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   This report consists of a description of our research findings relating to the mechanism of cancer 
metastasis and target molecules for early diagnosis or cancer therapy. First, we investigated the 
significance of metastasis-related genes expressed to various extents in three human bladder cancer cell 
lines using two in vivo models. The relationship between the gene expression pattern and the behavior 
of cancer cells implicated a loss of E-cadherin expression as a critical factor in facilitating the 

progression of bladder cancer. Second, we examined the expression of human telomerase reverse 
transcriptase (hTERT) mRNA in voided urine samples in patients with bladder cancer. Reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis showed a higher positive rate as compared 
with cytological examination, suggesting that the expression of hTERT in urine samples may be a 
useful diagnostic marker for bladder cancer. Finally, we searched for a molecule to which antisense 
can be applied as a treatment modality. The 150 kDa oxygen regulated protein (ORP 150), a kind of 
heat shock proteins, functions as a molecular chaperone in the endoplasmic reticulum. We 
demonstrated that the adenoviral-mediated antisense  ORP150 cDNA transfer resulted in the 
suppression of vascular endothelial growth factor (VEGF) expression and tumor growth in vivo. In 
addition, the significant correlation between  ORP150 and matrix metalloproteinase 2 (MMP-2) 
expression was observed in bladder cancer, suggesting that  ORP150 functions as a molecular chaperon 
to MMP-2 secretion for tumor invasion. Anti-sense  ORP150 may therefore have a potentially 
stronger antitumor effect because of its multitargeting capability as a molecular chaperone. 

                                             (Acta Urol. Jpn.  47: 815-818, 2001) 
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緒 言

膀胱癌 における分子研究の 目的 として,1)発 癌機

構の解析,2)癌 の浸潤 転移機構の解析,3)癌 の早

期診断,癌 治療に応用 される標的分子の同定などがあ

げられる.こ こでは2),3)に ついてこれまでわれわ

れが行って きた実験データを中心に今後の展望を述べ

る.

1.膀 胱癌の浸潤 ・転移機構 の解 析=

E-cadherinの 優位性

膀胱腫瘍をみたときわれわれはまず第一にそれが表

在性か浸潤性かを診断 し治療にあたる.両 者の予後が

きわめて異なることは周知の事実であるが,こ れは単

に癌細胞の浸潤の深 さのみがすべてを規定 している訳

で はない.両 者 は発癌 か ら臨床 癌の形成 過程 において

異 なるル ー トをた どってお り,分 子生物学的 にはかな

り違 った性格 を有 す る こと を認識 しなけれ ば な らな

い.移 行 上皮 のが ん化 にお いて9番 染色 体 の欠失 や

cyclinDl,vascularendothelialgrowthfactor

(VEGF)の 過 剰発 現 に よ り表在性乳 頭状 腫瘍が 形成

され る.こ れ らは50～75%以 上 の高 い確率で再発 をき

た す が,そ こ に はVEGF,matrixmetalloprotei-

nases(MMPs)の 関 与 が示唆 され る.ま た10--20%

の症 例 は浸潤癌 に進 展 す る ことが 知 られ,こ の際 に

p53の 変 異が 関 与す る.一 一方,浸 潤癌 で は当初 か ら

p53の 変 異 がか かわ りCISが 形 成 され,retinoblas-

toma(Rb)の 不 活 化 やplatelet-derivcdendothelial

cellgrowthfactor(PDECGF)の 過 剰 発 現 が加 わ り

浸潤性 の腫瘍塊 を形成す る.さ らに腫瘍細胞 の脈管へ
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の侵襲,移 動,遠 隔臓 器での接 着,増 殖 とい った転移

