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研究成果の概要（和文）：GGCT（γ-glutamyl cycrotransferase）を標的としたRNA干渉による尿路上皮癌治療の有用
性を検討した．
筋層非浸潤性膀胱癌標本の免疫染色では，高発現が64％の症例に認められた．術後5年非再発率は高発現群が30％，低
～無発現群が57％であり，高発現群で再発が多かった．UMUC-3へのGGCT siRNA処置では有意な増殖抑制を認め，また，
アドリアマイシンとの併用投与では，アドリアマイシン単独に比べて相加的な増殖抑制を示した．以上より，GGCTを標
的としたsiRNA投与よる尿路上皮癌治療は有用な方法と思われた．引き続き，担癌マウスでの治療効果と有害事象の評
価を行っている．

研究成果の概要（英文）：We evaluated a utility of GGCT targeting therapy with RNAi for urothelial cancer.
In immunohistochemical analysis of surgical specimens of non-muscle invasive bladder cancer, high 
expression was revealed in 64% of the patients. The five-year recurrence free survivals of high and 
low-no GGCT expression groups were 30% and 57%, respectively. Significant antiprolifelative effect via 
GGCT targeting siRNA was shown in UMUC-3 cells, and combination treatment consisting of Adriamycin and 
GGCT siRNA reduced cell viability more than the treatment with Adriamycin alone. According to our 
results, GGCT can be a useful treatment target with RNAi for urothelial cancer. We continue the treatment 
experiment of tumor-bearing mice by administration GGCT siRNA, and evaluate therapeutic effects and 
adverse events.

研究分野： 泌尿器癌

キーワード： γ-グルタミルシクロトランスフェラーゼ　RNA干渉　尿路上皮癌

  ３版
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１．研究開始当初の背景 
われわれは尿路上皮癌の診断・治療の標的

となる特異タンパク質を求めて長年研究し
てきた．このようなタンパク質をスクリーニ
ングする目的で，プロテオミクスの手法を用
い，尿路上皮癌組織と正常尿路上皮とを試料
としてプロテオーム解析を網羅的に行って
きた．これにより尿路上皮癌で高発現してい
るタンパク質群を同定した．これらのひとつ
であるカルレティキュリンでは多数の膀胱
癌組織および患者尿から高率に検出でき，新
規診断マーカーとしての有用性を報告した
（Kageyama, Clin Chem, 2004；Kageyama, 
Int J Urol, 2009）．以上の結果はわれわれの
プロテオーム解析技術の信頼度を裏付けた．
今回申請の GGCT（別名 C7orf24, CRF21）
も上記のタンパク質群のひとつとして同定
したものである． 
われわれがGGCTを同定した2001年当時，

機能はおろかタンパク質としての存在も明
らかではなかった．われわれは解析結果から
このタンパク質の実在を確信し，リコンビナ
ントタンパク質を作製してモノクローナル
抗体の樹立に成功した．当初の結果を検証す
べく，ウエスタンブロットで多数の臨床検体
を検討し，やはり癌組織で実在するタンパク
質であり，しかも正常組織に比べて明らかに
高発現していることを確認した．また，膀胱
癌に限らず各種の癌細胞株でも高発現して
いることを確かめた．つづいて GGCT の癌細
胞における機能を明らかにする目的で，遺伝
子導入および抑制実験を行った．NIH3T3 細
胞に GGCT 遺伝子を導入した安定発現株を
樹立し増殖促進が見られることを確認した．
一方，悪性形質転換は認めず癌化能はないも
のと結論した．また，RNA 干渉実験では複
数の癌細胞株において cell viabilityの低下を
認めた（Kageyama, Proteomics Clin Appl, 
2007）．以上の経緯から今回申請の研究を計
画した次第である． 
近年まで実在タンパク質との認知が無かっ

たためGGCTに関する論文は数少ない．2006
年Masudaらはアポトーシス誘導物質を白血
病細胞株に投与した際に，細胞質画分に放出
される 21kDa の物質として GGCT を同定し
た．HeLa 細胞にこの遺伝子を導入するとチ
トクローム C 放出を経てアポトーシスを導
く こ と を 見 出 し ， 彼 ら は GGCT を
cytochrome c-releasing factor 21 （CRF21）
と 名 付 け た （ Biochem Biophys Res 
Commun）．2008 年 Oakley らはγグルタミ
ル 回 路 で 長 年 未 同 定 で あ っ た 酵 素
gamma-glutamyl cyclotransferase (GGCT)
として報告し，現在データベース上ではこの
名称が用いられている．彼らはわれわれの論
文を引用しているが，報告内容は新酵素の発
見，立体構造決定，酵素活性の解析で癌との
関わりには触れていない（J Biol Chem）． 
2009 年 Azumi らはラットの乳癌細胞株より
抽出した高発現 mRNA として GGCT を報告

