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研究成果の概要（和文）： 

尿路上皮細胞特異的膜蛋白で、尿路上皮粘膜 Barrier 分子として膀胱粘膜の保護に重要な役割
を果たしている uroplakin の分子種の一つである uroplakin III（以下 UPIII）の exon 4 を欠
く splicing variant である uroplakin III-delta 4（以下 UPIII-d4）の間質性膀胱炎
（interstitial cystitis、以下 IC）における病因論的意義を明らかにし、診断マーカーとし
ての有用性を明らかにする目的で本研究は計画された。患者膀胱粘膜を含む組織サンプルにお
ける mRNA レベルでの解析では、UPIII とともに UPIII-d4 の高い発現がみられた。UPIII-d4 は
正常膀胱粘膜には発現していなかった。組織サンプルを採取した IC 患者を膀胱内視鏡所見から
潰瘍型と非潰瘍型に分けて解析すると、非潰瘍型に有意に発現が高かった。そこで、UPIII-d4
特異的配列を使用して複数種類のラット、およびマウス抗体を作成し、その中から UPIII-d4
特異性が高く、検出感度の高かったマウスモノクローナル抗体を用いて、タンパクレベルでの
解析を行った。その結果、膀胱組織サンプルでは全体の陽性率が 26/46（57％）、潰瘍型 43%、
非潰瘍型 80%とやはり非潰瘍型 IC に有意に高率に発現がみられた。しかし、潰瘍型 IC 患者か
ら採取した膀胱組織サンプルでは、粘膜の剥脱が目立ったため組織学的評価に供せないサンプ
ルが数多く見られたことから、サンプリングバイアスの可能性があった。次に、IC 患者尿中の
剥離細胞を採取し、RT-PCR 法を用いて UPIII-d4 mRNA の検出を試みた。RT-PCR の感度の問題か
ら陽性率は 8/33 と低かったが、陽性例は潰瘍型５例、非潰瘍型３例とむしろ潰瘍型で多い結果
となった。 
以上の結果から、UPIII-d4 の発現は非潰瘍型 IC に特化した現象ではないことが明らかになっ
た。UPIII-d4 は IC の診断マーカーとして有用である可能性が高いが、組織学的診断への応用
の際、潰瘍型 IC では偽陰性の可能性が高いことに留意する必要があると考えられた。尿サンプ
ルによる非侵襲的診断の確立のためには、診断感度をさらに上昇させる必要がある。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Interstitial cystitis (IC) is a chronic bladder disorder affecting approximately one million 

people in the United States, of whom some 90% are women. IC is characterized by urinary 
frequency, urinary urgency, bladder discomfort or bladder pain in the absence of any 
identifiable cause, such as bacterial infection. Due to lacking in a reliably objective 
diagnostic test, IC remains a diagnosis based on symptoms and exclusion criteria. 
The apical surface of mammalian urothelium is covered by numerous rigid-appearing 

plaques that contribute to the permeability barrier. Uroplakins (UPs) Ia, Ib, II, and III 
consist of these plaques by forming heterodimer pairs (UPIa/UPII and UPIb/UPIII). 
UPIII-delta 4 (UP3d4) is a splicing variant of UPIII that can be distinguished from UPIII 
by lacking exon 4. The whole cDNA fragment for human UP3d4 was molecularly cloned by 
us from a cDNA library constructed from bladder mucosa samples of a patient with 
vesicoureteral reflux. We investigated gene expression profile of UPs including UP3d4 in 
bladder mucosa of patients with IC. One of the major findings of the study was that UP3d4 
gene was significantly up-regulated in IC samples. What was more striking was that 
up-regulation of UP3d4 was specifically observed in non-ulcerative type IC bladder 



samples. 
The next step of this study project is to investigate protein expression of UP3d4 in bladder 

urothelial cells of IC patients. For this purpose, we have raised murine monoclonal 
antibodies against purified UP3d4 protein which was produced by the recombinant DNA 
technique. Protein expression of UP3d4 was evaluable in 46 IC patients while 27 were not 
due to epithelial exfoliation. UP3d4 was immunohistochemically positive in 29 of 46 
samples (63%). The positive rate was 80% (20/ 25) in non-ulcer type and 43% (9/ 21) in ulcer 
type IC (p=0.014). UP3d4 was not detected in any of non-IC bladder mucosa. Patients with 
positive UP3d4 staining was younger than those with negative staining (mean age: 51.5 vs 
62.0, p=0.029). UP3d4 mRNA expression was identified in urine sediment cells from 24% 
(8/33) IC patients; 18% (3/17) in non-ulcer type and 31% (5/16) ulcer type. 
In conclusion, a high UP3d4 protein expression was demonstrated in urothelium of IC, 
especially non-ulcer type IC. Detection of UP3d4 mRNA was feasible for urine sediment 
cells. Further exploration is warranted to investigate the potential role of UP3d4 in 
pathogenesis and diagnosis of IC. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 間質性膀胱炎(IC)は恥骨上部の痛み、
頻尿、尿意切迫感などを伴い、中高年女性
に多い難治性疾患である。米国では百万人
以上の IC 患者がいると推定されているが、
成因については自己免疫疾患説などがある
ものの未だ不明である。本邦における IC の
罹患率は伊藤らの調査では、泌尿器科患者
10 万人に対して 1.2 人、女性泌尿器科患者
10 万人に対しては 4.5 人であった。しかし
IC の診断方法は確立されておらず、羞恥心
などから受診していない潜在患者もかなり
の数に上る可能性がある。1987 年に NIH の
主催するﾜｰｸｼｮｯﾌﾟで提示された診断基準は
あくまでも成因を解明する研究に用いるも
のとして公表されたが、萎縮膀胱をきたし
ていない症例や膀胱水圧拡張術時に膀胱粘
膜に潰瘍所見のない非潰瘍型 IC の診断に
は適していない。 
（2） 一方、1990 年ごろ Sun 博士らにより
同定されたウロプラキン(UP)は、尿路移行
上皮細胞特異的膜蛋白で、尿路上皮粘膜
Barrier 分子として膀胱粘膜の保護に重要
な役割を果たしている。IC では膀胱粘膜の

