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要旨 

淡明細胞型腎細胞癌における分子病態の全体像を明らかにするために、106

症例を対象とし、体細胞性の遺伝子変異、ゲノムコピー数、遺伝子発現、DNA

メチル化の異常を網羅的に検出し統合的な解析を行った。その結果、新規の遺

伝子変異として TCEB1 のホットスポット変異を検出したほか、mTOR シグナリ

ングパスウェイが高頻度に異常をきたしていることを明らかにした。また、ゲ

ノム異常のパターンによる症例の分類を行い、予後との関連を見出した。分子

病態に基づいた分類が予後の予測や治療方針の検討に有用となりうることが示

唆された。 
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序文 

腎細胞癌（RCC）は、成人に生じる悪性腫瘍のうち 2-3%を占め 1、国立がん

センターの集計によると本邦において年間約 18,000 人が発症し、約 7,000 人が

死亡している 2。RCC は組織学的にいくつかのサブタイプに分類されるが、その

うち淡明細胞型腎細胞癌（ccRCC）が最も頻度が高く、70-80%を占めている 3。

進行例に対してはインターフェロンαやインターロイキン 2 を用いた免疫療法

や、血管新生阻害薬あるいは mTOR 阻害薬などの分子標的薬が使用されるが、

腫瘍の完全消失がえられる例は少ない 4。根治のためには外科的に完全に切除す

る必要があり、転移例や再発例は予後不良である。 

癌の病態や発生の原因を追及する研究は古くからなされているが、現在では

細胞におけるゲノム異常の蓄積によって癌が生じるという考え方が広く受け入

れられている。癌関連遺伝子に生じた変異や癒合遺伝子の形成、あるいはゲノ

ムコピー数の増加・欠失や発現量の変化など、ゲノムの質的・量的な異常が癌

細胞の発生に関わっていると考えられている。したがって、癌の病態を深く理

解するためには、癌細胞において生じているゲノム異常を詳細に明らかにする

必要があり、特定の遺伝子・タンパクに注目した解析ではなく、ゲノムの全領

域、そして全ての遺伝子を対象した、網羅的な解析によってのみ、分子病態の

全体像に迫ることが可能であると考えられる。 
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ccRCC におけるゲノム異常としては、極めて高頻度に VHL の不活化が生じて

いることが古くから知られている 5。VHL 遺伝子は 3 番染色体短腕（3p）に位置

しているが、ccRCC では、およそ 90%の症例で 3p のヘテロ接合性の消失（LOH）

が見られる 5。さらに、対側アリルにおいて VHL 遺伝子の変異 6,7あるいはプロ

モーターのメチル化 8が生じることにより、VHL の両アリルの不活化が生じる。

VHL は E3 ユビキチンライゲースとして知られており、Elongin B および Elongin 

C と複合体を形成している 9。これが CUL3 および RBX1 とともに基質である低

酸素誘導因子（HIFα）をユビキチン化し、プロテアソームにおける分解を促し

ている 10。低酸素環境下においては、HIFα がユビキチン化を受けないため蓄積

し 11,12、これが核内へ移行して HIFβとヘテロダイマーを形成し、標的遺伝子上

流に結合して遺伝子の転写を誘導する 13。ccRCC では VHL の機能が喪失するこ

とにより HIF が蓄積し、血管内皮細胞増殖因子（VEGF）をはじめとする標的遺

伝子の転写が誘導され、腫瘍の発生に寄与していると言われている 14。 

マイクロアレイの開発により、ゲノムコピー数や遺伝子発現の変化を網羅的

かつ高速に解析できるようにことは、癌のゲノム解析に大きな進展をもたらし

た。近年ではさらに、シークエンス技術が大きく発展したことに伴い、次世代

シークエンサーを用いた全エクソン解析や全ゲノム解析によって、遺伝子変異

をも網羅的に検出できるようになった。Illumina 社の次世代シークエンサーであ
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る HiSeq2000 システムでは、シークエンス用ライブラリ（断片化した DNA の両

端に、アダプター配列を付加したもの）を大量並列シークエンシングすること

により、1 回のラン（10 日～14 日）で約 500Gb のシークエンスデータを得るこ

とができる。HiSeq2000 システムでのランにより、およそ 100bp 長の塩基配列情

報（シークエンスリード）が大量に得られ、これを各種マッピングツールを用

いてレファレンスのゲノム配列（hg19）の適切な領域にマッピングする（図 1）。

そのうえで、ゲノム上の各ポジションについて腫瘍DNAと正常DNAを比較し、

体細胞性変異を検出する。また、単に変異の有無だけではなく、変異アリル頻

度（変異の生じているポジションにおいて、変異のリード数を、変異および野

生型の双方のリード数の合計で除したもの）を算出することにより、その変異

を持った細胞が腫瘍全体の中でどの程度の割合を占めているのかを推定するこ

とが可能である。腫瘍発生の初期に生じた変異であれば（ドライバー変異かパ

ッセンジャー変異かには関わらず）、ほとんどの腫瘍細胞がその変異を有してい

ると考えられるため、変異アリル頻度は高くなるが、腫瘍進展の過程で後から

生じ、一部の腫瘍細胞のみが有している変異の場合は、低い変異アリル頻度が

観察される。これらの情報を用いて、どのような様式で変異が蓄積し、癌の発

生や進展に至るのかを推測しうると考えられる。 

ccRCC においては、他の悪性腫瘍で高頻度に見られる RAS, BRAF, TP53、
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CDKN2A、RB1 などの変異頻度が低く 15、VHL の不活化の他に分子病態に重要な

役割を占めている遺伝子異常は長い間不明であったが、網羅的な遺伝子変異解

析が行われた結果、2010 年以降に、PBRM1
16、BAP1

17、SETD2
15、KDM5C

15など、

クロマチン制御・ヒストン修飾に関する遺伝子変異が ccRCC で高頻度に生じて

いることが明らかとなった。Varela らの報告 16では、7 例の ccRCC に対して全

エクソンシークエンシングを行ったところ、4 例に PBRM1 変異を認めた。さら

に 220 例において同遺伝子の変異解析を行ったところ、41%の症例に変異を検出

した。また、Peña-Llopis らの報告 17では、やはり 7 例の全エクソンシークエン

シングにより BAP1 の変異を見出したため、さらに 176 例で変異解析を行い 14%

の症例に変異を検出した。Guo らの報告 18では、10 症例の全エクソンシークエ

ンシングを行い、VHL 以外にもユビキチンによるタンパク分解機構に関する遺

伝子の変異が生じていることを明らかとした。しかしながら、ここで挙げたよ

うなこれまでの研究では、網羅的な解析を行った症例数が少ない、あるいは遺

伝子発現やDNAメチル化などの他のゲノム異常も合わせた包括的な解析がされ

ていないという点で不充分なものであった。 

したがって、ccRCC の分子病態は完全に明らかにされたとは言えず、その全

体像を解明するためには、多数の検体を用いて、遺伝子変異、ゲノムコピー数、

遺伝子発現、DNA メチル化などあらゆる観点からのゲノム異常を網羅的に検出
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し、それらを統合的に解析する必要がある。本研究では 106 例の ccRCC を対象

とし、各検体について、全エクソン・全ゲノムシークエンシング、RNA シーク

エンシング、マイクロアレイによる遺伝子発現解析、DNA メチル化解析、ゲノ

ムコピー数解析を行い、検出された異常を統合的に解析した。重要な遺伝子変

異については、さらに症例を 134 例追加し、合計 240 例について解析を行った。 

  

図 1 次世代シークエンサーを用いた解析による変異の検出 

次世代シークエンサーによるシークエンシングによって、100bp 長のシークエ

ンスリードが大量に得られる。これをリファレンス配列を参照して、適切な

領域にマッピングすることにより、検体 DNA における塩基配列情報が決定さ

れる。リファレンス配列と異なる塩基がある場合は variant として検出され、

腫瘍検体と正常検体との比較により、体細胞性変異であるかどうかが決定さ

れる。また、variant を含んだリードがどの程度の割合を占めているかを計算

することにより、variant allele frequency が算出される。 
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方法 

