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研究成果の概要（和文）：正常尿路上皮細胞株、非浸潤性膀胱癌細胞株、浸潤性膀胱癌細胞株の順にPGAM1の発
現が上昇していることを確認した。また公共データベースでの解析でも膀胱癌でのPGAM1発現上昇が確認でき
た。しかし、TMAでのヒト臨床検体での解析では、浸潤の程度とPGAM1の染色レベルに相関は認めなかった。
続いてshRNAを用いてPGAM1の発現を抑制すると、浸潤能・遊走能には変化が認められなかったが、増殖能が低下
した。また、野生型およびPGAM1トランスジェニックマウスにBBNを10週投与したところ、PGAM1トランスジェニ
ックマウス群の方が有意に発癌率が高かった。

研究成果の概要（英文）：It was confirmed that expression of PGAM1 was elevated in the order of 
normal urothelial cell line, noninvasive bladder cancer cell line, invasive bladder cancer cell 
line. In addition, analysis by public databases also confirmed an increase in expression of PGAM1 in
 bladder cancer specimens. However, in the analysis of tissue micriarrays of human clinical 
specimens, there was no correlation between the degree of invasion and the staining level of PGAM1.
Subsequently, when expression of PGAM1 was suppressed using shRNA, no change was observed in 
invasive and migratory ability, but the proliferative ability was decreased. In addition, when BBN 
was administered to wild type and PGAM 1 transgenic mice for 10 weeks, the PGAM 1 transgenic mouse 
group had a significantly higher carcinogenic rate.

研究分野： 前立腺癌

キーワード： 膀胱癌　細胞老化
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究の背景 
 
筋層浸潤性膀胱癌や遠隔転移性尿路上皮

癌の 2 年生存率はそれぞれ約 50%、15%程度
と不良であるため、特に筋層浸潤性膀胱癌の
発癌・転移メカニズムを解明し、それに基づ
く新規治療法を開発することが急務である。 
膀胱癌の発生メカニズムは未だに不明な

点が多く、十分に解明されたとは言い難い
（Knowles et al. Nat Rev Cancer 2015）。当
研究室でもレドックス関連遺伝子 TXNIP の
発現低下が CXCR4 シグナルの活性化により
浸潤性膀胱癌の発癌を促進することを見出
した（ Nishizawa et al. Carcinogenesis 
2011）。 
生体内における主なエネルギー産生経路

には嫌気的な解糖系代謝と好気的な TCA 経
路－ミトコンドリア酸化的リン酸化経路が
ある。嫌気性代謝では好気的代謝に比べてア
TP 産生効率が低いにも関わらず、細胞がい
ずれの代謝系を利用するのかは単純な ATP
合成効率の観点のみではなく、アミノ酸や核
酸，脂質代謝など他の代謝経路とのバランス
など他の要因が大きく影響する。 
実際に、好気的代謝が可能な環境にあって

も嫌気的代謝を第一選択としない場合があ
り、その一例として酵母は酸素が豊富にある
環境においてもグルコースが大量にあると
嫌気的エタノール発酵を使用することはよ
く知られている。 
興味深いことに、ほとんどの癌細胞では通

常酸素分圧下においても嫌気的解糖系代謝
が 主 に 使 用 さ れ る （ Altenberg et al. 
Genomics 2004）。この現象は 1930 年代にオ
ットー・ワールブルグによって初めて報告さ
れたことから「ワールブルグ効果」と呼ばれ、
実際に今日の医療現場で癌の診断に応用・利
用されている（Warburg. Science 1956）。 
ワールブルグ効果は固形癌の腫瘍増大に

伴い血管新生が追いつかないことで中心部
に生じる低酸素環境に順応するための合目
的反応と考えられてきた。しかし実際には上
述の通り通常酸素濃度下で培養したがん細
胞においても解糖系は亢進したままである
ことから、低酸素適応だけではワールブルグ
効果を説明できない。ワールブルグ効果の真
の生物学的意義はいまだに完全には解明さ
れていないが、近年の研究によりさまざまな
代謝経路や遺伝子発現に影響し、増殖能亢進、
不死化、抗アポトーシス、浸潤能獲得、低栄
養環境における生存といった癌細胞の持つ
さまざまな特性との関連が指摘されている

