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緒 言

　1960年から2000年における日本を含む主要５カ国では男
性膀胱癌死亡者数は10万人当たり200人と低いが，近年は増
加の傾向にある1)．また，腫瘍切除後も再発率が非常に高
いことが知られていることより，膀胱癌発生機序の基盤的
研究が重要な課題となっている．
　以前の研究で，膀胱癌には多彩な遺伝子の変異がみられ
ることや早期癌は進行癌よりも遺伝的な変異がほとんどみ
られないことが報告されている2,3）．in vitro での膀胱上皮
細胞の形質転換は染色体20ｑ13.2の増幅に関連しており，

この染色体にある遺伝子の増幅と高発現が膀胱癌発生の早
期に重要な役割を担っているのではないかと示唆されてい
た4)．一方，細胞内総核酸量の定量分析や，DNA 増幅また
は欠損を同定するための特異的なプローブを用いる FISH 
法（Fluorescence in situ hybridization；蛍光 in situ ハイ
ブリッド形成法）により，膀胱癌の診断を目的とした異数
性染色体について研究がなされている5,6）．MD Anderson 
の Sen らのグループは，以前，16症例の膀胱癌患者より採
取した癌細胞を20ｑ13.2に位置する AuroraﾝA 遺伝子の
特異的なプローブで FISH 分析を行なったところ，その遺
伝子の増幅を発見した7)．更に AuroraﾝA 遺伝子の増幅は
腫瘍の悪性度と染色体異数性に相関していた．このことは，
AuroraﾝA 遺伝子の増幅が臨床的に悪性を示す異数体細胞
への変化を引き起こし，膀胱癌発生に重要な役割を担って
いる可能性を示している．ベイラー医科大学の Goepfert ら
のグループは，ラットに発ガン物質を投与したところ正常
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乳腺組織に AuroraﾝA 遺伝子の発現がみられたと報告し
ている8)．また，げっ歯類とヒトにおける腫瘍関連遺伝子
の連鎖分析と一倍体地図を用いた解析により AuroraﾝA 
遺伝子が同定された9)．
　これらのデータに基づき，ヒト正常膀胱上皮細胞が癌化
する過程で高発現された AuroraﾝA 遺伝子は，悪性を示す
異数体細胞の出現と形質転換を導く重要な遺伝因子ではな
いかという仮説を立てた．本研究では，腫瘍性のないヒト
膀胱上皮細胞株に AuroraﾝA 遺伝子発現アデノウイルス
を感染させ，その細胞表現型を分析して上記の仮説を検討
した．AuroraﾝA 遺伝子発現アデノウイルス感染細胞では，
軟寒天培地中でのコロニー形成数，異数体の発生頻度およ
び３個以上の中心体を持つ細胞数が有意に増えていた．以
上の結果は，ヒト膀胱上皮細胞の悪性を示す形質転換に 
AuroraﾝA 遺伝子の高発現が遺伝子的に深く関わっている
ことを示唆する初めての結果である．またこれらの結果は，
膀胱癌の発生において AuroraﾝA 遺伝子が重要な役割を
担っている事を示した基盤的データであり，これまでに報
告された臨床の結果を十分裏付けるものであった．

