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研究成果の概要（和文）：ゲムシタビン耐性膀胱がん細胞株とシスプラチン耐性膀胱がん細胞株、その親株を用
い、in vitroでの抗NOTCH2抗体による細胞増殖能と浸潤能の評価や、TCGAなどのpublic databaseから
NOTCH2/HEY1シグナルの膀胱癌進展の関与が明らかとなった。抗がん剤耐性の臨床検体では、STAT1シグナルが亢
進し、PD-L1発現亢進、リンパ球浸潤の亢進と相関していた。薬剤耐性の膀胱癌に免疫チェックポイント阻害剤
に加え分子標的治療を併用することで治療効果が改善されることを期待している。

研究成果の概要（英文）：Using gemcitabine- and cisplatin-resistant bladder cancer cell lines and 
their parental lines, in vitro evaluation of cell proliferation and invasiveness with anti-NOTCH2 
antibodies and public databases such as TCGA have revealed that NOTCH2/HEY1 signaling is involved in
 bladder cancer progression. The results of this study are summarized in the following table. In 
clinical specimens resistant to anticancer drugs, STAT1 signaling was upregulated, correlating with 
increased PD-L1 expression and lymphocyte infiltration. We expect that the combination of molecular 
targeted therapy in addition to immune checkpoint inhibitors will improve therapeutic efficacy in 
drug-resistant bladder cancer.

研究分野： 膀胱癌

キーワード： 薬剤耐性膀胱がん　PD-1抗体　NOTCH2/HEY1シグナル

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 TCGAなどのpublic databaseと 臨床検体、細胞株によるin vitroのデータを統合することで、コホートによる
バイアスを減らし、より正確に研究を遂行できることを研究を通じて実感した。薬剤耐性の膀胱癌に免疫チェッ
クポイント阻害剤に加え分子標的治療を併用することの意義を臨床試験で明らかにされることを期待している。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
転移性膀胱がんに対する１次治療(GC 療法)の奏効率は約 60%までであり、さらにその有効性
が持続することは稀で、ほとんどの症例が GC 療法耐性となる。２次治療として抗 PD-1 抗体
の有効性が示されたが、その奏功率は約 25%までであり、新規治療法の確立が課題である。 
NOTCH2 が上皮間葉移行(EMT)とがん幹細胞性の維持を介して膀胱がんの進展を促進し予後
不良因子であること、抗 NOTCH2 抗体は NOTCH2 シグナルを遮断することで膀胱がんの進
展を抑制すること、膀胱がんの Claudin-low サブタイプは、がん微小環境内への免疫細胞浸潤
が多く、PD-L1 が高発現することが報告されている。NOTCH2 高発現膀胱がんは、典型的な
Claudin-low サブタイプの特徴を示すことから、抗 PD-1 抗体が有効となる可能性が高いと考
えられる。 
 
２．研究の目的 
NOTCH2 高発現膀胱がんはがん微小環境への免疫細胞浸潤亢進に関わらずがん免疫寛容を獲
得するという論文報告と、抗がん剤耐性膀胱癌で NOTCH2 が高発現するという研究結果から、
抗 NOTCH2 抗体と抗 PD-1 抗体併用療法を考案した。NOTCH2 高発現膀胱がんは、がん免
疫の観点から抗 PD-1 抗体の最高の適応であり、抗 NOTCH2 抗体も NOTCH2 シグナル遮断
と抗体依存性細胞障害を誘導することで治療効果の増強が期待できる。さらに NOTCH2 高発
現のがん幹細胞を治療標的とすることで、完全治癒を目指した治療となる。 
抗 NOTCH2 抗体と抗 PD-1 抗体併用療法の有効性を、私たちが樹立したマウス Notch2 過剰
発現膀胱がんモデルを用いて評価する。本研究で治療効果予測因子を同定し、根拠に基づいた
併用療法で膀胱がん治療の改善に貢献することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
抗 NOTCH2 抗体と抗 PD-1 抗体併用療法の有効性を in vitro と in vivo を用いて評価する 
Ⅰ Notch2 過剰発現マウス膀胱がんモデルでの抗 Notch2 抗体と抗 Pd-1 抗体併用療法の評価 

