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1 序論 

1.1 膀胱癌における浸潤の重要性 

 膀胱癌は、尿路に発生する悪性腫瘍の中で最も多く占め、世界で 9

番目に多い悪性腫瘍である。[1]欧米諸国では、毎年約 8－12 万人が新

たに膀胱癌と診断され、約 2－5 万人が死亡している。[2, 3]欧米諸国と

同様に、本邦でも近年増加傾向にあり、2017 年には 23,039 人が新たに

膀胱癌と診断され、2019 年には 8,911 人が死亡している。[4]このよう

に、膀胱癌は生命を脅かす可能性が高いため、国内外を問わず、近年で

も重要な悪性腫瘍として認識されている。 

 膀胱癌は、がん細胞が膀胱粘膜、粘膜下組織、膀胱筋層で構成される

膀胱壁に、どの程度まで深く浸潤しているかによって、大きく筋層非

浸潤性膀胱癌と筋層浸潤性膀胱癌の 2 つに分類される。新たに膀胱癌

と診断される症例のうち、約 70%の症例は筋層非浸潤性膀胱癌で、残

りの約 30%が転移症例を含む筋層浸潤性膀胱癌が占める。[5] 

 転移のない筋層浸潤性膀胱癌の標準治療は膀胱全摘除術であり、診

断時からの転移症例や術後の転移再発症例では、抗がん剤や免疫チェ

ックポイント阻害剤などの薬物療法が主体となる。これらの切除不能

な筋層浸潤性膀胱癌の 5 年全生存率は約 15%と極めて予後不良である。
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[6]さらに、切除可能な筋層浸潤性膀胱癌の場合でも、膀胱摘出に伴い

尿路変向術を行う必要があるため、術後の quality of life（QOL）の低下

が臨床上大きな問題となっている。一般的に、尿路変向術のうち回腸

の一部を利用した回腸導管造設術と、回腸新膀胱造設術の２つがよく

用いられる。[7]前者は尿を持続的に対外に排出するために腹部にスト

ーマを作成し、尿を貯めるパウチを貼り付ける必要がある。後者は回

腸を利用してパウチ状の代用膀胱を作成するため、体内に尿を貯める

ことができる利点がある一方で、尿意は感じないため定期的に腹圧な

いし用手圧迫による尿の排出を行う必要があり、慢性的な残尿による

尿路感染症のリスクや腎機能低下のリスクといった欠点がある。この

ように、筋層浸潤性膀胱癌は切除可能な場合であっても、患者にとっ

ては再発リスクのみならず、術後 QOL 低下も大きな問題となる。 

 一方、筋層非浸潤性膀胱癌の標準治療は経尿道的膀胱腫瘍切除術で

あり、術後の予後は一般的に良好である。しかしながら、膀胱上皮内癌

や高悪性度膀胱癌、粘膜下浸潤を伴う T1 症例では、術後の再発率が高

く、また一部の症例で筋層浸潤性膀胱癌への進展が臨床上大きな問題

となっている。[8]このように、筋層非浸潤性膀胱癌から筋層浸潤性膀

胱癌への変化、即ち膀胱粘膜から筋層へのがん細胞の浸潤が、膀胱癌
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の進行において極めて重要な過程と考えられている。 

 

1.2 ホスホリパーゼ D の生理機能 

 ホスホリパーゼ D（phospholipase D: PLD）には、哺乳類における古

典的なアイソフォームとして PLD1 と PLD2 の 2 つが広く知られてお

り[9, 10]、細胞膜に豊富に存在するリン脂質であるホスファチジルコリ

ン（phosphatidyl choline: PC）をホスファチジン酸（phosphatidic acid: PA）

とコリンに加水分解するための代謝酵素である。この PLD が産生する

PA が、脂質性シグナル伝達物質として小胞輸送や開口分泌、オートフ

ァジー、細胞内代謝制御などの様々な細胞機能において重要な役割を

果たしている。[11] このように、PLD の生理機能はこの PA を介した

細胞内シグナル伝達機構によりもたらされる。PA が産生される経路と

して、先述したような PLD による PC の加水分解以外に、G3P（glycerol 

3-phosphate）から LPAAT（lysophosphatidic acid acyltransferase）により

産生されるケネディー経路や、DGK（diacylglycerol kinase）による DG

（diacylglycerol）のリン酸化がある。（図 1）また、PA はひとつの産生

経路が抑制されるようなストレス条件下では、補完的な産生が行われ

ることが知られている。[12, 13] 
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 PLD1 は分泌小胞やエンドソーム、リソソーム、ゴルジ体などの哺乳

類細胞内膜において主に存在する。[14-16]PLD1 の基礎活性レベルは低

く、PKC や Rac、Rho、Arf などのタンパク質によって活性化されるこ

とで細胞外シグナル伝達が起こり、様々な細胞機能の制御が行われる。

[17]一方、PLD2 は主に細胞膜に存在し、ホスファチジルイノシトール

4,5-二リン酸（phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate: PI(4,5)P2）の存在によ

って十分に高い活性レベルを示す。[18]このように、PLD1 と PLD2 の

機能は、一般的にそれらの細胞内における局在の差によって生じる PA

産生区画の違いが影響することが知られている。 

  

1.3 がんにおけるホスホリパーゼ D の役割 

 PLD はこのような正常細胞機能だけでなく、乳癌、大腸癌、前立腺

癌を始めとする多くの癌においてその活性が亢進していることが知ら

れている。[19-22]これら癌における PLD 活性の亢進は、がん細胞の遊

走や増殖、生存、浸潤、転移能と深く関連している。[12, 22-25] さらに、

PLD はがん細胞やがん組織だけでなく、がん微小環境においても腫瘍

増殖や転移において重要な役割を果たすことが報告されている。[26] 

 これらの研究のうち、Zeng ら[12]と Utter ら[22]は、PLD 阻害剤や PLD
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遺伝子発現抑制による PLD 活性の低下に伴う細胞の遊走や浸潤抑制に

加え、PLD 遺伝子強制発現による PLD 活性の増加に伴う遊走・浸潤の

亢進も併せて示している。その他の研究では、PLD 遺伝子発現抑制や

PLD 阻害剤、PLD により産生される PA の添加による実験が行われて

いる。[23-25]このように、種々の手法を用いた PLD の発現や活性の調

整による実験から、PLD の働きを調べる研究がこれまで行われてきた。 

 一方で、様々な種類のがんにおける PLD の役割は広く研究されてい

るが、未だ PLD の役割が不明ながん種も多く、また PLD1 と PLD2 の

各アイソフォームにおける正確な役割も十分に解明されていない。各

PLD アイソフォームにおける役割に関しては、例えば PLD1 について

は、大腸癌や乳癌細胞においてその発現が亢進し、MMP-9 の発現制御

を介して細胞浸潤を促進することが知られている。[27, 28]一方、PLD2

については、大腸癌患者における PLD2 発現亢進が予後や腫瘍の臨床

病理学的特徴と関連することが報告されている。[20]さらに、乳癌やグ

リオーマにおいて、PLD2 は細胞増殖や生存に関与することも知られて

いる。[23, 24]このように、がんの種類やアイソフォームによって、PLD

は様々な役割を持つことが分かっている。 

 我々のグループでは、先行研究においてヒト腎細胞癌における PLD
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の役割について報告した。[29]この研究では、PLD1 と PLD2 のうち、