材料と方法

１. 細胞
　The Simian virus 40（SV40）を用いて継代培養されたヒ
ト由来の正常膀胱上皮細胞（The Simian virus 40（SV40) 
immortalized human urothelial cell line SVﾝHUC，ウイン
スコンスン大学の C｡ A｡ Reznikoff より提供）をペニシリ
ン，ストレプトマイシン，１％牛胎児血清アルブミン，イ
ンシュリン，ヒト由来トランスフェリン，ハイドロコルチ
ゾン，Ｌﾝグルタミン，デキストロースと非必須アミノ酸を
加えた Ham’s F-12 medium (GIBCO､ Grand Island､ NY）
で培養した10)．
２. 発現ベクター
　AuroraﾝA 遺伝子と緑色蛍光タンパク質発現アデノウイ
ルス（Adenovirus AuroraﾝAﾝgreen fluorescence protein 
(AdﾝAuroraﾝAﾝGFP））は，前述のように pEGFPﾝAurora
ﾝA の Eco47VﾝBamHI 断片を pCA14の EcoRVﾝBgla に挿
入後，それをアデノウイルスに導入して作成した11)．cDNA 
を導入していないアデノウイルスコントロール
（Adenovirus control (AdﾝCTR）），および緑色蛍光タンパ
ク質を導入したアデノウイルス（Adenovirus green 
fluorescence protein (AdﾝGFP））は，それぞれ既報のよう
に作成した12)．組み換えアデノウイルスの作成法と力価測
定方法（50％ Tissue Culture Infectious Dose（TCID50）法）
は既報のように行なった11)．

３. 細胞増殖測定
　96ウエルマイクロプレートの各１ウエル当りに３×103

個の細胞（100ﾗ）をそれぞれ24ウエルずつ分注した．
mock，AdﾝCTR，AdﾝAuroraﾝAﾝGFP を培養液で希釈し
感染多重度（multiplicity of infection (MOI））５で感染さ
せた．１％グルタルアルデヒド溶液で細胞を固定し，0.5％
クリスタルバイオレットのメタノール溶液で染色した．プ
レートにソレソン溶液（0.025 M sodium citrate､ 0.025 M 
citric acid in 50％ methanol）を（100ﾗ）添加し，540ﾌ 波
長の吸光度を測定した13)．
４. ウエスタンブロッテイング
　６ウエルマイクロプレートに培養したそれぞれの細胞に
アデノウイルスを感染させた．感染後４日目までの各日ご
とに，細胞溶解液（10ﾋ TrisﾝHCl (pH ７）；140ﾋ NaCl；
３ﾋ MgCl2；0.5％ Nonidet Pﾝ40；２ﾋ phenylmethylsul-
fonyl fluoride；５ﾋ dithiothreitol）を用いてタンパク質を
抽出した．14,000ｇ10分間，遠心分離し上清を抽出した後，
Bradford 色素結合法でタンパク質濃度測定を行なった．そ
れぞれ抽出したタンパク質を12％ SDSﾝPAGE（sodium 
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis）で電気
泳動分離し，その分離したタンパク質を孔径0.2マイクロｍ
のニトロセルロース膜に転写緩衝液［１×Tris Gly transfer 
buffer (25 ×Tris Gly transfer buffer；Invitrogen､ 
Carlsbad､ CA），５％ v/v methanol］下で転写した．転写
された膜をブロッキング液（５％スキムミルクを含む Tris-
buffered saline (TBS)ﾝT（10ﾋ TrisﾝHCl (pH 7.4）；150 
ﾋ NaCl；0.1％ Tween 20）下で２時間ブロックした．５
