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研究成果の概要（和文）：膀胱癌の真のドライバー遺伝子や起源細胞は十分に解明されておらず、治療薬研究に
有用な動物モデルが不足している。我々は、マウス膀胱化学発癌モデルを用いた予備実験から起源細胞をKrt5陽
性細胞と定め、ヒト膀胱癌とマウス膀胱化学発癌モデルに共通の変異遺伝子をドライバー遺伝子の候補として抽
出した。
そこで、Krt5陽性細胞特異的にTrp53変異とCas9を発現する遺伝子改変マウスを作成し、Pten・Kmt2cのsgRNA搭
載アデノ随伴ウイルスを膀胱注入することで膀胱Krt5陽性細胞特異的にPten・Kmt2cノックアウトする実験系を
確立した。その結果、一部のマウスで膀胱発癌を確認することができた。

研究成果の概要（英文）：The useful animal models of bladder cancer that accurately recapitulate the 
human disease is lacking because the true driver genes and cell of origin is not well understood. 
From our previous results, we hypothesized that muscle invasive bladder cancer comes from Krt5 
expressing urothelial cells and filtered driver gene candidates which are common in both human and 
mouse chemically induced bladder cancer model. 
We demonstrated that bladder injection of adeno-associated virus with Pten and Kmt2c sgRNA into 
transgenic mice expressing Trp53 mutation and Cas9 protein specifically in Krt5 positive cells 
induces Pten and Kmt2c knockout in target cells using CRISPR/Cas9 system. As a result, we could 
confirm the carcinogenesis of bladder cancer in some mice.

研究分野：膀胱癌

キーワード： 浸潤性膀胱癌　マウスモデル　遺伝子改変マウス　CRISPR/Cas9
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究成果により、膀胱尿路上皮へのウイルスベクター感染効率の最適化を達成し、標的細胞特異的に遺伝
子編集を誘導する実験系が確立された。少数ながら発癌を確認することができたが、現状では遺伝子編集効率が
悪く、安定したマウスモデル樹立には至っていない。現在、オルガノイド技術を用いたより高確率で腫瘍形成す
るモデルの作成に取り組んでおり、一部の遺伝子型で腫瘍形成を確認している。今後、安定的に供給できる膀胱
癌モデルが確立できれば、投薬実験を通じた薬剤耐性メカニズムの解明や新規薬剤の開発が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 本邦の膀胱癌による死亡者数は 8,400 人/年で、高齢化に伴い罹患数・死亡数は増加傾向にあ
る。なかでも筋層浸潤性・転移性膀胱癌の 5 年生存率はそれぞれ 50%・20%と非常に予後が悪
く、長期にわたって予後が改善していない。近年、新規の抗 PD-1/PD-L1 抗体による腫瘍免疫
（IO）治療が導入されたが、効果は限定的であり、本治療の作用発現機序、耐性獲得機序、効果
予測因子などを研究する適切な実験系が不足している。その最大の要因の一つとして、有用な動
物モデルが不足していることが挙げられる。 
次世代シークエンス研究の結果、膀胱癌は極めて変異頻度が高い（いわゆるパッセンジャー変
異が多い）ことが明らかとなったが、真のドライバー変異は解明されていない。また、膀胱の尿
路上皮は被蓋細胞・中間細胞・基底細胞の 3層から形成されるが、膀胱癌の起源となる細胞は未
だ不明である。これらを解明するためには、特定の遺伝子の変異を起源細胞に誘導し、膀胱癌が
発生することを実証する必要がある。 
以上のことから、膀胱癌の発生メカニズム、すなわち、ドライバー変異と起源細胞を解明する
と共に、IO治療時代に有用な膀胱癌マウスモデルの開発が急務であると考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
 
 申請者らは膀胱発癌の病態メカニズムにおいて『「どの遺伝子変異」が「どの細胞」に起これ
ば尿路上皮細胞のがん化が起こるのか？』、つまり実証論的には、マウスを用いた場合、『「どの
遺伝子変異」を「どの細胞」に入れればマウス膀胱癌を誘導することができるか？』という問い
に対して探索を行なってきた。 
 
