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研究成果の概要（和文）： 
【目的】本研究の目的は（１）膀胱洗浄液細胞診検体を用いた中心体複製異常検索による

膀胱癌予後診断の可能性を探ること、（２）array-CGH 法を用いたゲノム網羅的解析に
より中心体複製異常症例に特異的なゲノム変異を検索同定すること、（３）中心体複製
異常と taxane 系抗癌剤感受性との関連を明らかにすることである。 

【対象、方法、結果】（１）ヒト筋層非浸潤性膀胱癌検体 85 例を用いた検討では中心体過
剰複製は 50 例（59％）、腫瘍進展は 15 例（18%）に認められ、多変量解析にて腫瘍進
展の唯一の独立予後予測因子(p=0.0098）であった。膀胱洗浄液を用いた検討では生検
検体との一致率は 95%であり、膀胱洗浄液検体をもちいて同複製異常を同定しうるこ
とが示唆された。（２）array-CGH によるゲノム変異検索では中心体過剰複製症例は非
過剰複製症例より、有意にゲノムコピー数異常の総和、染色体不安定性が高く、特に
5p15.2 gain、20p12.2 gain、2q37.3loss、8p22 loss、17p12 loss を多く認めた。（３）
膀胱癌継代培養細胞株６株を用いた検討では中心体正常株2株はすべてpaclitaxelに対
する感受性を認めたが、異常株 4 株中 3 株は抵抗株であった。 

【結論】膀胱癌における中心体複製異常は尿路上皮癌の分子生物学的 biomarker となる可
能性が示唆された。さらに taxane 系抗癌剤耐性克服への応用が期待された。 

  
研究成果の概要（英文）： 
Objectives:  

The aims of this study are (1) to testify the role of centrosome amplification (CA) 
using bladder washing cytology specimen for the prediction of tumor recurrence and 
progression in non muscle-invasive bladder cancer, (2) to explore the specific genomic 
alterations (deletion, amplification) regarding CA, and (3) to identify the relation of 
CA to anticancer drug sensitivity to taxanes by comparing the status of CA with drug 
sensitivity using six established bladder cancer cell lines.  

Materials & Methods:  
(1) An immune-fluorescent staining for anti-pericentrin was applied to bladder 
washing cytology specimens as well as corresponding touch biopsy specimens 
obtained both from 85 human non muscle-invasive bladder cancers. CA was defined 
as cases with having more than 5% fraction of cells with three or more centrosome 
per cell. (2) An array-CGH (comparative genomic hybridization) using 4030 AC crone 
chip (MacArray) was applied to tumor genomic DNAs extracted from 70 human 
urothelial cancers, and compared the copy number of entire chromosomes between 
DNA from cases with CA and those without CA. (3) Paclitaxel (final conc.: 0.1, 1, 
10nM/ml) was continuously exposed to six human established bladder cancer cell 
lines (CA cell line: T24, EJ-1, 5637, J-82, TCC-sup, non-CA cell line: KK47, RT-4) in 
vitro, and compared CA status with drug sensitivity to paclitaxel.  

研究種目：基盤研究(B) 

研究期間：2007～2009 

課題番号：１９３９０４１６ 

研究課題名（和文） 中心体複製異常を指標とした新しい膀胱癌の診断治療方針決定 

システムの確立をめざして                    

 

研究課題名（英文）  

 Investigation aimed for establishment of novel bladder cancer detection and treatment 

strategy system using centrosome amplification  

研究代表者 

松山 豪泰 （MATSUYAMA HIDEYASU） 

山口大学 ・大学院医学系研究科 ・教授 

 研究者番号：７０２０９６６７ 



Results:  
(1) Out of 85 cases examined, CA and tumor progression was observed in 50 (59%) 
and 15 (18%) cases, respectively. A multivariate analysis by Cox-proportional hazard 
model revealed CA was a sole independent prognostic factor predicting for tumor 
progression (p=0.0098, Relative risk: 3.69, 95% CI: 1.28-13.44). CA detection using 
bladder washing specimens was successful in 20 out of 25 cased (80%), and 
correspondence rate between cytology and touch specimens was 95%. (2) High 
throughput genomic analysis demonstrated that cases with CA were significantly 
higher accumulated variant copy number, higher chromosome instability (CIN), and 
shorter period to tumor progression than those without CA. Specific chromosomal 
region with copy number aberrations included gains for 5p15.2,20p12.2, and losses 
for 2q37.3, 8p22, and 17p12, respectively. (3) All cell lines without CA demonstrated 
dose-response drug sensitivity to paclitaxel, while three of four cell lines with CA 
showed resistant to the drug.  