％スキムミルクを含む PBSﾝT 溶液で希釈した一次抗体
（rabbit polyclonal antiﾝAuroraﾝA antibody）で反応後，
５％スキムミルクを含む PBSﾝT 溶液で洗浄し，二次抗体
（goat anti-rabbit horseradish peroxidase-conjugated IgG､ 
１：2,000 dilution；Santa Cruz Biotechnology Inc｡､ Santa 
Cruz､ CA）と室温１時間で反応させた．同様に洗浄後，検
出試薬 ECLﾝPlus（Enhanced ChemoluminescenceﾝPLUS､ 
Amersham Biosciences､ Piscataway､ NJ）を用いてバンド
をＸ線フィルムに感光させた．
５. 蛍光免疫染色
　PolyﾝLﾝlysine 処理したカバーガラス上の細胞を100％メ
タノールで－20℃５分間固定した．その後，PBS
（phosphate-buffered saline）緩衝液で２回洗浄後，PBS で
希釈した５％ヤギ血清（Vector Laboratories､ Burlingame､ 
CA）で室温１時間，ブロッキングを行なった．ブロッキン
グ液で希釈した抗ｺﾝチューブリン抗体（antiﾝｺﾝtubulin 
mouse antibody､ Sigma Chemical Corp､ St｡ Louis､ MO；
１：2,000希釈）で室温１時間反応させた．PBS で３回洗
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浄後，同様に抗テキサスレッドコンジュゲート抗体（Texas 
Red-conjugated anti-mouse antibody､ Vector Labora-
tories；１：500希釈）を反応させた．PBS で３回洗浄後，
DNA に結合する蛍光色素 DAPI (4’,6’-diamidinoﾝ 2 ﾝ
phenylindole）を室温10分間反応させた．蛍光用封入剤
（Perma-Fluor､ Lipshaw/Immunon；Pittsburgh､ PA）を
用いてカバーガラス上の細胞をスライドガラスに封入し
た．CCD (charged-coupled device）機能を備えたニコン蛍
光顕微鏡で，Adobe Photoshop software (Adobe Systems 
Incorporated､ San Jose､ CA）下に撮影した．それぞれ500
個の細胞を観察し，３個以上の中心体を持つ細胞を中心体
複製異常としてカウントした．
６. In situ 蛍光ハイブリッド形成法（FISH､ Fluorescence 
in situ hybridization）と核 DNA 量の分析
　AdﾝGFP と AdﾝAuroraﾝAﾝGFP にそれぞれ感染させた
分裂間期の細胞の第３，７，17番染色体をそれぞれに特異
的な標識プローブ（Vysis Inc｡､ Abbott Park､ Il）を用いて
分析した6)．蛍光顕微鏡で200個の核の蛍光標識結合部位の
数量分析を行った．コントロールとして腎癌患者から採取
した膀胱上皮細胞を用いた．高解像度 CCD 機能を備えた 
Leica DMRXA 蛍光顕微鏡で撮影した．核 DNA インデッ
クスは，既報のようにフォイルゲン反応を用いて染色体染
色を行ない，末梢リンパ球に対する mock，AdﾝGFP と Ad
ﾝAuroraﾝAﾝGFP 感染細胞の核 DNA 量の比率をフローサ
イトメトリーで比較分析した6)．DNA インデックス1.2以
上を異数体と分類した．
７. 軟寒天コロニー形成試験
　SVﾝHUC 細胞を mock，AdﾝGFP および AdﾝAuroraﾝA 
にそれぞれ感染させ，その１日後，１プレート当り１×104