するとともに細胞内局在に関する基礎デー
タを示した（Mol Med Rep）．彼らはまた，
正常細胞への GGCT 遺伝子導入において癌
化能を呈さないことも示したが，この知見は
われわれの結果と一致する．同年，われわれ
は正常組織での基礎検討としてラットにお
ける C7orf24 mRNA の臓器分布を報告した
（Oda, J Histochem Cytochem）．肝，腎に
比較的多く発現しているものの，全般的に諸
臓器で低発現であった．このことは，GGCT
を治療標的とした場合に正常組織への傷害
が軽微である可能性を示唆した．これまでの
報告の多くは基礎的知見のみで，臨床的意義，
殊に癌での意義は不明であった． 
しかし，2010 年 Gromov らは大変興味深い

報告をした（J Proteome Res）．乳癌 123 例
の臨床検体を試料としてわれわれと同様の
二次元電気泳動法を用いたプロテオーム解
析を行い，同じく GGCT が高発現タンパク質
であると同定した．ポリクローナル抗体を作
製し免疫組織学的検討を行ったところ 46%
の陽性率であった．また，高発現症例は有意
に生存率が低いことも示した．さらに他癌種
でも検討しており，子宮癌で 58％，肺癌で
38％，大腸癌で 72％の陽性率であり，多く
の癌でも高発現していると報告した．このこ
とはわれわれが各種癌細胞株での高発現を
証明してきたことと合致する結果であった．
2011年われわれのグループのUejimaらが骨
肉 腫 を 対 象 と し た 論 文 を 発 表 し た
(Anticancer Res)．骨肉腫手術標本 40 例での
GGCT mRNA 発現は全例で対照とした正常
骨芽細胞株より高値（1.3〜21.8 倍、平均 8.7
倍）を示した．タンパク質レベルでも骨肉腫
細胞 5株すべてで正常骨芽細胞株より高い発
現が確認された．骨肉腫細胞株(HOS)を試料
としてマトリゲルチャンバーを用いた検討
では，siRNA 投与により HOS 細胞の遊走能
と浸潤能の双方が抑制された．増殖だけでな
く遊走，浸潤といった癌細胞の特徴的性質の
いずれにも GGCT が深くかかわっているこ
とが示唆された． 
以上からGGCTの働きを効率よく抑制でき

る方法を確立すれば，全く新しい癌治療法の
発展が期待できるものと考えた． 
 
２．研究の目的 
われわれは尿路上皮癌のプロテオーム解析

から細胞増殖促進に関わる新規癌関連タン
パク質を同定した．同定当時，このタンパク
質は機能未知仮想タンパク質として C7orf24
（product of chromosome 7 open-reading 
frame 24）の名称で登録されていたが，のち
に gamma-glutamyl cyclotransferase（以下
GGCT）と命名された． 
本研究では ①尿路上皮癌における GGCT

の臨床的意義を明らかにすること，②RNA
干渉を用いた GGCT 発現抑制による抗腫瘍
効果を in vitro だけおよび in vivo で明らか
にすることを目的とする． 



 
３．研究の方法 
（1）膀胱癌患者における GGCT 発現の免疫組

織化学的検討 
 ①臨床材料．当科で TUR-BT を行った 47 例

の筋層非浸潤性膀胱癌のパラフィン切
片． 

 ②免疫組織化学． 
1 次抗体 抗 C7orf24 ポリクローナル抗
体（R&D 社） 

 2 次抗体 HRP 標識抗ヒツジ IgG 抗体
（ZYMED Lab） 
DAB により発色させた． 
陽性判定基準（図 1） 
高発現--細胞質および核に反応産物が

びまん性に認められる． 
低発現--少数の細胞核に反応産物が散

見される． 
 無発現--反応産物なし． 

 
 
また，細胞増殖マーカーの一つである
Ki-67 も MIB-1 抗体を用いて染色．任意
の領域を選び，500 個以上の腫瘍細胞を
カウントして，陽性細胞率（Ki-67 
Labeling Index)を算出し，GGCT の発現
程度と比較した． 