形成へ のステ ップ を踏 む ことになる.表 在性腫瘍 の浸

潤癌へ の進展 にかかわる因子 や浸潤癌 における予後不

良因子 を解析す る ことは治療 に応用可能 な標 的分子 の

発見 につ なが る.癌 の浸潤 お よび転移 には癌細胞 ある

いは腫瘍組織 内間質細胞 における細胞増殖 因子 ,細 胞

外マ トリックス分解酵素 や接着 因子 な どの転移関連因

子 の発現が深 くかかわ りあっているこ とが知 られ,こ

れまで い くつ かの転移 関連 因子 の発現 と癌の悪性度 と

の関係が報告 され て きた.膀 胱腫瘍 にお ける浸潤 ・転

移 関連 因子 としてurokinase-typeplasm三nogenacti-

vator(uPA)D,MMP-2,-92),tissueinhibitorof

metalloproteinase-2(TIMP-2)3),integrinαS4)が そ

れ らの発 現 と正 の相 関 を,ま たE-cadherin5'8)は 負

の相関 を示す ことが報告 されてい る.こ れ らの因子 の

発現の増強あ るい は減弱が浸潤 ・転移のカスケー ドの

なかでそれぞれの役割 を発揮す ることで浸 潤 転移 の

形成 に寄与す ると考 えられ るが,各 因子間での相互作

用あ るい は優位性 について言及 した報告 は少 ない.そ

こでわれわれ は表在性お よび浸潤性膀胱癌 由来培養細

胞 を用 いてSCIDマ ウ スに同所移植 モデル を作 成 し,

転 移関連遺伝子の発現 と浸潤 転 移 との関連 を解析す

ると共 に臨床材料 において浸 潤 転移 にかかわる因子

の解析 を行 った9)実 験 的研究 として転 移関連遺伝子

の発現 強度の異 な る3種 の ヒ ト膀胱 癌 由来細胞株T-

24,RT-4お よ びKK-47を 使 い,2種 類 のinvivo

転 移 実験 モデル を用いて転移 関連 因子 の発現 と腫瘍細

胞 の浸 潤 転移 能 との関 連 につ いて 解析 した(Table

1).3種 類 の ヒ ト膀胱癌 由来培養細胞株 におけ る培養

条件下の転移 関連 因子 の遺伝子発現 をRT-PCR法 を

用 い て解析 した結果,浸 潤性膀胱癌 由来で あるT-24

に お い て はc-ets-1,urokinasesystem,matrixmc-

tallo-proteinases,integrin一 α2お よび 一α3の 強発現 が

認 め られた の に対 して,表 在 性 膀胱 癌 由来 で あ る

KK-47とRT4で は それ らの発現 は明 らか に減弱 し

Tablel.Correlationbetweenbehaviorof

cancercellsandexpressionof

metastasis-relatedfactors

T-24RT-4KK-47

浸 潤 性 表 在性 表 在 性

培養条件下

転移関連因子のmRNA発 現

E-一カ ドヘリンの蛋白発現

受精鶏卵法

肝転移

肝転移巣における

転移関連因子のmRNA発 現

SCIDマ ウス同所移植腫瘍

転移関連因子のmRNA発 現

筋層浸潤像

肺転移

冊

十

帯

惜

十

十

十

十

十

帯

帯

十

ていた.一 方細胞間接着因子であるE-cadherinの 発

現 はRT-4で 最 も強 く,ウ ェスタンブロット法 によ

る解析では,RT-4に のみにE-cadherin蛋 白の発現

が確認された.受 精鶏卵を用いた腫瘍細胞の静脈内投

与による肝転移能の検討では,T-24とRT-4で は転

移巣の形成が組織学的に確認されたのに対 し,KK-

47に おいてはヒトベータグロビンを標的としたPCR

法により肝で一過性に捕捉されることが示 されたが,

組織学的に明らかな転移巣は認められなかった.RT-

4に おいては肝転移巣で種々の転移関連因子の発現が

誘導されT-24と 同程度の転移関連因子の発現が認め

られた.SCIDマ ウスを用いた同所移植モデルにおけ

る浸潤転移能の検討では,T-24で は膀胱壁への浸潤

性増殖お よび肺転移が認め られたが,KK-47に おい

ては膀胱壁浸潤像を認めるものの肺転移は認められな