主に PLD2 の発現亢進がヒト腎細胞癌における腫瘍増殖や浸潤を促進

し、予後不良と関連することを示した。一方で、ヒト腎癌細胞を用いた

in vitro 解析では、PLD2 と同様に PLD1 も有意に細胞浸潤を促進する結

果が認められた。 

 先述のように、膀胱癌ではがん細胞の浸潤が、がん進行における最

も重要な過程として考えられている。しかしながら、膀胱癌の浸潤に

おける PLD の意義はこれまで研究されておらず、未だ不明である。我々

の腎細胞癌における先行研究で得られた知見より、PLD を介した膀胱

癌の浸潤メカニズムを研究することにより、膀胱癌における PLD の意

義が明らかになることが期待されると考えた。 
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2 目的 

本研究では、膀胱癌の浸潤メカニズムにおける PLD の役割を明らか

にすることを目的とする。 
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3 対象と方法 

3.1 遺伝子発現レベルで層別化した膀胱癌患者の生存分析およ

び RNA シークエンス解析におけるデータ取得 

 The Cancer Genome Atlas (TCGA)データベースより、膀胱癌患者 408

例における生存情報を含めた臨床病理学的データおよび RNA シーク

エンスデータを、Genomic Data Commons (GDC) Data Portal を用いてダ

ウンロードした。[30]生存解析では、408 例のうち経過観察時間が不明

の 2 例と、－64 日と登録されている 1 例の 3 例を除外し、合計 405 例

の生存解析を行った。各遺伝子の発現レベルを高発現群、低発現群に

層別化し、2 群間比較を行った。遺伝子発現レベルのカットオフは、2

群間比較の log-rank test における P 値が最小となるような、生存にお

いて最大の差をもたらす値を用いた。 

 

3.2 細胞と細胞培養 

 293T 細胞株は、理化学研究所バイオリソースセンターより提供いた

だいた。T24 細胞株と 5637 細胞株は東北大学加齢医学研究所医用細胞

資源センター・細胞バンクより提供いただいた。RT112 細胞株は DS フ

ァーマバイオメディカル株式会社より購入し、RT4 細胞株は American 
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Type Culture Collection より購入した。TCC-sup 細胞株と 253J 細胞株は、

それぞれ京都大学とノースウェスタン大学より提供いただいた。 

 293T 細胞株は 10% ウシ胎児血清（fetal bovine serum: FBS）を添加し

た DMEM（Dulbecco’s Modified Eagle Medium）培地を使用し、それ以外

の細胞株は 10% FBS を添加した RPMI（Roswell Park Memorial Institute）

培地を使用し、37℃、CO2 濃度 5%の条件下で培養した。PLD1 遺伝子

発現抑制株の培養は、1.0μg/mL の濃度になるようにピューロマイシン

を添加した RPMI 培地で行った。 

 

3.3 マウス 

 6－8 週齢の雌 C57/BL/6 マウスは、日本チャールズ・リバー株式会社

より購入した。PLD1 ノックアウト（knockout: KO）マウスは筑波大学

医学医療系生理化学研究室 金保安則先生に提供いただき、10 世代以

上交配を行った 6－8 週齢の雌 PLD1-/-を使用した。[26] 各マウスは筑

波大学動物実験委員会によって承認された動物実験取扱規定に基づき、

SPF（specific pathogen free）条件下の専用施設において、餌と水は自由

に与えられ管理された。 
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3.4 RNA の抽出と quantitative real-time PCR (qPCR) 

 各細胞株からの Total RNA は、TRIzol reagent（Invitrogen 社）を用

いて抽出し、マウス全膀胱サンプルからの Total RNA は NucleoSpin 

RNA kit （TaKaRa 社）を用いて抽出した。cDNA 合成のための逆転写

反応は、High Capacity RNA-to-cDNA Master Mix （Applied Biosystems

社）を用いて行った。PCR 反応のセットアップ試薬は SYBER Green I 

qPCR Master Mix （Applied Biosystems 社）を使用し、qPCR は ABI7500 

Fast Real-Time PCR system（Applied Biosystems 社）または QuantStudio 

5 Real-Time PCR system（Applied Biosystems 社）を使用して行った。

内在性コントロールは HPRT（Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1）

遺伝子を使用した。qPCR で使用したオリゴヌクレオチドプライマー

の塩基配列は下記の通りである。 
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遺伝子シンボル   塩基配列 

Human PLD1 Sense 5'-CAGTGGTTGAGGGAAATCGT-3' 

 Antisense 5'-AACGCCAGACAAATGTGACC-3' 

Human PLD2 Sense 5'-CCGTCTCGGAGCTCATCTAC-3' 

 Antisense 5'-TGCTCCAAGAATCACACTGC-3' 

Human DGKA Sense 5'-AAGGCATCGCAGTGCTAAAC-3' 

 Antisense 5'-AGGGTCGGTGATGACTTTAGC-3' 

Human MMP-13 Sense 5'-AACGCCAGACAAATGTGACC-3' 

 Antisense 5'-AAAACAGCTCCGCATCAACC-3' 

Human MMP-9 Sense 5'-CCATTTCGACGATGACGAGTTG-3' 

 Antisense 5'-TGCGTTTCCAAACCGAGTTG-3' 

Human CXCL1 Sense 5'-CCCCAAGAACATCCAAAGTGTG-3' 

 Antisense 5'-TTTCCGCCCATTCTTGAGTG-3' 

Human COL5A1 Sense 5'-AGCAGGGTATCCAGCAGATTG-3' 

 Antisense 5'-AGCAATTCTGTGCCACTTGC-3' 

Human ANOS1 Sense 5'-AGAAAGCCAGTGGATTTGCG-3' 

 Antisense 5'-TCCACACCCATTCGAACAAC-3' 

Human ICAM1 Sense 5'-TGGACGTGGCCAGAAAATTC-3' 

 Antisense 5'-ACAGTCACTGATTCCCCGATG-3' 

Human RELA Sense 5'-TTTCGCAAGCTGATGTGCAC-3' 

 Antisense 5'-TACTGGAATTCCATGGGCTCAC-3' 

Human HPRT Sense 5'-GACTTTGCTTTCCTTGGTC-3' 

 Antisense 5'-AGTCAAGGGCATATCCTAC-3' 

Mouse Mmp-13 Sense 5'-TCTTCTGGCACACGCTTTTC-3' 

 Antisense 5'-AGCCTTTGGAACTGCTTGTC-3' 

Mouse Hprt Sense 5'-CTGGTGAAAAGGACCTCTCGAAG-3' 

  Antisense 5'-CCAGTTTCACTAATGACACAAACG-3' 
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3.5 ウエスタンブロット解析 

