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研究成果の概要（和文）：本研究は腎細胞癌の分子標的治療効果の解析・耐性機構を解明するために行われた。腎細胞
癌では腫瘍壊死因子(TNF-α)および癌幹細胞マーカーCD44発現が原発巣の進展度、遠隔転移、不良予後と相関した。TN
F-αはE-cadherin発現を抑制、MMP9, CD44発現を亢進させることで遊走・浸潤を促進した（EMTおよび癌幹細胞の誘導
）。分子標的薬スニチニブ治療を行った場合、CD44高発現が治療抵抗性と関連していた。また、スニチニブ治療後の転
移性腎細胞癌組織は未治療癌組織に比べCD44が高発現していた。TNF-αはEMTおよび癌幹細胞を誘導により腎細胞癌の
進展・治療抵抗性に関与していると考えられる。

研究成果の概要（英文）：This study was performed to clarify the significance of TNF-α and CD44 in clear 
cell renal cell carcinomas (ccRCCs). Co-upregulation of TNF-α and CD44 was associated with primary tumor 
stage, distant metastasis, and poor prognosis. TNF-α enhanced migration and invasion of ccRCC cells 
together with down-regulation of E-cadherin expression and up-regulation of matrix MMP9 and CD44 
expression. Among ccRCC patients treated with sunitinib for metastatic disease, high CD44 expression was 
associated with poor treatment outcome. Importantly, residual carcinoma cells in the sunitinib-treated 
metastatic ccRCCs were strongly positive for CD44, and the CD44 expression was significantly higher in 
the tumors from the sunitinib-treated patients than in those from untreated ones. Our data show that 
TNF-α plays an important role in progression of ccRCCs by inducing EMT and CD44 expression, and suggest 
that CD44 induced by TNF-α may be involved in the resistance to the sunitinib treatment.

研究分野： 病理学
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１．研究開始当初の背景 
腎細胞がんは根治術後でも高率に再発す

ることが知られている。腎細胞がんには抗が
ん化学療法や放射線治療の効果はなくイン
ターロイキン２やインターフェロンを用い
た免疫療法が行われてきたが、奏効率は 10
～20%に留まっている。近年、切除不能の腎
細胞がんに対し血管新生阻害薬スニチニブ
等の分子標的薬による治療が導入され一定
の腫瘍縮小効果が得られているものの、抗腫
瘍効果は未だ不十分であり、大部分の症例で
治療耐性になることが問題となっている。し
かし、耐性機構の解明につながる基礎的研究
は殆ど行われていない。 
病理学的にスニチニブ治療後の腎細胞が

ん組織では、脱分化傾向の顕著な紡錘細胞が
んの残存を確認されている。形態学的に通常
型の腎細胞がんから紡錘細胞がんへの移行
は上皮-間葉転換(epithelial-mesenchymal 
transition: EMT)と考えられ、腎細胞がんで
はEMTがスニチニブ治療に対する耐性獲得に
関与していることが示唆された。そのため、
腎細胞がんの EMT 誘導機構が特定できれば、
根治療法の開発につながることが期待され
る。 
Tumor necrosis factor-α (TNF-α)は腫

瘍壊死因子として発見されたが、近年低用量
の TNF-αはむしろ腫瘍の増殖を促進するこ
と が 報 告 さ れ た 。 ま た 、 TNF- α は
transforming growth factor-β (TGF-β)と
ともに主要な EMT 誘導因子である。乳がんで
はがん幹細胞マーカーである CD44 を TNF-α
が誘導することも知られている。TNF-αは細
胞 膜 タ ン パ ク 質 と し て 産 生 さ れ 、
TNF-converting enzyme (TACE)である ADAM
（a disintegrin and metalloproteinase）
17 によってシェディングされることで細胞
外に放出される。尚、ADAM17 は種々のがんに
おいて過剰発現しており、がん細胞の浸潤・
転移および治療抵抗性にかかわっていると
報告されている。しかし、腎細胞がんにおけ
る ADAM17 や TNF-α発現と臨床病理学的因子
や予後との相関についての報告はない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、腎細胞がん細胞株(786-O およ

び ACHN)における TNF-αによる EMT誘導機構
を解析するとともに、がん幹細胞マーカーで
ある CD44 の誘導を解析した。また、ADAM17
を siRNA により特異的に抑制し、がん細胞の
浸潤能の変化を検討した。腎細胞がん外科切
除検体における ADAM17、TNF-α、CD44 発現
を免疫組織学的に解析し、臨床病理学的因子、
予後との関連を調べた。さらに、分子標的薬
治療前後の腎がん切除検体における ADAM17、
TNF-α、CD44 発現を検討し、治療耐性との関
連を調べた。 
 