かった.RT-4で は非浸潤性増殖像を呈 し肺転移は認

められなかったが,RT-4r移 植腫瘍においては種々の

転移関連因子の発現誘導が認められ,invivoに おい

ては潜在的に高い転移能を獲得 していることが示唆 さ

れた.し たがって受精鶏卵モデルにおいては,ト リプ

シン処理によってE-cadherinの 機能が喪失すること

で肝臓への転移が成立するが,同 所移植モデルにおい

てはE-cadherinの 機能は維持され細胞問接着が強い

ため非浸潤性増殖 をきたし表在性腫瘍 としての特性を

保持 しているものと考えられた.さ らにKK-47の 受

精鶏卵お よび同所移植モデルでの結果か ら,た とえ

E-cadherinの 機能が減弱 してもuPAやMMPsな ど

他の転移関連因子の発現の弱いものは転移能が低いこ

とが示唆された.次 に臨床的検討 としてヒト原発性膀

胱癌の表在性および浸潤性腫瘍における転移関連因子

のmRNA発 現 を解析 し膀胱癌の進展における転移関

連因子の発現の意義を検討 した.そ の結果,浸 潤性癌

ではE-cadherinの 発現が明らかに減弱 していたが,

その他の転移関連因子については表在性および浸潤性

癌,双 方 ともに種々の転移関連因子 を発現 しているこ

とが示 され,表 在性膀胱腫瘍においてもその潜在的浸

潤転移能は高いと考えられた.さ らにヒト原発性膀胱

癌におけるE-cadherinに 対する免疫組織化学染色 に

より,腫 瘍の浸潤度,異 型度が上がるにつれて染色性

は減弱することが確認 された(Table2) .以 上 より

種々の転移関連因子の中でE-cadherinの 発現の減弱

Table2.ResultsofhTERTmRNAexpression

andurinecytology

CancerNormal

十

十

hTERTmRNA

Cytology

Positive

Negative

PQsitive

Negative

25

8

22

11

1

25

0

26
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がヒ ト膀胱癌の進展に大きく寄与 していることが示唆

された.こ れ まで膀胱腫瘍 においてE-cadherinの 発

現 と腫瘍の悪性度あるいは患者の予後 との相関につい

ていくつか報告 をみるが,わ れわれの結果はこれらを

支持するのみならず,膀 胱癌の治療戦略を考える際に

その標的としてE-cadherinが いかに重要であるかを

示唆するものと考えられた.

ll.膀 胱癌におけるテロメラーゼの発現:

早期診断への応用の可能性

ヒ ト体細 胞 にお いて はDNA複 製 ご とに起 きるテ

ロメ アDNAの 短 縮 が分 裂寿 命 の限界 を決 めて い る

が,癌 細 胞 におい て はテ ロメ アDNAの 長 さは短縮

せず無限増殖が可能 である.テ ロメ ラーゼ はテ ロメア

長 を維持 し細胞 の不 死化 に欠 くこ とので きない酵素

であ り,種 々の癌組織 でその高 い酵 素活性 が報告 され

て い る.テ ロ メ ラー ゼ はhumantelomeraseRNA

(hTERC),telomerase-associatedprotein(TEPI),

humantelomerasecatalyticsubunit(hTERT)の3

つ のサ ブユ ニ ッ トか ら成 り,こ の うちhTERTが そ

の酵素活性 の発現 に欠かせ ない因子 である.わ れわれ

は膀 胱 組 織 にお い て90%以 上 の頻度 でhTERTm-

RNAの 強 発現 を確 認 した10)そ こで尿 中剥離細胞 を

用い てhTERTの 発 現 を指標 に癌 の早期 診断 の可能

性 を検討 した.尿 細胞診 との比較 においては胆癌患者

33人 中,陽 性 率 はteromerasc25例(76%),尿 細 胞

診22例(67%)で あ った(Table3).Teromeraseは

Gl症 例 にお いて尿 細胞診 よ り感度 に優 れ尿細 胞診陰

性例 における癌検 出の可能性が示 され,再 発症例 のス

ク リーニ ングの手段 と して有用であ るこ とが示唆 され

たll)