透過性の亢進が本疾患特有の症状を惹起し
ていると考えられる。我々は、膀胱粘膜に
おけるBarrier分子であるUP分子種の異常
が本疾患に関与する可能性があると仮説を
立て、2006 年より IC 患者の膀胱粘膜にお
ける UP 分子種の発現解析を開始した。その
結果、UP の中では UP III の発現が正常対
照と比べ有意に亢進していることを発見し
た。さらに IC 患者膀胱粘膜より mRNA を抽
出しクローニングした結果、UP III のエク
ソン４が完全脱落した UP III-delta 4（以
下 UPIII-d4）と呼ばれるバリアント型の
mRNA が著明に増加していることが判明した。 
 

２．研究の目的 
(1) IC 患者の膀胱組織サンプルにおける
UPIII-d4 タンパクの発現を解析し、臨床像と
の関連を検討 
(2) UPIII-d4 の IC 診断マーカーとしての有
用性の検討 
 
３．研究の方法 
(1) 膀胱組織サンプルにおける UPIII-d4タ
ンパクの発現解析 



①UPIII-d4 特異的抗体の作製：UPIII-d4 特
異的な反応性を示す抗体産生ハイブリドー
マについて免疫沈降による反応性を確認し、
マウス 3種、ラット 21 種について陽性であ
ると判断した。これらのうち、murine Mo-Ab-6
と murine Mo-Ab-14 が良好な染色性と識別性
を有する可能性が高いことが判明した。最終
的に muMo-Ab-6を用いて免疫組織化学的解析
を行った。 
②水圧拡張前の間質性膀胱炎患者 73 名の膀
胱粘膜組織を生検鉗子で採取し、ホルマリン
固定後に免疫組織化学的解析を行った。陰性
コントロールは膀胱がんで膀胱全摘を施行
された患者の非腫瘍部膀胱粘膜とした。 
 (2) IC 患者尿中剥離細胞における UPIII-d4 
mRNA の検出 
IC 患者の自然排尿 100-200ml および、膀胱拡
張術前の膀胱洗浄水から遠心分離して採取
した尿中剥離細胞より RNA を抽出し、
UPIII-d4 特異的プライマーを用いて RT-PCR
を行い、UPIII-d4 mRNA の検出を行う。 
(3) IC 患者尿中 UPIII-d4 タンパク検出を目
的とした ELISA による測定系の開発 
 
４．研究成果 
(1) IC 患者膀胱粘膜における UPIII-d4 の発
現 
73 名の IC 患者の膀胱組織サンプルを解析し
た。そのうち 46 症例で上皮剥脱なく判定可
能であった。サンプル中の上皮が完全剥脱の
ため判定不能例は非潰瘍型 26 例中 1 例、潰
瘍型 47例中 26例と明らかに潰瘍型で高率で
あった（潰瘍型では正常に見える粘膜にも水
圧拡張後に粘膜を採取すると上皮剥脱が高
頻度であった）。UPIII-d4 の陽性率は非潰瘍
型で 20/25(80%)、潰瘍型で 9/21(43%)と非潰
瘍型で有意に高頻度ではあったが、非潰瘍型
特異的な発現とは言えない結果であった。非
潰瘍型で高頻度であることは確認されてい
るため、UPIII-d4 を発現する間質性膀胱炎は
本疾患の何らかの subpopulationを特定して
いる可能性は残る。 
(2) IC 患者尿中剥離細胞における UPIII-d4 
mRNA の検出 
33 例の IC 患者尿より沈渣細胞を収集した。
RT-PCR により UPIII-d4 mRNA 特異的バンドを
検出できたのは 33 例中 8例であった。陽性 8
例はすべて自然尿で検出可能であった。陽性
例は潰瘍型 16 例中 5例（31％）、非潰瘍型 17
例中 3例（18％）と潰瘍型でむしろ高率であ
った。 
 (3) UPIII-d4 検出系の開発 
これまでに精製が終了したポリクローナル
抗体およびモノクローナル抗体を用いてサ
ンドイッチ ELISAの検討を行った。その結果、
固相抗体はマウスモノクローナル抗体 6-16
およびラットモノクローナル抗体 35-4、検出

抗体がビオチン化ウサギポリクローナル抗
体の組み合わせで測定可能な系を構築しえ
た。各種諸条件の検討を行い、数百 pg/ml オ
ーダーの感度を達成することができた。構築
した UPIII-delta4 サンドイッチ ELISA が
UPIII-delta4 と UPⅢを測り分けできるかを
UPIII-delta4、UPⅢのリコンビナント蛋白質
を用いて確認した。その結果、swELISA 系は
標準物質レベルではあるが、予想される測定
レンジでは UPIII-delta4 を特異的に測定可
能であることが確認された。 
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