個のそれぞれの細胞を UMﾝUCﾝ３細胞培養上清を含む軟
寒天と混合し60㎜プレートに５枚ずつ播き，37℃で14日間
細胞培養容器で培養した14)．プレートは週に２回，倒立顕
微鏡で４倍または10倍の倍率で観察した．第１週に細胞小

塊が観察された．UMﾝUCﾝ３細胞培養上清のみのコントロ
ールでは UMﾝUCﾝ３細胞の混入はなかった．プレートに播
いた２週間後に，30細胞以上で形成されたコロニーの数を
プレートごとに記録した．この実験は独立して２回繰り返
して行った．
８. 統計分析
　２群間分散分析（ANOVA）法と Wilcoxon 法の片側検
定法を行なった．pﾝvalue＜0.05を有意差ありとした．

結 果

１. AuroraﾝA タンパク質の発現と細胞増殖測定
　ヒ ト 正 常 膀 胱 上 皮 細 胞 SVﾝHUC に 導 入 さ れ た 
AuroraﾝA 遺伝子のタンパク質発現を調べるためにウエス
タンブロットを行なった．抗 AuroraﾝA 抗体を用いて解析
すると Adenovirus AuroraﾝAﾝgreen fluorescence protein 
(AdﾝAuroraﾝAﾝGFP）感染細胞において AuroraﾝAﾝGFP 
タンパク質のバンドが検出された（図１）．Mock および 
cDNA を導入していない Adenovirus control (AdﾝCTR）
感染細胞より抽出したタンパク質からはバンドは検出され
なかった．AuroraﾝAﾝGFP タンパク質のバンドが検出され
た感染後１日目から４日目における細胞増殖速度を調べた
ところ，各細胞間で細胞増殖速度の差はみられなかった（図
２）．SVﾝHUC 細胞の細胞倍加時間は，約48時間であった．
２. 蛍光免疫染色
　AuroraﾝA 高発現による中心体への影響について蛍光顕
微鏡を用いて解析を行なった．まず中心体の構成成分であ
る ｺﾝtubulin を抗 ｺﾝtubulin 抗体で検出後，GFP マーカー
の緑色蛍光を指標に AuroraﾝAﾝGFP 融合タンパク質の局
在を観察した．図３Ａで⒜は，抗 ｺﾝtubulin 抗体による中
心体の位置を，⒝は AuroraﾝAﾝGFP 融合タンパク質の局
在を示している．AuroraﾝAﾝGFP 融合タンパク質は中心体
部位に局在すること，AdﾝAuroraﾝAﾝGFP 感染細胞には中
心体を２個持つ細胞と３個以上持つ細胞が存在することが

　 AuroraﾝA 遺伝子の過剰発現の研究：田中規幹 　
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図１　ヒト正常膀胱上皮細胞 SVﾝHUC における AuroraﾝA タンパク質の発現確認
アデノウイルスベクター感染による遺伝子導入１日目から４日目の細胞からタンパク質を抽出後，抗 AuroraﾝA 抗体を用いたウエス
タンブロットにて AuroraﾝA タンパク質の発現確認を行なった．レーン１；Mock コントロール（ウイルス非感染）細胞，レーン２；
５MOI での Adﾝcontrol (cDNA を導入していないアデノウイルスコントロール）感染細胞，レーン３；５MOI での AdﾝAuroraﾝAﾝ
GFP 感染細胞．ローディングコントロールとして抗 ｹﾝactin 抗体を用いて ｹﾝactin の比較を行なった．



36

観察された（図３Ａ）．そこで各細胞の中心体数をカウント
したところ，AdﾝAuroraﾝAﾝGFP 感染細胞は mock や 
AdﾝGFP 感染細胞と比較して３個以上の中心体を持つ細
胞が有意に多く観察され，遺伝子導入３日後では対照の約
６倍に達した（p＝0.0014，p＝0.0085，図３Ｂ）．
３. In situ 蛍光ハイブリッド形成法（FISH､ Fluorescence 
in situ hybridization）と核 DNA 量の分析
　AuroraﾝA 遺伝子発現と染色体異数化の関連を検討する
ために，染色体特異的なセントロメアプローブを用いて，
AdﾝGFP と AdﾝGFPﾝAuroraﾝA 感染細胞における第３，
７，17番染色体の FISH 分析を行った（図４）．通常の２倍
体染色体は不連続の２つのスポットが観察されたが，３個
以上のスポットは染色体の異数性を表していると思われた
（未発表データー）．AdﾝAuroraﾝAﾝGFP 感染細胞では，
第３染色体のトリソミーまたはそれ以上の異数性染色体を
持った細胞数の割合は感染１日後で24％，２日後で35％，
３日後で34％，４日後で52％であった．同様に第７染色体
ではそれぞれ36％，39％，43％，63％，第17染色体ではそ
れぞれ10％，18％，12％，45％であった．一方，コントロ
ールの AdﾝGFP 感染細胞では，第３染色体では８～23％
の頻度であった．この AuroraﾝA 遺伝子導入細胞で３スポ
ット以上の染色体が検出される細胞の増加傾向は４回の繰

