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研究成果の概要（和文）：表在膀胱癌においてN-cadherinの発現亢進症例において有意に高頻度に術後膀胱内再発が高
く、独立した予後因子であることを確認した。腎盂尿管癌において術後膀胱内および膀胱外再発のいずれについてもN-
cadherin発現亢進は独立した予測因子であることを確認した。いずれの知見も査読のある泌尿器科専門誌に投稿し受理
された。

研究成果の概要（英文）：Theloss of E-cadherin and gain of N-cadherin expression in on NMIBC appeared to be
 significantly associated with postoperative recurrence; therefore, the switch from E-cadherin to N-cadher
in expression might be involved in the mechanism underlying intravesical recurrence of on NMIBC. Expressio
n profiles of E-cadherin and N-cadherin, particularly the gain of N-cadherin rather than loss of E-cadheri
n expression, in UC-UUT appeared to be significantly associated with disease recurrence after nephroureter
ectomy.
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１． 研究開始当初の背景 
尿路上皮癌は主に膀胱、腎盂、尿管より

発生する。その中で膀胱癌が最も発生頻

度が高く、人口 10 万人あたり、男性 5

人、女性 1.5 人と報告されている。膀胱

癌は臨床的に筋層非浸潤膀胱癌と筋層

浸潤膀胱癌に分類される。約 70%の初発

膀胱癌は筋層非浸潤膀胱癌であり、内視

鏡的切除により膀胱を温存することが

可能である。筋層非浸潤膀胱癌が筋層浸

潤膀胱癌に進展するのは 20-30%である。

腎盂癌の発生頻度は全尿路上皮腫瘍の

うち約 5%で、尿管癌はさらに低頻度であ

る。筋層非浸潤膀胱癌に対しては経尿道

的膀胱腫瘍切除術が、筋層浸潤膀胱癌に

対しては膀胱腺摘除術が第一選択とし

て施行される。転移を有さない腎盂尿管

癌に対しては腎尿管全摘除術が施行さ

れる。膀胱癌、腎盂尿管癌ともに pT3 以

上の症例の予後が極めて不良である。こ

れは尿路上皮癌が早期に浸潤および転

移を起こしやすい生物学的特徴を反映

しているものと考えられている(Jemal 

AT, et al, CA Cancer J Clin, 2005; , 

Bellmunt J, et al, Semin Oncol, 2007).

従って、尿路上皮癌の転移･浸潤の詳細

な分子機構を解明する研究は、転移･浸

潤を制御しうる治療薬の創薬に発展す

る可能性を有しており、現在多くの研究

が進行中である。  

上 皮 間 葉 転 換

(Epithelial-Mesenchymal Transition; 