【対象とした検体】 

本研究は東京大学 ヒトゲノム・遺伝子解析研究倫理審査委員会の承認を受け

て施行された（「固形腫瘍における遺伝子異常の網羅的解析」承認番号 G1598、

「全ゲノムシークエンスによる泌尿器腫瘍の治療標的分子の同定」承認番号

G3511）。 

ccRCC と診断され、1999 年から 2009 年の間に東京大学医学部附属病院泌尿

器科にて根治的腎摘除術または腎部分切除術を施行した 240 例から解析用の組

織を採取した。このうち 106 例を Exome-cohort とし、全エクソン解析のほか、

RNA シークエンシング、マイクロアレイ解析の対象とした。Exome-cohort にお

いて検出された主要な遺伝子変異については、全 240 症例において検証した。 

組織の採取は、手術にて腫瘍を摘除した直後に可及的速やかに行った。腫瘍

組織ならびに腫瘍に付随して切除された正常腎組織の一部を採取し、液体窒素

下で保存した。正常腎組織が充分に採取できなかった 13 症例については、末梢

血を採取した。術前に、免疫療法や分子標的薬の投与を受けた症例はなかった。

また、いずれの症例も、組織学的に ccRCC の所見に合致することを確認した。

組織学的診断は、森川鉄平氏と共同で行った。 

DNA は Gentra Puregene Kit（Qiagen）を用いて抽出した。RNA は RNeasy Kit
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（Qiagen）を用いて採取した。採取した RNA は 2100 BioAnalyzer（Agilent 

Technologies）を用いて分析し、RNA integrity number が 7 以上のものをその後の

解析に用いた。 

【全エクソンシークエンシング】 

106 例の腫瘍 DNA とそれに対応する正常 DNA について、全エクソンシーク

エンシングを行った。1.5～3μg の DNA を用いて、シークエンス用のライブラリ

ー調整を行った。まず、Covaris（M&S Instruments）にて DNA を約 200bp のサ

イズにランダムに剪断した。断片化した DNA の両端に、Hiseq2000（Illumina）

にてシークエンシングするためのアダプター配列を付加した。その後、SureSelect 

Human All Exon kit（Agilent Technologies）を用いて液相ハイブリダイゼーション

によるエクソン領域の濃縮を行った。調整した DNA ライブラリーは、HiSeq2000

（Illumina）を用いて両端 100bp のシークエンシングを行った。得られたシーク

エンスリードは、Burrows-Wheeler Aligner（BWA）を用いてレファレンス配列

（hg19）にマッピングした。 

変異の検出は、EBcall アルゴリズム 19を用いて行った。まず、10 検体以上の

正常 DNA のシークエンスデータから、ゲノム上の各ポジションにおけるシーク

エンシングのエラー率を見積もった。次に、それぞれの腫瘍 DNA において、リ

ファレンスの配列（hg19）と異なるミスマッチの頻度を、正常 DNA のデータか
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ら見積もったエラー率と比較した。腫瘍 DNA におけるミスマッチの頻度が、エ

ラー率よりも有意に高い場合に、体細胞性変異の候補とした。EBcall アルゴリ

ズムの開発は、白石友一氏と共同で行った。 

【全ゲノムシークエンシング】 

Exome-cohort のうち、14 症例の腫瘍 DNA とそれに対応する正常 DNA につい

て、全ゲノムシークエンシングを行った。1μgのDNAを、Covaris（M&S Instruments）

にて約 400bp のサイズにランダムに剪断し、NEBNext DNA Library Preparation kit

を用いてシークエンスライブラリーを作成した。作成したDNAライブラリーは、

HiSeq2000 （Illumina）を用いて両端 100bp のシークエンシングを行った。得ら

れたシークエンスリードは、BWA を用いてレファレンス配列（hg19）にマッピ

ングし、マッピングされなかったリードはさらに Blat を用いて再度マッピング

した。 

リファレンスの配列（hg19）と比較して、腫瘍ゲノムにおいて 7 リード以上

のミスマッチがあり、同じ部位の正常ゲノムにおけるミスマッチが 1 リード以

下（一塩基置換）あるいは 0 リード（挿入欠失）の場合に、体細胞性変異の候

補とした。全ゲノムシークエンシングの解析（マッピングおよび体細胞変異の

検出方法の検討）は、奥野友介氏と共同で行った。 

【RNA シークエンシング】 
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Exome-cohort 106例のうち 100例について、RNAシークエンシングを行った。

1μg の total RNA から、TruSeq RNA Sample Preparation kit（Illumina）を用いてシ

ークエンスライブラリーを作成した。まず、poly-T 付加磁気ビーズにて total RNA

から poly-A RNA (mRNA)を精製し、これを 2 価陽イオンにて化学的に断片化し

た。断片化した mRNA から、逆転写酵素（SuperScript II Reverse Transcriptase, Life 

Technologies）を用いて cDNA を合成し、アダプター配列を付加した。作成した

ライブラリーは HiSeq2000（Illumina）を用いて両端 100bp のシークエンシング

を行った。得られたシークエンスリードは、Bowtie ならびに Blat を用いてレフ

ァレンス配列（hg19）にマッピングした。 

マ ッ ピ ン グ さ れ た シ ー ク エ ン ス デ ー タ か ら 、 Genomon-fusion

（http://genomon.hgc.jp/rna/）を用いて癒合遺伝子を検出した。癒合遺伝子の接

合部をまたぐシークエンスリードは、それを構成する 2 つの遺伝子にマッピン

グされうるが、Genomon-fusion ではこのようなシークエンスリードを検出する

ことにより、癒合遺伝子を高精度に捉えることが可能である。検出された癒合

遺伝子の候補は、Reverse Transcription-PCR にて確認した。Total RNA 500mg か

ら逆転写酵素（RevaTra Ace Reverse Transcriptase, TOYOBO）を用いて合成した

cDNA を鋳型として、KOD-Plus Neo (TOYOBO)を用いて PCR を行った。

Genomon-fusion による癒合遺伝子の検出方法の開発は、白石友一氏と共同で行
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った。 

【マイクロアレイ解析】 

SNP アレイによるゲノムコピー数解析 

240 症例を対象として、SNP アレイによるゲノムコピー数解析を行った。解

析は GeneChip Human 250K NspI Array（Affymetrix）を用いて行った。500ng の

DNA を制限酵素（NspI）で消化し、PCR 増幅および断片化して、アレイとのハ

イブリダイゼーションを行った。スキャンされたシグナル強度から、GTYPE ソ

フトウェア（Affymetrix）にて SNP タイピングを行い、CNAG/AsCNAR（Copy 

number analyzer for GeneChip/Allele-specific copy number analysis with anonymous 

reference）アルゴリズム 20,21を用いて、トータルおよびアリル特異的なコピー数

を決定した。すなわち、アレイ上に搭載された約 250,000 の SNP プローブのそ

れぞれから得られるハイブリダイゼーションシグナルから、腫瘍細胞と正常細

胞のシグナル比を算出し、網羅的にコピー数を解析した。また、SNP プローブ

においてヘテロ接合性を示した箇所においては、2 つのアリルを区別しそれぞれ

においてアリル特異的なコピー数解析を行った。アリル特異的なコピー数を行

うことにより、total のコピー数異常を伴わない LOH（ヘテロ接合性の消失、loss 

of heterozygosity）すなわち uniparental disomy（UPD）をも網羅的に検出すること

ができた。SNP アレイで決定した 240 例のコピー数について、GISTIC 2.0
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（Genomic Identification of Significant Targets in Cancer）ソフトウェア 22を用いて

解析し、バックグラウンドのコピー数異常の頻度と比較して、有意に（q value 

<0.25）コピー数異常を生じている領域を検出した。 

DNA メチル化解析 

Exome-cohort 106 例について、 Infinium HumanMethylation450 BeadChip

（Illumina）を用いて網羅的な DNA メチル化解析を行った。500ng の DNA に対

し、EZ DNA Methylation Kit (Zymo Research).を用いてバイサルファイト処理する

ことにより、非メチル化シトシンをウラシルに変換させた（メチル化シトシン

は変換しない）。これを PCR 増幅ならびに断片化し、アレイとのハイブリダイゼ

ーションを行った。各プローブサイトには、メチル化プローブ（シトシンに対

応）と非メチル化プローブ（ウラシルに対応）が設定されており、スキャンに

よって両者のシグナル強度を測定した。メチル化プローブの intensity (M)と非メ

チル化プローブの intensity (U)から、β-value (M/(M+U))を算出し、メチル化の評

価指標とした。メチル化の状態による症例のクラスタリングは、全プローブの

うち X 染色体と Y 染色体に配置されたものを除外し、さらに症例間の β-value

の分散が大きい 3,562 個（上位 1%）のプローブを用いて行った。 

遺伝子発現解析 

Exome-cohort 106 例のうち 101 例について、Human Gene Expression 4x44K v2 
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Microarray（Agilent Technologies）を用いて、網羅的な遺伝子発現解析を行った。

