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研究成果の概要（和文）：近年問題となっているBCG膀注療法が効かないBCG failure群に対しては、診断基準は
確立されていない。そこで、BCG failure群に出現する異型細胞はBCGに対して反応しない細胞であると考え、本
研究を行った。その結果、治療前自然尿細胞診に出現する比較的小型で核中心が 濃染する異型細胞は、BCG 
failureを示唆する細胞である可能性があること、培養細胞の実験から、細胞周期関連タンパクの複雑な動きが
関与していること、BCG曝露回数と形態的変化には関連性があり、BCG failure群に出現する異型細胞を診断でき
る可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Intravesical bacillus Calmette-Guerin (BCG) is the standard adjuvant therapy
 for high-grade non-muscle-invasive bladder tumor (BT). The number of patients for whom BCG 
treatment does not work (BCG-failure cases) is of concern. Here, we used two methods to examine the 
characteristics of malignant cells that are observed in the urine cytology of BCG-failure cases: 
morphologic measurement and intranuclear protein expression using 15 urine cytology with BT and 
culture cells: T24 and RT4. Using the staining of pRB and p21, the reactive cells for BCG of T24 was
 fewer than RT4. The malignant cells of 4 BCG-failure cases had the following nuclear features: 
small nuclear area, large morphological irregularity, and nuclear chromatin that has translocated to
 the center. It is suggested that the morphological change is correlated with biological activities 
for BCG exposure, and thus the evaluation of morphology of malignant cells might help determine the 
effectiveness of BCG treatment.

研究分野： 細胞診断

キーワード： BCG failure症例　自然尿細胞診　膀胱癌　培養細胞　核形態指標　細胞周期関連タンパク　診断基準作
成

  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年問題となっているBCG膀注療法が効かないBCG failure群に対しては、全く検討がなされておらず診断基準は
確立されていない。BCG failure群に出現する異型細胞はBCGに対して反応しない細胞（BCG非感受性細胞）であ
ると考えて形態学的および分子生物学的検討を行った。BCG failure群に出現するBCG非感受性異型細胞を正確に
とらえる研究が進むことは、最適治療法の選択という視点から患者のQOLにとり重要なことであると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
我々はこれまで、膀胱癌に対する BCG 膀胱注入療法（以下、BCG 膀注療法）の機序を研究してく
る中で、①BCG 曝露時間と核内タンパク発現の関連性から、BCG を２時間曝露させた T24 細胞に
おいて細胞周期を停止させる働きがある p21 および p27 の核内発現率が最大となるとともに、
細胞周期に入っている指標である pKi67 は減少すること、②BCG6 回曝露実験において、p21 と
p27 の核内共発現が効果的に細胞周期を停止させることを、見出してきた。また臨床現場におい
て、自然尿細胞診による異型細胞の抽出は膀胱癌の早期発見に寄与しているが、近年問題となっ
ている BCG 膀注療法が効かない BCG failure 群（再発群）に対しては、全く検討がなされておら
ず診断基準は確立されていない。そこで、我々は、BCG failure 群に出現する異型細胞は BCG 曝
露に対して反応しない（BCG 非感受性）細胞であると考え、その特徴を掴むべく本研究を行った。
BCG failure 群を早期発見する判定基準の作成は、BCG failure 群に相当する患者にとって、早
期に最適治療を受ける機会に結び付き、臨床的な意義が高いと考えられる。 
 
２．研究の目的 
（1）膀胱癌由来株化細胞を用いて、BCG 非感受性の異型細胞における細胞周期関連タンパクの
発現パターンおよび形態学的変化を調べる 
（2）臨床検体を用いて、BCG failure 群に特異的に出現する異型細胞の特徴を明らかにする、 
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）BCG 非感受性異型細胞における細胞周期関連タンパク発現パターンおよび形態学的変化： 
低分化尿路上皮癌由来株化細胞である T24 と、膀胱乳頭腫由来株化細胞である RT4 を用いた。両
株とも対数増殖期の細胞に BCG を２時間曝露後、細胞周期関連タンパクである pRB および p21、
p27 を蛍光色素で標識された抗体を用い、二重染色（pRB と p21、pRB と p27）を実施した。その
後、共焦点レーザー顕微鏡を用いて詳細な画像を取得し、核内発現状況・Radial Distribution
（独自に開発した核クロマチンの分布を客観化する指標で、マイナスになるほど核クロマチン
が中心に局在することを表す：RD）値・核面積・核円形度・核アスペクト比（核の長径・短径比）・
Solidity 値（核形不整の指標）を計測し、コントロール（BCG の代わりに生食水）と比較検討を
行った。各回 200 個の細胞を取得し、3回独立試験を行い、画像解析には Image J を用いた。 
 
