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研究成果の概要（和文）：レドックス関連因子であるthioredoxin intracting protein(TXNIP)の膀胱発癌における役
割を解明することを目的に、BBNマウス膀胱発癌モデルによる検討やTXNIP ノックアウトマウスの膀胱における免疫組
織学的検討ならびにタンパク発現解析、さらに表在性、浸潤性膀胱癌細胞株を用いたタンパク、遺伝子発現解析を行っ
た。その結果からTXNIP-ARRB2経路はE　cadherinの発現調整を通じて膀胱発癌、浸潤に関係する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Results from the phenotype of BBN induced bladder carcinogenesis model, protein an
d gene expression analysis of bladder cancer cell lines, and results from protein expression analysis and 
immunohistochemical study in TXNIP knock out mice. We suggest that TXNIP-ARRB2 pathway related to bladder 
carcinogenesis, invasion through the expression adjustment of E cadherin.
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１．研究開始当初の背景 

 一般に細胞は外界からの刺激を細胞膜を

通じて細胞内に伝達し、特有の機能を発揮す

ると考えられている。細胞膜構成成分である

イノシトールリン脂質やその集合体である

脂質ラフトは近年の研究からシグナル伝達

の重要な中継点であり、それらの部位での構

造変化やタンパクの結合が細菌感染や発癌

にかかわるとされているが、細胞質内とのシ

グナル伝達調整機構は明らかでなく、その機

序を解明することは疾患の発症機序の解明

につながり、新規治療法、診断、予防法の開

発につながると考えられる。これまでの我々

の研究から、レドックス関連因子である

thioredoxin interacting protein ( 以 下

TXNIP)が膀胱発癌抑制に深くかかわってお

り、TXNIP-KO マウスでは膀胱発癌が促進する

事を見出した。この過程で、膀胱発癌早期か

ら間質にて分泌される増殖因子 SDF1 が増加

し、SDF1 が G タンパク共役 7 回膜貫通型受容

体である CXCR4 と結合し、ERK を活性化する

ことで膀胱発癌を調節していることも明ら

かにした。一方、我々は TXNIP が scaffold

タンパクであるβ arrestin2 (以下 ARRB2)

の蛋白レベルでの発現制御をすることを見

出している。また、最近の研究から、CXCR4

の活性化により Gタンパク質のαサブユニッ

トが脂質ラフト領域に移行することで細胞

増殖調整が行われているということが明ら

かになっており、我々の研究も合わせると、

TXNIP－ARRB2 経路とのクロストークの可能

性が示唆される。また、細胞膜構成成分であ

るイノシトールリン脂質代謝酵素の活性異

常は癌などの様々な病変を引き起こすが発

癌早期における役割については未だ不明な

部分が多い。そこで、膀胱発癌をモデルとし

て、TXNIP-ARRB2 経路と脂質ラフトやイノシ

トールリン脂質代謝といった細胞膜情報制

御機構のクロストークの解明が膀胱発癌機

構の解明につながり、その知見をもとに新規

の治療、診断法ならびに発癌予防法を確立で

きるのではないかという着想にいたったの

が本研究の背景である。 

 

２．研究の目的 

(1) 膀胱癌細胞株を用いて TXNIP-ARRB2 経路

と脂質ラフトおよびイノシトールリン脂質

代謝系の関係について解析する。 

(2) TXNIP－KO マウス用いた BBN 発癌実験に

よって in vivo で証明する。 

(3) 尿路上皮癌臨床検体において上記シグ

ナル変化の相関について明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1) 膀胱癌細胞株を用いた TXNIP-ARRB2 経路

と脂質ラフトおよびイノシトールリン脂質

代謝系のクロストーク 

① 脂質ラフトの質的解析 

まず、各種膀胱癌細胞株ならびに TXNIP を

強制発現させた膀胱癌細胞株を用いて細胞

膜表面の脂質ラフトの分布を免疫細胞染色

によって調べる。次に、ラフト構成タンパク

（Cavelonin1, Cavelonin2, Flotilin1）を

それぞれの検体で RNAi によって発現抑制し、

その結果を解析することで脂質ラフトの質

的変化について解析する。 

② 脂質ラフトの機能的解析 

脂質ラフト阻害剤を膀胱癌細胞株、TXNIP

強制発現の膀胱癌細胞株に処理した後、増殖

因子である SDF１をそれぞれに加え、細胞増

殖を評価することで脂質ラフトの機能的解

析を行う。 

③ イノシトールリン脂質代謝系の質的解析 

イノシトールリン脂質代謝系を構成する



タンパクの発現および下流分子の評価を行

う。 

(2) TXNIP－KO マウス用いた BBN 発癌実験 

① 脂質ラフトの解析 

TXNIP－KO マウスを用いた BBN 発癌モデル

においてそれぞれの検体の脂質ラフトの発

現、ならびにラフト構成タンパクの発現を解

析し、膀胱発癌における脂質ラフトの関与、

ならびに TXNIP－ABBR2 系の脂質ラフトに与

える影響について in vivo で解析する。 

② イノシトールリン脂質代謝系の解析 

TXNIP－KO マウスを用いた BBN 発癌モデル

においてそれぞれの検体の PIP,PIP2,PIP3 発

現、ならびに Kinase の発現を解析し、膀胱

発癌におけるイノシトールリン脂質代謝系

の関与、ならびに TXNIP－ABBR2 系の同系に

与える影響について in vivo で解析する。 

(3) 尿路上皮癌臨床検体において上記シグ

ナル変化の相関について明らかにする。 

特に、肉眼的には明らかな腫瘍ではないが

蛍光色素 5ALA にて陽性となる組織や上皮内

がんといった発癌早期の腫瘍における発現

解析を行う。 

 

