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研究成果の概要： 

腎盂尿管癌 15 症例の癌特異的 RNA より、マイクロアレイおよびリアルタイム PCR をもちいて感

受性予測 14 遺伝子の発現量を定量し感受性を予測した。その結果、奏効群においては 6例中 4

例、非奏効群においては 9例中 6例の感受性を予測可能であった。すなわち、本予測法で腎盂

尿管癌に対する M-VAC 療法の感受性予測は可能であるが、膀胱癌の感受性予測に比べ感度・特

異度ともやや低下しており、腎盂尿管癌特異的な感受性予測法の構築が必要であると考えられ

た。 
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 腎盂尿管癌に対する化学療法 
腎盂・尿管癌は膀胱癌に比べ、一般にその解
剖学的特徴から早期に浸潤、転移をきたしや
すく、予後不良であると考えられている。そ
のため、腫瘍の外科的摘出だけでなく、早期
に適切な化学療法を行う事が重要であるが、
一般的に移行上皮癌に用いられる 4剤併用化
学療法である M-VAC 療法においても 30-40%
の症例は化学療法の効果が得られず、また
Second lineの化学療法の有効性も低いため、
その対処に苦慮する結果となっている。 
 
(2) 化学療法感受性予測の必要性 
腎盂尿管癌に対する M-VAC 療法は、①微小転
移の抑制を目的に術前化学療法として施行
される場合、②腎尿管全摘後再発の治療とし
て行なわれる場合があるが、いずれにおいて
も化学療法の適応症例が明確ではなく、無効
群においては不必要な治療である可能性-す
なわち副作用の発生に加え、手術や他の治療
法が不本意に遅延することによる癌の進行
という問題を有している。すなわち、精度の
高い M-VAC術前化学療法の感受性予測システ
ムの構築およびその臨床応用は急務である。
この化学療法感受性予測システムは、進行性
の腎盂尿管腫瘍における個々の患者の腫瘍
に応じたオーダーメイド医療の実現の可能
性に向けて重要な役割を果たすものと考え
る。 
また、腎盂尿管癌は膀胱癌に比較して著しく
予後が不良であり、その一因として腎盂尿管
に膀胱癌と異なる化学療法耐性獲得機序が
存在する可能性がある。すなわち、膀胱癌と
腎盂尿管癌における化学療法感受性の相違
を、遺伝子発現情報の網羅的な解析により分
子生物学的に解き明かすことは、抗腫瘍剤に
対する癌の耐性獲得機序の理解に有用であ
る。 
一方、腎盂尿管腫瘍に対する M-VAC 化学療法
の感受性予測のマーカーとしては、一部の遺
伝子に関する報告(Shinohara N, et al,:Eur 
Urol. 1994;26(4):327-33)があるのみで、私
どもの報告した、癌細胞を純化した検体での
遺伝子解析に基づく感受性予測に関する試
みは未だなされていない。 
 
 
２．研究の目的 
 
われわれと、東京大学医科学研究所ヒトゲノ
ム解析センター・中村祐輔教授の共同研究に
より開発した膀胱癌 M-VAC術前療法感受性予
測システム(Takata R. et al: Clin Cancer 
Res, 2005, 11:2625-2636)は、膀胱癌の化学

療法感受性を高い精度で予測可能であった。
また、その予測スコアは予後と強く関連する
ことが見いだされており、現在更に GC 療法
に対する化学療法感受性予測法を研究中で
ある。 
腎盂尿管腫瘍は膀胱癌と同様、組織学的には
移行上皮癌からなり、その術前化学療法とし
て M-VAC 療法が施行されるため、本予測は腎
盂尿管癌の M-VAC療法感受性および予後予測
にも応用可能であることが期待される。 
そこで、私どもの構築した予測システムによ
って腎盂尿管腫瘍の M-VAC療法感受性および
その予後を予測可能か判定し、その臨床的意
義の検証を行なうことを本研究の目的とす
る。また、腎盂尿管癌の遺伝子発現情報と膀
胱癌の遺伝子発現情報の網羅的解析により、
腎盂尿管癌で特異的に発現変動を認める遺
伝子群を同定し、抗腫瘍剤の耐性獲得機序と
の関連を検討することを目的に研究をおこ
なった。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)検討症例 
本学および関連病院において、臨床病期 T2
以上の腎盂尿管癌に対し腎尿管全摘を施行
された後の経過観察中に再発あるいは転移
を認め M-VAC 療法を施行された症例、および
浸潤性の腎盂尿管癌と診断され、術前化学療
法を施行された計 15 例を用いて研究をおこ
なった。 
再発・転移症例については手術時の標本を
-80℃で凍結保存した組織を用い、術前化学
療法施行例においては化学療法施行前に経
尿道あるいは経尿管内視鏡的に cold punch
法により生検を施行し、遺伝子解析用組織を
採取、OCT コンパウンド包埋後、直ちに-80℃
で凍結保存したものを使用した。全例におい
て M-VAC 療法を 2コース以上施行し、抗腫瘍
効果は化学療法施行前後の MRI施行による画
像診断により判定し、可能な症例に対しては
手術標本により組織学的に確認した。なおこ
れら患者において、遺伝子解析のために書面
によるインフォームドコンセントを得た。 
 