（2）BCG failure 群（再発群）に特異的に出現する異型細胞の特徴の検索： 
病理組織学的に膀胱癌と診断され BCG 膀注療法を受け、予後が判明している 15症例（再発群：
4例、非再発群：11例）を対象とした。全症例とも、初診または BCG 膀注療法開始前の自然尿細
胞診標本を用いた。標本の中心 1cm 区画に出現する尿路上皮細胞は異型の有無に関わらずすべ
てを対象として光学顕微鏡を用いて画像を取得後、Image J を用いて、RD 値・核面積・核円形
度・核アスペクト比・Solidity 値を計測した。 
 
４．研究成果 
（1）pRB と p21 の二重染色による
核内発現の有用性： 
両細胞の対数増殖期は、浸潤癌由
来である T24 は培養 4日目、一方、
乳頭腫（浸潤癌ではない）由来で
ある RT4 では培養 6 日目であっ
た。対数増殖期の両細胞に BCG を
２時間曝露させ、pRB と p21 の二
重染色を行い、核内発現率を比較
した。BCG 曝露前後において、両細
胞には pRB 単独核内発現細胞の減
少と p21 単独核内発現細胞の増加
が観察された（図 1a）。また、BCG
曝露前では、pRB と p21 がともに
核内発現が見られない double 
negative が両細胞とも 80%以上み
られ、有意差はみられなかった
（T24：85.0±1.78、RT4：80.0±
2.32、p=0.1882）。しかし、BCG 曝
露 後 で は 、 RT4 で は double 
negative が約 10%減少したのに対
して、T24 では変化がなく有意差
がみられた（T24：86.8±1.71、RT4：
71.1±5.02、p=0.0001）。この結果
から、T24 は RT4 に比較し BCG 感



受性細胞が少ない可能性が示唆された。 
 
（2）pRB と p27 の二重染色による核内発現の有用性： 
対数増殖期の T24 に BCG を２時間曝露させ、pRB と p27 の二重染色を行い、核内発現率を比較し
た。BCG 曝露前後において、pRB と p27 がともに核内発現が見られない double negative に有意
差は認められなかったが、pRB と p27 がともに核内発現が見られる double positive が有意に減
少することが分かった（図 1b）。これは
pRBとp21の二重染色とは異なる結果で
あった。 
 
（3）BCG 曝露は核形態に変化をもたら
す： 
BCG 曝露により T24 では、曝露回数に伴
い、核クロマチンの分布（RD 値）や核形
態に変化がみられることが分かった（図
2a）。つまり、BCG 曝露にともない核は丸
くなり、核クロマチンは核辺縁に分布す
る。また、BCG 曝露により RT4 では核面
積に大きな変化はみられなかったが、
T24 においては核面積が大きくなる傾
向がみられた。また、BCG 曝露により核
面積が大きくなった（150μm2以上）T24
では、核面積に変化がみられなかったも
の（150μm2 未満）に比較し、pRB と p27
がともに核内発現が見られない double 
negative が少ない傾向がみられた（図
2b）。 
 
（4）核中心が濃染し核型不整を有する
小型異型細胞は BCG failure 群（再発
群）を示唆する： 
初診時細胞診標本に出現する尿路上皮
細胞：再発症例（4症例：細胞数 61）、非再発症例（11 症例：細胞数 310）を対象とした。RD 値
に関しては、再発症例が -20±4.59、非再発症例が -12.8±2.38 であった。再発群において RD
値は低い数値となり、核クロマチンがより中心に分布する傾向がみられたが、有意差はみられな
かった（p=0.18）。核面積に関しては、再発群は 131.6±5.555μm2、非再発症例は 172.8±3.530
μm2 となり、再発群において有意に小さい値となった（p<0.01）。核円形度に関しては、再発症
例が 0.853±0.00650、非再発症例が 0.876±0.00295 となり、再発群において有意に低い値と

なった（p<0.01）。核アスペク
ト比に関しては、再発症例が 
1.36±0.0245、非再発症例が 
1.34±0.0142となり、有意差
は見られなかった（p=0.23）。
Solidity値に関しては、再発
症例が 0.959±0.00232、非
再 発 症 例 が  0.969 ±
0.000580となり、再発群にお
いて有意に低い値となった
（p<0.01）。つまり、再発群で
は非再発群に比較し、治療前
の尿細胞診において、より小
型で核型不整を有している
核が出現している可能性が
示唆された（図 3）。 
 
BCG failure 群（再発群）の
早期の発見には、より多くの

症例の集積、および、分子生物学的検討が必要であるが、本研究の結果から、BCG failure 群（再
発群）においては、非再発群に比較して、BCG 膀注療法前の自然尿細胞診に核中心が濃染し核型
不整を有する小型異型細胞がより多く出現していることが分かった。また BCG 膀注療法開始後
に、pRB と p21 の核内二重染色を実施し、核内 double negative の減少率を観察することによ
り、BCG failure 群を早期に発見することが可能であることが示唆された。 
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