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研究成果の概要（和文）：膀胱癌における遺伝子変異と免疫環境との関連を明らかとするために103名の膀胱癌
組織をもちいて解析を行った。FGFR3変異陽性例ではCD8陽性浸潤細胞が少なく、TP53変異陽性ではCD8陽性細胞
が多かった。BCG抵抗性にかかわる免疫環境を明らかとするためにBCG抵抗性の53症例を用いてPD-L1発現を評価
した。腫瘍部のPD-L1発現に関してはBCG前後で差は認めなかったが、BCG前の症例でもPD-L1発現が亢進しており
BCG抵抗性の機序に腫瘍のPD-L1発現が寄与している可能性が示唆された。間質においてはBCG後にPD-L1発現が亢
進しておりBCGによって惹起される炎症との関連が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the relationship between somatic mutations and tumor immune 
environment in bladder cancer, we analyzed bladder cancer tissues of 103 bladder cancer patients. We
 compared the relationship tumor characteristics with tumor immune environment. There were less CD8 
positive infiltrating cells in FGFR3 mutation than in FGFR3 wild cases. There were more CD8 positive
 cells in TP53 mutation than TP53 wild cases. 
To clarify the immune environment involved in BCG resistance, PD-L1 expression was evaluated using 
53 cases of BCG resistance. There was no difference between before and after BCG treatment with 
regard to PD-L1 expression in tumor cells. On the other hand, in cases before BCG treatment, PD-L1 
expression in tumor cells is enhanced, suggesting that PD-L1 expression in tumor cells may 
contribute to the mechanism of BCG resistance. PD-L1 expression in tumor tissues was elevated after 
BCG treatment, suggesting a relationship with BCG-induced inflammation.

研究分野：泌尿器悪性腫瘍

キーワード： BCG　PD-L1

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
非筋層浸潤性膀胱癌に対するBCG膀胱内注入療法は再発や進展の抑制に有効であるが、BCG抵抗性に対しては膀胱
全摘等の侵襲的治療が余儀なくされている。BCG抵抗性を事前に予測することはできず、抵抗性の機序も明らか
になっていない。本研究ではBCG抵抗性症例のPD-L1発現を検証し、BCG抵抗性の機序の一つとして膀胱癌のPD-L1
発現の関与が示唆された。また膀胱癌における体細胞変異と腫瘍免疫環境との関連着目し、膀胱癌において
FGFR3遺伝子に変異を有する症例は腫瘍細胞への免疫細胞浸潤が少なくTP53遺伝子に変異を有する患者症例では
腫瘍細胞への免疫細胞浸潤が多いことがわかった。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

非筋層浸潤性膀胱癌(NMIBC)に対する BCG 膀胱内注入療法は免疫機構を介して再発や進展の

抑制に有効であるが、BCG 抵抗性腫瘍に対しては有効な保存的治療が存在しないため膀胱全摘

等の侵襲的治療が余儀なくされている。BCG 抵抗性を事前に予測することはできず、さらに抵

抗性の機序も明らかになっていない。そこで本研究では膀胱癌のドライバー遺伝子変異と免疫

環境との関連を検討し、また BCG 抵抗性腫瘍における免疫抑制機構の包括的解析を行うことに

より、BCG 抵抗性膀胱癌と免疫抑制機構の関連を明らかにすることを目的とした。 

 

２．研究の目的 

 (1)膀胱癌における遺伝子変異の有無および遺伝子発現に基づく分子分類別の腫瘍内免疫環境

との関連を明らかとする 

（2）BCG 抵抗性腫瘍の免疫環境を明らかとする。 

３．研究の方法 

（1）ヒト膀胱癌組織を用いて cancer panael (Ion AmpliSeq™ Cancer Hotspot Panel v2)を用

いてターゲットシークエンスを行い体細胞変異を評価し、体細胞変異の有無と腫瘍内免疫関環

境との関連を評価する 

（2）ヒト膀胱癌組織を用いて RNA-seq（Illumina NextSeq 500）による網羅的発現解析を行い、

免疫関連物質の発現状況を評価する。 

（3）BCG 抵抗性腫瘍の組織内における免疫環境を免疫誘導系、免疫抑制系分子の免疫学的染色

により評価する。 

 
４．研究成果 

 (1) 膀胱癌組織において体細胞変異と腫瘍内免疫環境の関連 

 自施設が中心となって行った「尿路上皮癌における癌関連遺伝子変異に関する多施設共同前

向き研究」として収集された103名の膀胱癌患者を対象に cancer panael (Ion AmpliSeq™ Cancer 

Hotspot Panel v2)を用いて解析を行った結果と患者背景を図 1に示す。103 名の患者背景のう

ち NMIBC では FGFR3 および RAS の変異頻度が高く、筋層浸潤性膀胱癌(MIBC)では TP53 の変異頻

度が高かった。 

 以上の結果から体細胞変異の有無と腫瘍細胞内の免疫環境を比較した。網羅的発現解析によ

る腫瘍内免疫関連物質として CD8A と CD274(PDL-1)の発現値を、腫瘍内免疫細胞浸潤の評価と

して CD８による免疫染色を行い CD8 陽性 T細胞の腫瘍内浸潤細胞数を計測し比較検討した。 

 結果は図 2に示す通りで、CD8A の発現は FGFR3 変異例では少ない傾向がみられたが有意差は



なく、RAS,PIK3CA,TP53 変異陽性例で有意差をもって高かった。しかし、免疫組織学的(IHC: 

