響
は低酸素環境の持続時間によって変化する
こと、腎臓癌腫に限らず細胞腫によって応答
の違いがあること、また、PFK-C や PFKL と異
なって転写過程よりはむしろ翻訳後に低酸
素の影響を受けていることなどが考えられ
た。hnRNP A2/B1 は VEGF の mRNA 発現調節に
関与していることが報告されており、VHL 非
依存的な低酸素応答関連因子の探索を行う
ことが新たな腎癌ターゲットの発見につな
がるものと考えられる。 
 
（３）既に研究代表者らが腎臓癌部において
発現の上昇を認めたタンパク質のうち、ガレ
クチン-1、ガレクチン-3、α-エノラーゼな
どの血漿中濃度は、健常人と比較して腎癌患
者において高値を示した。また、ガレクチン
-1 とガレクチン-3 にカットオフ値を設定し
た場合、いずれの測定値もカットオフ値を超
える患者は全体の 98%に相当し、健常人と比
較して著しく高い割合で存在した。したがっ
て、ガレクチン-1 とガレクチン-3 の血漿中

濃度を組み合わせて評価することで腎癌の
早期発見に役立てることが可能になると考
えられた。 
ところで、ガレクチン-1は低酸素環境下で

発現が上昇することや、その遺伝子発現調節
領域に HIF-1α結合領域が存在することなど
が報告されている。したがって、臨床検体で
認められた腎臓癌部でのガレクチン-1 の発
現上昇には低酸素環境が関与すると考えら
れる。一方で、ガレクチン-1 は、化学的低酸
素条件下、RCC4（VHL(+)）細胞や HCT-15 細
胞では発現が上昇するものの、RCC4（VHL(-)）
細胞や786-o細胞では発現が低下する傾向に
あり、VHL 発現の状態によっては低酸素環境
下であっても発現調節が異なる可能性があ
ると考えられた。 
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