 ③データ解析．上記結果と膀胱内再発の有
無を含む臨床病理学的諸因子との関連
を解析した． 

 
（2）In vitro RNAi： 
 ①最適な siRNA 配列の設計 
 ②尿路上皮癌由来を含む数多くの癌細胞

株においてウエスタンブロットで GGCT
発現株を選定． 

 ③UMUC-3 を対象細胞とした RNAi による細
胞増殖抑制の確認．リポフェクション法
を用いた siRNA 導入．WST-8 アッセイに
よる生細胞検出． 

④抗癌剤併用の検討． 
尿路上皮癌で頻用されるアドリアマイ
シンとの相乗効果を検討する． 
 

（3）In vivo 治療モデル実験： 
①膀胱内投与モデルマウスの作製 

BALB/c マウス（nu/nu，8 週齢，雌）に

対して，1mol/l HCL を 0.1ml 15 秒間 膀
胱注入後，0.1mol/l KOH 15 秒間中和し， 
PBSで膀胱洗浄後にUMUC-3を2×106 個/ 
0.1ml とした懸濁液を膀胱内に注入し，
正所性膀胱癌マウスを作製した． 

②GGCT targeting siRNA 膀胱内注入による
治療実験 
マウスに GGCT siRNA または control 
siRNA を，濃度 2uM および 0.2uM として
3時間注入した．UMUC3 膀注日を day0 と
して day7, 10, 13 に siRNA 膀注、day21
に解剖により，病変の評価を行った． 
 

 
４．研究成果 
（1）膀胱癌患者における GGCT 発現の検討 

①染色強度による GGCT 発現は高発現が
64％（30 例），無～低発現が 36％（17
例）であった． 

②GGCT 発現の程度と腫瘍の病理学的因子
とを比較したが，有意差は見られなかっ
た（表 1）． 

 
③5年非再発率では高発現群が 30％，無～
低発現群が 57％で有意差は無いものの，
高発現群ほど再発しやすい傾向が見ら
れた（図 2）． 

 

 

 

 

 



 
④全症例の Ki-67 Labeling Index は平均
値 20％（中央値 13； range 0～72)で
あった．平均値以上と未満の 2群に分け
て非再発率を比較したが，両者に差は無
かった（図 3）． 

 

 
 
⑤GGCT 高発現群の Ki-67 Index は平均
23.2％，無～低発現群で 14.3％であり高
発現群で高かったが，統計学的有意差は
無かった（図 4）． 

 

 
 
⑥多変量解析による検討では 腫瘍径３cm
以上(p=0.049) と 術後再発予防膀注の
非施行(p=0.026) が統計学的に有意な
再発危険因子であった（表 2）．GGCT 発
現は再発危険因子とはならなかった． 

 

 
（2）In vitro RNAi： 

①各種細胞株への RNAi（図 5） 
絨毛癌，前立腺癌，肺癌，大腸癌，胃

癌，子宮癌由来の細胞株では程度の差は
あるものの，すべてにおいて陽性所見が
得られたが，正常線維芽細胞 WI38 では
陰性であった（図 5）．複数の膀胱癌細胞
株においても，陽性所見は幅広く認めら
れた（データ非表示）． 

 

 
②UMUC-3 細胞を試料としたアドリアマイ
シンと GGCT siRNA の併用投与 
5 種類の GGCT siRNA 配列（#1～5）を

設計し，いずれも細胞増殖抑制効果を認
めることを確認した（データ非表示）．
細胞培養プレートに 2,500 個/well の細
胞をまき込み，アドリアマイシン（ADM, 
0～100nM）および GGCT siRNA（5nM の

低濃度に固定）を投与，6 日目に WST-8
アッセイで cell viability を測定した．
いずれのADM濃度においてもGGCT siRNA
併用により，抗癌剤単独に比べて 50％以
上の cell viability の低下を認めた（図
6）． 

 

 
（3）In vivo 治療モデル実験 

現在までのところ，1群あたり 2～3個体
といった少数例での予備実験のみ施行
している（図 7）．図に示すように GGCT 
siRNA 膀胱内注入による治療効果は認め
るものの，個体間のばらつきが多く，一
定の結果を得られていない．治療前の膀
胱内腫瘍量の個体間較差が原因と思わ
れ，鋭意，方法に工夫を加えながら追試

 

 

 

図 5 

 
 

図 6 

 



を行っている． 
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