immunohistochemical analysis)に腫瘍細胞内のCD8陽性T細胞の評価を行うとFGFR3変異陽性

例は FGFR3 変異陰性例と比較して少なく、TP53 変異陽性例は TP53 変異陰性例と比較して多い

ことがわかった。一方、RAS 変異および PIK3CA 変異の有無では腫瘍細胞内の CD8 陽性 T細胞と

の間に有意差を認めなかった。CD274 の発現値に着目すると FGFR3 変異陽性例では陰性例と比

較し低い傾向があり、FGFR3 変異以外の体細胞変異の有無では関連を認めなかった。 

 以上の結果からヒト膀胱癌における腫瘍内免疫環境は体細胞変異および分子分類により異な

る特徴を示すことを見出した。 

（2）FGFR1,3 の活性化機序による腫瘍内免疫環境の関連 

FGFR3 変異ならびに膀胱癌でよく検討されている FGFR1 および FGFR3 に着目し、FGFR1,FGFR3

高発現例（高発現の上位 10％）と免疫関連物質および腫瘍内 CD8 陽性 T細胞浸潤細胞との比較

を行った(図 3)。FGFR3 高発現例では FGFR3 変異陽性例と同様に腫瘍内 CD8 陽性 T細胞浸潤細胞

が少ない傾向がみられた。一方 FGFR1 高発現例では腫瘍内 CD8 陽性 T細胞浸潤細胞が多い傾向

があり、CD274(PD-L1)の発現も高かった。FGFR サブタイプの活性化機序によりそれぞれ腫瘍内

免疫環境に差があることは免疫チェックポイント阻害剤の治療による反応性が異なる可能性が

示唆された。 

 （3）BCG 療法再発例と無再発例の腫瘍内免疫環境の検討 

上記研究対象者でBCG療法の適応と

なりうる NMIBC の 59 名のうち後治

療として 25 名が BCG 療法を実施さ

れ、観察期間 3年の間に 5名が再発

した。再発例と無再発例の primary 

tumor の腫瘍内免疫環境が BCG 後の

再発と相関するか検討した。網羅的

発現解析による腫瘍内免疫関連物

質として CD8A、CD274、CD4、FOXP3、

HAVCR3、IDO1、LAG3 の発現値と IHC



の CD8 陽性 T細胞の評価を行った。結果は図 4で示すとおりで BCG 療法後の再発例、無再発例

の primary tumor の腫瘍内免疫関連物質の発現との間に相関を認めるものはなかった。 

 

(3) BCG 抵抗性にかかわる免疫環境の検討 

筑波大学附属病院にて 2010 年から 2016 年までに筋層非浸潤性膀胱癌に対して BCG 療法を施

行し再発もしくは進展をきたした症例を用いて BCG 施行前後の組織の PD-L1 の染色を行った。

BCG 未施行の症例が 19 例、BCG1 回施行後の症例が 23 例、BCG2 回以上施行後の症例が 11 例で

あった。PD-L1 の発現の程度については intensity score(IS)と proportion score(PS)の合計

で評価した(Oncotarget. 2018;75:34066)。PD-L1 の発現部位については腫瘍部ならびに間質を

それぞれ評価した。 

腫瘍部の PD-L1 発現に関しては BCG

施行前後で差を認めず過去の諸家の

報告とは異なる結果であった(図 5)。

さらに BCG 施行前の検体において

PD-L1 を高発現となっている症例も多

くありBCG抵抗性の機序として腫瘍自

体のPD-L1発現が関与していることが

示唆された。今後検体数を増やし、さ

らに BCG 奏功例の腫瘍との比較検討を行っていく。間質部の PD-L1 発現に関しては諸家の報告

と同様に BCG 施行群において有意に発現が亢進されており、BCG よって惹起された炎症が関与

していることが示唆されるが、BCG 抵抗性の機序との関与は検証が必要である。 

次いで BCG 施行群のうち最終 BCG 投与後の再発期間が 12 か月以内の検体、それ以降の検体

の 2 群にわけて同様の検討を行った(図 6)。腫瘍部、間質に関しては有意差は認めなかったが

再発期間が 12 か月以内の群において

PD-L1 の発現が高い傾向を認めた。早

期に再発する症例では腫瘍部PD-L1発

現が影響するが、12カ月以降の場合に

は、PD-L1 の関与が少ない可能性が示

唆された。一方間質の PD-L1 発現に関

してはBCGによって惹起される炎症の

影響で上昇している可能性が示唆さ

れた。 
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