(2)腎盂尿管癌特異的 RNA の抽出 
この検体よりレーザーマイクロビームマイ
クロダイセクション法を用いて腎盂尿管癌
部の癌細胞のみを 20000～40000細胞採取し、
QIAGEN 社の RNeasy Micro Kit を用いて癌特
異的な RNA を抽出した。RNA は、T7 増幅法に
よって約 10000 倍に増幅した後、－80℃で保
存した。その一部を解析用に逆転写反応によ
って cDNA とし、－20℃で保存した。 
 



(3) マイクロアレイでの遺伝子発現情報解
析 
当初解析された 5症例は、増幅された RNA を
Cy5 でラベル後、膀胱癌の化学療法感受性予
測研究の共同研究先である東京大学医科学
研究所で構築されたマイクロアレイを施行
し、腎盂尿管腫瘍特異的な遺伝子発現情報の
解析を行った。 
 
(4)リアルタイム PCR による発現定量 
各症例の cDNA を用いて、これまでに私ども
が同定した M-VAC化学療法の感受性に関連す
ると考えられる感受性予測 14 遺伝子および
内在性対象遺伝子の Real-time PCR による定
量をおこなった。各々の遺伝子に対する
Probe と Primer は以前私どもが構築し、精度
の高い結果が得られることを確認した配列
を用い、実際の数値化は、Amplicon 領域をク
ローニングしたプラスミドの Mixtureを用い
た希釈系列による定量法によって行なった。 
 
(5)M-VAC 療法の感受性予測 
Real-time PCR で得られた、感受性予測 14 遺
伝子の発現量を私どもの構築した膀胱癌
M-VAC 術前化学療法感受性予測システムに投
入し、予測スコアの算出をおこなった。すな
わち、各々の遺伝子についてシステムの構築
に用いた学習症例の遺伝子発現と検討対象
症例の遺伝子発現量を比較し、感受性あるい
は非感受性にスコア化をおこなった。 
得られたスコアと、腫瘍の化学療法前後の変
化および予後を比較し、本予測が腎盂尿管癌
の感受性や予後を判別可能か検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)腎盂尿管癌のマイクロアレイによる遺伝
子発現解析 
まず、われわれは腎盂尿管癌５例よりマイク
ロダイセクション法を用いて癌特異的な RNA
を抽出。T7増幅法にて 10-30μgの amplified 
RNA を合成し、マイクロアレイによる解析を
おこなった。 
対象となった、27648 遺伝子のうち、50%以上
の症例で発現情報を有し、そのうち 50%以上
の症例で 5倍以上の発現上昇を示す遺伝子と

いう条件で検索すると、218 遺伝子が抽出さ
れた。一方、5 倍以上の発現低下を示す遺伝

子という条件で検索すると、624 遺伝子が抽
出された。すなわち、腎盂尿管癌で特異的に
発現上昇している遺伝子は 218 遺伝子あり、
特異的に発現低下している遺伝子は 624遺伝
子存在すると考えられた。 
これらの遺伝子は、腎盂尿管癌の発生・進展
に影響している可能性が高く、今後更にその
機能的解析をおこなうことで、新たな治療法
や診断法の解明に有用であると考えられた。 
 
 
 (2)リアルタイム PCR による発現解析 
今回、感受性予測に用いた Primer と Probe
の塩基配列は以下の通りである。 

 
 
これらの Primer と Probe を用いて、感受性
予測 14 遺伝子の発現量を、リアルタイム PCR
を用いて検討した。リアルタイム PCR は
Applied Biosystems 社の HT7700 リアルタイ
ム PCR システムを使用した。Primer と Probe
の濃度は各々300mM とし、推奨プロトコール
に従い 45 サイクルの PCR をおこなった。な
お、正確性を期するためすべて Duplicate で
の解析を行った。ハウスキーピング遺伝子は、
膀胱癌の解析と同様に、CCT6A(Chaperonin 
containing TCP1, subunit 6A)を用いた。 
 
まず 5 例について、T7 増幅法でえられた
amplified RNA を、ランダムプライマーを用
いて cDNA に逆転写したのち、発現量をリア
ルタイム PCR 法により検討した。マイクロア
レイによってえられた遺伝子発現情報より、
感受性予測 14 遺伝子の遺伝子発現量を抽出



し、リアルタイム PCR 法で得られた発現量と
比較すると、膀胱癌での解析と同様に高い相
関を示したため、感受性予測はリアルタイム
PCR を用いておこなうこととした。 
そこで、さらに 10 検体を追加し、同様にマ
イクロダイセクション法で癌特異的 RNAを抽
出。cDNA を合成し、リアルタイム PCR 法によ
って 14 遺伝子の発現量を解析した。 
 
