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研究成果の概要（和文）：早期の確定診断が非常に困難である犬移行上皮癌を尿サンプルから診断かつその進展
状況を確認できる”Liquid Biopsy”の確立を目的とし、診断については、犬移行上皮癌に高率に認められる
BRAF遺伝子変異を高感度に検出できるDigital PCR法を確立し、その臨床応用に成功した。腫瘍の進展状況につ
いては、上皮間葉転換を標的として検討を進め、犬移行上皮癌において間葉系マーカーであるvimentinが有意に
生存期間と関連することを明らかにした。これらの成果により尿サンプルにより腫瘍の診断と病態把握を行う
Liquid biopsyの基盤データが形成されたものと考えた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to establish "Liquid Biopsy" that can diagnose
 and confirm the progress of transitional cell carcinoma of the dog, whose early definitive 
diagnosis is very difficult, from urine samples. For diagnosis, we established a Digital PCR method 
that can detect BRAF gene mutations, which are frequently found in canine transitional cell 
carcinoma, with high sensitivity, and succeeded in its clinical application. We investigated the 
development of the tumor by targeting epithelial-mesenchymal transition, and clarified that the 
mesenchymal marker vimentin is significantly associated with survival in canine transitional cell 
carcinoma. Based on these results, it was considered that the basic data of Liquid biopsy for tumor 
diagnosis and pathological condition grasping was formed by urine samples.

