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研究成果の概要（和文）：シスプラチン(CDDP)治療後の再燃性尿路上皮癌では上皮間葉転換(EMT)が治療標的と
なり得る。我々はCDDP耐性尿路上皮癌T24PR・5637PR細胞のアレイ解析から、CDDP耐性下のFBXO32発現低下に注
目した。In vitroではFBXO32ノックダウンに伴うEMT誘導が確認され、結果は過剰発現系で検証された。臨床組
織ではFBXO32低発現群におけるEMT誘導が確認された。FBXO32発現低下の原因として、T24PR細胞ではFBXO32遺伝
子のコード領域でヘテロ接合性消失が確認された。5637PR細胞ではFOXO1/3aの核内発現が低下しており、FBXO32
発現抑制の一因と考えられた。

研究成果の概要（英文）：To identify the molecules involved in epithelial-to-mesenchymal transition 
(EMT) in tumors post acquired platinum resistance (PR), we examined the changes in gene expression 
before and after platinum treatment. Four urothelial carcinoma cell lines, T24, 5637, and their PR 
sublines of T24PR and 5637PR, were assessed by microarray, and FBXO32 was newly identified as a 
negative regulator of EMT. In vitro study showed an intimate relationship between FBXO32 expression 
and EMT, demonstrating that FBXO32 knockdown resulted in the EMT acquisition. In contract, FBXO32 
overexpression suppressed EMT. The association between FBXO32 expression and EMT was further 
validated using human specimens. CGH array analysis demonstrated loss of heterozygosity at 8q24.13 
in T24PR cells, which harbors FBXO32. In 5637PR cells, decreased nuclear FOXO1/3a expression seemed 
to affect FBXO32 dysregulation. These results suggest the association between EMT and 
ubiquitin-proteasome regulation when tumors develop PR.

研究分野： 泌尿器科学
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１．研究開始当初の背景 
転移性尿路上皮癌における治療標準は、シ

スプラチン(CDDP)を基盤とした化学療法で

ある。しかし奏功は一時的であり、その後進

行する。化学療法後の再燃性尿路上皮癌に対

するセカンドライン療法は限界がある。これ

まで我々は、尿路上皮癌における抗がん剤投

与とその後の血管新生亢進を中心とした癌

微小環境変化の検討を重ねてきた。その経験

から、CDDP 耐性下での最適な標的分子の探索

には、耐性獲得前後の癌細胞のみならず宿主

自身の微小環境変化に着目した包括的治療

が必要と考えた。 

独自に樹立した CDDP 耐性尿路上皮癌細胞

の詳細な観察では、細胞の形態変化、即ち

CDDP 耐 性 下 に お け る 上 皮 間 葉 転 換

(Epithelial-to-Mesenchymal transition: 

EMT)が示唆された。EMT は微小環境の形成・

維持に深く関与し、その制御は全ての癌腫に

おいて治療標的となり得る。CDDP 治療後の

EMT 誘導機構を明らかにするため施行したア

レイ解析では、CDDP 治療に伴い共通して変化

を来す 49 遺伝子が抽出された。この内、ユ

ビキチン依存性蛋白分解の変化による癌微

小環境への修飾作用の可能性から、ユビキチ

ンリガーゼ(E3)であるFBXO32(F-box protein 

3, atrogin 1/MAFbx)の CDDP 耐性尿路上皮癌

細胞における発現低下に焦点を当てた。 

 
２．研究の目的 
難治性である化学療法後の転移・再燃性尿

路上皮癌に対する新規治療アプローチとし

て、抗がん剤治療が誘導する癌微小環境の変

化並びにその誘導因子に着目した。樹立した

2種のCDDP耐性尿路上皮癌細胞株を利用した

アレイ解析では、CDDP 治療に伴い共通して変

化を来す 49遺伝子(Up-regulated: 25 遺伝子、

Down-regulated:24 遺伝子)が抽出され、ユビ

キチン依存性蛋白分解の変化による癌微小

環境への修飾作用として、ユビキチンリガー

ゼ FBXO32 発現低下に伴う EMT 誘導が示唆さ

れた。本研究は、FBXO32 発現制御・機能解析

を通して、CDDP 耐性獲得過程におけるユビキ

チンシステム変化を介したEMT制御機構の解

明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
H26 年度：慶應義塾大学病院における上部尿

路上皮癌症例を用いて、免疫組織学的に

FBXO32 発現並びに EMT 誘導を検討した。更に

得られた染色結果を、後ろ向き生存解析に利

用し、FBXO32 発現レベルに応じた術後再発・

癌死の有無を統計学的に検討した。In vitro

では尿路上皮癌細胞株に対する FBXO32 ノッ

クダウン・過剰発現後の EMT・細胞浸潤能を

検討した。CDDP 耐性下の FBXO32 発現制御と

して、尿路上皮癌細胞株を用いた CGH アレイ

法による遺伝子解析を行った。 

H27 年度： CDDP 耐性尿路上皮癌細胞株を用

いて、EMT 誘導の原因となる FBXO32 下流カス

ケード、更には CDDP 耐性獲得下の FBXO32 発

現低下を制御する上流カスケードをタンパ

ク発現レベルで検討した。また慶應義塾大学

病院における膀胱癌症例を用いて、①FBXO32

発現及び EMT 誘導、②FBXO32 発現レベルに応

じた術後再発・癌死を統計学的に検討し、上

部尿路上皮癌症例の解析結果を検証した。 

H28 年度：得られた知見の一般化を目的とし

て、異なる尿路上皮癌細胞株を利用した

FBXO32 ノックダウン・過剰発現後の EMT 誘導

を検討した。更に CDDP 耐性獲得機構の解明

を目的として、尿路上皮癌細胞における

FBXO32 ノックダウン・過剰発現後の CDDP 感

受性変化も検討した。尿路上皮癌におけるバ

イオマーカーとしての FBXO32 発現を明確化

する目的で、実際に CDDP が施行された治療

症例に限るサブグループ生存解析を行った。 

 