500ng の total RNA から cRNA を合成し、Cyanine3 でラベル化（1 色法）した。

これを断片化した後、アレイとのハイブリダイゼーションを行った。スキャン

によって検出したシグナル値を Feature Extraction ソフトウェアにて解析し、各遺

伝子の発現値を抽出した。検体間の発現データの正規化のために quantile 

normalization を行った。解析した症例を、ccA および ccB の 2 つのサブグループ

に分類するために、既報の文献と同様に 23
K-means 法による症例のクラスタリン

グを行った。 

Gene Set Enrichment Analysis（GSEA）（http://www.broadinstitute.org/gsea/）にて、

DNA メチル化および遺伝子発現のプロファイリングを行った。 

SNP アレイによるコピー数解析ならびに遺伝子発現解析は、佐藤亜以子氏と

共同で行った。DNA メチル化解析は、アレイ実験は永江玄太氏と共同で、デー

タの解析は島村徹平氏と共同で行った。 

【免疫染色】 

Exome-cohort 106 例について、HIF タンパクに対する免疫染色を行った。HIF1α

の免疫染色にはマウスモノクローナル抗体（1:300, Clone H1alpha67, NB100-122, 

Novus Biomedicals Inc., Littleton, CO）を、HIF2αの免疫染色にはウサギモノクロ

ーナル抗体（1:1000, NB100-105; Novus Biomedicals Inc., Littleton, CO）を用いた。
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HIF1α、HIF2α ともに 5%以上の腫瘍細胞の核が染色された場合に陽性と判定し

た。陽性例は、核の免疫反応性の強度に応じて、1+: mild, 2+: moderate, 3+: strong

の 3 段階に分類した。 

免疫染色は、前田大地氏と共同で行った。 

【細胞株への遺伝子導入】 

HeLa 細胞および HEK293T 細胞を、10%ウシ胎児血清および 1%ペニシリン・

ストレプトマイシンを加えた DMEM 培地（Gibco）で培養した。TCEB1（Elongin 

C）の全長 cDNAはヒト大腸組織から抽出した cDNAから PCR増幅にて作成し、

タンパクの N 末端に 3 コピーの HA 配列をタグ付けした。これを鋳型として、

QuikChange Site-Directed Mutagenesis kit （Stratagene）を用いて Tyr79Cys ならび

に Ala100Pro の変異を有した TCEB1 の cDNA を作成した。VHL および TCEB2

の cDNAも同様の方法で作成し、VHLにはタンパクのN末端に 3コピーの FLAG

配列をタグ付けした。 

HeLa 細胞には pMXs-puro レトロウイルスベクターを用いて、empty vector 

(Mock)、野生型 Elongin C および変異型 Elongin C（Tyr79Cys および Ala100Pro）

を導入し、安定的に発現させた。293T 細胞にはリン酸カルシウム法を用いて、

各遺伝子を一過性に発現させ、48 時間経過後に各種の実験に用いた。 

内因性の Elongin C のノックダウンは siRNA（Takara Bio）を用いて行った。
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ノックダウンを行う細胞に外因性の TCEB1（Elongin C）を導入する際には、

siRNA の影響を受けないように、あらかじめ PrimeSTAR HS DNA Polymerase

（Takara Bio）を用いて、アミノ酸が変化しないような 4 塩基の塩基置換変異を

生じさせておいた。（c.210A>C; Leu70Leu, c.211_213TCG>AGC; Ser71Ser）。siRNA

は Lipofectamine 2000 (Invitrogen)を用いて HeLa 細胞に導入し、48 時間経過後に

実験に用いた。 

これらの実験および解析は、吉里哲一氏と共同で行った。 

【タンパク質の抽出とイムノブロット解析】 

細胞株からのタンパク質は、RIPA バッファー(Santa Cruz Biotechnology)を用い

て抽出した。細胞溶解液は 10%ポリアクリルアミドゲルにて泳動し、表 1 に示

す抗体を用いてタンパクの検出を行った。 

【統計解析】 

統計解析はソフトウェア R を用いて行った。生存時間解析はカプラン・マイ

ヤー法を用いて行い、Log-rank 法にて 2 群間の差を検定した。多重検定による

False Discovery Rate の制御が必要な場合は、Benjamini-Hochberg 法を用いて

q-value を算出した。 
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表 1 イムノブロット解析に用いた抗体 
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結果 

【全ゲノムシークエンシングおよび全エクソンシークエンシングによる遺伝子

変異の検出】 

14 症例について施行した全ゲノムシークエンシングにおいて、腫瘍ゲノムは

1 例あたり平均 47.2 リード、正常ゲノムは 1 例あたり平均 33.6 リードの深度で

シークエンスされた。また、20 リード以上の深度でシークエンスされたのは、

全ゲノム領域の 95%（腫瘍）および 90%（正常）であった。合計で 71,424 個の

体細胞性変異を検出し（1 例あたり平均 1.7/megabase）、このうち 68,273 個が一

塩基置換（SNV）、3,151 個が挿入欠失（indel）であった（図 2a）。SNV のパタ

ーンの分布としては、T>C/A>G の transition が最も多く、次いで C>T/G>A の

transition、C>A/G>T の transversion が多くみられた（図 2c）。C>T/G>A の transition

は多くの悪性腫瘍における主要な塩基置換のパターンであるが 24、T>C/A>G お

よび C>A/G>T は今回の ccRCC における SNV のパターンを特徴づけるものであ

った。同様の特徴は肝細胞癌においても報告されている 25。 

染色体転座、逆位などのゲノム構造異常は、1 例あたり平均 12 個（0 個―35

個）検出された。複数例において構造異常が集積していた領域はなかった。 

遺伝子のコーディング領域におけるアミノ酸の変化を伴う変異は、1 例あたり

平均 47 個検出されたが（図 2b）、これは全ての体細胞性変異のうち 0.92%を占 
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図 2 全ゲノムシークエンシングにより検出された変異数 

(a) 各症例の、ゲノム全領域における変異の総数を示す。1 例あたり平均 5,100

個（1.7/megabase）の変異を検出した。また、ほとんどの変異は noncoding 領

域に生じていた。 

(b) 各症例の、コーディング領域におけるアミノ酸の変化を伴う変異数を示

す。これらの変異は、ゲノム全領域における変異の 0.92%を占めていた。 

(c) 各症例の、検出された変異の、塩基置換のパターンを示す。C>T/G>A の

置換は多くの悪性腫瘍における主要な塩基置換のパターンであるが、ccRCC

では T>C/A>G や C>A/G>T の置換も多く見られた。 
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めていた。この割合は、ゲノム全領域に対する遺伝子のコーディング領域のサ

イズの比率とほぼ同等であり、変異は概ねランダムに生じていることが示唆さ

れた。 

次に、ccRCC の発生および進展においてドライバーとなる遺伝子変異の全体

像を明らかとするために、106 例を対象に全エクソンシークエンシングを行った。

濃縮した全エクソン領域に対し、腫瘍検体は 1 例あたり平均で 129.4 リード、正

常検体は 1 例あたり平均で 126.3 リードの深度でシークエンスされた。また、20

リード以上の深度でシークエンスされたのは、全エクソン領域の 89%であった。

合計で 5,171 個（1 例あたり平均 48.8 個）の体細胞性変異を検出し、このうち

4,234 個がミスセンス変異、232 個がナンセンス変異、140 個がスプライスサイ

ト変異、557 個が挿入欠失(indel)、8 個がストップコドンの延長を伴う変異であ

った。 

全ゲノムシークエンシングと全エクソンシークエンシングの両方を行った 14

症例について、双方の解析で検出された変異を比較したところ、839 の遺伝子変

異のうち 539 変異（64%）が両方のプラットフォームで検出された（図 3a）。全

エクソンシークエンシングのみで検出された変異は 183 個あった。全エクソン

シークエンシングでは、より深い深度でシークエンスされたことを反映して、

変異アリル頻度の低い、サブクローナルな変異を効率的にとらえられていた（図
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3b,c）。一方、全ゲノムシークエンシングのみで検出された変異は 117 個であっ

たが、これらのほとんどは、全エクソンシークエンシングでは変異のあった領

域のシークエンス深度が浅いために変異の検出に失敗していた。平均のシーク

エンス深度は、全エクソンシークエンシングの方が圧倒的に深かったが（129.4

対 47.2）、GC rich な領域においては全エクソンシークエンシングでは充分なシ

ークエンス深度が得られていなかった。これは、エクソン領域を濃縮する際に、

相補的な配列の cRNA と検体 DNA をハイブリダイゼーションするのであるが、

GC rich な領域はハイブリダイゼーションの効率が悪く、その結果シークエンス

深度が浅くなるものと考えられた。全ゲノムシークエンシングでは、比較的均

一なシークエンス深度が得られたため、領域によっては全ゲノムシークエンシ

ングの方がより深くシークエンスすることが可能であった。 

検出された変異について deep sequencing を行い、それぞれの変異のアリル頻

度を測定したところ、14 例中 12 例においてサブクローナルな変異を見出すこと

ができた（図 4）。これは、ccRCC において腫瘍内の heterogeneity が一般的に見

られることを示唆している。 

  