EMT)は 1980 年代にその概念が提唱

されて以来、発生、創傷治癒、繊維化

の過程で起こる現象として広く認めら

れている。EMTの組織細胞学的定義は、

(1) 細胞形態(morphology)の変化、(2)a 

E-cadherin などの上皮系タンパクの

発現低下、b Vimentin, N-cadherin, 

fibronectin などの間葉系タンパクの

発現亢進、(3) 運動能(motility)の獲得

または亢進が挙げられる。近年、癌細

胞にも高頻度に EMT が起こることが

証明されている。さらにそれら EMT

を起こした癌細胞において遊走能と浸

潤能亢進することが示されており、

EMT は癌の進展に非常に重要な役割

を担っていると考えられている。さら

に最近の研究によると、EMTを起こし

た癌細胞は薬剤耐性や免疫寛容能や自

己複製能などの幹細胞様能力も獲得す

ることが分かってきており、癌幹細胞

(Cancer stem cell)との関連も指摘さ

れている(Mani SA, et al, Cell, 2008)。

また EMT を起こした癌細胞が再び上

皮細胞化する間葉上皮転換(MET)も原

発巣および転移巣に関わらず比較的恒

常的に発生しているものと考えられて

いる。膀胱癌を含む種々の固形癌にお

いて、転移巣の組織像が必ずしも EMT

様ではなく、原発巣に類似した組織形

態を取りがちであることを支持する所

見であり、上記のモデルが提唱される

に至っている (Chaffer CL, et al, 

Differentiation, 2007).EMTを起こし

た細胞以外にも転移･浸潤する細胞の

存在も想定されるため、未だ明らかで

は無い点が多いが、EMT/METを制御

する分子機構を解明することが急務と

なっている。 

まず我々は E-cadherin に注目し

た。E-cadherinは上皮細胞の代表的な

接着分子であり、細胞間接着に寄与し

ており、尿路上皮癌を含む数多くの癌

の悪性度とその発現が逆相関すること

が知られている (Mialhe A, et al, 

Invasion Metastasis, 1997)。当教室で

も従来から膀胱癌におけるE-cadherin

の発現と癌の悪性度および臨床経過と

の相関関係を研究してきた(Fujisawa 



M, et al, World J Urol, 1996)。しかし

ながら、おそらく E-cadherinタンパク

の発現減少または機能低下は癌の悪性

進展の比較的早期におこるため、既知

の予後因子と比較して、より強力な予

後予測因子となりにくいことは膀胱癌

を含む種々の癌において明らかになり

つつある。Cadherinは膜１回貫通型の

糖タンパクであり、E-cadherinを含む

数種のファミリーが存在することが知

られている。N-cadherinは間葉系細胞

に主に発現することから、EMTマーカ

ーの一つとされる。N-cadherinは近年、

膀胱癌を含む数種の固形癌で発現が亢

進 し て い る こ と が 示 さ れ た

(Rieger-Christ KM, et al, Oncogene, 

2004)。我々の組織学的検討においても、

表在膀胱癌において N-cadherin の発

現亢進症例において有意に高頻度に術

後膀胱内再発が高く、独立した予後因

子であること (Muramaki M, et al, 

Urol Oncol, 2010)、腎盂尿管癌におい

て術後膀胱内および膀胱外再発のいず

れについても N-cadherin 発現亢進は

独 立 し た 予 測 因 子 で あ る こ と

(Muramaki M, et al；投稿中)を確認し

ている。さらに腎細胞癌において

N-cadherin 発現亢進は早期例および

進行例いずれにおいても術後再発また

は進行と相関し、多変量解析において

病理学的 T分類と遠隔転移の有無とと

もに独立した予後予測因子であること

も確認している（未発表データ）。これ

らのデータは N-cadherin の発現亢進

を中心におこる EMT と尿路上皮癌の

悪性進展が密接に関連していることを

強く示唆していると考えられる。 

 

 
 
２．研究の目的 

 癌 に お け る 上 皮 間 葉 転 換
(Epithelial-Mesenchymal Transition; EMT)
は、癌細胞に浸潤･転移能をもたらす主要な
機構の一つと考えられており、E-cadherinの
発現低下と N-cadherin の発現亢進を伴うこ
とが多い。さらに癌幹細胞の発生、維持に
EMT が関与していることも明らかになりつ
つある。我々は尿路上皮癌臨床検体において
E-cadherinの発現低下とN-cadherinの発現
亢進が独立下予後予測因子であることを報
告してきた。本研究の目的は、尿路上皮癌に
おける EMTの意義を検討し、その制御機構
ならびに癌幹細胞との関連を明らかにする
ことである 
 