４．研究成果 

H26 年度：上部尿路上皮癌データベースと臨

床検体(n = 201)を用いた後ろ向き解析では、

FBXO32 低発現群における SNAIL 高発現と



E-cadherin 低発現が確認され、FBXO32 発現

低下を介した EMT 誘導が示唆された。更に本

データベースを用いた上部尿路上皮癌の予

後解析においては、上部尿路上皮癌における

予後予測マーカーとしての FBXO32 発現の有

用性が示唆された。 

CDDP耐性尿路上皮癌細胞株T24PR細胞を用

いた In vitro 解析では、FBXO32 ノックダウ

ンに伴う EMT 誘導と FBXO32 過剰発現に伴う

細胞浸潤能の低下が確認され、新規 EMT 制御

因子 FBXO32 が示唆された。また CDDP 耐性下

における FBXO32 発現抑制のメカニズム解明

として、T24PR 細胞を用いた CGH アレイ解析

を行い、CDDP 耐性株における 8番染色体長腕

領域の LOH が確認された。本領域は FBXO32

遺伝子のコード領域であり、T24PR 細胞にお

ける染色体レベルでの FBXO32 発現制御が示

唆された。 

H27 年度：FBXO32 発現低下に伴う EMT 誘導機

構として、FBXO32 下流カスケード解明に焦点

を当てた。FBXO32 のユビキチン化基質である

MyoD 発現が 2 種の CDDP 耐性尿路上皮癌細胞

株で上昇しており、EMT 誘導の一因と考えら

れた。SiRNA 法による MyoD ノックダウンでは

がん浸潤能低下を認めた。また CDDP 耐性獲

得下の FBXO32 発現低下の調節分子として、

FOXO転写因子であるFOXO1/3aの核内発現が、

CDDP 耐性尿路上皮癌細胞株 5637PR では AKT

リン酸化上昇に併せて低下しており、5637PR 

細胞における FBXO32 発現低下の原因と考え

られた。 

膀胱全摘術が行われた膀胱癌組織(n = 94)

を用いた免疫組織学的染色では、FBXO32 低発

現群におけるSNAIL高発現並びにE-cadherin

低発現が確認され、膀胱癌臨床組織において

FBXO32 低発現群での EMT 誘導が示唆された。

本染色結果を用いた予後解析では、膀胱癌に

おいて FBXO32 低発現が術後再発・癌死に関

連する危険因子であり、膀胱癌おける予後予

測マーカーとしての有用性が示唆された。 

H28 年度：前年度までに得られた知見を一般

化する基礎・臨床データの集積に加えて、

FBXO32 発現を介した CDDP 耐性獲得機構の同

定に焦点を当てた。FBXO32 発現低下に伴う

EMT 誘導の基礎データの集積として、ヒト尿

路上皮癌細胞株 5637 への SiRNA 法による、

FBXO32ノックダウンに伴うEMT誘導を検証し

た。FBXO32 発現低下に伴い E-cadherin 発現

抑制及び SNAIL・Vimentin の発現誘導が確認

され、先行研究で得られたヒト尿路上皮癌細

胞株 T24 と同様の結果であった。また特異的

基質であるMyoD発現も先行研究(T24PR細胞)

と同様、5637 細胞より誘導された CDDP 耐性

尿路上皮癌細胞株 5637PR 細胞で上昇が確認

され、CDDP 耐性下における FBXO32 発現低下

による EMT 誘導機構がより一般化された。 

膀胱癌臨床組織を用いた CDDP 治療前後の

比較検討では、CDDP 治療後の FBXO32 発現低

下並びにSNAIL高発現が免疫組織学的に確認

され、CDDP 治療に伴う FBXO32 発現抑制がヒ

ト腫瘍組織で確認された。術後補助治療とし

て CDDP が投与された膀胱癌症例による後ろ

向き生存解析(n = 35)では、FBXO32 低発現群

における有意に高い術後死亡率が確認され、

化学療法の感受性を予測するバイオマーカ

ーFBXO32 の可能性が示唆された。 

次に、FBXO32 遺伝子の CDDP 耐性獲得機構

への関与を明らかにするため、FBXO32 ノック

ダウン・過剰発現に伴う CDDP 感受性変化を

検討した。CDDP 感受性下にある T24 細胞では

FBXO32発現抑制に伴うCDDP耐性の獲得、CDDP

耐性下にある T24PR 細胞では FBXO32 発現上

昇に伴うCDDP感受性の再誘導が確認された。

また FBXO32 発現抑制に伴う CDDP 耐性獲得は、

FBXO32 ノックダウン後の 5637 細胞でも一般

化された。 
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