(3)リアルタイム PCR による感受性予測法 
リアルタイム PCRによって得られた発現情報
を基に、感受性予測をおこなった。感受性予
測システムは、各遺伝子の発現量を基に感受
性を点数化する手法をもちいた。まずある遺
伝子について、学習症例である奏効群８例と
非奏功群７例の遺伝子発現量の平均値を
各々算出。その中点を基準点（ゼロ）として、
感受性を予測する症例の遺伝子発現量が奏
功群に近いか（プラスに加点）非奏功群に近
いか（マイナスに加点）を点数化する。この
点数化を 14遺伝子すべてについておこない、
その総和をもって評価症例の感受性予測ス
コアとした。最終的に、感受性予測スコアが
陽性であれば「感受性あり」、陰性であれば

「感受性なし」と定義した。 
 
 
(4)感受性予測結果 
15 例の発現情報より、感受性予測スコアを算
出し、臨床学的な M-VAC 感受性結果との関連
を検討した。 
以前膀胱癌で検討した時と同様、M-VAC 療法
2 コース後の MRI により、2 方向測定で評価
病変が 60％以上縮小していた場合を奏効例、
それ以外を非奏効例と定義した。その結果 15

例中 6 例が奏効群、9 例が非奏効群に分類さ
れた。 
 
感受性予測結果を下に示す。濃い青と赤で示
した点が、システムの構築に用いた膀胱癌学
習症例奏効群・非奏効群の感受性予測スコア、
水色と桃色で示した点が、今回検討対象とな
った腎盂尿管癌 15 症例の奏効群・非奏効群
おのおのの感受性予測スコアである。 
結果、化学療法奏効群６例中 4例において感
受性予測スコアが陽性を示し、非奏効群 9例
中 6例において感受性予測スコアが陰性を示
した。すなわち、奏効群を基準とした場合、
感度 67％・特異度 67％で M-VAC 化学療法の
感受性を予測可能であることが判明した。 
次に、この感受性予測法の臨床学的な意義に
ついて陽性的中率と陰性的中率を算出した。
予測スコア 0を基準とした場合、陽性的中率
は 54％（4/7 例）と正確な予測が得られなか
った一方、陰性的中率は 75％（6/8 例）と感
受性予測能を有することが判明した。すなわ
ち、特に感受性予測陰性群においては、本感
受性予測法を用いることで一定の予測効果
が期待されることが判明した。下図は各症例

の予測スコアを低い順からプロットしたも
ので、棒グラフの色が実際の感受性を示す。 
 
 
（5）膀胱癌と腎盂尿管癌の発現情報の比較 
以上より、我々の構築した M-VAC 感受性予測
法は、腎盂尿管癌症例においても一定の感受
性予測が可能であることが示されたが、膀胱
癌における予測に比較してその予測精度は



低いと考えられた。その原因として、膀胱癌
と腎盂尿管癌の遺伝子発現背景が異なる可
能性を考え、膀胱癌の遺伝子発現情報と、腎
盂尿管癌の遺伝子発現情報の網羅的な比較
を行った。 
マイクロアレイのデータベース上、腎盂尿管
癌及び膀胱癌各々において、50％以上の症例
で Cy5・Cy3 共に cutoff 値以上の発現情報を
有する 874 遺伝子を抽出し、発現量の相関を
検討した。相関図を下に示す。 
その結果、Pearson の相関係数による検討に
おいて、p<0.0001 と両者に強い相関を認めた
一方、相関図のとおり発現の傾向は一致する
ものの、各々の遺伝子でみると、発現量の一
致しないもの相当量含まれていることがわ
かった。 
すなわち、病理学的に膀胱癌と腎盂尿管癌は
同一（移行上皮癌）であるが、その遺伝子発
現には癌の局在特異的な発現を示すものが
あると考えられた。この発現量の違いが膀胱
癌に比べ腎盂尿管癌において感受性予測率
が低下している原因となっている可能性が
考えられた。 
 
（6）まとめと今後の展望 
近年、網羅的な遺伝子発現情報より一人一人
の癌の性質を見出し、その特性を評価するこ
とが可能となってきた。実際米国では、2007
年にマイクロアレイを用いた 70 種類の遺伝
子発現量より乳がんの再発リスクを評価す
る検査法が FDA に認可されるなど、臨床に応
用する動きが活発となってきている。 
われわれは以前、遺伝子発現情報に基づく浸
潤性膀胱癌に対する M-VAC術前化学療法感受
性予測システムを構築し、高精度にその感受
性を予測可能であることを証明した。今回、
さらに組織学的に同一である腎盂尿管癌の
M-VAC 化学療法感受性予測が本システムで予
測可能か検討した。その結果、感受性なしと
判断された症例群においては、高率に感受性
を認めなかった一方、感受性ありと予測され
た症例群においては、感受性予測率は不良で
あった。すなわち、以前われわれが同定した
感受性予測 14 遺伝子は、一定の感受性予測
が可能であったが、膀胱癌に比べその予測精
度は低下していた。 
その原因としては、同一の組織系であるにも
かかわらず、網羅的な遺伝子発現解析におい
ては、遺伝子発現に相違がみられる遺伝子が
多く含まれているためと考えられた。そこで
今後、腎盂尿管癌のＭ-VAC 感受性判定に特異
的な遺伝子群を同定するため、さらに追加症
例を用いた遺伝子発現解析をおこないたい。 
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