研究分野：臨床獣医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの検査では犬移行上皮癌の早期診断は非常に困難であり、積極的な治療であっても生存期間は1年未満
であった。本研究成果によって早期診断が実現したことで、犬移行上皮癌症例の生存予後は大きく改善すること
が期待されるだけでなく、尿サンプルを用いた"Liquid Biospy"の成功例の先駆けとなったと考える。また犬移
行上皮癌においてvimentinが有意な予後指標となることを初めて見出したが、これも臨床応用可能な予後マーカ
ーとなるだけでなく、浸潤性の高い犬移行上皮癌の分子生物学的な性状の解析やより効果的な治療法開発に向け
た基盤的データとして意義ある成果と考えられた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 犬の膀胱移行上皮癌は全腫瘍の約 2%を占める非常に予後の悪い腫瘍であり、早期発見が非
常に困難なためほとんどの症例で診断時には病期が進行していることが多く、そのため無治療
での生存期間はわずか 3ヶ月、最も積極的な外科的切除である膀胱全摘出術でも生存期間は約
1 年である。本腫瘍は浸潤性が非常に高く、腫瘍の治療指針の判断やその予後において非常に
重要となる腫瘍の浸潤度（＝臨床病期）の評価が画像診断では難しいため、診断時での的確な
病期判定が困難であることも問題となっている。申請者らは膀胱全摘出術をはじめ積極的な外
科治療等の検討を進めてきたが、こうした問題から予後の改善は未だ限定的である（Saeki et al., 
2015）。膀胱移行上皮癌は慢性膀胱炎と同じ臨床症状や画像所見を示し、尿中へ脱落する細胞も
初期には鑑別できない。体外から細胞を採取する針生検は、浸潤性の高い移行上皮癌では針の
刺入路に沿って腫瘍細胞が播種され病変が拡大するため適用できない。初期～中期では、開腹
術や硬／軟性鏡による生検以外にこれらを鑑別する方法はなく、ほとんどが診断的治療への不
応や尿中への腫瘍細胞塊の脱落など進行してはじめて診断される。また唯一の臨床的腫瘍マー
カーである基底膜蛋白検出法（V-BTA test）は尿検体から高感度で膀胱内の組織損傷を検出する
有用な検査であるが、それが腫瘍浸潤によるものか炎症によるものかの鑑別は困難である。こ
のように膀胱の変化に対する評価は可能であるが、癌であることを証明する非侵襲的診断法が
ない状況にあった。 
 しかし、2015年に犬膀胱移行上皮癌における driver変異（BRAF）が同定され（Mochizuki et 
al.,2015）、申請者らは高い浸透率を示す（80%以上の症例で認められる）この遺伝子変異は、
犬膀胱移行上皮癌に対する新しい非侵襲的検出法につながるものと考えた。犬の移行上皮癌樹
立細胞株および腫瘍症例サンプル（組織、血液、尿）、健常犬サンプル（血液、尿）における
BRAF遺伝子変異検出を RFLP法（Knapp et al.,2015）を用い予備的に行ったところ、健常犬の
サンプルや腫瘍症例の血液からは検出されないBRAF遺伝子変異が全ての細胞株と多くの腫瘍
症例の尿および腫瘍組織から検出され、細胞診を上回る有用性を持つことが明らかとなった。
一方で、腫瘍組織では BRAF遺伝子変異陽性であっても尿検体での診断ができない症例も少数
ながら存在し、これは尿中に含まれる正常細胞に対する腫瘍細胞の割合が少なく、報告された
手法の感度の限界（1/10コピーレベルが必要）と考えられた。そこで、検出感度向上と臨床応
用を視野に入れ digital PCRによる検出法を構築し、予備的検討を進めた結果、プローブ作成に
あたりその構築に障害となる SNPを新たに二つ同定し、変異型配列及び野生型配列に特異的な
プローブが得られ、1/500コピーレベル程度の感度を達成できることが証明された。 
 これらの背景と予備的検討から、申請者らは BRAF遺伝子変異を標的とした尿サンプルから
の犬移行上皮癌の検出は可能であり、さらにそれを基底膜蛋白検出法と組合せることによって
尿サンプルから腫瘍の進展状況が確認できる、すなわち”Liquid Staging”という新しい診断法が
確立できるのではないかと仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
 犬の膀胱に発生する移行上皮癌は非常に悪性度が高く予後不良の腫瘍であり、早期発見や的
確な治療計画の策定に有用な非侵襲的診断方法が求められている。本研究では、新しく同定さ
れた犬移行上皮癌において高い浸透率が認められるがん遺伝子変異（BRAF）と従来法である
基底膜蛋白検出法（V-BTA test）に着目し、犬の膀胱移行上皮癌に対する以下の検討から、尿中
に遊離した腫瘍細胞ないし腫瘍細胞由来の核酸からのBRAF遺伝子変異検出法の確立、および、
組織浸潤および病期分類判定における基底膜蛋白検出法の有用性の評価、これら２つの組合せ
による尿サンプルを用いた新規腫瘍診断法”Liquid Staging”の確立を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では犬膀胱移行上皮癌におけるBRAF遺伝子変異を標的とした digital PCR法と基底膜
蛋白検出法から尿サンプルによる腫瘍の確定診断および病期判定を行う”Liquid Staging”を構築
することを目的とし、以下の研究計画を実行する。 
①digital PCR法による BRAF遺伝子変異の検出感度の評価（尿検体モデル） 
②digital PCR法による BRAF遺伝子変異の検出感度の評価（保存臨床尿検体） 
③基底膜蛋白検出法による組織損傷評価と腫瘍浸潤や病態との関連性（保存臨床尿検体） 
④保存症例検体（組織）における BRAF遺伝子変異の有無と病態との関連性 
⑤”Liquid Staging”の前向き検討 
（研究方法の詳細については次項にて結果と併せて記載する。） 
 
４．研究成果 
 平成 28年度には、①尿検体を用いた検出感度評価、②臨床検体を用いた検出感度評価、③組
織における BRAF遺伝子変異と病態の関連性に関して主に検討を行った。 
 尿サンプルからの BRAF遺伝子変異検出感度に関して、これまで報告のある RFLP法での検
出感度では不十分と考え、予備的検討にて digital PCR法での検出法の確立を進めてきたが、健
常犬尿と BRAF遺伝子変異陽性移行上皮癌症例の尿を階段希釈し、direct sequencing法、制限酵
素断片長多型法(RFLP)、real-time PCR法、digital PCR法の検出感度を比較したところ、それぞ
れ 13.2、0.52、6.8、<0.14%まで検出可能であり、digital PCR法がこれら利用可能な遺伝子変異