３．研究の方法 
（１）膀胱癌培養細胞のスクリーニング 
 In vitro実験に備えて、当科で保有する膀
胱癌細胞株のスクリーニングを行う。すなわ
ち、E-cadherinおよびN-cadherinのmRNA
レベルおよびタンパクレベルでの発現をそ
れぞれ、リアルタイム RT-PCR法およびウエ
スタンブロット法にて解析する。培養細胞株
のほとんどは進行性膀胱癌より樹立されて
おり、E-cadherinの発現は低下または消失し
ている可能性が高いと考えられる。 
さらに他の EMT マーカーである Vimentin
および Fibronectin についても mRNA レベ
ルおよびタンパクレベルでの発現スクリー
ニングを行う。 
（２）N-cadherin発現ベクターの開発 
 N-cadherin強発現膀胱癌細胞株を同定し、
N-cadherin全長を増幅する PCRプライマー
を用いてN-cadherin CDSをクローニングす
る。この PCR産物を pcDNA3.1発現ベクタ
ーに導入し、N-cadherin 発現ベクターを作
成する。 
（３） N-cadherin 過剰発現株の作成 
 E-cadherin 発現陰性かつ N-cadherin 発
現陰性の膀胱癌細胞株に N-cadherin 発現ベ
クターを導入する。G418 によるクローン選
択を行い、N-cadherin安定過剰発現株を作成
する。E-cadherin 発現陽性かつ N-cadherin
発現陰性の膀胱癌親細胞株をスクリーニン
グにより確認している場合には、市販の
E-cadherinに対する short hairpin siRNA導
入ベクターを購入し、これらのベクターを段
階的に導入する。すなわち、E-cadherin発現
陽性かつ N-cadherin 発現陰性の膀胱癌親細
胞株に対し、まず E-cadherin のノックダウ
ンを行い安定株を得る、その後に、
N-cadherin過剰発現株を作成する。 
（４）当院における尿路上皮癌に対する手術
症例の摘出標本に対し、免役組織学的検討を
行った。すなわち、パラフィン抱埋された標
本に E-cadherin および N-cadherin 抗体を
用いた免役組織学染色を行い、発現パターン



および臨床病理学的因子と予後との関係を
解析した。 
 
４．研究成果 
  我々の組織学的検討により、表在膀胱癌
においてN-cadherinの発現亢進症例におい
て有意に高頻度に術後膀胱内再発が高く、独
立した予後因子であることが確認されたため
、腎盂尿管癌についても免疫組織学的検討を
加えていた。腎盂尿管癌において術後膀胱内
および膀胱外再発のいずれについても
N-cadherin発現亢進は独立した予測因子で
あることを投稿中であったが、さらに上部尿
路 尿路上皮癌におけるEMT関連免疫組織学
的知見を、本研究の一環として投稿中論文に
追加し、再投稿した。その結果、Urology 2011, 
78(6): 1443 e7-12に掲載された。 
 E-cadherinおよびN-cadherinのmRNAレ
ベルおよびタンパクレベルでの発現をそれぞ
れ、リアルタイムRT-PCR法およびウエスタ
ンブロット法にて解析した。その結果、我々
が所有するヒトおよびマウス膀胱癌培養細胞
のうち数種類からN-cadherin過剰発現を認
めた（未公開）。VimentinおよびFibronectin
についてもmRNAレベルおよびタンパクレベ
ルでの発現スクリーニングを行った。これら
過剰発現株よりN-cadherin全長CDSをPCR
法により増幅、精製し、ヒト発現ベクターを
作成した。 
  E-cadherin 発現陽性かつ N-cadherin 発
現陰性の膀胱癌親細胞株をスクリーニング
確認したため、市販の E-cadherin に対する
short hairpin siRNA導入ベクターを購入し、
E-cadherin のノックダウンを行い安定株を
得た。N-cadherin過剰発現系が実験途上のた
め E-cadherin のノックダウン安定株は冷凍
保存している。現在 E-cadherin 発現陽性か
つ N-cadherin 発現陽性膀胱癌株にたいし、
E-cadherinノックダウンを行い、安定株の樹
立を試みたが、困難であり、研究期間内での
樹立を断念した。本研究で得られる可能性の
あったN-cadherin発現陽性かるE-cadherin
発現陰性膀胱癌株を用いた in vitroおよび in 
vivo実験の実施を断念した。しかしながら本
研究と同様の免役組織学的検討を腎細胞癌
手術施行症例に対して行ったところ、
N-cadherinとE-cadherinの発現パターンが
術後非再発生存率と有意に相関していおり、
独立した予後因子であることを見いだした。 
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