３．研究の方法 
(1) 腎細胞がん外科切除検体における

ADAM17、TNF-α、CD44 発現の解析: 原発
性淡明細胞型腎細胞がん100例のパラフ
ィン切片を用いて ADAM17、TNF-α、CD44
発現を免疫組織学的に検討し、臨床病理
学的因子および予後との関連を解析し
た。 

(2) TNF-αによる腎細胞がん由来細胞株の
EMT 誘導機構の解析: 腎細胞がん由来細
胞株である 786-O と ACHN の培養系に主
要な EMT 誘導因子である TNF-αと TGF-
βを添加し、trans-well culture insert
や Matrigel invasion chamber を用いて
遊走能と浸潤能の変化を測定するとと
も に 、 E-cadherin 、 matrix 
metalloproteinase-9 (MMP-9)、TNF-α
発現の変化を定量 PCR 法で測定した。 

(3) TNF-αによる CD44 発現の誘導：TNF-α
を 786-O と ACHN の培養系に加えた際の
CD44 発現の変化を定量 PCR 法とイムノ
ブロット法によって検討した。 

(4) siRNA による ADAM17 発現の抑制と遊
走・浸潤能変化の測定：786-O の ADAM17
発現を siRNA によって特異的に抑制し、
その効果を定量PCR法によって確認する
とともに、上記の方法で in vitro にお
ける遊走能と浸潤能の変化を測定した。 

(5) スニチニブ治療後残存がん細胞におけ
る ADAM17、TNF-α、CD44 発現解析：ス
ニチニブ治療によるがん細胞の形質変
化を検討するため、上記の原発性腎細胞
がん 100 例に加え、スニチニブ治療後の
原発性腎細胞がん4例および転移性腎細
胞がん（未治療 12 例とスニチニブ治療
後 10 例）における TNF-α、CD44、ADAM17
発現を調べ治療との相関を検討した。 

(6) 腎細胞がん外科切除検体における血管
密度の測定：スニチニブ治療による血管
新生抑制効果を調べるため、CD34 染色を
行って微小血管密度を測定した。 

(7) 倫理面への配慮：ヒトがん患者の組織を
用いた解析にあたっては、患者本人のイ
ンフォームドコンセントを得た上で用
い、慶應義塾大学倫理委員会の承認のも
と、厚生労働省の倫理指針を遵守して行
った。 

 
４．研究成果 
(1) 研究の主な成果 
① 腎細胞がんにおける ADAM17、TNF-α、

CD44 の発現と臨床病理学的因子の相
関：ADAM17、TNF-α、CD44 発現は腎細胞
がんの原発巣の進展度、遠隔転移、組織
学的異型度と相関していた。また、
ADAM17、TNF-α、CD44 高発現例は低発現
例に比べ、再発率および死亡率が高いこ
とがわかった。 

② 腎細胞がんにおける TNF-α、ADAM17、
CD44 発現の関連：腎細胞がん組織におけ
る TNF-αと ADAM17 発現には正の相関が
あり、ADAM17 による TNF-αのシェディ



ングが TNF-αの発現亢進に関与してい
ると考えられた。また、TNF-α高発現症
例は低発現例に比べ有意に CD44 発現が
高い傾向がみられ、腎細胞がん組織にお
いて TNF-αが CD44 発現を誘導している
ことが示唆された。 

③ TNF-αによる786-Oと ACHNの EMT誘導： 
TNF-αを添加して 786-O と ACHN を培養
すると E-cadherin 発現が低下し、
vimentin と MMP-9)発現が上昇するとと
もに、in vitroにおける遊走能と浸潤能
が亢進した。また、興味深いことに TNF-
α投与によりがん細胞のTNF-α mRNA発
現が誘導された。 

④ TNF-αによる CD44 発現の誘導：TNF-α
投与によりがん細胞の CD44 mRNA 発現が
上昇した。イムノブロット法により CD44
蛋白発現の上昇も確認された。 

⑤ siRNAによる786-OのADAM17発現の抑制
と遊走能と浸潤能の低下: siRNA により
786-O の ADAM17 発現を特異的に抑制す
ると in vitro におけるがん細胞の遊走
能 と 浸 潤 能 が control 
siRNA(non-silencing siRNA)を加えた細
胞株に比べ有意に抑制された。 