 各細胞株におけるタンパク発現レベルは、過去に報告されている方

法に従って、ウエスタンブロット解析を用いて検討した。[31]使用した

一次抗体と、抗体の希釈濃度は下記の通りである。二次抗体は HRP

（Horseradish peroxidase）酵素で標識された抗マウスおよび抗ウサギ

IgG 抗体（GE Healthcare 社）を、それぞれ 1 万倍の希釈濃度で使用し

た。ウエスタンブロットシグナルは、化学発光試薬である ImmunoStar 

Zeta （Wako 社）を使用し、Fujifilm LAS-4000 imager （Fujifilm 社）を

用いて検出した。内在性コントロールはβ-アクチンを使用した。 

 

抗体名 製造会社 カタログ番号 希釈濃度 

anti-PLD1 Santa Cruz Biotechnology sc-28314 1:200 

anti-NF-κB p65 Cell Signaling Technology #8242 1:200 

anti-P-NF-κB p65 Ser536 Cell Signaling Technology #3031 1:200 

anti-IκBa Cell Signaling Technology #4814 1:200 
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3.6 siRNA を用いた細胞株における遺伝子発現抑制 

 siRNA は ONTARGETplus human MMP-13 SMART pool siRNA （L-

005955-00-0005, horizon 社）、ON-TARGETplus human RELA SMART 

pool siRNA （L-003533-00- 0005）、ON-TARGETplus non-targeting pool 

siRNA （D- 001810-10-05）を用いた。Lipofectamine RNAiMax Reagent 

（Thermo Fisher Scientific）を用いて、上記 siRNA を 25 nmol/L にて各

細胞株にトランスフェクションした。 

 

3.7 レンチウイルスベクターを用いた PLD1 遺伝子発現抑制 

 PLD1 の shRNA は、過去の報告に従って、pLKO.1 レンチウイルス

ベクターを用いて作成した。[32, 33]使用した shRNA の塩基配列は下

記の通りである。レンチウイルスベクタープラスミドのトランスフェ

クションおよびレンチウイルスのトランスダクションは、我々の先行

研究に従い行った。[29]まず、Lipofectamine 2000 Reagent（Invitrogen

社）を用いて 、293T 細胞株にレンチウイルスベクタープラスミドで

ある pLKO-shControl または pLKO-shPLD1、pMDLg/pRRE、pRSV-Rev、

pMD2.G をトランスフェクションした。次に、48 時間経過後、ウイル

ス粒子を含む培養上清を回収し、5637 細胞株、253J 細胞株に添加し、
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37℃、CO2 濃度 5%の条件下で培養した。24 時間後に、1.0μg/mL 濃

度のピューロマイシン添加 RPMI 培地へ交換し、shControl 株と shPLD1

株を選択した。 

 

  オリゴヌクレオチド配列 

shPLD1 #1 
5'-CCGGGCGTCTACATCCCAACATAAACTC 

GAGTTTATGTTGGGATGTAGACGCTTTTT-3' 

 5'-AATTAAAAAGCGTCTACATCCCAACATA 

AACTCGAGTTTATGTTGGGATGTAGACGC-3' 

shPLD1 #2 
5'-CCGGCCACTAGAAGACACACGTTTACTC 

GAGTAAACGTGTGTCTTCTAGTGGTTTTT-3' 

 5'-AATTAAAAACCACTAGAAGACACACGTT 

TACTCGAGTAAACGTGTGTCTTCTAGTGG-3' 

control scramble 
5'-CCGGGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCTC 

GAGGCGGACTTGAAGAAGTCGTGCTTTTT-3' 

  
5'-AATTAAAAAGCACGACTTCTTCAAGTCC 

GCCTCGAGGCGGACTTGAAGAAGTCGTGC-3' 

 

3.8 細胞浸潤アッセイ 

 細胞浸潤は BioCoat Matrigel invasion chamber（Corning 社）を使用

し、同社のマニュアルに従って評価した。まず、5×105 個に調整した

細胞懸濁液（培地は FBS 非含有 RPMI 培地）を各インサートチャンバ

ーに播種した。各ウェルには 10%FBS 含有 RPMI 培地を注入した。

37℃、CO2 濃度 5%の条件下で培養を開始し、22 時間後にインサート
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チャンバーの内側（メンブレン上面）を綿棒で丁寧に拭い非浸潤細胞

を除去した。メンブレン下面の浸潤細胞をメタノールで固定、ディフ・

クイック液（シスメックス社）で染色した。浸潤細胞を光学顕微鏡（200

倍）で観察し、5 視野についてカウントし、その平均値を浸潤細胞数

とした。各細胞における細胞浸潤アッセイは 2 回以上行い、再現性を

確認した。 

 

3.9 MMP-13 タンパクの検出 

 細胞を取り除いた培養上清におけるヒト MMP-13 タンパク発現レ

ベルは、Human MMP-13 enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA） 

kit （Proteintech 社）を用いて検討した。タンパク発現レベルは細胞数

で補正を行った。 

 

3.10 PA の調整 

 Phospholipid 1,2,-dioleoyl phosphatidic acid（DOPA）は Avanti Polar 

Lipids 社よりパウダーで購入した。PA の調整は過去の報告に従い行

った。[34]まず 0.5%濃度になるように BSA（bovine serum albumin）を

PBS（phosphate-buffered saline）で溶解し、この溶液を用いて DOPA が
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1 nmol/L の濃度になるように調整した。次に、この DOPA 溶解液をソ

ニケーション後、Mini Extruder（Avanti Polar Lipids 社）を用いて粒子

径を揃えた。最後に、最終濃度 300 nmol/L になるように調整し、細胞

株へ添加した。4 時間後に細胞から Total RNA、タンパクを抽出し、

それぞれ qPCR、ウエスタンブロット解析を行った。 

 

3.11 マウス膀胱発癌モデル 

 6－8 週齢の雌 C57/BL/6 マウスと PLD1-KO マウスに、0.025%に調整

した N-butyl-N-(4-hydroxybutyl) nitrosamine （BBN）（東京化成工業）を

自由飲水させた。飲水開始後前、開始後 8 週、12 週、16 週、20 週時点

において、それぞれ膀胱を摘出して半割した。半分は HE 染色による組

織学的評価のため、10%ホルマリン溶液で固定した。残りの半分は

qPCR および RNA シークエンスによる検討のため凍結保存した。 

 

3.12 パスウェイ遺伝子解析 

 RT2 Profiler PCR array（SA Biosciences 社）のうち、細胞浸潤に関連

する 84 パスウェイ遺伝子を含む Human Angiogenesis および Human 

Extracellular Matrix and Adhesion Molecules パネルを使用した。同社の
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マニュアルに従って、5637-shControl 株と 5637-shPLD1 株における発

現変動遺伝子解析を行った。 

 

3.13 RNA シークエンス 

 マウス膀胱発癌モデルにおける膀胱サンプルより抽出した Total 

RNA を用いて、RNA シークエンスを行った。ライブラリー調整およ

び RNA シークエンスはつくば i-Laboratory LLP へ受託解析を依頼し

た。まず、500 ng の Total RNA に対して、NEBNext rRNA Depletion Kit 

（New England Biolabs 社）を用いてリボソーム RNA 除去を行った。

次に、NEBNext Ultra Directional RNA Library Prep Kit （New England 

Biolabs 社）を用いてライブラリー調整を行い、Bioanalyzer （Agilent 

Technologies 社）を用いてライブラリーの品質評価および選別を行っ

た。最後に、ライブラリーを NextSeq500 （Illumina 社）を用いて 2 × 

36 base pair (bp) ペアエンドシークエンスを行った。 

 