22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C 

図 3 全ゲノムシークエンシング（WGS）と全エクソンシークエンシング

（WES）によって検出された変異の比較 

(a) 全 839 変異のうち、双方で検出されたのは 539 変異であった。183 変異は

WES のみで、117 変異は WGS のみで検出された。 

(b) WES では、シークエンス深度が深いことを反映し、変異アリル頻度の低

い変異を検出できていた。 

(c) 各症例において、検出された変異の変異アリル頻度の比較を示す。一塩

基置換は青で、挿入欠失は赤で表示する。主要な変異遺伝子（VHL, PBRM1, 

BAP1, SETD2）がある場合はそれを示す。 
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図 4 腫瘍内の heterogeneity 

全ゲノムシークエンシングを行った 14 例において、検出された変異のアリル

頻度を deep sequencing で決定し、縦軸にシークエンス深度、横軸にアリル頻

度をプロットした（各図の下段）。さらにカーネル密度推定によりクローン集

団を推定したところ（各図の上段）、14 例中 12 例でサブクローナルな集団が

見出された。 
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【3 番染色体短腕における遺伝子変異】 

106 例の全エクソン解析において、777 の遺伝子変異が複数症例に重複して

観察された。各遺伝子の変異頻度を、バックグラウンドの変異頻度と比較した

ところ、28 の遺伝子が有意に（q < 0.05）高頻度に変異を生じていると考えられ

た（表 2）。バックグラウンドの変異頻度は、遺伝子のサイズ（サイズの大きい

遺伝子ほど変異が生じやすい）と DNA 複製の際のタイミング（DNA 複製のタ

イミングが後の遺伝子ほど変異が起こりやすい）を考慮のうえ決定した。上位 5

遺伝子のうち VHL、PBRM1、BAP1、SETD2 の 4 遺伝子はいずれも 3 番染色体短

腕、3p25 から 3p21 の間の領域に位置していた。この領域はコピー数解析におい

て極めて高頻度にヘテロ接合性の消失(LOH)が検出されており、ccRCC において

重要な遺伝子変異と考えられた（図 5）。 

これらの遺伝子について、136 症例を追加し、合計 240 例において target 

sequencing による変異解析と、コピー数解析、プロモーターのメチル化の検出を

行った。3p LOH は、欠失（175 例）とコピー数異常の伴わない LOH（uniparental 

disomy, UPD; 51 例）を合わせ、226 症例（94%）において観察された（図 6,7a）。

3p LOH のない症例には、BAP1 遺伝子の変異が 1 例に見られたのみで、それ以

外にこれら 4 遺伝子の異常は観察されなかった（図 7a）。3p LOH の見られた 226

例のうち、ほとんどの症例において（221 例、97.8%）、残存アリルの VHL 遺伝 
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表 2全エクソンシークエンシングにおいて、有意に変異していた遺伝子 

  

遺伝子 ミスセンス 

ナンセンス 

/挿入欠失/ 

スプライス 

合計 症例数 P値 q値 

VHL 19 23 42 42 1.32 x 10-102 1.03 x 10-99 

PBRM1 4 24 28 28 2.63 x 10-36 1.02 x 10-33 

BAP1 3 5 8 8 1.82 x 10-09 4.71 x 10-07 

TCEB1 5 0 5 5 7.07 x 10-09 1.37 x 10-06 

SETD2 5 7 12 12 2.06 x 10-08 3.20 x 10-06 

FPGT 4 1 5 3 1.13 x 10-07 1.46 x 10-05 

MUDENG 6 1 7 2 3.38 x 10-07 3.75 x 10-05 

KEAP1 3 2 5 5 5.95 x 10-05 5.13 x 10-03 

TET2 7 1 8 6 5.59 x 10-05 5.43 x 10-03 

MUC4 6 0 6 6 1.02 x 10-04 7.91 x 10-03 

MLLT10 3 0 3 3 2.30 x 10-04 1.49 x 10-02 

KRT32 3 1 4 4 2.21 x 10-04 1.56 x 10-02 

MSGN1 3 0 3 2 2.85 x 10-04 1.58 x 10-02 

M6PR 1 2 3 3 2.77 x 10-04 1.66 x 10-02 

RPL14 3 0 3 2 3.90 x 10-04 1.89 x 10-02 

GRB7 4 0 4 4 4.20 x 10-04 1.92 x 10-02 

TP53 1 2 3 3 3.85 x 10-04 1.99 x 10-02 

CSMD3 8 1 9 8 7.08 x 10-04 2.75 x 10-02 

DNHD1 3 1 4 3 6.44 x 10-04 2.78 x 10-02 

PIK3CA 5 0 5 5 6.90 x 10-04 2.82 x 10-02 

NLRP12 3 0 3 3 8.93 x 10-04 3.31 x 10-02 

VMO1 2 0 2 2 9.89 x 10-04 3.49 x 10-02 

OR4C13 2 1 3 3 1.10 x 10-03 3.72 x 10-02 

KCNMA1 4 1 5 5 1.24 x 10-03 4.00 x 10-02 

MTOR 7 0 7 6 1.44 x 10-03 4.48 x 10-02 

LMAN2L 1 2 3 2 1.69 x 10-03 4.68 x 10-02 

YIPF3 2 1 3 2 1.57 x 10-03 4.69 x 10-02 

ZNF536 5 0 5 5 1.63 x 10-03 4.70 x 10-02 
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図 5 3 番染色体短腕の LOH 

SNP アレイによるコピー数解析において、各症例で検出された 3 番染色体短腕

の LOH 領域を青線で示す（240 例中 226 例）。高頻度に変異が見られた 4 遺伝

子は、LOH の集積している領域（3p25-3p21.1）に存在していた。 

図 6 VHL、PBRM1、BAP1、SETD2 の変異の分布 

全エクソンシークエンシングにて高頻度に変異し、3番染色体短腕に存在する

4遺伝子(VHL, PBRM1, BAP1, SETD2)について、240 例の変異解析を行った。各

変異を丸で示し、変異の種類を凡例のごとく色で示す。知られている機能ドメ

インは、色のついたボックスで示す。4遺伝子ともタンパクの機能喪失を生じ

る変異が多く見られた。 
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子は変異（197 例; ナンセンス変異 16 例、ミスセンス変異 70 例、挿入欠失 100

例、スプライスサイト変異 11 例）もしくはプロモーターのメチル化（24 例）が

生じていた。PBRM1、BAP1、SETD2 については、変異は高頻度に検出されたも

のの、プロモーターのメチル化は見られなかった。また、PBRM1 の変異と BAP1

の変異は、排他的に生じていた(P = 2.05x10
-3

, Fischer’s exact test)。これら 3 遺伝

子の変異のほとんどは（149 変異中 147 変異）、VHL の変異またはメチル化を来

している症例に生じていた（PBRM1: 98 変異全て、BAP1: 25 変異中 24 変異、

SETD2: 26 変異中 25 変異）（図 7a）。このうち PBRM1 の変異例では、PBRM1 の

変異アリル頻度と VHL の変異アリル頻度の間に有意な差がなかったのに対し、

BAP1 および SETD2 の変異例では、BAP1/SETD2 の変異アリル頻度が VHL の変

異アリル頻度よりも明らかに低い症例が存在した（図 7b）。このことから、VHL

および PBRM1の変異は ccRCCの発生の早期から先行して生じているのに対し、

BAP1 あるいは SETD2 の変異は、後から生じることで、腫瘍の進展や転移に関

わっていることが示唆された。 

次に、これらの変異の有無と予後との関連について解析した。最近の報告 26-28

と同様に、PBRM1 の変異の有無は予後に影響を与えなかったのに対し、BAP1

の変異例は全生存率が有意に低かった(hazards ratio (HR) = 2.58, 95% confidence 

interval (CI) = 1.13–5.90; P = 0.0203)。また、SETD2 の変異例は高頻度に転移をき 
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図 7 主要な遺伝子変異と予後との関連 

