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研究成果の概要（和文）：新規ＤＮＡ修復遺伝子であるｈＡＢＨ－８は、活性酸素種の産生促進

を介してヒト膀胱尿路上皮癌細胞の生存を高め、癌の病理組織学的悪性度を決定することを見

いだし、特に進行膀胱癌に対する臨床治療上の新しい標的分子になる可能性を確認した。 
 
研究成果の概要（英文）：We found for the first time that a novel DNA repair protein, hABH-8 
promotes survival of human urothelial carcinoma cells through up-regulating generation of 
reactive oxygen species, moreover, the expression of hABH-8 is a useful marker to predict 
clinical development of urinary bladder cancer. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2009 年度 2,000,000 600,000 2,600,000 

2010 年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,200,000 960,000 4,160,000 

 
 
研究分野：人体病理学・実験病理学 
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１．研究開始当初の背景 
著者らは differential display 法により

前立腺癌ならびにその前癌病変で強く発現
する新規遺伝子 prostate cancer antigen 
(PCA)-1を cloningした（Konishi N., Shimada 
K., et al. Clin Cancer Res, 2005）。さら
に、PCA-1 が discoidin receptor や Bcl-xl
を調節することにより、ホルモン非依存性前
立腺癌細胞の細胞増殖や浸潤能を促進させ
ること、そしてその発現強度を病理組織学的
に評価することで生化学的再発（ PSA 
failure）を予測できることを見出した
（Shimada K., et al. Cancer Sci, 2007）。  

一方、PCA-1 はメチル化 DNA の修復にかか
わる ABH 遺伝子と高い類似性を有し、発癌が

癌進展に深く関与する。 
そこで、大阪大学薬学研究科（辻川和丈准

教授）との共同研究ですべてのヒト ABH 
family の同定に着手した結果、新たにヒト
ABH-8 (hABH-8) 遺伝子を cloning すること
に成功したが（Tsujikawa K., Konishi N., et 
al. J Mol Cell Med, 2007）、尿路系腫瘍に
おける生物学的、臨床病理学的意義は不明で
あった。 
２．研究の目的 

本研究では、hABH-8 の尿路上皮癌細胞にお
ける細胞生存や細胞死、癌の浸潤、増殖に及
ぼす影響を解析し、膀胱癌の発生と進展に関
連する分子メカニズムとその臨床病理学的
意義を明確にする。 
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３．研究の方法 
１）hABH-8の target genes の解析 
膀胱尿路上皮癌細胞株（KU-7や UMUC2）に

hABH-8遺伝子(pcDNA/EmGFP-DEST/hABH-8)を
強発現させた stable clone や siRNA導入に
よって hABH-8をノックダウンさせた癌細胞
を用いて、特に癌進展との関連性で注目され
る活性酸素種（ROS）関連分子群発現との関
連性をリアルタイム PCR, RT-PCR 法等により
網羅的に解析する。 
２）hABH-8による癌生存シグナルへの影響 
hABH-8遺伝子ノックダウンによる

apoptosis誘導や癌細胞の細胞周期に及ぼす
影響を、MTS assay, apoptosis 
assay(propidium iodideや AnnexinV 染色に
よる), Flowcytometry にて検討する。 
３）ROS産生の癌細胞に及ぼす影響について 

ROS 中和剤を処理した場合、hABH-8 をノッ
クダウンした場合と同様の効果が得られる
のかを検討したり、癌細胞の生存に関わる
ROS非依存性シグナルを検討する。 
４）hABH-8 の膀胱癌浸潤、血管新生に及ぼす
影響の解析 
①chorioallantoic membrane assay： 
胎生 11日目の卵膜上に腫瘍細胞を移植し、

遺伝子導入や薬剤処理を行った後に組織を
回収して浸潤、増殖や血管新生の程度を組織
学的に評価する 
②ヌードマウスを用いた同所性(膀胱内)移
植実験： 
雌ヌードマウスの尿道からカテーテルを

挿入して膀胱内にヒト膀胱癌細胞株（KU-7）
を移植する。同細胞株は、遺伝子組み換え技
術によりあらかじめ GFPを発光できる様に処
理されている。移植後約 1週間して膀胱内に
癌が生着していることを蛍光実体顕微鏡下
に確認し、経尿道的にコントロール RNAある
いは hABH-8 siRNA を atelocollagen ととも
に投与し、15分間反応させる。その後約 3週
間経過した時点で、腫瘍組織を摘出し、蛍光
実体顕微鏡によって膀胱腫瘍の
fluorescence intensityを求め、さらに組織
標本を作製して H＆E染色を行い腫瘍の浸潤、
増殖の程度を観察する。 
①、②を行って膀胱癌の浸潤、血管新生や転
移におよぼす hABH-8ノックダウンの影響を
解析する。 
５）膀胱癌組織を用いた hABH-8ならびにそ
の下流分子の病理組織学的検討 
hABH-8関連シグナル関連分子の膀胱癌に