Conclusions:  
A serial experiments regarding CA demonstrated that (1) CA detection using bladder 
washing cytology specimens may become a non-invasive diagnostic tool for predicting 
tumor progression, (2) urothelial cancer including bladder may be biologically 
categorized by CA status, (3) CA status may predict clinical efficacy of anti-cancer 
chemotherapy using paclitaxel.  
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研究分野： 医歯薬学 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学・泌尿器科学 
キーワード：中心体複製異常、膀胱癌、ゲノム変異、染色体不安定性 
１．研究開始当初の背景 
膀胱癌は尿路生殖器腫瘍のなかでも最も

発生頻度が高い腫瘍の一つであるが、非浸潤
性膀胱癌（癌の浸潤が粘膜下層までにとどま
る）が全体の約 70%をしめる。非浸潤性膀胱
癌は経尿道的腫瘍切除術などの膀胱温存治
療が可能であるが２年間で約 50%が再発を
きたし、再発時その約 1/3 が進展、浸潤傾向
を獲得する。腫瘍進展症例では治療方針の変
更を余儀なくされ、早急な集学的な治療が必
要となるが現在再発、腫瘍進展を予測する確
実なマーカーはない。中心体は細胞分裂時２
つの紡錘体極を形成する構造物でその複製
は厳密に制御されているが種々の癌で中心
体複製異常（３個以上の中心体を有する細胞
が出現）が報告されている。われわれはこれ
まで中心体複製が Nucleophosmin のリン酸
化を介して制御されていること、p53 遺伝子
変異培養細胞株では中心体複製異常が

BubR1 の発現によりコントロールされてい
ること、ヒト膀胱癌において中心体複製異常
が約 60%の症例に認められ、これが染色体異
数体異常を通して CIN を誘導し、腫瘍再発や
進展に強い影響を与えていることを報告し
てきた。 
また浸潤性進行性膀胱癌に対する taxane

系抗癌剤を含む多剤併用化学療法が広く普
及してきたが、中心体複製異常がすでにみら
れる膀胱癌症例における抗腫瘍効果は意見
の分かれるところである。とくに中心体複製
異 常 発 現 の 中 心 的 役 割 を は た す
STK15/Aurora-A mRNA が高発現している
場合、docetaxel 耐性となることが膵臓癌、
乳癌において報告されている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は１）膀胱洗浄液細胞診検体

を用いた中心体複製異常の判定をおこない、



予後との関連を検討することにより、同検体
を用いた膀胱癌予後診断の可能性を探るこ
と、２）ヒト膀胱癌臨床検体を用いて中心体
複製異常症例に特異的なゲノム変異を認め
た領域遺伝子の欠失および増幅を検討し、真
に中心体複製異常と関連のある遺伝子を同
定すること、３）ヒト継代膀胱癌細胞株（複
製異常株と非複製異常株）を用いて taxane
系抗癌剤に対する感受性と複製異常との関
連を明らかにし、臨床の現場におけるテーラ
ーメード医療の実践に役立てることである。 
 
３．研究の方法 
（１） 中心体複製異常を用いた予後診断 
対象：ヒト筋層非浸潤性膀胱癌検体 85 例 
方法： 
① ヒト膀胱癌手術時に採取した腫瘍タッチ

生検および膀胱洗浄液細胞診検体を用い
て中心体複製異常の有無を蛍光抗体法（抗
体：抗ペリセントリン抗体）にて検討する。 

 複製異常症例の定義は既報のごとく１細
胞当たり 3個以上の中心体を認める細胞
の割合が計測した細胞全体の５％以上と
する。 

② 洗浄細胞診検体とタッチ生検検体との間
で中心体複製異常細胞の割合や複製異常
と判定された症例の相関性を比較する。 

③ 手術後の経過を観察し、その後の腫瘍再
発、腫瘍進展（再発時筋層浸潤または遠隔
転移を認める）と複製異常との関連を検討
する。 

④ 洗浄細胞診検体を用いた中心体複製異常
の検索が膀胱癌予後診断に有用であるか
いなかを検証する。 

（２） 中心体特異的ゲノム変異検索 
対象：ヒト尿路上皮癌検体 70 例 
方法： 
① ヒト膀胱癌臨床検体よりゲノム DNA を抽

出し 4030 の BAC clone チップ（MacArray
社）を用いたゲノム array-CGH をおこな
い、ゲノム全体を網羅的に解析する。 

② （１）で判定した中心体複製異常の有無で
症例を 2群に分け、両群間でゲノムコピー
数に有意差のある領域を pick up する。 

（３）中心体複製異常と taxane 系抗癌剤感
受性との関連 
対象：ヒト継代培養膀胱癌株６株（中心体複

製異常株：T24, EJ-1, 5637, J-82, TCC-sup, 
SCaBER, 正常株：KK47, RT-4） 

方法： 
① 105 cells/dish に調整した上記細胞株を

60mm dish（Falcon 社）に播種後 paclitaxel
（最終濃度 1, 10, 100nM/ml の３条件）を
持続接触にて、培養（4%CO2, 37℃, Heraeus
社）をおこなう。 