検出法の中で最も高感度であることを明 
らかにした（図 1）。 
 また症例の尿検体を用いた検討では移 
行上皮癌症例 17症例のうち 11症例が陽 
性であり、尿中 BRAF遺伝子変異の検出 
に関しては感度・特異度ともに 100％で 
あった。 
 さらに悪性腫瘍を検出するという点に 
おいては細胞診検査と同等の検出感度（ 
約 70%）であったが、細胞診検査と遺 
伝子検査が互いの欠点を補いあうような 
性質を持つため、互いを併用することで 
悪性腫瘍の検出感度は約 92%となった。 
 30症例の膀胱移行上皮癌症例の組織を 
用いた検討では、20症例が BRAF遺伝 
子変異陽性であったが、変異の有無によ 
って発生部位、臨床ステージ、生存期間 
（図 2）等を含めた長期予後には違いを 
認めないことも明らかになった。 
 腫瘍の進行度を検出する方法として、 
基底膜蛋白検出法を当初検討としていた 
が、基底膜蛋白検出法は特に血尿で偽陽 
性のリスクが高いため、より病態との関 
連性が深い候補標的因子を検索するため 
に、膀胱炎症例、膀胱移行上皮癌症例 
（<T2）、膀胱移行上皮癌症例(>T3)の尿検体を用いてショットガン解析によるプロテオーム解
析を実施することとした。その結果、それぞれのグループで特異的に増減しているタンパク質
候補を複数抽出した。 
 
 平成 29年度は昨年度からの継続として臨床検体における digital PCR法による BRAF遺伝子
変異の検出感度の評価、ならびに前年度より前倒しで進めている BRAF遺伝子変異の有無と病
態との関連性について検討を重ねた。昨年度では BRAF遺伝子変異検査を実施した臨床例は 17
症例にとどまったが、本年度は膀胱内腫瘤／膀胱粘膜肥厚／前立腺腫大を認め BRAF遺伝子変
異検査を行った症例は 94症例となった。そのうち、病理組織診断にて移行上皮癌と確定診断が
なされた 70症例におけるBRAF遺伝子変異による診断の感度、特異度、正診率はそれぞれ83.3%、
100%、87.1%となり、前年度における実績と比較し、感度と正診率において精度の向上が見ら
れた。 
 また尿サンプルから得られる 
主要な情報の一つである細胞診 
との組合せた場合の診断の有用 
性を検討したところ、両者の組 
合せにより感度、特異度、正診 
率は 100%、92.3%、98.6%と 
BRAF遺伝子変異、細胞診それ 
ぞれ単独による精度に比べ飛躍 
的な向上がみられた（表 1）。 
これは genotypeを判定する BRAF遺伝子変異検査と phenotypeを評価する細胞診がそれぞれの
長短所を補い合った結果と考えられた。 
 また尿サンプル中に含まれるタンパクの解析については昨年度実施したショットガン解析を
基にプロテオーム解析を進め、膀胱炎症例や<T2 および T3 膀胱移行上皮癌症の間で特異的な
増減を示す erbB-2など複数のタンパクを同定した。 
 
 最終年度である平成 30年度には、digital PCR法を用いた BRAF遺伝子変異検査による犬移
行上皮癌の診断とその病理組織学的検査結果との比較から、本遺伝子変異検査法の診断精度に
ついて継続して評価を行った。本検査法単独および細胞診の併用による感度、特異度、正診率
はそれぞれ前年度と同様に非常に高く、そして研究期間内において BRAF遺伝子変異検査の特
異度は 100%であった。すなわち、本検査法にて BRAF 遺伝子変異陽性と診断された症例は全
て移行上皮癌であり、一方、移行上皮癌以外の良性疾患で変異陽性と診断された症例は 0であ
り、digital PCR法を用いた BRAF遺伝子変異検査は、BRAF遺伝子変異陽性の犬移行上皮癌に
対する非侵襲的で高感度な検出法として確立されたと考えられた。 
 また犬移行上皮癌の病態進行の指標となる候補として、上皮間葉転換（Epithelial to 
mesenchymal transition; EMT）に着目しさらなる検討を進めた。犬移行上皮癌症例および非移行
上皮癌症例や健常組織における EMTマーカー（上皮系：E-cadherin、ZO-1、間葉系：vimentin、