ドライバー遺伝子：ヒト膀胱癌のシークエンスデータ（自験データ及び TCGA）とマウス膀胱 
化学発癌モデルのエクソームシークエンス（自験データ）から両者に共通の変異遺伝子として 
TP53（マウス Trp53）に加え、KMT2C, KMT2D, KDM6Aなどのヒストンメチルトランスフ 
ェラーゼ複合体構成因子を同定した（図 1）。さらに、腫瘍抑制遺伝子 PTENはヒト浸潤性膀 
胱癌において発現低下が報告されており、申請者らはマウス膀胱癌での発現低下を確認した 
ことから、これもドライバー遺伝子候補とした。 
起源細胞：膀胱化学発癌モデルの Lineage tracing法を用いて、基底細胞・中間細胞の一部をな 
す Krt5（サイトケラチン 5）陽性細胞及び被蓋細胞・中間細胞の一部をなす Upk2陽性細胞 
を起源細胞と定め、さらにこれらの細胞に Trp53 変異を加えた解析を行った。その結果、 
Krt5 陽性細胞に Trp53 変異を誘導した Krt5-p53+/mutマウスで、扁平上皮分化を伴う筋層浸
潤性膀胱癌を最も効率的に誘導できることを見出した[1]（図 2）。このことは本細胞が膀胱癌
の中でも予後不良なサブタイプの起源細胞であることを示すものである。 
 
これらの結果を基に、Krt5陽性細胞における Trp53, Pten, ヒストンメチルトランスフェラー
ゼの不活化が膀胱癌を誘導するとの仮説を立てるに至った。 
上記を踏まえ、本研究の目的は我々が既に得ている膀胱発癌の病態メカニズムに関する仮説
を実証し、ヒト膀胱癌の遺伝学的特徴及び組織学的特徴を兼ね備えたマウスモデルを確立する
ことである。これにより①膀胱癌の真のドライバー変異及び起源細胞の同定、②さらなる病態解
明や新規治療開発への応用が可能になると考える。 

 

 

図 1. エクソームシークエンスから種間共通の  図 2. Krt5-p53+/mutマウスで最も効率よく扁 

  変異遺伝子として TP53や KMT2Cを抽出   平上皮分化を伴う筋層浸潤膀胱癌が発生 



 
３．研究の方法 
 
 Krt5CreERT2/+:Trp53+/mut:LSL-Cas9 マウスにタモキシフェンを投与し、Krt5 発現細胞特異的に
Trp53 変異と Cas9 を発現させたのちに、膀胱内に Pten・Kmt2c の一方及び両者の sgRNA 発現ア
デノ関連ウイルス（AAV）を注入し、CRISPR/Cas9 システムを用いて標的細胞に Pten,Kmt2c ノッ
クアウトを誘導した。その後は小動物用超音波検査装置を用いて腫瘍発生を追跡した。AAV の感
染効率を向上させるため、膀胱の前処置の最適化を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
（1）成果 
 膀胱尿路上皮はグリコサミノグリカン（GAG）層によるバリア機能があるため、AAV ベクター
による十分な導入効率を得ることは大きな課題であった。そのため、尿路上皮に効率的に AAV 感
染を起こすための条件検討を行った。その結果、0.1N HCl を 4分間膀注する前処置を行うこと
で感染効率を最適化することができ、報告した[2]。 
 遺伝子改変マウスへの AAV 膀注を系統的に行ったところ、Krt5CreERT2/+:Trp53+/Mut:LSL-Cas9 マウ
スに AAVsgPten＋sgKmt2c を膀胱注入した 1 例に非筋層浸潤性膀胱癌の発生を確認した（図 3）。
また、Krt5CreERT2/+:Trp53+/+:LSL-Cas9 マウスに AAVsgTrp53＋sgPten を膀胱注入したもので 1例膀
胱上皮内癌の発生を確認した（図 4）。 
 
図 3. Trp53+/mutマウス，AAVsgPten＋sgKmt2c 

 
 
 
 
 
 
 
 

【病理】 G1,pTa Urothelial Carcinoma 
 
図 4. Trp53+/+マウス，AAVsgTrp53＋sgPten 

 
 
 
 
 
 
 
 

【病理】 G2-3,Urothelial Carcinoma in situ 
 
 
（2）今後の展望 
 本モデルで膀胱発癌を確認できたものの、106 例中わずかに 2例のみであり、in vivo での安
定した膀胱発癌モデルの作成は困難と思われた。原因としては前処置の最適化を十分に行った
としても尿路上皮にウイルス形質導入が確認されたマウスは全体の 35%であり、それらの形質導
入が確認されたマウスにおいても形質導入効率は中央値で 14.5%という低いものであったこと
が考えられる。 
現在は 3D 培養系である Organoid を利用した ex vivo の実験系を用いることで、より高効率
の形質導入の手法を確立しており、今後はこの Organoid 技術を併用して、genotype と腫瘍形成
能の関連性を検証していく予定である。 
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