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緒　言

　難治性である転移･再発性尿路上皮癌の治療標準はシスプラチン（CDDP）を中心とする多剤併用化学療法である。
しかし奏功は一時的であり、既存のセカンドライン療法にも限界がある。本研究で我々は、抗がん剤耐性獲得後の再燃
性尿路上皮癌における新規治療軸として、CDDP 治療が誘導するがん微小環境変化の制御に着目した。がん微小環境
は、全ての泌尿器科癌(腎･前立腺･尿路上皮癌)で重要な標的分子と成り得る。これまで我々は、血管新生･上皮間葉転
換（epithelial-mesenchymal transition: EMT）を中心に泌尿器科癌とがん微小環境の検討を重ねてきた。尿路上皮癌に
関して、特に抗がん剤治療の誘導するがん微小環境に焦点を当て、CDDP 治療後の VEGF 発現上昇及びその抑制によ
る著明な抗腫瘍効果の増強１）、独自に樹立した２種の CDDP 耐性尿路上皮癌細胞株を用いて CDDP 耐性獲得後の血管
新生亢進を報告した２）。今回我々は、前述の CDDP 耐性尿路上皮癌細胞株において確認された EMT 誘導の探索を目
的として、CDDP 耐性獲得前後の時間軸に沿ったマイクロアレイ網羅的解析より同定された、新規 EMT 制御因子
FBXO32（F-box protein 32）の機能･臨床的意義を検討した。

方法および結果

　光学顕微鏡下の観察において、２種の CDDP 耐性尿路上皮癌細胞株 T24PR･5637PR（Platinum Resistance）では細
胞形態の紡錘型変化が確認され、CDDP 耐性獲得後の EMT 誘導が示唆された。遺伝子･タンパク発現解析から、
T24PR･5637PR 細胞における EMT 関連因子（SNAIL、Vimentin）の発現上昇及び E-cadherin の発現低下が確認さ
れ、これら CDDP 耐性細胞では細胞浸潤能も有意に亢進していた（図 1）。

図 1． スクラッチアッセイによる CDDP 耐性尿路上皮癌細胞株 T24PR・5637PR の遊走能評価
CDDP 耐性獲得前後でスクラッチアッセイによる細胞遊走能の比較検討を行った。Scale bar: 0.2 mm. Error
bar: SE. *P < 0.05, compared with T24 cells. **P < 0.05, compared with 5637 cells. P values were examined by
Mann–Whitney U test.
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　次に、このような CDDP 耐性獲得後の EMT 誘導機構の網羅的探索を目的として、CDDP 耐性獲得前後の時間軸に
沿ったマイクロアレイ解析を行い、CDDP 耐性獲得後に共通して変化する標的遺伝子 49 遺伝子を抽出した（図 2）。こ
の内、本研究ではユビキチン E3 リガーゼ FBXO32 の新規 EMT 制御因子の可能性に着目した。

図 2． マイクロアレイ法を利用した、CDDP 耐性尿路上皮癌細胞株 T24PR・5637PR にお
いて共通して発現変化を来す遺伝子群の抽出
２種の CDDP 耐性尿路上皮癌細胞株を用い、CDDP 耐性獲得前後に共通して発現変
化を来す遺伝子の抽出を行った。

　遺伝子･タンパク発現解析では T24PR･5637PR 細胞における FBXO32 の発現低下が確認され、更には FBXO32 ノッ
クダウンに伴う EMT 誘導並びに細胞浸潤能亢進が確認された（図 3A-B）。FBXO32 過剰発現においては EMT 関連因
子（SNAIL、Vimentin）の発現低下及び E-cadherin の発現上昇が確認され、FBXO32 の EMT 制御因子としての可能
性が示唆された（図 3C-D）。

図 3． FBXO32 ノックダウンおよび過剰発現に伴う EMT 関連因子、細胞浸潤能の変化
CDDP-sensitive T24 細胞における FBXO32 ノックダウン後の EMT 関連因子（A、ウェスタンブロット法）、細
胞浸潤能（B、マトリゲルインベージョンチャンバー）の変化。Error bar: SE. *P < 0.05, compared with Mock.
**P < 0.05, compared with Mock. CDDP-resistant T24PR 細胞における FBXO32 過剰発現後の EMT 関連因子

（C、ウェスタンブロット法）、細胞浸潤能（D、マトリゲルインベージョンチャンバー）の変化。Error bar: SE.
*P < 0.05, compared with control. P values were examined by Mann–Whitney U test.