3.14 RNA シークエンス解析 

 シークエンスリードのマッピング（mm10 マウスリファレンスゲノ

ムを使用）および発現量の定量は、CLC Genomics Workbench version 
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10.1.1 （Qiagen）を使用し行った。 

 次に、比較したいサンプルを用いて 2 群を作成し、上記ソフトウエ

ア内の Empirical Analysis of DGE tool を用いて、この 2 群間における

発現変動遺伝子解析を行った。発現変動遺伝子は false discovery rate 

（FDR） < 0.05 かつ| fold-change | > 2.0 を満たす遺伝子と定義した。

ヒートマップおよびボルケーノプロットを R package (version 4.0.2; R 

Foundation)を用いて作成し、解析データの可視化を行った。パスウェ

イ解析は Ingenuity pathway analysis （IPA, Qiagen 社)を用いて行った。

本研究で得られた RNA シークエンスデータは、公共データベースで

ある Gene Expression Omnibus (GEO)へアップロードし、登録した。（登

録番号: GSE166004） 

 

3.15 統計解析 

 実験により得られたデータは、平均値+標準偏差で表示した。2 群

間比較は GraphPad Prism8 （GraphPad Software 社)を用いて 、Student 

t-test で行った。生存解析では、R package を用いて、Kaplan-Meier 法

にて全生存率を算出し、log-rank test で 2 群間比較を行った。2 説明

変数における相関は、R package を用いて Pearson の相関分析で検討



19 

した。P 値 < 0.05 を統計学的有意と判断した。 
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4 結果 

4.1 膀胱癌患者におけるホスホリパーゼ D の発現と予後の関連 

 まず、膀胱癌患者のがん進行における PLD1 と PLD2 それぞれの意

義を検討した。公共データベースである TCGA データを用いた in silico

解析では、PLD1 の発現レベルが高い患者群では発現レベルが低い患者

群と比較して、予後が有意に不良であった。（P < 0.001）（図 2）一方、

PLD2 でも同様に、発現レベルの高い患者群において予後が有意に不良

であった。（P = 0.037）（図 2） 

 次に、PLD1 と PLD2 の相互作用による予後への影響を検討するため、

両者の発現レベルの相関を調べたところ、相関係数は r=0.28 と小さい

ものの、PLD1 の発現レベルは PLD2 の発現レベルと正の相関の傾向を

認めた。（図 3）また、PLD1 高発現かつ PLD2 高発現の患者群では、

PLD1 低発現かつ PLD2 低発現の患者群と比較して、予後が有意に不良

であった。（P < 0.0001）（図 4）さらに、PLD1 高発現かつ PLD2 低発現

の患者群では、PLD1 低発現かつ PLD2 高発現の患者群と比較して、予

後不良の傾向を認めた。（図 4）これらの結果より、PLD1 高発現は、

PLD2 高発現と比較して、より膀胱癌患者の予後不良と関連することが

示唆された。 
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 一方、PA を産生する PLD 以外の酵素のひとつである DGKA

（diacylglycerol kinase A）は、様々ながんにおいて PLD の発現や活性の

喪失を補完する役割をもつことが報告されている。[12, 13, 35, 36]この

DGKA が PLD1 の発現低下を補完することで PA 産生を調整し、膀胱癌

患者の予後に影響を与える可能性が示唆された。まず、DGKA 発現レ

ベルと膀胱癌患者の予後との関連を検討した結果、両者に有意な関連

は認めなかった。（図 5）次に、PLD1 発現レベルと DGKA 発現レベル

との間に負の相関があれば、膀胱癌患者全体において、PLD1 の発現低

下を DGKA の発現上昇が補完する可能性が考えられたが、両者に有意

な相関は認めなかった。（図 6）さらに、PLD1 低発現の患者群に絞って

DGKA 発現レベルと予後との関連を検討した結果、DGKA 低発現群と

比較して、DGKA 高発現群において有意に予後良好の結果を認めた。

（P = 0.038）（図 7）これらの結果より、膀胱癌患者においては、DGKA

は PLD1 発現低下を補完する役割は認めず、またそれに伴う予後への

影響も認めなかった。 

 以上の TCGA データを用いた in silico 解析結果より、PLD1 と PLD2

のうち、PLD1 高発現が膀胱癌患者の予後不良と主に関連することが明

らかとなった。 
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4.2 ヒト膀胱癌細胞の浸潤におけるホスホリパーゼ D1 の役割 

 次に、ヒト膀胱癌細胞の浸潤における PLD1 の役割について検討を

行った。ヒト膀胱癌細胞株のうち、RT112 細胞株と RT4 細胞株は筋層

非浸潤性膀胱癌のモデルとして、T24 細胞株、5637 細胞株、TCC-sup 細

胞株、253J 細胞株はそれぞれ筋層浸潤性膀胱癌のモデルとして広く研

究に利用されている。これらのヒト膀胱癌細胞株における PLD1 発現

レベルを検討するためにウエスタンブロット解析を行ったところ、筋

層浸潤性膀胱癌の細胞株のうち、特に 5637 細胞株と 253J 細胞株にお

いて PLD1 の高い発現レベルを認めた。（図 8）そこで、この 2 つの細

胞株に対して、shRNA を用いた PLD1 遺伝子発現抑制を行い、ウエス

タンブロット解析にて PLD1 発現レベルが低下していることを確認し

た。（図 9）次に、PLD1 遺伝子発現抑制による細胞浸潤への影響を検討

するために、細胞浸潤アッセイを行ったところ、5637 細胞株と 253J 細

胞株ともに、PLD1 遺伝子発現抑制株において有意な細胞浸潤の抑制を

認めた。（図 10） 

 しかしながら、どちらの細胞株においても細胞浸潤能と PLD1 タン

パク発現レベルとの相関が認められなかったため（図 9、図 10）、次に
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先述のように PLD1 による PA 産生の抑制を補完する可能性がある

PLD2 と DGKA の発現レベルを調べることとした。qPCR にて各 mRNA

発現レベルを検討した結果、PLD2 は PLD1 遺伝子発現抑制の有無で有

意な変化は認めず（図 11）、DGKA は PLD1 遺伝子発現抑制により発現

低下の傾向を認めた。（図 12）これらの結果より、PLD1 遺伝子発現抑

制による PLD2 や DGKA の発現上昇、即ち、PLD1 による PA 産生抑制

の補完的な影響は認めなかった。続いて、各細胞株における PLD1 タ

ンパク発現レベルではなく、PLD 活性が細胞浸潤能に影響を与える可

能性を考え、PLD 活性アッセイキット（ab183306, アブカム社）を用い

て、プロトコールに従い細胞ライセートにおける PLD 活性を比色分析

（吸光光度法）で間接的に測定した。データは割愛するが、検出感度以

下で PLD 活性を検出することができなかったため、評価ができなかっ

た。今回の検討では細胞浸潤能と PLD1 タンパク発現レベルとの乖離

に関する明確な理由を示すことができなかったが、今後の課題として

LPAAT を介した PA 産生（図 1）の補完や、オフターゲット効果も併せ

て検討が必要と考えられた。以上の検討により、PLD1 が主に膀胱癌細

胞の浸潤を促進することが明らかとなった。 
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4.3 ホスホリパーゼ D1 を介した膀胱癌の細胞浸潤における機序 