II.膀 胱癌治療における標的分子:

分子 シャペロンへの期待

癌の分子生物学的研究の目的として癌治療 における

Table3.ExpressionofE-cadherin五nbladder

cancer

E-cadherinexpression

標 的 分子 の同定が あげ られ る.浸 潤 転 移関連因子が

標的 になる ことは疑いの ない ところであるが,1つ の

因子 だけを標 的 と して も癌 のheterogeneity故 の 限界

が あることは論 を待 たない、細胞 質内における分泌蛋

白の成熟 にかかわ る分子シ ャペ ロンを標 的にすれば複

数 の転 移 関連 因 子 の 制 御 が 期 待 され る.ORPI50

(150kDaoxygcn-regulatedprotein)は 脳astrocyte

にお いて低酸 素状 態で誘導 されるス トレス蛋 白の1種

で小 胞体 に局在 し分泌 蛋白の輸送,成 熟 にか かわって

い る.最 近乳 癌の腫 瘍浸潤部 にお いてORP150が 強

発現 している ことが示 され,癌 細胞 の浸潤 ・増殖 にか

かわ る蛋白の分泌 に分子 シ ャペ ロ ンとして機 能 してい

る可 能性 が示 唆 され た12)ま たC6gliomaにanti-

sense-ORPI50を 導 入 す る とVEGFの 分 泌 を抑制 し

マウス皮下移植腫瘍 の造腫瘍能 を著 しく低 下 させ るこ

とが示 され た13)わ れ われ は正常 酸素 下 にてORP-

150,VEGFの 双 方 を強発現 して いる前立腺癌細胞:

DUI45に 対 してantisenseORP150ア デ ノウイ ルス

ベ ク ター を導入 した ところ ,VEGF蛋 白の分泌抑制,

血 管 新生能 の低 下,invivoに お け る造腫 瘍能の低下

を きたす ことを観察 した14)さ ら に ヒ ト膀胱腫 瘍で

はORP150の 免 疫組織化 学染色 にお いて正常 膀胱粘

膜で はほ とん ど発現がみ られないのに対 し腫瘍で はそ

の発現が明 らか に増強 し,浸 潤癌 で より強い傾 向が認

められ,MMP-2の 染 色性 と一致す る傾 向が認 め られ

た(投 稿 中).以 上 よ り分子 シ ャペ ロン.ORP150は

複 数の浸潤 転移関連因子 の制御 にかかわるこ とが示

唆 され,癌 治療 におけ る標 的分子 に成 り得 るこ とが示

唆 された.

No.ofcases

Norma1 Abnormal

Grade#

1

2

3

Stage*

pTa-l

pT2

pT3

pT4

18

21

35

33

15

24

2

17

13

4

30

3

1

0

1

8

31

3

12

23

2

#gradelvsgrade3:p<0
。001,*superficial(pTa-1)vs

invasive(pT2-4):p<0.001byX2-test.

結 語

転移関連因子の解析はカスケー ドにおける種々の因

子の役割を明らかにし治療における標的分子の同定に

つながる.膀 胱癌の浸潤 転移におけるE-cadherin

の重要性が確認され,こ れを腫瘍細胞に導入する治療

実験が前立腺癌モデルで既に報告されている15)し

か し単一因子のみを標的分子 とした場合,動 物実験 レ

ベルでの治療効果が得られたとしても臨床癌のheter-

ogencityを 考慮す ると,よ り効率の高い治療手段が

求められ,こ れまでとは異なった視点から標的分子を

選択す る必要があると思われる.こ こに示 した分子

シャペロンORPI50は その1例 といえよう.
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