り返し実験を通して常に観察された．AdﾝAuroraﾝAﾝGFP 
感染細胞の核 DNA インデックス分析によると，４日間で
３～５％の異数性染色体細胞の出現頻度が観察されたが，
Mock と AdﾝGFP 感染細胞では0.2～0.3％の出現頻度で
あった（未発表データー）．以上のデータより，ヒト膀胱上
皮細胞への AdﾝAuroraﾝAﾝGFP 感染による Aurora A 遺
伝子高発現は染色体の異数性を引き起こすことが強く示唆
された．
４. 軟寒天コロニー形成試験
　足場非依存的に生存または分裂増殖する能力は，形質転
換された細胞の一つの性質である．そこで AuroraﾝA 遺伝
子を高発現させた細胞の足場非依存的増殖能を軟寒天コロ
ニー形成試験にて検討した（図５Ａ）．Mock と AdﾝGFP 
感染細胞では，コロニー数に有意な差はみられなかった．
一方，AdﾝAuroraﾝAﾝGFP 感染細胞は mock に対し約2.3
倍，AdﾝGFP 感染細胞に対し約1.7倍多くのコロニーを形
成し，統計的に有意な差を認めた（図５Ｂ）．また Adﾝ
AuroraﾝAﾝGFP 感染細胞が形成したコロニーは，AdﾝGFP 
感染細胞のコロニーより大きなサイズが観察された（図５
Ａ）．

考 察

　近年，様々なタイプのヒト癌において中心体の異常複製
の報告がなされ始めている15ﾝ19）．中心体の異常複製がみら
れると染色体の分配が正常に行なわれなくなり，結果的に
異数体となると考えられている．BTAK としても知られる 
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図２　AdﾝAuroraﾝAﾝGFP 感染細胞の細胞増殖
アデノウイルスベクター感染細胞 3×103個を24ウエルずつに播
き，４日目までの細胞増殖をクリスタルバイオレット染色と540
ﾌの吸光度で測定した．Mock；Mock コントロール細胞，Adﾝ
control ５MOI；５MOI での Adﾝcontrol 感染細胞，AdﾝAurora 
AﾝGFP ５MOI；５MOI での AdﾝAuroraﾝAﾝGFP 感染細胞．
Day は感染後の日数を示している．
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図４　AdﾝAuroraﾝAﾝGFP 感染細胞における異数性染色体の
発生頻度