(a) 240 症例において、コピー数解析で検出された 3p ならびに 8q LOH の有無

と、主要な遺伝子の変異の有無をそれぞれの色で示す。VHL 遺伝子はプロモー

ターのメチル化の有無も示す。約 90％の症例で VHL の不活化が見られた。ま

た PBRM1 変異と BAP1 変異は排他的に生じていた。 

(b) PBRM1・BAP1・SETD2 変異について、変異アリル頻度を VHL 変異のアリ

ル頻度と比較したプロットを示す。P 値は Paired t test にて計算した。PBRM1

変異と VHL 変異にはアリル頻度の差はなかったが、BAP1 変異と SETD2 変異

は VHL 変異よりも有意にアリル頻度が低かった。 

(c) 変異の有無が、全生存率（OS）および無病生存率（DFS）に及ぼす影響を

検討した。BAP1 変異例は有意に OS が低く、SETD2 変異例は DFS が低かった。 

VHL 
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たしており、無病生存率が有意に低かったが(HR = 3.38, 95% CI =1.80–6.34;P = 

6.00 × 10–4
)、全生存率においては有意差を認めなかった（図 7c）。 

 

【ccRCC における TCEB1 変異】 

前述の、3p に存在する 4 遺伝子とならんで、有意に高頻度に変異を生じてい

たのが TCEB1 であった。TCEB1 は 8q に存在し、Elongin C タンパクをコードし

ている 29。Elongin C は、Elongin A および Elongin B とともに RNA polymerase II 

Elongin complex を形成し、mRNA の伸長に関わっていると言われているが、そ

れに加え VHL および Elongin B とともに、VHL complex の重要な構成要素であ

ることも知られている。VHL complex は、RBX1 および CUL2 とともに HIF のユ

ビキチン化を促している 10（図 8a）。240 症例を対象に、TCEB1、TCEB2（Elongin 

B をコードする遺伝子）、RBX1 および CUL2 の変異解析を行ったところ、8 例

（3.3%）に TCEB1 の変異を認めた。TCEB2、RBX1、CUL2 の変異は認めなかっ

た。VHL の変異/メチル化と TCEB1 変異は完全に排他的に生じており、両者を合

計すると 240 例中 229 例(95.4%)に VHL complex の異常を認めた（図 7a）。この

ことは、ccRCC の分子病態において、VHL complex の不活化が果たす役割を、

さらに強調するものと考えられた。VHL の変異およびメチル化は、3p LOH と関

連して生じていたが、TCEB1 変異例は常に 8q LOH、すなわち野生型の TCEB1
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アリルの消失を伴っていた（図 7a）。しかしながら、VHL の変異がナンセンス変

異やフレームシフト変異など、タンパクの完全な機能喪失をきたす変異が高頻

度に見られたのに対し、TCEB1 の変異は Tyr79（7 例）および Ala100（1 例）の

2 か所のアミノ酸に対応する塩基の SNV のみが見られ、前者アミノ酸に hot spot

を形成していた（図 8b）。注目すべきことに、この 2 つのアミノ酸は、Elongin C

と VHL の結合部位付近に位置していた（図 8c）。Tyr79 は水分子を介して VHL

の Pro154 と水素結合を（図 8d）、Ala100 は VHL の Val165 ならびに Val166 と疎

水性相互作用をしており（図 8e）、VHL との結合に重要な役割を果たしている

と考えられた。したがって、TCEB1 変異によるこの 2 つのアミノ酸の置換

（Tyr79Cys、Tyr79Ser、Ala100Pro）により、Elongin C と VHL の間の相互作用が

阻害され、その結果 HIFがユビキチン化されず蓄積すると予測された（図 8f-h）。 

このことを検証するために、まず HEK293T 細胞に野生型ならびに変異型

（Tyr79Cys、Ala100Pro）の Elongin C（HA 配列をタグ付け）を発現させ、VHL

と複合体を形成しているかどうか検討した。細胞からタンパク溶液を回収し、

抗 HA 抗体を用いて免疫沈降を行い、引き続いて抗 HA、抗 VHL、抗 Elongin B、

抗 CUL3 抗体にてウエスタンブロットを行った。その結果、野生型の Elongin C

は VHL ならびに CUL3 と複合体を形成していることが確認されたが、変異型の

Elongin C と VHL・CUL3 との相互作用は顕著に低下していた（図 9a）。次に野
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生型・変異型の Elongin C を発現させた HeLa 細胞を用いて、HIF の分解・蓄積

に対する影響について検討した。単純に野生型・変異型の Elongin C を外因性に

発現させたのみでは HIF の蓄積は見られなかったが、siRNA を用いて内因性に

発現している Elongin C を knock-down した場合には、野生型の Elongin C を発現

させた HeLa 細胞では HIF が蓄積しなかったのに対し、Mock および変異型の  

図 8 ccRCC における TCEB1 変異 

(a) VHL 複合体と KEAP1-NRF2 複合体の模式図を示す。いずれも CUL2/3 およ

び RBX1 を介して基質タンパク（HIF/NRF2）をユビキチン化し、プロテアソ

ームでの分解を促す。  

(b) 240 例中 8 例に TCEB1 変異を認めた。変異の分布を示す。変異は Y79 およ

び A100 の 2 か所のアミノ酸に生じており、前者では hot spot を形成していた。 

(c) VHL、Elongin B、Elongin C の結晶構造を示す。Elongin C で変異を生じる

Y79 および A100（赤で表示）は VHL との結合部位に位置していた。 

(d-h) Y79 は水分子を介して VHL の P154 と水素結合を形成しており(d)、A100

は VHL の V165/V166 と疎水性相互作用を形成している。これらのアミノ酸の

置換により(f-h)、結合が阻害されると考えられた。 
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Elongin C を発現させた HeLa 細胞では、HIF の蓄積が認められた（図 9b）。これ

らの結果から、TCEB1 の変異により Elongin C は VHL complex の形成に関する

図 9 変異型 Elongin C の機能解析 

(a) 293T 細胞に、HA でタグ付けした野生型ならびに変異型 Elongin C を発現さ

せた。各細胞において、それぞれのタンパクの細胞内での発現量の差がないこ

とを確認した（左側のパネル）。抗 HA 抗体を用いて免疫沈降を行い、それぞ

れのタンパクに対する抗体で、イムノブロット解析を行ったところ、野生型

Elongin C は VHL/Elongin B/CUL3 と複合体を形成しているのに対し、変異型

Elongin C は VHL および CUL3 との結合が阻害されていることが確認された

（右側のパネル）。 

(b) HeLa 細胞に野生型ならびに変異型 Elongin C を発現させ、HIF の蓄積を検

討した。細胞に変異型 Elongin C を発現させるのみでは HIF は蓄積しなかった

が（左側のパネル）、内因性の Elongin C を siRNA を用いて knock down したう

えで（◀◀）、外因性に変異型の Elongin C を発現させると（◀）、HIF が蓄積した

（右側のパネル）。 

(c) 手術検体における HIF の免疫染色の結果を示す。TCEB1 変異例および VHL

変異例では腫瘍細胞の核内の濃染が見られ、HIF の蓄積が示された（赤矢印）。

一方、VHL/TCEB1 のどちらも以上がない例や、正常尿細管上皮においては、

核の染色は見られなかった（黒矢印）。 
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機能を喪失するが、HIF が蓄積するためには両アリルの不活化が必要であること

が明らかとなった。このことは、TCEB1 変異例において、常に 8q LOH が見ら

れることと合致すると考えられた。 

TCEB1 変異によるこれらの効果が、実際に ccRCC で生じていることを確認す

るために、Exome-cohort の手術検体を用いて HIF の免疫染色を行った。

Exome-cohort のうち TCEB1 変異例は 5 例あったが、全例において、VHL 変異例

と同様に HIF の発現が認められた（図 9c）。 
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【その他のドライバー変異】 

TCEB1 の他には、TET2、KEAP1 および MTOR の変異が ccRCC で生じている

ことが明らかとなった（図 10）。 

TET2 は α-ketoglutarate–dependent oxigenase をコードしており、造血器腫瘍に

おいて高頻度に変異・不活化していることが知られている 30,31。このタンパクは

5-methylcytosine から 5-hydroxymethlcytosine への変換を触媒しており、DNA の脱

メチル化の際の重要な酵素と考えられている。これまでに固形腫瘍における

TET2 変異は、大腸癌で低頻度（214 例中 5 例、2.3%）に認められているのみで

あるが 32、今回の ccRCC においては 106 例中 6 例（5.7%）に変異が認められた

（図 11）。SNP アレイによるコピー数解析においても、TET2 は有意に欠失が生

じている領域（4q24、11 例）に含まれていた（図 12）。両者を合わせると、17

例（16.0%）において TET2 は変異または欠失していたが、両アリルが不活化し

ている症例は 1 例もなく、ccRCC の分子病態における TET2 の haploinsufficiency

が示唆された。 

KEAP1 は NRF2 (NFE2L2)と結合することで、NRF2 のユビキチン化と分解を

促しており 33（図 8a）、CUL3 とともに酸化ストレス応答において重要な役割を

果たしていると言われている。これまでに肺癌をはじめとするいくつかの固形

腫瘍において、KEAP1 や NRF2 が変異することにより両者の結合が阻害され、 
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図 10 全エクソンシークエンシングにより検出された変異 