② 接触後３，５，７日目に dish より細胞を
単離、トリパンブルー染色後細胞数血球算

定板をもちいてカウントし、対照群との比
較をおこない、各細胞株各濃度の dose- 
response curve を作成する。 

③ 上記より各細胞株の IC 50 値を求め、中心
体複製異常株と正常株の間で感受性を比
較検討する。 

④ ①で検討した遺伝子変異の有無と IC50 値
との比較をおこない、どの遺伝子変異が感
受性に影響しているかを同定する。なお
1)で変異が認められない場合は 6)により
感受性規定遺伝子の検索をおこなう。 

⑤ array CGH 法によって同定された遺伝子
コピー数の変化と IC50 値との比較をおこ
ない、感受性に影響を及ぼす遺伝子の同定
をおこなう。 

 
４．研究成果 
（１）中心体複製異常を用いた予後診断 

臨床検体 85 例の背景因子は男/女：68/17、
平 均 年 齢 69 歳 、 grade 1/2/3:5/53/27 、
pTa/T1:25/60 であり、これらの症例の予後と
の比較をおこなった（術後観察期間中央値:43
ヶ月）。また膀胱洗浄液を用いた中心体複製
異常を 25 例で検討した。中心体過剰複製は
50 例（59％）、腫瘍進展は 15 例（18%）に認
められ、多変量解析にて中心体過剰複製は腫
瘍進展の唯一の独立予後予測因子(p=0.0098, 
Relative risk: 3.69, 95% CI:1.28-13.44）であっ
た。膀胱洗浄液を用いた検討では 25 例中 20
例（80%）で中心体を同定可能で、生検検体
との一致率は 95%だった。これらの結果より
非浸潤性膀胱癌における中心体過剰複製は、
腫瘍進展予測の分子マーカーとなり、膀胱洗
浄液検体をもちいて同複製異常を同定しう
ることが示唆された。これらの結果は第 102
回米国泌尿器科学会、第 24 回欧州泌尿器科
学会総会、第 96 回, 97 回日本泌尿器科学会総
会および第 47 回日本癌治療学会学術集会で
発表した。 

また付随研究として中心体数と染色体コ
ピー数が相関して増加することを明らかに
し、とくに中心体数が偶数の場合、染色体コ
ピー数も偶数であるという規則性を見出し、
こ の よ う な 場 合 の 中 心 体 複 製 異 常 は
Aurora-A キナーゼタンパクの過剰発現によ
る cytokinesis failure（細胞質分離異常）が原
因であることを明らかにし、論文とした
(Yamamoto, Y. Cancer Genet. Cytogenet. 
191:38-42, 2009)。 

さらに 5-ALA（５ーアミノレブリン酸）を
用いた膀胱癌 PDD（光力学診断）にて偽陽性
と診断された赤色蛍光部位に 9 番染色体不安
定性があることを報告（ Matsuyama, H. 
Oncology. 76:118-25, 2009）したが、赤色蛍光
部位における 9 番染色体不安定性は中心体複
製異常とは関連がなかった。この結果は先に
報告した中心体数と 9 番染色体数と有意の相



関性がなかった結果と一致しており、膀胱癌
発生および再発進展に関して中心体複製異
常を介した染色体不安定性を介する経路と 9
番 染 色 体 コ ピ ー 数 異 常 を 介 す る 経 路
（Kawauchi, S. Hum Pathol. 40: 1783-9, 2009）
が独立して存在する可能性が示唆された。 

現在洗浄細胞診検体を増やし、経過観察期
間を延長することにより、予後診断としての
有用性を確認のうえ、論文とする予定である。 

（２）中心体特異的ゲノム変異検索 
中心体過剰複製症例では非過剰複製症例

より、有意にゲノムコピー数異常の総和、染
色体不安定性が高く、腫瘍再発、進展までの
期間が短かった。病理組織診断による high 
grade 症例では low grade 症例より、有意にゲ
ノムコピー数異常の総和、染色体不安定性が
多かったが、P 値は中心体過剰複製の方が低
かった。また、中心体過剰複製症例では、有
意に 20p12.2 gain、5p15.2 gain、17p12 loss、
8p22 loss、2q37.3 loss を多く認めた。これら
の結果より中心体過剰複製は尿路上皮癌を
ゲノムコピー数異常によって 2 つに分類でき、
尿路上皮癌の分子生物学的 biomarker となる
可能性が示唆された。これらの結果は第 48
回日本癌治療学会学術集会で発表予定であ
り、現在論文執筆中である。また各領域の変
異については現在解析中である。 
（３）中心体複製異常と taxane 系抗癌剤感受
性との関連 
中心体複製異常と Taxane 系抗癌剤感受性と
の関連では６つの膀胱癌継代培養細胞株（中
心体複製異常株：４、正常株：２）を用いて
検討した結果、正常株 2 株はすべて paclitaxel
に対する感受性を認めたが、異常株 4 株中 3
株は抵抗株であった。今後 taxane 系抗ガン剤
を用いた抗がん化学療法施行例の効果と中
心体複製異常との関連性を検討し、Taxane 系
抗癌剤耐性克服の基礎検討および治療予測
への応用を検討予定である。 
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