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RENAL　 CANCER　 CELLS　 LACKING　 HYPOXIA　 INDUCIBLE　 FACTOR

(田F)一一SSION㎜ 胴CULAR　 E… 趾

　 GROWTH　 FACTOR　 EXPRESSION　 THROUGH　 H-F-2a

(HIF-laが 欠損 した腎癌細胞株ではHIF・galによ りVEGFの 発現が維持 され る)

内容の要旨

篠　島

　 腎細胞 癌においてはvon　Hippy-Lindau(YNL)腫 疵抑制遣伝子 の不

洛化を頻繁 にesめ る。　VHL蛋 自はユ ビキチ ン リガー ゼ と しての機能

を有 し、正常酸素濃度化 ではHypoxia　induciblc　faMor(EI[F)の 分解 を

行 う。VHLの 不 活 化 に よ り冊 は 恒 常 的 に 活 性 化 され 、　vascular

rndotheliel　gmMh　 facto【(YEGF)を 瞬 導 して い る。 この こ とが腎細

胞癌 におけ る特徴 的な血管増生の 主要 なメカ ニズム と考 え られ る。

本研 究では ヒ ト腎癌細胞株 におけ る、 胤 遺伝 子の変異、HIFの サブ

タイ ブであるHIF・1α、　mF・2αの発 現、　VEGFの 産 生 を検討 した。

　 9種 の ヒ ト腎癌細胞株 か らDNA.,　mRNAの 柚出 を行 った。 肥 遺

伝子 変畏に関 してダイ レク トシー クエ ンス法、 メチル 化特 異的PCR

法 で検 索 した。各HIFサ ブ タイ プ1nRNAの 発現 をRT。PCR法 、ノーザ

ンプロ ッ ト法で検討 した。 またパイサル ファイ シー クエ ンス法 に よ

り珊F1α 遺伝子 のプ ロモー ター領域 のメチル 化解析 を行 った。　MF

蛋 白の発現は、細胞株 を1E常 酸棄、低酸 棄(1%Q2、6時 間}条 件

下に培獲 しウYス タンブロ ッ ト法にて比較 した。H[F-la,　 HIF-zaを

それ ぞれ ター ゲ ッ トと したsiRNAを 用 い て発 現 の ノ ックダ ウンを

行 った。VEGFの 発現 は培農 上清 中の濃度 をELISA法 に よ り測定 し

た。

　 4つ の腎癌 細胞株 に配 遣伝子の変 異、プ ロモ ー ター領壊 の メチ

ル化 を紹 めた。 これ らの 細胞株 ではHlF・la　mRNAの3'端 末 の欠損

や、mRNA発 現 量が極 めて低 い ことな どによ り、HIF・lad白 の発 現

が認 められ なか った。 雁 変 異を認め ない5株 では4株 に低酸素剰

激 に より増強 され るwF-lad白 の発 現を認 めたが、1株 では欠損 し

てい た。HIF-1aid伝 子 のメ チル化解 析 では 各細胞 株 間で プ ロモー

ター 領域 のメチル化 の頻度 に大 きな差 を認め ず、mRNAの 発 現量 を

胴節 している因子 として トランスエ レメン トの関与が示 唆 された。

HIF・2a3Ff白の発 現 は8株 で明 らか であうたが 、　VHL変 異 を有 す る1

株 でmRNA低 発 現 によ りHIF・2α蛋 白が欠 損 して いた。　s7WAに よる

HIFサ ブ タイ ブの特異的 な ノックダ ウンに よn ,　HIF-laの 発現 が欠

損 してい る細胞 株では田F・2αが、mF・ 且Q.　HIF・2aが ともに発現 して

い る細胞 株で はHIF一1αが、それ ぞftVEGFの 発 現 に強 く関与 してい

ることが示 された。以 上か ら腎細胞価 にお いてVHUFIIF　 pathwayを 利

用 した治療戦略 をer画 す る場合、　HIF・且α、　HIF・2αの 両者が分子標 的

として廊要 である可能性 が示唆 された。

利　明

瞼文審査の要旨

　 Hypoxie　inducible　fac重or(HiF)はvon　 Hippel-Lindau(VHL》 蛋 白を

介 した翻釈 後制 御 に よ り低 酸素 状 態 で活性 化 され る転 写 因子 で あ

り、血 管内皮 増殖因子(VEGF)の 産 生を騰導す る。 本研究では9種

の ヒ ト腎癌(RCC)細 胞株 の解析 をお こない、　HIF・]aの 発現 欠損が

多 くの細胞 株 で見 られ る こ とを明 らか に した。 またsiRNAを 用い た

H且Fαサ ブタイブ の特 異的な ノ ックダ ウンに よ り.FUF-laの 発 現が欠

損 してい る細胞 株では田F-2αが 、HIHα 、　HIF・2aが ともに発 現 して

い る細胞株 で は田F4α が 、それぞ れVEGFの 発 現 に強 く関与 して い

ることを明 らかに した。

　 審 査 で は、 まず 肥 遺 伝 子 変 昂 に 関 して ヘ テ ロ接 合 性 の 喪 失

(LOH〕 の解析 、　VHL置 白発 現 の検酎 がな され てい ない点に っいて

指摘 が あ り、LOHに よ りVHL　 mRNAの 発 現母 に変 化が 生 じる可能

性、 またwild-typeで も侃 不活 化が起 きる可能 性が 間われ た。 それ

に対 し、VH囁 白は㎜ ㎜ で働 くため、1っ の ア レルの 不活性 化

のみ では機俺 を失 わ ない とされ てい るが、発現f臣が異 なる可能性 は

あ るこ と、また ウエス タンブ ロッ トに よる蛋 白発 現の検討 は至適 な

抗体 がな く困難 で あった との回答 が され た。 臨床 検体 での阻Z遺 伝

子変異 、メチル化 の頻度 の具 体的 な数宇 に関 して、 さらに今回Vtll

m伝 子変 異を有す る細胞株 で、冊 。且R発現 がすぺ て欠損 してい た事

爽は、臨床的 に合致 す るか否 かの 質問 がな され た。散発性 淡明細 胞

型RCCで はVHL変 異 、メ チ ル 化 の 頻 度 は そ れ ぞ れ50-70%、

5-io%で あ る が、肌 が 不 活 で あ る 場 合 のHIF・isの 発 現 は

70-80%と す る銀 告が あ り合 致 しない との回答 が され、 その理 由の

考 察を求め られ た。それ に対 し細胞内 のHIF-1αの 恒常的 な発現d;p53

の安定化 やBnip3の 転写 といっ たpro-spopbticな 因子 の騰 導 に関わ る

ことによ り、株 と して樹 立 され る際にs¢lcc巳iooがかかって しま ってい

る可能性 があ る との 回答 が された。 ま たsiRNAを 用 い る際 には複数

の配 列 を用 いて同 じ結果を示 す ことが必要 であ るこ と、各細 胞株 を

皮 下移植 した場 含の腫瘍 組織 内発現 の検尉 も重要 である ことが指摘

され た。 さ らにHlFaサ ブ タイ プ の転 写選 択性 にか か わ るメ カニ ズ

ム 、HIFaの 分子標的 治療の可能性 に関 して考 察が求 め られ 、今回 の

結果 を今後発展 させ てゆ く重要性 が返答 された。

　以 上の よ うに本研究 は さらに検肘 され るぺ き課題 を残 してい るも

の の、腎細胞 癌に お けるVEGFの 騰導 にHIF・1α、　wF・2aの 両者 が関

与 しうることを明碗 に示 した点 で有 意義であ ると評価 された。
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