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学 位 論 文 題 名

Impact of mTORC2-HIF-2a signaling pathway on the

regulation ofE―cadherin expresslonandCellmotilityin

    renalCe11CarClnoma

    （腎癌細胞におけるE・cadherin発現および細胞運動能に及ぼす

    mTORC2・HIF・ 2aシ グナ ルの 重要 性に関する研究）

学位論文内容の要旨

【背景・目的】腎細胞癌は病理学的所見から淡明細胞型腎細胞癌と非淡明細胞型腎細胞癌

の2っに大別され、淡明腎細胞癌は腎癌全体の約75-80％を占めている。淡明腎細胞癌が生

じる原因のひとっにVon Hipple-Lindau(VHL)遺伝子の欠損があり、VHL遺伝子は通常酸

素下においてhypoxia-inducible factor (HIF)の分解に関与している。従って'VHL遺伝子を

有する細胞では、通常酸素下でHIFの活性は極めて低い。しかしながら、VHL遺伝子の欠

損した淡明腎細胞癌においては、転写因子であるHIFが恒常的に維持されている。局所腎

細胞癌の治療は根治的摘除術が第一選択であるが、転移を有する進行性腎細胞癌に対して

は分子標的治療薬mTOR阻害剤(everolimus，temsirolimus)が広く使用されている。mTOR

はmTORComplexl (mTORCl)と Complex2 (mTORC2)からな るが、既 存のmTOR阻 害剤

はmTORCl阻害による細胞増殖抑制効果と血管新生阻害効果が報告されている。一方、

mTORC2も腎癌の進展に重要である事が示唆されているが、まだそのメカニズムは十分に

解明されていない。近年mTORC2シグナルの下流にあるHIF-2aの活性化により癌細胞の

E-cadherinの発現抑制が起こることが報告されている。E-cadherinは上皮細胞における代

表的な細胞間接着因子であり、その発現の減弱・消失が癌の悪性度や転移と相関する。我々

は、mTORC2- HIF-2a経路の阻害が腎癌細胞のE-cadherinの発現や細胞の運動能に及ば

す効果を解析するとともに、mTORC2が腎癌治療の新たなターゲットとなりうるか検討を

加えた

【方法】1） VHLを導入した腎がん細胞株IRCC4NHLを指標として、VHL欠損腎がん細胞

株RCC4およ び786-0に ついて E-cadherinの発現と局在をreal time-PCR法、Western

blot法、免疫螢光染色法にて検討し、time -lapse顕微鏡にて個々の細胞の運動能を検討し

た。2） VHL欠損 細胞株786-()において、作用機序の異なるmTOR阻害剤、Rapamycin

(mTORCl阻 害剤）およびPP242 (mTORCIC2阻害剤）を用いて、用量時間依存性による

E-cadherinの発現変化をreal-time PCR法、Western blot法で検討し、その局在を免疫螢

光染色法で確認した。またtime -lap se顕微鏡とwound healing assayを用いて、細胞の運

動能と遊走能を検討した。

【結果】1） RCC4NHL細胞がHIF-2aの発現低下および細胞のjunctionにE-cadherinの
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発現 を認める のに対 しVHL欠 損腎がん 細胞株RCC4、786-0細胞では、HIF-2aの発現亢