 次に、PLD1 を介した膀胱癌の細胞浸潤における機序を明らかにする

ために、細胞浸潤に関連するパスウェイ遺伝子に焦点をあてた PCR ア

レイを用いて、5637-shControl 細胞株と 5637-shPLD1 細胞株における発

現変動遺伝子解析を行った。168 遺伝子のうち 23 遺伝子において、

shControl 細胞株と比較して shPLD1 細胞株における有意な遺伝子発現

レベルの低下を認めた。（表 1）これら 23 遺伝子について、TCGA デー

タを用いた in silico 解析により膀胱癌患者の予後（図 13）および PLD1

発現レベルとの相関（図 14）により選別した結果、ANOS1、ICAM1、

MMP-9、MMP-13 の 4 遺伝子が候補として挙げられた。最後に、5637

細胞株と 253J 細胞株においてこれら 4 遺伝子の mRNA 発現レベルを

qPCR で調べた結果、PLD1 遺伝子発現抑制により、唯一、MMP-13 が

両細胞株において有意な発現低下を認めた。（図 15）以上より、MMP-

13 は膀胱癌の細胞浸潤において重要な役割をもつことが示唆された。 

 TCGA データを用いた in silico 解析結果より、MMP-13 発現レベルは

膀胱癌患者の予後不良と有意に関連し（P = 0.044, 図 16）、相関係数は

r=0.19 と小さかったものの、PLD1 発現レベルと正の相関の傾向を持つ

ことが明らかとなった。（図 17）PLD1 遺伝子発現抑制により、5637 細
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胞株と 253J 細胞株ともに、MMP-13 発現レベルの有意な低下を認めた。

（図 15）さらに、MMP-13 は分泌タンパクのため、培養上清における

MMP-13 タンパクレベルを ELISA で検討した結果、PLD1 遺伝子発現

抑制により有意な低下を認めた。（図 18） 

 次に、MMP-13 が膀胱癌の細胞浸潤に直接関連するか検討するため

に、両細胞株において siRNA を用いて MMP-13 遺伝子発現抑制を行っ

たところ、MMP-13 mRNA 発現レベルの有意な低下を認めた。（図 19）

さらに細胞浸潤アッセイにより、MMP-13 遺伝子発現抑制株において

有意な細胞浸潤の抑制を認めた。（図 20）これらの結果より、PLD1 は

MMP-13 の発現制御を介して、細胞浸潤を促進することが示唆された。 

 

4.4 ホスホリパーゼ D1 を介したマウス膀胱発癌モデルにおける

腫瘍浸潤の機序 

 上記 in vitro 解析に引き続き、in vivo において PLD1 を介した膀胱癌

の腫瘍浸潤における機序の検討を行った。PLD1 が膀胱癌の腫瘍浸潤を

促進するかどうか検討するために、BBN の自由飲水によるマウス膀胱

発癌モデルにより、WT（wild-type）マウスと PLD1-KO マウスにおけ

る浸潤性膀胱癌の発生割合を比較した。BBN の飲水開始後、12－16 週
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にかけて上皮内癌が形成され、16－20 週で浸潤癌の形成が安定して認

められた。（図 21）16 週時点における浸潤癌の割合を両群で比較した

結果、WT 群 26.7%（4/15 匹）、PLD1-KO 群 13.3%（2/15 匹）と PLD1-

KO 群において浸潤癌の割合が低い結果であった。（図 22）さらに、20

週時点においても、それぞれ 42.9%（6/14 匹）、20.0%（3/15 匹）と PLD1-

KO 群において浸潤癌の割合が低い結果であった。（図 22）これらの結

果より、PLD1 は膀胱発癌過程において、腫瘍浸潤を促進することが示

唆された。 

 次に、in vitro での結果と同様に、MMP-13 が PLD1 を介した腫瘍浸

潤に関連するかどうか検討することとした。飲水開始後 8 週、12 週、

16 週時点で摘出した膀胱サンプルにおける MMP-13 mRNA 発現レベル

を qPCR で経時的に検討した結果、WT 群では 16 週にかけて発現レベ

ルの上昇を認めた一方で、PLD1-KO 群では著明な発現レベルの抑制を

認めた。（図 23）また、16 週時点における MMP-13 mRNA 発現レベル

を 2 群間比較したところ、PLD1-KO 群で有意な発現レベルの抑制を認

めた。（図 24）これらの結果より、in vitro と同様に、in vivo でも PLD1

は MMP-13 の発現制御を介して腫瘍浸潤を促進することが示唆された。 

 続いて、MMP-13 以外に腫瘍浸潤を促進する潜在的な候補遺伝子が
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存在するか、RNA シークエンスによる網羅的トランスクリプトーム解

析を用いて検討した。遺伝子発現が顕著であった 2,028 遺伝子を用いて

ヒートマップを作成し遺伝子発現プロファイルを可視化、さらに階層

型クラスタリングを行ったところ、BBN の飲水開始前と、飲水開始後

8 週のサンプル間における遺伝子発現プロファイルが明確に異なるこ

とが明らかとなった。（図 25）また、飲水開始後 12－16 週のサンプル

における遺伝子発現プロファイルとも異なる結果を認めた。WT 群と

PLD1-KO 群における遺伝子発現プロファイルの違いを明らかにするた

めに、飲水開始前、8 週、12 週、16 週それぞれにおいて、2 群間にお

ける発現変動遺伝子解析を行い、ボルケーノプロットを作成して可視

化した。（図 26）飲水開始後 16 週時点において、最も多い 538 個の発

現変動遺伝子を認め、この 16 週における遺伝子発現プロファイルの大

きな変化は、このマウス膀胱発癌モデルにおける、16 週時点での浸潤

癌の形成との関連が示唆された。IPA を用いて、この 538 発現変動遺伝

子におけるパスウェイ解析を行ったところ、WT 群と比較して、PLD1-

KO 群における結合組織の分解や細胞浸潤に関連する生物学的機能の

低下を認めた。（図 27）さらに、PLD1-KO 群において活性化している

パスウェイの一つとして、MMP-13 を含む MMP の阻害が認められた。
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（図 28）これらの RNA シークエンスによる網羅的トランスクリプト