（Mikawa et al. Cell Mol Life Sci 2015）。 
共同研究者の近藤らは、マウス胎児線維芽

細胞（MEF）を用いた細胞老化抑制スクリー
ニングから解糖系を構成する酵素の一つで
ある PGAM を同定した（Kondoh et al. 
Cancer Res 2005）。MEF 細胞はストレスに
感受性が高く、通常数回から十数回程度の継
代によってテロメア非依存的なストレス老
化を起こして増殖を停止するが、PGAM を過
剰に発現させた MEF 細胞では癌抑制遺伝子
p53 を欠失した場合と同様、細胞老化の表現
型を示さず増殖を続ける。逆に PGAM の発
現をノックダウンした MEF 細胞では早期の
細胞老化が誘導されることから、老化に伴う
PGAM の発現低下が細胞老化を誘導すると
考えられた。その後、他のグループからも
PGAM の持つさまざまな機能に関する報告
が相次ぎ、PGAM の癌代謝における重要性が
注目されている（近藤ら 生化学 2016）。 
その後の研究で PGAM 一遺伝子のみの過

剰発現により MEF 細胞では解糖系代謝の亢
進がみられることから、細胞老化の過程にお
いて PGAM を介した解糖系制御が存在する
ことが予想された。実際に細胞老化の過程で
は PGAM のタンパク量の低下に伴って解糖
系代謝も低下していくことも分かっている。
このことから、PGAM は解糖系制御を介して、
細胞老化を抑制していることが示唆された。 
膀胱癌は高齢者に多い癌で特に浸潤性膀

胱癌は p53 変異との関連が強い。膀胱癌の発
癌・進行における細胞老化からのエスケープ
機構や代謝機構の変化については不明な点
も多い。本研究では代謝経路の重要分子であ
る PGAM が膀胱癌の発癌・進行に果たす役
割に着目し、これを解析して明らかにするこ
とで、新規治療戦略に結び付けたいと考えた。 
 
２．研究の目的 
  

PGAM1 の発現は細胞老化抑制遺伝子とし
て p53 遺伝子により抑制され、HIF-1 の制御
を受けない唯一の解糖系代謝酵素であり、大
腸癌との関連も示唆されている。すでに
PGAM1 発現が筋層浸潤性膀胱癌由来細胞株
において正常尿路上皮・非浸潤性膀胱癌由来
細胞株に比して亢進しているというデータ
を得ている。 
本研究では PGAM1 と発癌や進展の関わり

を解析し新規治療法開発へとつなげるため
に、さらに以下のことを明らかにすることを
目的とする。 
① 膀胱癌細胞株における PGAM1 の発現を



評価し、細胞株のタイプや p53 変異の有
無との関連を検証する。 

② 膀胱癌臨床検体における PGAM1 の発現
を評価するとともに、腫瘍の臨床的悪性
度との相関を検証する。 

③ PGAM1 の機能解析：細胞株における
PGAM1 の発現を変化させ、表現型に与
える影響を評価する。 

④ PGAM1 の生体内における機能解析：遺
伝子改変マウスを用いて膀胱発癌・進行
に与える影響を評価する。 

 
  
３．研究の方法 
  
① 膀胱癌細胞株における PGAM1 の発現： 

膀胱癌細胞株の cDNA・タンパクを抽出
し、それぞれ RT-PCR、ウェスタンブロ
ット（WB）を用いて評価する。すでに
細胞株の p53をはじめとした代表的遺伝
子の変異のプロファイルは確立してお
り、これらの変異の有無と PGAM１の発
現の関連を検証する。 

② すでに当科では膀胱癌の腫瘍検体を収
集し、Tissue Microarray（TMA）を作成
済みである。 TMA 標本を用い て
PGAM1・p53 等の免疫染色を行い、
PGAM1 染色性と p53 染色性、TNM 分類
や組織学的グレードなどの病理学的所
見、膀胱内・尿路外再発や患者生存等の
臨床アウトカムなどとの関連性を検討
する。 

③ 膀胱癌細胞株に発現ベクターを用いて
遺伝子導入を行い、抗生剤および蛍光マ
ーカーを用いて選択することで安定発
現株を樹立する。それらの細胞株を用い
て以下の項目を検討する。 
1) 浸潤能：Matrigel® invasion assay 
2) 遊走能：Scratch wound-healing assay 
3) 増殖能：MTT assay 

④ ③で評価した細胞の in vivo における増
殖能を、Xenograft モデルを用いて評価す
る。 

⑤ 遺伝子改変マウスを用いた検討： 
PGAM1 トランスジェニックマウスと野
生型マウスに対して N-butyl-N-(4-hydro- 
oxybutyl) nitorosamine （以下 BBN）投与
を行い、発生した膀胱癌の表現型を比較
する。 

 
 