全エクソンシークエンシングの結果、バックグラウンドの変異頻度に対して有

意に変異を生じている遺伝子について、106 症例の変異の分布を示す。上部に

は症例ごとの変異数を、右側には遺伝子ごとの変異頻度を棒グラフにて示す。 

図 11 TET2 変異 

全エクソンシークエンシングによって、106 例中 6 例に TET2 の変異を検出し

た。検出した変異の分布を図に示す。ミスセンス変異は青丸で、フレームシフ

ト変異は赤丸で示す。ミスセンス変異 5 例中 4 例は、機能ドメインに生じてい

た。 
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NRF2 が蓄積して異常な転写活性が引き起こされることが知られている 34-36。今

回の ccRCC においては、106 例中に KEAP1 の変異を 5 例、NRF2 と CUL3 の変

異をそれぞれ 1例に認め、これらの変異は排他的に生じていた（合計 7例、6.6%）。

また、これらの変異がない症例のうち 11例（10.4%）において CUL3 の領域（2q36）

の欠失を認めた（図 12）。最近の研究で、2 型乳頭状腎細胞癌（pRCC2）におい

て NRF2 および CUL3 の変異が報告されているため 37、KEAP1/NRF2/CUL3 の変

異例について病理像の見直しを行ったが、pRCC2 を思わせるような所見はなく、

ccRCC の診断に変更はないと考えられた。 

また、106 例中 6 例（5.7%）に MTOR の変異が認められた（図 13a）。PTEN

（2 例）、PIK3CA（5 例）、PIK3CG（2 例）、RPS6KA2（3 例）、TSC1/TSC2（2 例）

およびその他の関連遺伝子を合わせ、合計 28 例（26.0%）に PI3K-AKT-mTOR

シグナリングに関わる遺伝子の変異を認めた（図 13b）。これらの変異は、PTEN

と AKT2 の両者が変異していた 2 症例を除き、排他的に生じていた。このパス

ウェイの異常が ccRCC の分子病態において重要な位置を占めていることは、The 

Cancer Genome Atlas Research Network (TCGA)による最近の報告においても述べ

られている 38。mTOR 阻害薬は既に ccRCC に対して使用されており、今回の結

果は ccRCC の治療における mTOR 阻害薬の役割について、新たな視点を与える

ものと考えられる。  
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図 12 有意にコピー数異常を生じていた領域 

SNPアレイによるコピー数解析によって決定した240症例のコピー数データを

用いて、GISTIC2.0 による解析を行った。バックグラウンドのコピー数異常の

頻度に対して、有意に（q <0.25）コピー数異常を生じていた領域を検出した。

検出された領域内に、既知の癌遺伝子・癌抑制遺伝子が含まれていた場合は、

これを記載した。 
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図 13 ccRCC における PI3K-AKT-mTOR シグナリングの異常 

(a) 全エクソンシークエンシングにて 106 例中 7 例に MTOR の変異を検出した。検

出した変異の分布を示す。いずれの変異もミスセンス変異であった。機能ドメイ

ンをボックスで示す。 

(b) 全エクソンシークエンシングにて、26%の症例に PI3K-AKT-mTOR シグナリン

グに関する遺伝子の変異を認めた。タンパクの機能上、癌遺伝子であることが想

定されるものは赤で、癌抑制遺伝子であることが想定されるものは青で示す。各

遺伝子の変異頻度を、遺伝子名の下に示す。PTEN 変異と AKT2 変異が重複してい

た 2 例を除き、これらの遺伝子変異は排他的に生じていた。 
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【ゲノムコピー数異常】 

240 症例を対象に SNP アレイによるコピー数解析を行い、ccRCC の分子病態

に寄与していると考えられる遺伝子の検出を試みた。ccRCC では focal な欠失や

高度増幅は少なく、大部分のコピー数異常は染色体または染色体腕全体を含む

ような、広い範囲の増幅・欠失であった。ほとんどの症例で 3p LOH（94%）を

認めたほか、5q gain（65%）、7q gain（41%）、8p LOH（20%）、9p LOH（15%）、

14q LOH（27%）、18q LOH（11%）が高頻度に観察された（図 14）。また、多倍

体化した腫瘍（ploidy > 2.5 と定義）を 42 例（17.5%）に認めた。これらの症例

は他の症例と比べて、高頻度に再発・転移をきたし（P = 2.98 × 10–5）、有意に予

後が不良であった（P = 3.93 × 10–2）。 

GISTIC 2.0 を用いた解析では、有意に増幅または欠失していた領域を 21 か所

検出した（増幅 6か所、欠失 15か所） （図 12）。これらの中には、ARID1A（1p36.11）、

CUL3（2q36.2）、FHIT（3p14.2）、TET2（4q24）、ARID1B（6q25.2）、CDKN2A/CDKN2B

（9p21.3）、PBX1（1q23.3）、FGFR4（5q35.2）、MYC（8q24）など、既知の癌遺

伝子あるいは癌抑制遺伝子が含まれていた。 
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【ccRCC において異常をきたしているパスウェイ】 

全エクソン解析にて検出された体細胞性変異のうち、RNA シークエンシング

図 14 ccRCC におけるコピー数プロファイル 

240 例に対して SNP アレイによるコピー数解析と LOH の検出を行った。横軸に症

例を並べ、縦軸は染色体上の位置とし、コピー数が増加していた領域を赤の、減

少していた領域を青のグラジエントで示す。コピー数異常の伴わない LOH（UPD）

を緑で示す。左側に、ほとんどの染色体でコピー数が増加した、多倍体化した腫

瘍を認める。 
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においても認められた変異は約 40%であり、半数以上の変異は発現していなか

った。発現の見られない変異は、ccRCC の病態に寄与している可能性が低いと

考え、パスウェイ解析からは除外した。データベース（the Kyoto Encyclopedia of 

Genes and Genomes (KEGG)、BioCarta、Reactome、Sigma-Aldrich、Signaling 

Transduction KE）に登録されているパスウェイについて、バックグラウンドの変

異頻度と比較して有意に変異を生じているものを抽出したところ（q < 0.01）、前

述の PI3K-AKT-mTOR シグナリングに加え、p53 シグナリング /cell cycle 

checkpoint、mRNA processing、SWI/SNF complex に関する遺伝子に、高頻度に変

異が生じていた。TP53 の変異を生じていたのは 106 例中 3 例のみであったが、

ATM（2 例）、CHEK2（1 例）、MDM2（1 例）、E2F3（1 例）の変異例に加え、CDKN2A

（9p21）の欠失例（17 例、うち 4 例はホモ欠失）と MYC（8q24）の増幅例（24

例）を加えると、合計 42 例（40%）の症例において、p53 シグナリング/cell cycle 

checkpoint に関する遺伝子の異常を認めた（図 15a）。 

mRNA processing に関する遺伝子の異常は、ccRCC ではこれまで報告されてい

ない。スプライシングに関わる遺伝子が高頻度に変異していることが、MDS や

他の造血器腫瘍で知られているが、それらの変異遺伝子はいずれも mRNA 合成

の初期段階である、3’スプライスサイトの認識に関わる遺伝子である 39。一方、

ccRCC において変異している遺伝子は、イントロンの放出、3’末端の合成、mRNA
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の細胞質への輸送など、より後のステップに関わるものであった（図 16）。 

PBRM1 は ccRCC において 2 番目に高頻度に変異している遺伝子であり、

SWI/SNF complex の構成要素である BAF180 をコードしている。SWI/SNF 

complex は、ATP 依存的にヌクレオソームをリモデリングすることで、クロマチ 

図 15 ccRCC において高頻度に異常を生じていたパスウェイ 

(a) 全エクソンシークエンシングで検出された変異と、コピー数解析で検出された

コピー数異常を合わせ、40%の症例に p53 シグナリング/cell cycle checkpoint に関す

る遺伝子のゲノム異常を認めた（下のパネル）。癌遺伝子と想定されるものは赤で、

癌抑制遺伝子と想定されるものは青で示し、遺伝子名の下に変異およびコピー数

異常の頻度を示す（上のパネル）。 

(b) 全エクソンシークエンシングで検出された変異と、コピー数解析で検出された

コピー数異常を合わせ、58%の症例に SWI/SNF complex を構成する遺伝子のゲノ

ム異常を認めた（下のパネル）。これらの遺伝子は、癌抑制遺伝子として働いてい

ると考えられている。遺伝子名の下に変異およびコピー数異常の頻度を示す（上

のパネル）。 
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ン構造の制御を行っている。様々な悪性腫瘍において、SWI/SNF complex の遺伝