　尿路上皮癌臨床検体（腎盂尿管癌 201 例、膀胱癌 94 例）を用いた免疫組織学的検討では 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 低発現群での EMT 誘導が示唆された（図 4）。
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図 4． 尿路上皮癌(腎盂尿管癌)臨床検体を用いた免疫組織学的検討
pTa, low grade, lymphovascular invasion [LVI] 陰性症例および pT3, high grade, LVI 陽性症例。Scale bar: 0.1
mm.

　更に免疫組織学的染色の結果を用いた予後解析では、腎盂尿管癌･膀胱癌共に FBXO32 低発現が術後再発･癌死に関
連する危険因子であり、尿路上皮癌における予後予測マーカー FBXO32 の有用性が示唆された（図 5）。化学療法治療
前後の組織検体を利用した免疫組織学的検討では、化学療法後に摘出された癌組織で FBXO32 発現低下･SNAIL 発現
上昇傾向が確認された（図 6）。

図 5． 尿路上皮癌患者における FBXO32 発現の予後予測マーカーとしての有用性
カプランマイヤー法による、手術治療が行われた尿路上皮癌患者（腎盂尿管癌 201 例、膀胱癌 94 例）における
摘出組織内の FBXO32 発現と予後（術後再発、癌死）の関係。
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図 6． 尿路上皮癌臨床検体を用いた化学療法前後の EMT 関連因子・FBXO32 発現の変化
CDDP を含む術前全身化学療法が行われた膀胱癌臨床検体を用いた、化学療法前後の SNAIL・FBXO32 発現変
化の免疫組織学的検討（N = 16）。Scale bar: 0.1 mm. Error bar: SE. P values were examined by Mann–
Whitney U test.

　CDDP 耐性下における FBXO32 発現抑制のメカニズムとして、CDDP 耐性細胞株を用いた CGH アレイ解析では
T24PR 細胞における 8 番染色体長腕領域（FBXO32 遺伝子のコード領域）の Loss of heterozygosity が確認され、
T24PR 細胞における染色体レベルでの FBXO32 発現抑制が示唆された。5637PR 細胞では同様な染色体変化は認めな
かったが、FBXO32 発現調節を担う FOXO（forkhead box O）転写因子である FOXO1･FOXO3a の核内発現が、5637PR
細胞では AKT リン酸化上昇に併せて低下しており、FBXO32 発現抑制の一因と考えられた。

考　察

　FBXO32 はラット筋萎縮モデルの網羅解析により同定された筋萎縮原因遺伝子であり、その遺伝子産物は SCF 複合
体型ユビキチンリガーゼに属する。今回我々はマイクロアレイ法を用いた網羅的解析から、CDDP 耐性獲得後の尿路
上皮癌細胞における FBXO32 発現低下に着目した。更には FBXO32 ノックダウンや強制発現系を利用し、CDDP 耐性
獲得後の EMT 誘導機構として FBXO32 発現低下の関与を示した。
　癌研究における FBXO32 発現は、癌性悪液質に関連した筋萎縮誘導等、宿主正常組織に着目した FBXO32 発現上昇
を主に検討がなされている３,４）。一方、癌組織自体においては FBXO32 発現低下に伴う癌細胞の CDDP 感受性低下５）、
予後不良因子としての癌組織内 FBXO32 低発現等５,６）、相反する組織依存性の発現制御が報告されている。また先行
の乳癌研究ではヒストンメチル化修飾を標的とした DZNep 治療により誘導される遺伝子群の一つとして、FBXO32 の
アポトーシス誘導作用への関与が指摘されている７）。今回我々は、CDDP 耐性尿路上皮癌における FBXO32 発現制御･
EMT 誘導機構の解明に焦点を当て、FBXO32 発現低下を介したユビキチンシステム依存性がん微小環境変化を検討し
た。今後は抗がん剤耐性誘導やがん幹細胞性への関与等、FBXO32 発現の更なる分子基盤の解明が期待される。また
組織検体を用いた追加検討により、尿路上皮癌患者における FBXO32 発現の臨床的意義がより鮮明化されれば、新規
バイオマーカーとして尿路上皮癌治療の最適化に貢献する可能性が示唆される。
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