ーム解析により、in vitro 解析の結果と同様に、in vivo 解析でも PLD1-

MMP-13 経路が腫瘍浸潤を促進する可能性が強く示唆された。 

 次に、MMP-13 発現制御に関わる転写制御因子を明らかにするため

に、IPA を用いて上流制御因子解析を行った。先述のように、飲水開始

後 16 週時点における WT および PLD1-KO 群間の発現変動遺伝子が最

多であったため、まず 16 週時点における発現変動遺伝子を用いて解析

を行ったところ、潜在的な転写制御因子として Nfkb1-RelA が候補に挙

がり、PLD1-KO 群と比較して、WT 群でより活性化を認めた。（表 2）

さらに、この NfkB1-RelA が制御する下流シグナル分子として MMP-13

の存在を確認した。発現変動遺伝子数は少ないものの、膀胱癌が形成

され始める 12 週時点においても同様に上流制御因子解析を行ったとこ

ろ、16 週時点と同様に Nfkb1-RelA が候補に挙がった。（表 3）この結

果に基づき、次に文献検索にて MMP-13 の転写制御因子を検討したと

ころ、ヒト軟骨肉腫細胞における MMP-13 発現制御において、NF-κB 

p65（RELA）の活性化、特に NF-κB p65 Ser536 のリン酸化が関与する

ことを示した研究報告を見つけた。[37]これらの結果より、膀胱癌の浸

潤において、NF-κB p65（RELA）が MMP-13 の発現制御に関わる潜在
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的な転写調節因子である可能性が示唆された。 

 

4.5 ホスホリパーゼ D1-ホスファチジン酸-MMP-13 経路と NF-

κB シグナル経路の関連 

 次に、PLD1 遺伝子発現抑制により NF-κB p65 Ser536 のリン酸化レ

ベルが変化するかウエスタンブロット解析を用いて検討した結果、

5637 細胞株と 253J 細胞株ともに PLD1 遺伝子発現抑制株においてリン

酸化レベルの低下を認めた。（図 29）しかしながら、NF-κB p65 Ser536

のリン酸化レベルの変化は小さかったため、NF-κB の活性制御に関わ

る他の NF-κB 経路の検討を行った。IκB 複合体のうち特に IκBαが

NF-κB 活性を抑制することが知られているため、PLD1 遺伝子発現抑

制株における IκBαタンパク発現レベルおよびリン酸化レベルをウエ

スタンブロット解析にて検討した。IκBαのリン酸化レベルは検出で

きなかったが、タンパク発現レベルは両細胞株ともに PLD1 遺伝子発

現抑制株において亢進を認めた。（図 29）これらの結果より、PLD1 遺

伝子発現抑制は NF-κB p65 Ser536 のリン酸化だけではなく、IκBαを

含む、NF-κB 活性化に関わる抑制因子の発現にも影響する可能性が示

唆された。 
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 NF-κB p65 Ser536 のリン酸化が MMP-13 発現レベルを促進するか検

討するために、次に NF-κB p65 タンパクをコードする遺伝子である

RELA に対して siRNA を用いて遺伝子発現抑制を行ったところ、両細

胞株ともに RELA mRNA 発現レベルは有意に低下した。（図 30）また、

RELA 遺伝子発現抑制に伴い、NF-κB p65 タンパク発現レベルととも

に、NF-κB p65 Ser536 のリン酸化レベルも顕著な低下を認め（図 31）、

さらに MMP-13 mRNA 発現レベルの有意な低下も認めた。（図 32）こ

れらの結果より、PLD1 は NF-κB シグナル経路、特に NF-κB p65 Ser536

のリン酸化を介して、MMP-13 の発現制御を行っていることが示唆さ

れた。 

 最後に、PLD1 により産生される PA が MMP-13 の発現を促進するか

検討を行った。PLD1 遺伝子発現抑制に伴い MMP-13 mRNA 発現レベ

ルは有意に低下したが、PA の添加によりその発現レベルの有意な回復

を認めた。（図 33）さらに、PLD1 発現抑制株における NF-κB p65 Ser536

のリン酸化レベルは、PA の添加に伴い増加傾向を認めた。（図 34）一

方、PLD1 遺伝子発現抑制に伴いタンパク発現レベルの低下を認めた I

κBαに関しては、5637 細胞株と 253J 細胞株に共通する発現レベルの

増加傾向は認めなかった。（図 35）以上の結果より、PLD1 により産生
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された PA が、NF-κB シグナル経路のうち特に NF-κB p65 Ser536 の

リン酸化レベルの調整による MMP-13 の発現制御を介して、膀胱癌の

細胞浸潤を促進することが示唆された。（図 36） 
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5 考察 

 

    膀胱癌は進行性疾患の特徴をもち、筋層非浸潤性膀胱癌から筋層浸

潤性膀胱癌へのシフト、すなわち膀胱粘膜から筋層への膀胱癌細胞の

浸潤が、疾患の進行における本質的な過程と考えられている。これま

で多くの研究により、様々な種類のがんにおいて、PLD が細胞浸潤を

促進することが報告されてきたが[12, 19, 22, 24, 29]、膀胱癌の細胞浸潤

における PLD の意義はこれまで研究されていなかった。本研究は、

PLD1 と PLD2 のうち、主に PLD1 の高い発現レベルが膀胱癌患者の予

後不良と関連し、PLD1 遺伝子発現抑制によりヒト膀胱癌細胞株におけ

る浸潤が有意に抑制されることを明らかにした。また、マウス BBN 膀

胱発癌モデルにおいて、PLD1 遺伝子発現抑制が膀胱発癌と浸潤癌の発

生を抑制することを示した。さらに、PLD1 が NF-κB シグナル経路の

うち、特に NF-κB p65 Ser536 のリン酸化を介した MMP-13 の発現制

御により膀胱癌の浸潤を促進することを明らかにした。 

 これまでの研究により PLD の発現や活性が様々ながんに関与するこ

とが報告されており[19-22]、in vitro における RNA 干渉を用いた PLD1

遺伝子発現抑制により、乳癌[12] 、腎癌[29]、前立腺癌[22] において細
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胞浸潤が抑制されることが明らかにされてきた。本研究はこれまでの

研究と同様に、PLD1 遺伝子発現抑制により in vitro におけるヒト膀胱

癌の細胞浸潤が有意に抑制されることを明らかにしたとともに、マウ

ス膀胱発癌モデルを用いた in vivo における解析において、膀胱癌の腫

瘍浸潤が抑制されることを初めて示した。 

 さらに、本研究では PLD1 遺伝子発現抑制に伴う分子メカニズムを、

in silico、in vitro、in vivo からの総合的なアプローチにより、詳細に検

討を行った。in silico 解析により、膀胱癌患者において PLD1 発現レベ

ルと正の相関関係を示し、さらに予後不良と関連する遺伝子として

ANOS1、ICAM1、MMP-9、MMP-13 の 4 遺伝子を明らかにした。 

 ANOS1 は、別名 KAL1 とも呼ばれ、先天性低ゴナドトロピン性性腺

機能低下症と嗅覚異常を中核症状とする Kallmann 症候群のうち、X 連

鎖性遺伝における責任遺伝子であり、[38]神経細胞の接着や増殖、遊走

に関わることが知られている。[39-41]がんにおける役割としては、

Kanda らが胃癌における ANOS1 mRNA 発現レベルが、腫瘍の臨床病理

学的特徴と患者の予後不良と関連していたことを報告している。[42]ま

た、公共データベースの GEO を用いた in silico 解析により、大腸癌患

者における予後不良と関連することも示されている。[43]一方で、膀胱
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癌における ANOS1 の意義や、PLD1 との関連については知られていな