４．研究成果 

(1) 膀胱癌細胞株における TXNIP 発現解析 

 ヒト正常膀胱上皮細胞株である HUC、表在

性膀胱癌細胞株である RT112、RT4 ならびに

浸潤性膀胱癌細胞株である 253J、T24 におけ

る TXNIP 発現について、RTPCR 法による mRNA

ならびに Western blot 法によるタンパク発

現解析を行ったところ mRNA、タンパクともに

表在性膀胱癌細胞株において 発現亢進を認

めた（図 1,2）。これらの結果から TXNIP は膀

胱癌の発癌早期にかかわる分子である可能

性が示された。 

 

図１正常尿路上皮細胞株、各膀胱癌細胞株に

おける TXNIP のタンパク発現 

 

 

 

図 2 正常尿路上皮細胞株、各膀胱癌細胞株に

おける TXNIP の mRNA 発現 

 

次に、これらの細胞株に lipofectamine を

用いた transfection による TXNIP 強制発現

株の樹立を試みたが発現効率が悪く、樹立で

きなかった。 

 

(2) TXNIP－KO マウス用いた BBN 発癌実験な

らびに in vivo 発現解析 

 TXNIP-KO マウスを用いた BBN 発癌実験にお

いて当初予想された BBN 摂取 4週後の早期発

癌の差が phenotype として見いだされなかっ

たが BBN 摂取 0週時点での尿路上皮形態が異

なることが見いだされた（図 3）。 

 

 



 

 図 3 尿路上皮形態の差（左 TXNIP w/t, 右 

TXNIP k/o）TXNIP k/o において尿路上皮の肥

厚を認める。  

  

この結果から、TXNIP は in vivo において

も膀胱発癌早期にかかわる分子である可能

性が考えられた。さらなる発癌機序の検索の

ためこれらの組織を網羅的に免疫染色した

ところ TXNIP k/o マウスの尿路上皮において

上 皮 間 葉 転 換 (EMT) マ ー カ ー で あ る E 

cadherin の発現低下が示された(図 4)。さら

に Western blot 法によるタンパク発現解析

でも TXNIP k/o マウスの膣、直腸上皮におい

て E cadherin の発現低下が示された(図 5)。 

 

図 4 マウス尿路上皮における E cadherin の

発現(左 TXNIP w/t, 右 TXNIP k/o) 

 

 

図 5 マウス直腸、膣における E cadherin タ

ンパク発現(左から TXNIP w/t 直腸、TXNIP 

k/o 直腸、TXNIP w/t 膣、TXNIP k/o 膣) 

 

以上より TXNIP は E cadherin の発現調整

を行うことで膀胱発癌に関与している可能

性が示唆された。同時に尿路上皮癌において

も TXNIP の上皮間葉転換(EMT)への関与が示

唆され、これらは新規の知見である。今後、

TXNIP k/o マウス組織検体や膀胱癌細胞株に

おける ARRB2 発現を解析することで、

TXNIP-ARRB2 経路と EMT のクロストークにつ

いての検討をすすめていきたい。さらにはレ

ンチウイルスベクターを用いた TXNIP強制発

現細胞株を樹立することで、EMT の上流、下

流分子の発現変化についても検討していき

たい。 

 

(3) 5ALA 蛍光内視鏡による膀胱粘膜生検 

倫理委員会での承認を得たうえで 5ALA 蛍

光内視鏡による膀胱粘膜生検を行い、上皮内

癌(CIS)の検出感度、特異度を従来法である

白色光膀胱粘膜生検と比較した。その結果は

表１，２に示すように白色光では上皮内癌検

出感度 28%、特異度 93%に対し、5ALA 蛍光内

視鏡では感度 64%、特異度 86%と感度におい

て有意差 （p=0.011）を認めた。 

 

表１ 白色光膀胱粘膜生検結果 

 

表２ 5ALA 蛍光内視鏡膀胱粘膜生検結果 

 

これらの結果から、5ALA 蛍光内視鏡の臨床

的有用性が示された。今後は、今回の検討で

得られた臨床検体を用いて膀胱癌発癌早期

における 5ALA 代謝に関連したヘム代謝系シ

グナル変化の解析ならびにこれら 5ALA 代謝



系と今回我々が見出した TXNIP による E 

cadherin 発現調整の関係を分子生物学的に

証明していきたいと考えている。 
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