子異常が生じていることが知られているが、ccRCC においては PBRM1 以外に

ARID1A（2 例）、SMARCA2（2 例）、SMARCA4（2 例）、SMARCB1（2 例）などの

変異が見られた。また、ARID1A（1p36）および ARID1B（6q25）は、コピー数

解析において、有意に欠失を生じている領域に含まれていた（図 12）。これらを

合計すると、61 例（58%）において SWI/SNF complex の異常が検出された（図

15b）。これらの遺伝子異常は、必ずしも排他的に生じているわけではなく、5 症

例では 2 つ以上の遺伝子に変異が生じていた。このような現象は、他の癌腫に

おいても報告されている 40。これらの 5 症例は、他の症例と比較して、有意に予

図 16 ccRCC における RNA スプライシング関連遺伝子の変異 

全エクソンシークエンシングにて変異が検出された、RNA スプライシング関連遺

伝子を、mRNA の生合成に関する模式図とともに示す。変異遺伝子は主に、イン

トロンの放出、3’末端の合成、mRNA の細胞質への輸送などのステップに関わる

ものであった。 
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後が不良であり（HR = 5.40, 95%CI = 1.56–14.5; P = 0.0113）、SWI/SNF complex

を構成する遺伝子に複数の変異が生じると、悪性度の高い癌となる可能性が考

えられた。 

【RNA シークエンシングによる癒合遺伝子の検出】 

Exome-cohort 106 例のうち 100 例に対して RNA シークエンシングを行い、25

症例において 44 個の癒合遺伝子を検出した。このうち in frame だったのは、14

個であった。複数症例において共通して生じていたものはなく、ccRCC の分子

病態には、癒合遺伝子の寄与は少ないものと考えられた。NONO-TFE3 の癒合を

図 17 RNA シークエンシングで検出された NONO-TFE3 癒合遺伝子 

(a) RNA シークエンシングを行った 100 例のうち 1 例に、NONO-TFE3 癒合遺伝子

を検出した。NONO, TFE3 および癒合遺伝子の機能ドメインを青のボックスで示

し、切断点を赤線で示す（上のパネル）。TFE3 は Xp11.23 に、NONO は Xq13.1 に

位置しており、X 染色体の逆位が生じていると考えられた（下のパネル）。 

(b) NONO-TFE3 癒合遺伝子を認めた症例のコピー数プロファイルを示す。コピー

数増加は赤で、減少は青で示す。この症例では、3p LOH や 5q gain など ccRCC に

特徴的なコピー数異常を欠いていた。 
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1 例に認めたが（図 17a）、これは Xp11 translocation RCC に生じる癒合遺伝子の

1 つとして知られている。TFE3 は Xp11 に位置しており、転写因子として知ら

れているが、染色体転座や逆位により、NONO を含めいくつかの遺伝子と癒合

し、腎癌の発生に関与すると言われている 41,42。本症例は、乳頭状構造など Xp11 

translocation RCC に特徴的とされる病理所見を欠いており、通常の ccRCC の病

理像との区別は困難であった。しかしながら、免疫染色を施行したところ TFE3

が強く染まり、また VHL や TCEB1 の変異は見られず、コピー数異常のパターン

も、典型的な ccRCC のものとは全く異なっていた（図 17b）。TFE3 に関連した

癒合遺伝子を有しながら病理像は ccRCC と区別がつかないケースは、他のグル

ープからも報告されており 43、腎癌を診断するうえで、充分に留意すべき点と考

えられる。 
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【ccRCC における統合的な分子解析】 

ccRCC は、遺伝子発現のパターンにより、血管新生に関する遺伝子の発現が

亢進した ccA と、細胞周期の進行に関する遺伝子の発現が亢進した ccB の 2 つ

のサブグループに分類されることが知られているが 23、今回の症例においても同

様の分類が可能であった（図 18）。また、PBRM1 変異例と BAP1 変異例の発現

プロファイルを、GSEA を用いて比較したところ、前者では低酸素環境下にて発

現が誘導される遺伝子が高発現していたのに対し、後者では polycomb repressive 

complex 2 (PRC2)の標的遺伝子の発現低下が特徴的であった（図 19）。 

DNA メチル化の状態にもとづいて症例をクラスタリングしたところ、3 つの

サブグル―プに分類された（図 20）。この 3 つのサブグループの間で、全体の

DNA メチル化の程度に有意な差がみられたことから（図 21）、それぞれを高メ

チル化群、中メチル化群、低メチル化群と定義した。クラスタリングに使用さ

れた 3,562 のプローブのうち 1,672 プローブ（1,228 遺伝子）は、高メチル化群

と低メチル化群の間でメチル化の程度（β-value）に有意差を認めた。この 1,228

遺伝子について、The Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery 

(DAVID)
44を用いて、どのような機能の遺伝子の DNA がメチル化されているか

を検討したところ、高メチル化群ではホメオボックス遺伝子群が強くメチル化

されていることが明らかとなった（表 3）。また GSEA を用いた解析では、高メ 
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図 18 発現プロファイルによる ccRCC の分類 

(a) K-means クラスター法を用いて、101 例の ccRCC を発現プロファイルに基

づいて ccA および ccB の 2 つのサブグループに分類した。横軸に症例を、縦

軸に遺伝子を並べ、発現が高いものを赤で、低いものを青で示す。上に主要な

遺伝子の変異ならびにメチル化の有無を示す。ccA あるいは ccB に偏って生じ

ている変異は見られなかった。 

(b) 血管新生に関する遺伝子の発現を示す。右側に遺伝子名を示す。ccA では

ccB に比べてこれらの遺伝子の発現が亢進していた。 

(c) 細胞周期の進行に関する遺伝子の発現を示す。右側に遺伝子名を示す。ccB

では ccA に比べてこれらの遺伝子の発現が亢進していた。 
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チル化群で有意にメチル化されている遺伝子には、PRC2 の標的遺伝子が濃縮さ

れていた。さらに、高メチル化群では、BAP1 の変異頻度が有意に高かったほか

（P = 5.22 × 10–3
, Cochran-Armitage trend test)、BAP1 の発現が有意に低く（P = 2.11 

× 10–2
, t-test）、EZH2 の発現が有意に高かった（P = 1.57 × 10–5

, t-test）（図 22）。

PRC2 は、ヒストン H3K27 をメチル化することにより、ホメオボックス遺伝子

群をはじめとする標的遺伝子のサイレンシングに関わっている。この機能は、

未分化性の維持や、発生の過程において重要な役割を担っていると考えられて

おり、PRC2 の重要な構成要素である EZH2 の変異や発現の異常が、いくつかの

悪性腫瘍で報告されている。今回の結果からは、ccRCC では高メチル化群にお 

  

図 19 BAP1 変異例と PBRM1 変異例の発現プロファイルの違い 

BAP1 変異例および PBRM1 変異例において、発現プロファイルにどのような

特徴があるかを検討するために、GSEA を用いて解析を行った。BAP1 変異例

では PRC2 の標的遺伝子の発現が低下していたのに対し（左パネル）、PBRM1

変異例では低酸素環境下に誘導される遺伝子の発現亢進が特徴的であった（右

パネル）。 
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図 20 DNA メチル化のプロファイルによる症例の分類 

横軸に症例を、縦軸に遺伝子を並べ、DNA メチル化の状態（β-value）にもと

づいて、106 例をクラスタリングした結果を示す。メチル化された遺伝子は赤

で、されていない遺伝子は青で示す。クラスタリングは症例間の分散の大きい

遺伝子を用いて行った。クラスタリングによって 3 群に分類された（左から、

高メチル化群、中メチル化群、低メチル化群）。各症例における、臨床情報な

らびに主要な遺伝子変異・コピー数異常を下に示す。 

図 21 サブグループ間におけるメチル化レベルの違い 

(a) CpGアイランド上のプローブのβ-valueをサブグループ間で比較したプロッ

トを示す。低メチル化群と中メチル化群の比較を黒、低メチル化群と高メチル

化群の比較を赤でしめす。いずれも横軸に低メチル化群をおいた。 

(b) 各群における CpG アイランド上のプローブの β-value のプロットを示す。

高メチル化群に強くメチル化されているプローブが多いことが分かる。 



50 

 