い。 

 ICAM1 は CD54 としても知られ、白血球などの免疫細胞や内皮細胞

を含む細胞表面に発現する細胞接着糖タンパク質をコードする遺伝子

で、内皮細胞へのがん細胞の接着を介して転移に関わることが知られ

ており[44]、さらに、膜結合型の ICAM1 は切断されて可溶性になるこ

とも報告されている。[45]ICAM1 は様々な種類のがんにおける発現亢

進が示されているが、膠芽腫ではがん微小環境における単球やマクロ

ファージなどの免疫細胞との相互作用を形成する上で、ICAM1 は重要

な役割を持つことが報告されている。[46]膀胱癌においては、内皮細胞

における ICAM1 発現が、膀胱癌細胞との接着に関わることが報告され

ているが[47]、膀胱癌の進行や予後との関連、そのメカニズムに関する

報告は少ない。 

 MMP-9 に関しては、MMP-2 と同様に、数多くの MMP ファミリーの

なかでも主要な細胞外マトリックス分解酵素のためこれまで広く研究

されており、様々ながんにおける浸潤能と関連することが明らかにさ

れてきた。[27, 48, 49]膀胱癌においては、Jin らがヒト膀胱癌細胞株に

おける MMP-2 発現レベルの亢進を報告し、さらにその遺伝子発現抑制
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により細胞浸潤の抑制を示した。[50]さらに、Kader らは膀胱癌患者に

おいて MMP-9 が腫瘍浸潤に関連することを報告した。[51, 52]一方、

MMP-13 に関しては多くの研究が様々なタイプのがん進行を促進する

役割を持つことを報告しているが[37, 53, 54]、膀胱癌における役割はこ

れまで十分に研究されていなかった。数少ない報告のなかで、Boström

らはヒト膀胱癌細胞株および膀胱腫瘍において、いずれも MMP-13 の

発現がみられたことを報告した。[55]さらに、彼らは MMP-13 の発現

が、膀胱腫瘍における腫瘍先進部に限局しており、正常部ではその発

現がみられなかったことも報告した。これらの結果は、MMP-13 が持つ

組織における細胞外マトリックスを分解する能力を考慮すると、極め

て合理的なものと考えられた。 

 膀胱癌患者における予後不良と PLD1 発現レベルと正の相関の傾向

を示す 4 遺伝子（ANOS1、ICAM1、MMP-9、MMP-13）のうち、in vitro

解析において 5637 細胞株と 253J 細胞株ともに PLD1 遺伝子発現抑制

によりそれらの mRNA 発現レベルの低下を認めた遺伝子は、唯一

MMP-13 であった。（図 15）そのため、本研究では MMP-13 に着目して

詳細なメカニズムの検討を継続した。in vivo における RNA シークエン

スを用いた網羅的なトランスクリプトーム解析により、これまでの研
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究報告と同様に、MMP-13 が浸潤に関連する潜在的な遺伝子であるこ

とを示した。これらの結果より、MMP-13 は膀胱癌の腫瘍浸潤を促進す

る下流標的であり、PLD1 遺伝子発現抑制によりその発現が制御される

ことが強く示唆された。 

 本研究で示した PLD1 遺伝子発現抑制による MMP-13 の発現低下は、

PLD1 が産生する PA の添加により、NF-κB p65 Ser536 のリン酸化レベ

ルの増加傾向とともに回復を認めた。（図 33, 34）これらの結果より、

PLD1 が産生する PA が、NF-κB シグナル経路、特に NF-κB p65 Ser536

のリン酸化による MMP-13 の発現制御を介して、膀胱癌の細胞浸潤を

促 進 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。 Kang ら は 、 PLD1 の 発 現 抑 制 が

PKC/Ras/ERK/NF-κB シグナル経路による MMP-9 の発現制御を介し

て、大腸癌の細胞浸潤を抑制することを報告した。[27]この PLD1- NF-

κB シグナル経路に関しては、PA を介したシグナル伝達による NF-κ

B の制御が関与していることが、これまでに複数報告されている。[56-

58] MMP-13 の発現制御に関わるシグナル経路として、Tang らがヒト軟

骨肉腫細胞において NF-κB p65 のリン酸化が関与することを示した。

[37]この NF-κB p65 のリン酸化については、Madrid らにより、特に

Ser536 のリン酸化が NF-κB の活性化につながることが報告されてい
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る。[59]さらに、Tang らは NF-κB p65 が MMP-13 の発現制御に関わる

転写活性領域に結合することも示している。[37]これまで、PLD1 と

MMP-13 の直接的な関連を報告した研究はない。本研究は、PLD1 が NF-

κB p65 Ser536 のリン酸化による MMP-13 の発現制御により膀胱癌の

浸潤を促進することを示した、初めての報告である。しかしながら、

PLD1 遺伝子発現抑制による NF-κB p65 Ser536 のリン酸化レベルの変

化は小さく、IκB を含む NF-κB 活性の抑制因子にも影響を与える可

能性も示唆された。（図 29） 

 本研究結果の全体像を図 37 に示す。今回、PLD1 の遺伝子発現抑制

によって MMP-13 の発現が抑制され、がん細胞浸潤および腫瘍浸潤が

抑制されることを示した。これらの結果より、PLD1 の働きによって

MMP-13 の発現が亢進し、がん細胞浸潤および腫瘍浸潤が促進したと

解釈した。しかしながら、遺伝子発現抑制により PLD1 の働きの逆効果

を示したに過ぎず、本来の PLD1 の働きによる効果は示せていない。先

述のように、過去の研究では PLD 阻害剤や PLD 遺伝子発現抑制実験

による細胞浸潤の抑制に加え、PLD 遺伝子強制発現による細胞浸潤の

亢進も示されている。[12, 22]本研究では PLD1 遺伝子強制発現は行わ

ず、PLD1 により産生される PA の添加実験により、MMP-13 の発現亢
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進を示したが、細胞浸潤が促進するかどうかは評価していない。しか

し、MMP-13 は細胞浸潤に直接影響するため（図 20）、PLD の生理機能

が PA を介した細胞内シグナル伝達機構によりもたらされる点を考慮

すると、おそらく MMP-13 の発現亢進に伴い細胞浸潤は促進すると予

想される。 
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6 統括 

 

   本研究では、膀胱癌における PLD1 発現レベルの亢進が腫瘍浸潤を促

進し、膀胱癌患者における予後不良と関連することを示した。さらに、

膀胱癌の浸潤メカニズムとして、新たに PLD1 による NF-κB シグナル

経路を介した MMP-13 の発現制御を明らかにした。本研究で得られた

知見により、PLD1 およびその下流標的は、筋層非浸潤性膀胱癌から筋

層浸潤性膀胱癌への臨床における疾患進行を抑制する新たな治療標的

となることが示唆された。 
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10 略語 

 

ANG angiogenin 

ANOS1 anosmin 1 

BBN N-butyl-N-(4-hydroxybutyl) nitrosamine 

BSA bovine serum albumin 

cDNA complementary DNA 

DGKA diacylglycerol kinase 

DNA deoxyribonucleic acid 

DOPA 1,2,-dioleyl phosphatidic acid 

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 

FBS fetal bovine serum 

FDR  false discovery rate 

GEO Gene Expression Omnibus 

HE hematoxylin eosin 

HPRT hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 

HRP horseradish peroxidase 

ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 
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IκB inhibitor of NF-κB 