おける発現動態と grade、深達度、再発、多
発や転移等との関連性を解析する。 
４．研究成果 
１）病理組織学的検討 
抗 hABH-8 モノクローナル抗体を作製して

ヒト膀胱癌組織を用いて免疫組織学的解析
を行なったところ、hABH-8が正常細胞に比較

して尿路上皮癌細胞において強く発現し、そ
の発現陽性率が膀胱癌の悪性度（grade）や
深達度と有意に相関することが判明したこ
とから、hABH-8が膀胱癌の進展を把握する上
で重要な病理学的因子となると考えられた。  
全 68 症例（膀胱癌手術症例）より得られ

た免疫組織化学的検討の結果を以下に示す。
（用語解説） 
①gradeについて: 

low と high に分けられ、high grade は生
物学的に悪性度の高い腫瘍と解される。 
②Stageについて: 

pTaは乳頭状に増殖する上皮内の腫瘍、pT1
は上皮下結合組織に浸潤する腫瘍、pT2 以上
は、筋層から膀胱周囲脂肪組織に浸潤したり
遠隔臓器に転移する腫瘍、pTis(CIS)は上皮
内にとどまるが grade の高い腫瘍である。 

 
２）in vitro実験 
膀胱尿路上皮癌細胞株を用いた siRNA導入

実験により、hABH-8 遺伝子ノックダウンが膀
胱癌細胞の apoptosisを誘導することが分か
った（下図参照） 

この apoptosis 誘導には、ROS 産生にかかわ
る NADPH oxidase(NOX)-1 発現ならびに過酸
化水素などの細胞内活性酸素種（ROS）産生
の低下と、これに関連する c-jun NH2 



 

 

terminal kinase や p38 などの mitogen 
activated protein kinase活性化が大きく関
与する事実を確認した。 
興味深いことに c-jun NH2 terminal kinase

活性化に伴って gamma-H2AX のリン酸化がみ
られたが、これが細胞死誘導上の促進因子と
して機能することが判明した。通常、
gamma-H2AXのリン酸化は DNA修復に関連して
認められるもので、細胞に対して protective
に作用するが、hABH-8遺伝子ノックダウンに
おいては、むしろ toxicに働くと考えられた。 
 
３）in vivo 実験 
chorioallantoic membrane assay や膀胱癌

同所性移植実験結果から、atelocollagen を
使用した hABH-8 in vivo ノックダウンによ
り膀胱癌細胞の血管新生や増殖、浸潤能が有
意に抑制されることが分かった。膀胱癌同所
性移植実験について下図に示す（urethra, 
尿道）。 
 
 

４）まとめ 
hABH-8 を最上流とする(NOX-1)-(ROS)-(増

殖・浸潤・血管新生)という分子シグナルが
膀胱癌進展に重要な役割を担うと考えられ
る。また、hABH-8分子やそのシグナル伝達を
遮断することで強い膀胱癌抑制効果をもた
らすことが判明した。 
 
５）今後の展望 
①hABH-8 を標的とする新薬（分子標的治療
薬）の開発を行う。 
今回の研究成果により、尿道から siRNAを

投与しても十分な癌縮小効果が認められた。
これを臨床応用できれば、従来の全身投与を
原則とする抗癌剤の投与を根本的に見直す
ことができ、治療遂行上の問題である薬剤副
作用を回避できるかもしれない。 
②病理組織学的診断への応用 
hABH-8 の癌細胞陽性率を病理組織学的に

評価することで、腫瘍の悪性度やその後の進

展を推測できる可能性がある。 
そして、膀胱癌における新規の予後予測因

子となる可能性がある。 
③ROS 産生の細胞診断学的意義 

活性酸素種を蛍光標識して尿中に剥離し
た陽性細胞を検出し形態的診断を加味する
ことで尿細胞診における膀胱癌の診断精度
が有意に向上することを確認している。 
このシステムを実用化できれば、病理組織、

細胞診断の精度向上が期待される。 
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