① マウス膀胱がんのNotch2、PD-L1、CD8発現評価：私たちの樹立したマウスNotch2

過剰発現膀胱がんモデルを用いて、Notch2発現と局在、PD-L1の発現、CD8陽性リ

ンパ球浸潤の有無、がん幹細胞マーカーの発現を免疫組織学的に確認する。 

② マウス膀胱がんでの治療効果の評価：私たちのNotch2過剰発現マウス膀胱がん自然

発生モデルでは、ルシフェラーゼ遺伝子が導入されており、腫瘍の増大や転移をin 

vivo imaging systemで評価可能である。治療としては、1)コントロール抗体、2)抗

Notch2抗体、3)抗Pd-1抗体、4)抗Notch2抗体と抗Pd-1抗体の併用の４群に分け、



マウス膀胱がんのサイズの変化と転移の有無、マウスの予後を評価する。 

③ マウス膀胱がんの病理組織学的検証：最終的に摘出した膀胱がんと転移巣は、病理

組織学的に抗腫瘍効果を評価する。さらに免疫組織染色によって残存Notch2陽性が

ん細胞の有無、がん幹細胞、CD8陽性リンパ球の浸潤、PD-L1の発現を評価し、治

療効果との相関を明らかにする。 

Ⅱ ゲムシタビン耐性膀胱がん細胞株を用いた抗 NOTCH2 抗体の抗腫瘍効果の評価 

① 抗NOTCH2抗体でのin vitro評価：NOTCH2高発現のゲムシタビン耐性膀胱がん細

胞株とその親株を用い、in vitroでの抗NOTCH2抗体による細胞増殖能と浸潤能へ

の影響を評価する。 

② 抗NOTCH2抗体でのin vivo評価：マウス同所性膀胱がんモデルを用いて、NOTCH2

高発現のゲムシタビン耐性膀胱がん細胞株でマウス膀胱がんを作成し、抗NOTCH2

抗体とコントロール抗体による膀胱がんの増大と転移への効果を評価する。 

③ 膀胱がんの病理組織学的検証：摘出した膀胱がんで抗腫瘍効果を病理学的に評価す

る。がん幹細胞の有無やアポトーシス、リンパ球浸潤、抗体依存性細胞障害に基づ

くNK細胞の貪食効果を免疫組織学的に評価し、抗がん剤耐性膀胱がんへの抗

NOTCH2抗体治療の理論的根拠を示す。（Ⅲ 臨床検体の免疫染色でのNOTCH2発現と

局在、PD-L1発現、CD8陽性リンパ球の浸潤度評価。 
Ⅲ 臨床検体の免疫染色での NOTCH2 発現と局在、PD-L1 発現、CD8 陽性リンパ球の浸潤度
評価。 
① 免疫組織染色による分類：多数の臨床検体で、NOTCH2 の細胞膜染色症例、細胞質
染色症例、核染色症例と、CD8 陽性リンパ球の腫瘍内浸潤症例、間質浸潤症例、浸潤を認めな
い症例に分類する。NOCTH2 発現と PD-L1 発現、リンパ球浸潤の関係性、臨床病理学的因子
との関連を明らかにして、抗 NOTCH2 抗体と抗 PD-1 抗体併用療法の適応を検討する。 
② 抗がん剤使用検体での評価：同一症例の診断時 TURBT 標本と術前 GC 療法後の膀胱
全摘標本を用いて、①と同様に NOTCH2 発現と局在、PD-L1 発現、CD8 陽性リンパ球の浸
潤度を検討する。GC 療法が NOTCH2 や PD-L1 亢進とリンパ球の浸潤を誘導することを確認
する。 



 
４．研究成果 
ゲムシタビン耐性膀胱がん細胞株とシスプラチン耐性膀胱がん細胞株、その親株を用い、in 
vitro での抗 NOTCH2 抗体による細胞増殖能と浸潤能の評価や、TCGA などの public database
から NOTCH2/HEY1 シグナルの膀胱癌進展の関与が明らかとなった。抗がん剤耐性の臨床検
体では、STAT1 シグナルが亢進し、PD-L1 発現亢進、リンパ球浸潤の亢進と相関していた。
薬剤耐性の膀胱癌に免疫チェックポイント阻害剤に加え分子標的治療を併用することで治療効
果が改善されることを期待している。 
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