ウイルス感染後４日目までの細胞を第３，第７及び第17染色体
特異的プローブを用いて FISH 分析を行ない，各200個の細胞の
うちトリソミーまたはそれ以上の染色体を持った細胞の割合を
計測した．AdﾝGFP ５MOI；５MOI での AdﾝGFP 感染細胞，
AdﾝAurora AﾝGFP ５MOI；５MOI で の AdﾝAuroraﾝAﾝGFP 
感染細胞．
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図３　AuroraﾝAﾝGFP 遺伝子導入による異数体細胞の出現
Ａ；ウイルス感染細胞における中心体の位置と Aurora A の局在を蛍光顕微鏡で観察した．⒜は抗 ｺﾝtubulin 抗体（赤色）による中心
体の位置，⒝は AuroraﾝAﾝGFP 融合タンパク質（緑色）の局在を，⒞は DAPI（青色）で核を，⒟は⒜～⒞の重ね合わせ（Merge）
を示している．Mock；Mock コントロール細胞，AdﾝGFP 50 MOI；50 MOI での AdﾝGFP 感染細胞，AdﾝAurora AﾝGFP 50 MOI；
50 MOI での AdﾝAuroraﾝAﾝGFP 感染細胞．Ｂ；それぞれ500個の細胞を蛍光顕微鏡で観察し，３個以上の中心体を持つ細胞の割合を
示した．ANOVA 解析により Mock と AdﾝAuroraﾝAﾝGFP 感染細胞の比較では p＝0.0014，AdﾝGFP と AdﾝAuroraﾝAﾝGFP 感染細
胞の比較では p＝0.0085であった（ANOVA test）．
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図５　AdﾝAuroraﾝAﾝGFP 感染細胞の軟寒天培地での足場非依存的増殖能
Ａ；ウイルス感染細胞（１×104細胞）を軟寒天培地で２週間培養後のコロニー像．⒜Mock コントロール細胞（×2.5倍），⒝50 MOI 
での AdﾝGFP 感染細胞（×2.5倍），⒞50 MOI での AdﾝAuroraﾝAﾝGFP 感染細胞（×2.5倍），⒟50 MOI での AdﾝAuroraﾝAﾝGFP 感
染細胞（×10倍）．Ｂ；ウイルス感染細胞（１×104細胞）を各５プレートの軟寒天培地で培養し，２週間後に30細胞以上で形成された
細胞塊をコロニー形成とし集計した．この実験は，２回繰り返して行った．（＊ｐ＜0.001；Wilcoxon test による mock と AdﾝAurora
ﾝAﾝGFP 感染細胞の有意差検定，＊＊ｐ＝0.01；Wilcoxon test による AdﾝGFP と AdﾝAuroraﾝAﾝGFP 感染細胞の有意差検定．
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AuroraﾝA 遺伝子は中心体に関連したセリン・スレオニン
キナーゼをコードしており，多様なヒト癌種で高発現が観
察されることより AuroraﾝA 遺伝子の高発現が癌細胞の
発生機序に重要な役割を担っていると考えられている16)．
Sen らのグループは以前，AuroraﾝA 遺伝子の高発現は臨
床的に低分化で異数体のみられる膀胱癌と強く相関を示す
事を報告した7)．そこで，異数体のような遺伝的不安定な
状態と AuroraﾝA 遺伝子の高発現の関連をより詳しく検
討する目的の為に本研究を行なった．まず，非腫瘍性のヒ
ト膀胱上皮株化 SVﾝHUC 細胞 に AuroraﾝA 遺伝子をア
デノウイルスで感染導入した．AuroraﾝA 遺伝子が高発現
した SVﾝHUC 細胞の増殖速度は，コントロールに比べて
ほとんど差がみられなかった．しかし，AuroraﾝA 遺伝子
を導入された細胞は，中心体数，異数体出現頻度，軟寒天
コロニー形成数などが有意に多く観察された．特に，染色
体特異的なセントロメアプローブを用いた FISH 解析で
は，遺伝子導入後４日後におよそ半数の細胞が染色体異数
性を示した．これらの結果より，AuroraﾝA 遺伝子が高発
現することによって，ヒト由来の膀胱上皮細胞は，染色体
異数性を含む悪性形質転換の表現型を示したと考えられ
た．そして，AuroraﾝA 遺伝子が強力に発現すれば，より
悪性の膀胱癌となることが強く示唆された．AuroraﾝA の
具体的な作用機序はまだはっきりしていないが，
AuroraﾝA 遺伝子が過剰発現すると DNA ダメージを受け
た際にＧ２チェックポイントで細胞周期を停止する事がで
きず，結果的に染色体の不安定性を増す事が報告されてい
る20)．また，AuroraﾝA 遺伝子の過剰発現は，紡錘体機能
障害薬剤による紡錘体の欠如の状態でさえ細胞周期チェッ
クポイントを乗り越えて細胞分裂を進めてしまうことが明
らかになった21)．これらの結果より癌細胞での染色体の異
数性発生に AuroraﾝA 遺伝子の過剰発現が関係している
ことが示唆されたが，Ｇ２チェックポイントで停止できな
くなる現象に直接関与するターゲット遺伝子はまだ明らか
になっていない．現在のところ，AuroraﾝA 遺伝子がｐ53
の機能をダウンレギュレーションする22，23）ことやテロメア
ーゼ活性をアップレギュレーションする24)ことが報告され
ている．今回報告した AuroraﾝA 遺伝子が過剰発現してい
るヒト膀胱上皮細胞は，悪性を呈する形質転換のメカニズ
ムを探求するのに相応しいモデルとして研究応用されると
期待している．
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