 

図 1 各検出法における BRAF遺伝子変異検出感度 

 感度 特異度 正診率 

BRAF遺伝子変異検査 83.3% 100% 87.1% 

BRAF遺伝子変異検査＋細胞診 100% 92.3% 98.6% 

表 1 BRAF遺伝子変異検査と細胞診による 

   犬移行上皮癌の診断精度 
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図 2 BRAF遺伝子変異と予後との関連 



N-cadherin、fibronectin）の発現検索では、vimentin 
が犬移行上皮癌症例においてより高い発現率を示す 
など、犬移行上皮癌症例において高率に EMT様の 
変化が見られることが明らかとなった（表 2）（図 3）。 
犬移行上皮癌で高率に発現のみられた間葉系マーカー 
である vimentin、fibronectinについては、その陽性率 
と発現強度から scoringを行い、予後との関連を比較 
検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
その結果、vimentinの発現 scoreは犬移行上皮癌症例の生存期間中央値（MST）と有意に相関を
示し、腫瘍組織において vimentin高発現を示す症例群では有意に生存期間が短いことが明らか
となった。また BRAF遺伝子変異保有症例において vimentinの発現スコアが高い傾向も認めら
れた。 
 これらの結果を踏まえ、犬移行上皮癌由来細胞株でのさらなる検討を進めた。EMT様の形質
を示す BRAF遺伝子変異陽性株 2株に対し、BRAFおよび Pan-RAF阻害剤添加による EMTへ
の影響や下流シグナル変動を評価した。結果、両阻害剤ともに ERK-MAPK 経路の阻害、間葉
様から上皮様への細胞形態変化、EMT マーカーの上皮様変動がみられた。また Pan-RAF 阻害
剤では移動・浸潤能にも変化が見られ、BRAF遺伝子変異と ERK-MAPK経路から EMTが誘導
されている可能性が示唆された。 
 
 本研究では、早期の確定診断が非常に困難である犬移行上皮癌を尿サンプルから診断かつそ
の進展状況を確認できる”Liquid Staging”の確立を目的とし、診断については、犬移行上皮癌に
高率に認められる BRAF遺伝子変異を高感度に検出できる digital PCR法を確立し、その臨床応
用に成功した。腫瘍の進展状況については、EMTを標的として検討を進め、犬移行上皮癌にお
いて間葉系マーカーである vimentinが有意に生存期間と関連することを明らかにした。また犬
移行上皮癌において高率にみられるEMTがERK-MAPK経路を介したBRAF遺伝子変異と関連
がある可能性を示した。これらの成果から、尿サンプルにより腫瘍の診断と病態把握を行
う”Liquid Staging”の基盤データが形成されたものと考えられた。 
 本研究成果によって早期診断が実現したことで、従来の検査法では早期診断は非常に困難で
あり、積極的な治療であっても生存期間は 1年未満であった犬移行上皮癌症例の生存予後が大
きく改善することが期待されるだけでなく、尿サンプルを用いた”Liquid Staging”の成功例の先
駆けとなったと考える。また犬移行上皮癌における EMTの予後との関連や BRAF-ERK-MAPK
経路との関連を示唆するデータは、臨床応用可能な予後マーカーとなるだけでなく、浸潤性の
高い犬移行上皮癌の分子生物学的な性状の解析やより効果的な治療法開発に向けた基盤的デー

 健常組織 移行上皮癌 

E-cadherin 5/5 32/32 

ZO-1 5/5 27/27 

vimentin 0/5 28/33 

fibronectin 1/5 20/32 

N-cadherin 0/5 0/29 

（上）表 2 膀胱健常組織と移行上皮癌 

   症例における EMTマーカー発現 

（右）図 3 免疫組織学的染色像 

（下）図 4 vimentin発現と予後との関連 

 



タとして意義ある成果と考えられた。 
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