いて PRC2 の機能が亢進していることが、強く示唆された。 

その他、高メチル化群では、全エクソンシークエンシングにおける変異数が

有意に多く（P = 1.66 × 10–6
, t-test）、多倍体化の症例（P = 1.57 × 10–3

, 

Cochran-Armitage trend test）、14q LOH（P = 2.00 × 10–4
, Cochran-Armitage trend test）、

9p LOH（P = 1.57 × 10–3
, Cochran-Armitage trend test）、遺伝子発現プロファイル

における ccB の症例（P = 2.46 × 10–10
, Fischer’s exact test）が多く含まれていた。

また、高メチル化群は予後不良であり、中・低メチル化群と比較して全生存率

表 3 高メチル化群においてメチル化されていた遺伝子群 
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（HR = 3.68, 95% CI = 1.86–7.29; P = 1.90 × 10–4）が有意に低かった（図 22）。こ

のことから、高メチル化群では、PRC2 による遺伝子サイレンシングの制御の破

綻が悪性度の高い癌の発生に関与していることが示唆された。  

図 22 DNA メチル化のプロファイルと他のゲノム異常および予後との関連性 

DNA メチル化のプロファイルと他のゲノム異常を比較することにより見出さ

れた特徴を示す。 

(a) 高メチル化群と他の群の間におけるメチル化遺伝子の違いを検討するため

に GSEA による解析を行ったところ、高メチル化群では、PRC2 の標的遺伝子

が高度にメチル化されていた。 

(b) 高メチル化群では、有意に BAP1 の発現が低かった。(t-test) 

(c) 高メチル化群では、有意に EZH2 の発現が高かった。(t-test) 

(d) 高メチル化群では、有意に体細胞性変異の数が多かった。(t-test) 

(e) 高メチル化群では、多倍体化した腫瘍、9p LOH、14q LOH、BAP1 変異例

が多かった。（Cochran-Armitage trend test） 

(f) 高メチル化群では、中および低メチル化群に対するハザード比が 3.68 と高

く、全生存率が有意に低かった。 
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考察 

本研究では、106 例の ccRCC を対象に、全エクソンシークエンシングによる

遺伝子変異の同定だけでなく、ゲノムコピー数、遺伝子発現、DNA メチル化も

含めた網羅的かつ多方面からのアプローチにより、ccRCC で生じているゲノム

異常のプロファイルを詳細に明らかにした。他の癌腫と同様に、ccRCC の発生・

進展には、多数の遺伝子変異とコピー数異常を伴うが、多くの症例に共通して

生じるもの（VHL、PBRM1、BAP1、SETD2 の変異や 3p LOH、5q gain、9p LOH、

14q LOH）はごく一部であり、より低頻度に生じるものが大多数を占めていた。

ただし、パスウェイ解析などにより、PI3K-AKT-mTOR シグナリング、

KEAP1-NRF2 システム、p53 シグナリング/cell cycle checkpoint などには、1 つ 1

つの遺伝子の変異頻度は低くても、パスウェイ全体としては高頻度に異常をき

たしていることを見出した。 

ccRCC の最も基本的な特徴は、変異やプロモーターのメチル化、染色体の欠

失により、VHL が非常に高頻度に不活化され、HIF が蓄積することである。こ

の観点からは、VHL に異常のない症例において TCEB1 変異と 8q LOH が生じて

いたことは、本研究の中で最も注目すべき発見であると言える。VHL に異常の

見られない ccRCC 症例が一定の頻度で存在することは、以前から知られており、

そのような症例でVHLの不活化に代わるゲノム異常がどのようなものであるか、
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長く注目されていた。この発見により、VHL complex の機能喪失と HIF の蓄積

に関する新しいメカニズムが明らかとなり、ccRCC の分子病態における VHL 

complex の重要性が一層強調される結果となった。VHL complex の異常は ccRCC

の発生においてほぼ必須のイベントであることが分かり、HIF の蓄積という観点

からは、VHL および TCEB1 のどちらが変異しても同様の結果が生じることが示

された一方、それ以外の面については変異によってどのような影響が生じるの

かは明らかでない。TCEB1 変異例では VHL 変異例と比較して、分子生物学的、

病理組織学的そして臨床的にどのような特徴があるのを明らかにすることは、

今後の検討課題である。 

また、VHL と異なり TCEB1 にはナンセンス変異やフレームシフト変異は 1 例

も見られなかった。このことから、Elongin C の機能が完全に喪失してしまうこ

とは、何らかの理由により腫瘍細胞にとって不利となることが推測された。

Elongin C は VHL の他にも、RNA polymerase II Elongin complex を形成する際の

Elongin A や、他の BC-box タンパク（SOCS3、FEM1B、LRR1 など）とも相互作

用することが知られているが、今回明らかとなった TCEB1 の変異により、VHL

だけでなく、これらのタンパクとの結合も阻害されていた。変異型の Elongin C

には、腫瘍細胞の生存に必須となる機能（例えば、まだ知られていない分子と

の相互作用）が残存しているのかどうか、さらなる検討が必要である。 
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今回の検討で、VHLおよびTCEB1のどちらにも異常が見られなかった症例は、

240 例中 11 例であった。このうち 3p LOH が見られる 6 例については、本研究

で使用したプラットフォームでは検出できない何らかの異常が VHL に生じてい

た可能性が考慮しうる。これに対し、3p LOH の見られない 5 例については、

NONO-TFE3 癒合遺伝子が検出された例に代表されるように、全く異なる分子病

態が存在しているものと推測される。将来的に、分子病態に基づいて RCCC の

診断・分類を検討するのであれば、これらの症例は ccRCC とは別のエントリー

とする必要性もありうると考えられる。 

治療薬との関連という観点からは、mTOR シグナリングパスウェイに関する

遺伝子の変異が高頻度に見られたことは、今後の治療戦略を考えるうえで非常

に重要な点であると考えられる。mTOR 阻害薬は、血管新生阻害薬による治療

が無効になった症例を中心として、既に ccRCC の診療現場で広く使用されては

いるものの、効果を予測する因子は明らかとされていない。今回のコホートで

は、mTOR 阻害薬を使用した症例がほとんどなく、その有効性とゲノム異常と

の関連を検討するには至らなかった。今後追跡調査あるいは mTOR 阻害薬使用

例をコホートに組み込むことで、mTOR シグナリングパスウェイの遺伝子変異

の状態により、mTOR 阻害薬の有効性が予測しうるかどうか検討することは、

今後の ccRCC の診療の発展につながる可能性があると考えられる。 
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網羅的かつ多方面からの解析を統合することによって、体細胞性変異、ゲノ

ムコピー数、遺伝子発現、DNA メチル化の、それぞれのプロファイルの間に、

特徴的な関連を見出すことができた。また、これらのゲノム異常プロファイル

が、遠隔転移の頻度や予後などの臨床像と密接に関わっていることも明らかと

なった。これまでに ccRCC の予後と関連が認められるゲノム異常としては、コ

ピー数解析における 9p LOH
45や 14q LOH

46、あるいは発現解析における ccB プ

ロファイル 23が知られていたが、新たに BAP1 変異および DNA メチル化解析に

おける高メチル化群が明らかとされた。これらの結果から、ゲノム異常に基づ

いて症例を分類することにより、予後の予測や治療方針の検討に有用となりう

ることが示唆された。しかしながら、ゲノム異常による分類を診療の場面で運

用していくためには、これらの知見をより集約させていく必要があると考えら

れる。その点において、DNA メチル化のプロファイリングによる分類は、他の

予後不良因子の頻度と相関が見られる点、高メチル化群と低メチル化群の生存

率の差が大きい点から、臨床的に非常に意義深いものと考えられる。今後、高

メチル化群が生じる直接の原因となるような遺伝子異常を解明すること、より

簡便に DNA メチル化のプロファイリングを決定する方法を見出すこと、さらに

は独立したコホートにおいて、結果が再現されるかどうか検討することが必要

と考えられる。 
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悪性腫瘍がゲノム異常によって引き起こされるのであれば、その診断や分類、

治療の際の判断も、可能な限りゲノム異常に基づいてなされるのが合理的では

ないかと思われる。本研究で得られた知見を礎として、ccRCC の診療に関連し

た研究の進展、さらには予後の改善や個別化医療の実現への展開を期待したい。 
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