⑥ スニチニブ治療後がん組織における
ADAM17 と CD44 発現の相関: スニチニブ
治療後の腎細胞がん原発巣では未治療
組織に比べ、有意に CD44 と ADAM17 発現
が上昇していた。同様にスニチニブ治療
後の転移性腎細胞がん組織は未治療の
症例に比べCD44と ADAM17陽性細胞の比
率が有為に増加していた。 

⑦ スニチニブ治療と微小血管密度の相
関：スニチニブ治療と微小血管密度の間
には有意な関連は認めなかった。 

(2) 得られた成果の国内外の位置づけとイ
ンパクト 
EMT はがん細胞の浸潤・転移の重要なステ

ップである。EMT では E-cadherin の低下によ
り細胞接着能が低下し、MMP や vimentin の誘
導により浸潤能が亢進することが重要と考
えられている。本研究により TNF-αが腎細胞
がんの EMT を誘導し、E-cadherin 発現の抑制
および vimentin と MMP-9 発現の誘導によっ
てがん細胞の遊走能と浸潤能を高めている
ことが明らかとなった。 
転移性腎細胞がんに対するスニチニブ治

療は従来の免疫療法と比較すると有意に腫
瘍が縮小し奏効率が高いと報告されている
が、多くの患者において治療耐性となり、最
終的には死亡する。そのために、スニチニブ
治療後に残存する耐性がん細胞の形質を解
析することは極めて重要である。がんの治療
抵抗性にはがん幹細胞が関与していると考
えられ、EMT とがん幹細胞の分子機構には共
通点が多いことが明らかとなってきている。
スニチニブ治療後の腎細胞がん組織は、未治
療の組織に比べ有意に CD44 陽性のがん細胞
の比率が上昇していた。CD44 は化学療法に対

する治療抵抗性に関与していることが報告
されており、CD44 を標的とした治療がスニチ
ニブ抵抗性腎細胞がんに対する効果的な新
規治療法の開発につながることも期待され
る。 
ス ニ チ ニ ブ は vascular endothelial 

growth factor receptor の作用を阻害し血管
新生を抑制することで治療効果を発揮して
いると考えられている。本研究ではスニチニ
ブ治療の有無と微小血管密度の関連を検討
した結果、治療後がん組織での有意な微小血
管密度の低下が確認された（本研究と同様に
スニチニブ治療を２クール後早期に摘出し
た腎細胞がん組織では有意な血管密度低下
が報告されている）。スニチニブ治療により
当初は血管密度が低下すると考えられるが、
多くの症例では、EMT や癌幹細胞の誘導によ
り治療が効かなくなると推定された。 
ADAM17 は TNF- αや epidermal growth 

factor receptor ligand のシェディングに関
与しており、卵巣がん、乳がん、膵がん、結
腸がん、頭頸部がん等の多くのがんにおいて
過剰発現し、がん細胞の増殖・浸潤・血管新
生に関わっている。さらに乳がんではハーセ
プチンに対する治療耐性に関与し、胃がんの
がん幹細胞では CD44 と共発現していること
が報告されている。本研究では、ADAM17 が腎
細胞がんの原発巣の進展度、遠隔転移、組織
学的異型度と相関し、ADAM17 高発現症例は早
期に再発し、予後不良であることが判明した。
In vitro の実験では、ADAM17 発現抑制は遊
走能と浸潤能の低下につながることが明ら
かとなった。また、スニチニブ治療後がん組
織では CD44 とともに残存がん細胞に ADAM17
が高発現しており、ADAM17 と CD44 が腎細胞
がんのがん幹細胞マーカーである可能性が
示唆された。 
(3) 今後の展望 
 腎細胞がんでは、TNF-αが EMT およびがん
幹細胞マーカーであるCD44発現を誘導した。
一方、TACE である ADAM17 発現の siRNA によ
る特異的な抑制ががん細胞の遊走能と浸潤
能を抑制した。また、ADAM17、TNF-α、CD44
を高発現している腎細胞がんは早期に再発
し、死亡率が高いことが明らかとなった。ス
ニチニブ治療後に残存しているがん細胞で
は ADAM17 と CD44 が過剰発現していた。
ADAM17 による TNF-αのシェディングおよび
TNF-αによる CD44 発現の誘導が腎細胞がん
の浸潤・転移及び治療耐性に関与していると
考えられ、ADAM17/ TNF-α/CD44 経路の特異
的な阻害が既存の分子標的治療に耐性とな
った腎細胞がんの新規治療標的になること
が示唆された。 
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