進とE-cadherinの発現低下を認めた。またtime-lapse顕微鏡にて細胞の移動距離を測定す

ると 、RCC4NHL細 胞に比 較して、 RCC4および786-0細胞では、細胞の移動距離が有意

に 長 く、 運動能が 亢進し ていた。 従ってVHL欠損 腎がん細 胞株RCC4と 786-0で は、

HIF-2aの発 現亢進とE-cadherinの発現低下を認め、RCC4NHL細胞に比べて運動能が亢

進している事を確認した。2） 786-0細胞に対して0.05~0.5pMのPP242で処理すると、

HIF-2aの発現低下に伴い、用量依存的にE-cadherinの蛋白′遺伝子レベルでの発現が確認

され0.5pMで有意に増強した。またPP242を同濃度で8，16，24時間作用させると、時間を

追ってE-cadher血の発現が増加し24時間で有意に増強した。さらにPP242投与により免

疫螢光染色にて細胞のjunctionにE．cadher血の局在が確認された。一方、rapamycin投

与ではこれらの効果を認めなかった。また786‐O細胞の移動距離を測定するとPP242投与

群ではrapamycin投与群に比べて有意に移動距離が短く、運動能の低下を認めた。さらに

創 傷 治癒 面 積 を比 較 す ると PP242投与 群では 濃度依存 的に治 癒面積が 抑制され 、

rapamycln投 与 群 に 比 べ て 遊 走 能 も 低 下 し て い る 事 が 明 ら か と な っ た 。

【考察】  mTORC1は数多くの癌腫を活性化している事で知られるphosphatidyHnosit01

3．kina8e（P13幻′Akt経路により活性化されており、mTORC1は癌治療の標的分子として

優れていると考えられている。しかしながらmTORClの下流に存在するS6K1はP13K′Akt

経路を負のフイードバックで抑制しており、mTORC1の持続的な阻害は、P13K／Akt経路

の活性化を誘導してしまうという欠点がある。それに対して近年mTORC2は直接的にAkt

をりン酸化することでAkt活性を完全に制御出来る事が報告された。それゆえ癌治療にお

け る mTORC2の 制 御の 重 要 性が 認 識 され は じ めて い る 。 PP242は mTORC2のAktリン

酸 化 を阻 害する作 用があ り、mTORC2およ びAHの下 流に存在 するmTORClの 両方の 制

御を可能にしている事から、今後臨床応用が期待される。我々の研究では786‐O細胞株へ

のPP242投与はE・cadherinの遺伝子およぴ蛋白レベルでの発現増強を認め、これらの効

果はHIF．2Qの抑制に付随するものと考えられる。遺伝子操作によりHIF活性を抑制する

事で E．cadherinの発現が 増強する 事は、 近年明ら かとな っており、我々の実験は

mTORCl／C2阻害剤PP242投与によるHIF．2Qの抑制がE．cadherinの発現を増強させ、

薬 剤 の 使 用 に よ っ て も 同 様 の 結 果 で あ っ た事 を 証 明し た 。 また 我 々 の研 究 は

mTORC2mIF．2Q経路の抑制が786‐O細胞の運動能や遊走能も抑制し得る事を証明した。

Eーcadher血の制御は細胞の運動能や腫瘍増殖および転移に密接に関連する事が知られてい

る。またE．cadher血の発現は予後にも影響しており、E．cadherinの発現が低下した腎細胞

癌患者は予後が悪かったとの報告もあり、PP242投与によるE．cadherinの発現増強には腫

瘍の増殖や転移を抑制する可能性がある。

【結論】我々の研究はmTORC2、HIF・2QそしてE‐cadherinの経路を制御する事で細胞の

接着能を亢進させ細胞の運動能を抑制するという観点から、進行性腎細胞癌治療における

新規治療戦略の基礎になり得ることを示した。それゆえにmTORC2は腎細胞癌の浸潤や転

移を 抑制するための重要な標的であると言える。さらにmTORC1′C2阻害剤はcadhedn

を制御する薬剤として進行性腎細胞癌における新規治療戦略のひとっになる可能性がある。
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学位論文審査の要旨