KO knockout 

MMP-13 matrix metalloproteinase-13 

MMP-2 matrix metalloproteinase-2 

MMP-9 matrix metalloproteinase-9 

mRNA messenger RNA 

NF-κB nuckear factor-kB 

PA phosphatidic acid 

PBS phosphate-buffered saline 

PCR polymerase chain reaction 

PLD1 phospholipase D1 

PLD2 phospholipase D2 

qPCR quantitative real-time PCR 

RELA v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A 

RNA ribonucleic acid 

Ser serine 

shRNA short hairpin RNA 
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siRNA small interfering RNA 

SPF specific pathogen free 

TCGA The Cancer Genome Atlas 

WT wild-type 
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11 図表 

 

 

 

 

 

 

DG, diacylglycerol, DGK, diacylglycerol kinase, G3P, glycerol 3-phosphate, 

GPAT, glycerol-3-phosphate acyltransferase, LPA, lysophosphatidic acid, 

LPAAT, lysophosphatidic acid acyltransferase, PA, phosphatidic acid, PC, 

phosphatidyl choline, PLD, phospholipase D. 

 

図 1 PA の主な産生経路 
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図 2 膀胱癌患者における PLD1 および PLD2 発現と予後の関連 
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                        r, Peason correlation 

 

図 3 膀胱癌患者における PLD1 と PLD2 発現レベルの相関   
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図 4 膀胱癌患者における PLD1 と PLD2 両者の発現と予後の関連 
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図 5 膀胱癌患者における DGKA 発現と予後の関連 
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            r, Peason correlation 

 

図 6 膀胱癌患者における PLD1 と DGKA 発現レベルの相関 
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図 7 PLD1 低発現の膀胱癌患者における DGKA 発現と予後の関連 

 

  



59 

 

 

 

 

 

 

 

図 8 ヒト膀胱癌細胞株における PLD1 タンパク発現レベル  
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図 9 ヒト膀胱癌細胞株における PLD1 遺伝子発現抑制による

PLD1 タンパク発現レベル  
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          ***, P < 0.001. 

 

図 10 ヒト膀胱癌細胞株における PLD1 遺伝子発現抑制による細胞

浸潤への影響  
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図 11 ヒト膀胱癌細胞株における PLD1 遺伝子発現抑制による

PLD2 発現レベル 
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*, P < 0.05, **, P < 0.01, ***, P < 0.001. 

 

図 12 ヒト膀胱癌細胞株における PLD1 遺伝子発現抑制による

DGKA 発現レベル 
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図 13 各遺伝子の発現レベルと膀胱癌患者の予後の関連 
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r, Peason correlation 

 

図 14 膀胱癌患者における PLD1 と各遺伝子発現レベルの相関 
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**, P < 0.01, ***, P < 0.001. 

図 15 ヒト膀胱癌細胞株における PLD1 遺伝子発現抑制による 4 遺

伝子発現レベル 
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図 16 膀胱癌患者における MMP-13 発現と予後の関連 
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r, Peason correlation 

 

図 17 膀胱癌患者における PLD1 と MMP-13 発現レベルの相関  
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***, P < 0.001. 

 

図 18 ヒト膀胱癌細胞株の培養上清における PLD1 遺伝子発現抑制

による MMP-13 タンパク発現レベル 
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***, P < 0.001. 

 

図 19 ヒト膀胱癌細胞株おける MMP-13 遺伝子発現抑制による

MMP-13 発現レベル 
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***, P < 0.001. 

 

図 20 ヒト膀胱癌細胞株における MMP-13 遺伝子発現抑制による

細胞浸潤への影響 
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図 21 マウス膀胱発癌モデルにおける浸潤性膀胱癌の発癌過程 

 

  



73 

 

 

 

 

 

 

図 22 WT と PLD1-KO マウスにおける浸潤性膀胱癌の発生割合の

比較 
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***, P < 0.001. 

 

図 23 マウス膀胱発癌過程における経時的な MMP-13 発現レベル 
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**, P < 0.01. 

 

図 24 飲水開始後 16 週時点における MMP-13 発現レベル 
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図 25 飲水開始前から 16 週時点の膀胱サンプルにおける遺伝子発

現プロファイルを示すヒートマップと階層型クラスタリングの結果 
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図 26 WT マウスと PLD1-KO マウス間における経時的な発現変動

遺伝子の様子 
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図 27 WT マウスと比較して PLD1-KO マウスで低下がみられた生

物学的機能トップ 5 
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図 28 WT マウスと比較して PLD1-KO マウスで亢進がみられたパ

スウェイトップ 5 
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図 29 ヒト膀胱癌細胞株における PLD1 遺伝子発現抑制による NF-

κB p65 Ser536 リン酸化レベルと IκBαタンパク発現レベル 
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***, P < 0.001. 

 

図 30 ヒト膀胱癌細胞株における RELA 遺伝子発現抑制による

RELA 発現レベル 

  



82 

 

 

 

 

 

 

図 31 ヒト膀胱癌細胞株における RELA 遺伝子発現抑制による NF-

κB p65 Ser536 リン酸化レベル 
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***, P < 0.001. 

 

図 32 ヒト膀胱癌細胞株における RELA 遺伝子発現抑制による

MMP-13 発現レベル 
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*, P < 0.05, **, P < 0.01, ***, P < 0.001. 

 

図 33 PA 添加による PLD1 遺伝子発現抑制株における MMP-13 発

現レベル 
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*数字は PA 添加前と比較した治療後の Nomalized 値 

 

図 34 PA 添加による NF-κB p65 Ser536 リン酸化レベル 
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図 35 PA 添加による IκBα タンパク発現レベル 
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図 36 膀胱癌における PLD1 を介した推定浸潤メカニズム 
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図 37 本研究結果の全体像 
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表 1 5637-PLD1 遺伝子発現抑制株で発現低下を認めた 23 遺伝子  

 

遺伝子シンボル Fold change 

  shPLD1 #1 shPLD1 #2 

ADGRB1 0.05 0.06 

ANOS1 0.34 0.37 

CXCL1 0.29 0.14 

CXCL5 0.31 0.14 

CXCL6 0.34 0.08 

CXCL8 0.21 0.12 

EDN1 0.38 0.36 

FGF2 0.3 0.46 

FLT1 0.04 0.07 

ICAM1 0.29 0.3 

IL1B 0.15 0.21 

IL6 0.05 0.1 

ITGA1 0.31 0.19 

LAMA3 0.19 0.39 

LAMB3 0.21 0.27 

MMP13 0.32 0.24 

MMP9 0.16 0.06 

NOS3 0.07 0.1 

SELP 0.06 0.23 

TEK 0.18 0.1 

TNF 0.28 0.16 

VCAM1 0.27 0.16 

VEGFA 0.26 0.34 
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表 2 飲水開始後 16 週時点における発現変動遺伝子を用いた上流

制御因子解析の結果 
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表 3 飲水開始後 12 週時点における発現変動遺伝子を用いた上流

制御因子解析の結果 

 

 