４．研究成果 

  
① 正常尿路上皮細胞株、非浸潤性膀胱癌細胞

株、浸潤性膀胱癌細胞株の順に PGAM1 の
発現が上昇していることを確認した（Fig. 
1）。また公共データベースでの解析でも膀
胱癌での PGAM1 発現上昇が確認できた。
今回用いた正常尿路上皮細胞株と非浸潤
性膀胱癌細胞株は p53 野生型であるのに
対し、浸潤性膀胱癌細胞株は全て p53 の変
異を有している。今回観察された浸潤性膀
胱癌細胞株における PGAM の発現上昇は
p53 の機能欠失を反映したものである可
能性も十分に考えられる。 

 
Fig. 1 膀胱癌細胞株における PGAM の発現

（WB）。-actin はローディングコント
ロール。 

 
 
 
 
 
 

 
 
② ヒト正常膀胱および膀胱癌組織のTMAを

用いた免疫組織学的染色での解析では、浸
潤の程度（T stage）と PGAM1 の染色レベ
ルに相関は認めなかった（Fig. 2）。今回
p53 の染色はまだ行っていないため不明
だが、p53 の変異と関連がある可能性があ
ると考えている。 

 
Fig. 2 正常膀胱および膀胱癌組織の TMA を

用いた免疫組織学的染色による PGAM
発現の評価。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
③ 浸潤性膀胱癌細胞株 253J, J82 で、2 種類の

shRNA を使って PGAM1 の発現を抑制し
た。Matrigel® invasion assay を用いた浸潤
能評価・Scratch wound-healing assay を用い



た遊走能評価を行ったが、PGAM1 ノック
ダウンによる有意な影響は認められなか
った（data not shown）。一方、MTT assay
を用いた増殖能評価の結果、PGAM1 ノッ
クダウンによる増殖抑制効果が確認され
た（Fig.3）。 

 
Fig. 3 253J 細胞・J82 細胞の PGAM1 ノックダ

ウンによる培養系における増殖抑制効
果（MTT assay） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
④ ③と同様、浸潤性膀胱癌細胞株 253J, J82

で、2 種類の shRNA を使って PGAM1 の
発現を抑制した後に、ヌードマウスの背部
皮下に移植した。その後に生着した腫瘍の
サイズを経時的に評価すると、PGAM1 ノ
ックダウン細胞は in vivo でも増殖能が低
下することを確認した（Fig. 4）。 

 
Fig. 4 253J 細胞・J82 細胞の PGAM1 ノックダ

ウンによる in vivo における増殖抑制効
果（Xenograft モデルの腫瘍体積） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
⑤ 遺伝子改変マウスを用いた検討： 

メスの PGAM1 トランスジェニックマウ
ス（PGAM-Tg）と野生型マウス（WT）に
対して BBN 投与を行い、10 週後にマウス
を解剖し、膀胱における癌発生の有無を評
価した。その結果、WT に比べて PGAM1- 

Tg において有意に発癌率が高かった
（Table. 1）。 

 
Table. 1 PGAM1 トランスジェニックマウ

ス（PGAM-Tg）と野生型マウス
（WT）を用いた BBN 膀胱化学発癌
モデルの膀胱発癌率の評価 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
考察と今後の予定 
 

浸潤性膀胱癌細胞株を用いた検討では、
PGAM1 は腫瘍細胞増殖を促進する機能を有
している可能性が示唆された。今後さらに細
胞株を増やして検討し、より確証を得られる
ようにしたいと考えている。 

PGAM1-Tg における発癌促進作用もこれ
を支持する結果であると考えているが、BBN
投与後比較的早期の 10 週時点でのデータの
ため、より後期のデータも検証する必要があ
ると考えている。 

浸潤性膀胱癌細胞株における PGAM1 高
発現が p53 変異によるものなのか、その他の
高悪性度形質によるものであるのかは未だ
不明であるため、今後 p53 変異を誘導する等
の実験を行い、p53 変異あるいは欠失との因
果関係を明らかにしていく必要があると考
えている。 

ヒト膀胱癌の免疫組織学的染色による解
析では、腫瘍の T stage や組織学的グレードと
PGAM1 発現との間に有意な相関は認めなか
ったが、これに関しては抗体の最適化から再
度行う必要があると考えている。また、p53
変異との関連にも着目して再検討する予定
である。 

ここまでのデータはPGAM1が p53変異を
伴う膀胱癌細胞株において増殖に関わり、治
療標的となる可能性を示唆するものである
が、その因果関係がより確かなものとなった
場合には、その詳細なメカニズムに関しても
検討する予定である。 
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