主査  教授  櫻木範明
副査  准教授  篠原信雄
副査  准教授  濱田淳一
副査  教授  武冨紹信

学 位 論 文 題名

Impact of mTORC2-HIF― 2a signaling pathway on the

regulation of E-cadherin expression and cell motility in

    renal cell carcinoma

    （腎癌細胞におけるE・cadherin発現および細胞運動能に及ぼす

    mTORC2-HIF-2aシ グ ナ ル の 重 要 性 に 関 す る 研 究 ）

  転移を有する進行性腎細胞癌にmTORComplexl (mTORCl）阻害剤が使用されている

が、mTORにはComplex2 (mTORC2)が存在し、下流のHIF-2aはE-cadherinの発現を抑

制することが指摘されている。申請者はmTORC2阻害が腎癌細胞のHIF-2a、E-cadherin

の発現に及ぼす効果を解析するとともに、mTORC2が腎癌治療の新たな標的分子とな

りうるか検討した。

  まずVHL癌抑制遺伝子を導入した腎癌細胞株RCC4NHLを指標として、VHL欠損

腎癌細胞株RCC4、786-0についてE-cadherinの発現と細胞の運動能を検討した。RCC4、

786-0細胞では、RCC4NHL細胞に比較して、HIF-2aの発現亢進とE-cadherin発現低下

を認め、細胞運動能の亢進を認めた。

  次にE-cadherinの発現が低下し、運動能の亢進した786-0細胞株において、作用機序

の異なるmTOR阻害剤、Rapamycin (mTORCl阻害剤）およびPP242 (mTORCl/C2阻害剤）、

を用いて、E-cadherinの発現変化と細胞の運動能を検討した。PP242で処理すると、

HIF-2aの発現低下に伴い、用量時間依存的にmRNAおよび蛋白レベルでのE-cadherin

の発現増強が起こり、その発現は、免疫蛍光染色にて細胞の接着面に確認された。また

各細胞の移動距離を測定するとPP242投与群では有意に移動距離が短く、運動能の低下

を認めた。またWound healing assayを用いて遊走能を比較すると、PP242投与では濃度

依存的な遊走能の低下を認めた。一方Rapamycin投与ではこれらの効果を認めなかった。

  PP242処理によるmTORC2阻害により、VHL欠損腎癌細胞のE-cadherinの発現増強

は用量時間依存性に起こり、細胞の運動能は低下することが示された。mTORC2は腎

癌治療における新たな標的分子となりうると考えられた。
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  審 査 に 際 し て 、 武 冨 教 授 よ り 、 1） 臨 床 検 体 に おけ るE-cadherin発現 とVHL発現 の

関 係 、 2） HIF-la発 現 があ る細 胞で のE-cadherin発現 への mTOR阻害 剤の 効果 つ いて 質

問 があ った 。申 請者 はVHL欠 損 した 組織 では 、E-cadhrinの発現は抑制されており、VHL

発 現が ある 組織 にお いて は、E-cadherinの発現を認める事が多くVHLとE-cadheriIlの発

現 は 相 関 し て い る と の 報 告 が あ る こ と 、 お よ び PP242は mTORC1お よ び mTORC2の 両

方の阻害作用を持ち合わせて いるため、HIF‐1nの発現も 同時に抑制され、PP242投与によ

り、E‐cadl塒riIlの発現が増強すると考えていると回答した。濱田准教授より、1）HIF・2a

はEーcadherin発現を直接制御しているか、それともこの 経路に何らかの因子が関与して

い るか 、2）腎 癌細 胞786‐Oで の運 動能 亢進 メカ ニズムについて質問 があった。これに

対 し 、 786． O細 胞 に お い て 、 HIF． 2Qは Snadお よ ぴSIP1等 のEMT誘 導転 写因 子 を介 し

てE．cadheriIlを制御しているとの報告があること、E．cadherinだけではなく、N．cadherill

の高発現も細胞の運動能に関 与している可能性があると回答した。篠原准教授より他癌腫

に おい て、 mTORC2の 制御 によ るcadhenn発現 につ いての先行研究につ いて質問があり、

悪 性 黒 色 腫 の 細 胞 を 使 用 し て 、 P13K― PTENpathwayを 制 御 す る 事 で E． cadherinと

N‾cadheri11の 8witckngが起こる事を発表した論文があると回答した 。櫻木教授より臨

床 にお ける 進行 性腎 細胞 癌の治療について質問があり、転移を有する 進行性腎細胞癌に

対 し抗 癌剤 治療 ・放 射線 治療 効果 が低 いた めIFN‐aやIL－2等のサイ トカイン療法が主

流であったが、その奏効率は 15‐20％であり満足すべきものではなかった。しかし、2008

年 以 降 は ス ニ チ ニ ブ 等 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤や エベ ロリ ムス 等の mTORC1阻害 剤

が使用されており標準治療となっていると回答した。

  本 研 究 は 、 薬 剤 投 与 に よ る mTORC2の 制 御 が HIF‐ 2aの 発 現 を 抑 制 し 、 cadherinの

switchingに伴い細胞の運動能も制御する事を初めて明ら かにした。更なる研究により、

mTORCl/C2阻 害 剤 が 、 cadherinの制 御を 介し た進 行性 腎細 胞癌 に対 する 新規 治 療戦 略

に なる 事が 期待 され る。 審査員一同は，これらの成果を高く評価し， 大学院課程におけ

る 研鑽 や取 得単 位な ども 併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるの に充分な資格を有

するものと判定した。
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