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研究成果の概要（和文）：マウス膀胱癌細胞株MBT-2に緑色蛍光タンパク質GFPを遺伝子導入してMBT-2GFP+細胞
を樹立、マウス膀胱に移植して正所性膀胱がんモデルマウスを作製した。
モデルマウスにBCGを投与し、GFPで標識されたがん細胞を回収、シングルセルRNAシークエンスを行った。
バイオインフォマティクス解析では、BCG投与により細胞増殖を促進するKRASシグナル伝達関連遺伝子の発現が
上昇する細胞集団が誘導される可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：The green fluorescent protein (GFP) gene was introduced into mouse bladder 
cancer cells MBT-2, and MBT-2GFP+ cells were established. The MBT-2GFP+ cells were orthotopically 
implanted into the urinary bladder of C3H/H3 mice to create an orthotopic bladder cancer mouse 
model.
The mice were given BCG through the urethra, the bladders of the mice with tumors were extirpated, 
then suspended in single cell solution. The GFP-recombinant tumor cells were sorted using 
fluorescence-activated cell sorting, then single-cell RNA-sequencing  was performed using iCell8.
Bioinformatics analysis suggested that a specific tumor cell subpopulation with elevated 
transcriptomes associated with the KRAS signaling pathway are induced after BCG therapy.

研究分野：尿路悪性腫瘍、がん免疫療法、シングルセル解析

キーワード： 膀胱がん　シングルセル解析　BCG　がん免疫療法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在確立された治療がないBCG(ウシ型弱毒結核菌、表在性膀胱がんに対する標準薬)抵抗性膀胱がんに対する新
規治療法の開発を目指して、新しい膀胱がんマウスモデルを開発した。このマウスに対してBCGを投与、投与後
に生存しているがん細胞を生きたまま1細胞ずつ回収し、RNAシークエンス(遺伝子の発現量を解析する手法)を行
った。その結果、BCG投与後では細胞増殖に関与する遺伝子群の発現が上昇する細胞群が増加する傾向が見られ
た。これらの細胞はBCG抵抗性と関連し、治療標的となる可能性が示唆された。

※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 
 膀胱がんは 9 割以上が膀胱内腔を覆う尿路上皮から発生する尿路上皮がんである。膀胱壁は
内腔側から尿路上皮、粘膜下層、筋層、漿膜(および膀胱周囲脂肪組織)が重なった層構造をなし
ている。尿路上皮がんの 4 分の 3 は診断時にがんが尿路上皮もしくは粘膜下層に留まるいわゆ
る早期がんであり、筋層非浸潤性尿路上皮がん(non-muscle invasive bladder cancer; NMIBC
と呼称され、通常は経尿道的切除術によって切除する。膀胱がんの臨床的問題点はその高い再発
率であり、経尿道的に切除するが、術後高い頻度で再発する。再発した癌でも、再発時に尿路上
皮および粘膜下層に留まる NMIBC であれば再度の切除が可能だが、一定の頻度で再発時にが
んが筋層にまでおよぶ筋層浸潤がん(muscle invasive bladder cancer; MIBC)へ進展する。MIBC
に対しては膀胱に限局している場合には膀胱全摘術が、転移症例に対しては全身化学療法、免疫
療法を含む集学的治療が行われるが予後はよくない。従って、NMIBCにおいては、がんの再発
および進展を防ぐことが非常に重要である。 
 現在、再発・進展リスクが中～高程度の NMIBCに対する標準治療は、カテーテルを用いて膀
胱内に bacillus Calmette-Guérin(BCG)を注入する経尿道的 BCG療法である。BCG療法は 40
年前から行われており、NMIBCの再発および進展を抑制する効果が示されているが、それでも
BCG治療後は半数以上の症例でがんの再発もしくは進展を来す。MIBCに進展した場合には前
述の通りの治療となる。NMIBC として再発した場合には再度の切除が可能であるが、初発の
NMIBC と比較してその後の再発、進展率は高く、この BCG 治療後に再発したいわゆる BCG
抵抗性膀胱がんに対してその後の再発、進展を予防する確立した治療法は存在しない。 
 
２．研究の目的 
 BCG 療法は膀胱内に BCG を注入することで、膀胱局所に免疫細胞が誘導され抗腫瘍効果を
呈する、いわゆる免疫療法の 1つであるが、BCGが膀胱局所の免疫細胞を誘導する詳細な分子
機序は未だ明らかではなく、このことが BCG抵抗性膀胱がんの新規治療開発を妨げる一因とな
っている。 
 次世代シーケンシング技術の発展に伴い細胞集団のゲノム、エピゲノム、およびトランスクリ
プトームの網羅的な解析が可能となった。その結果、従来は均一な細胞集団で構成されると考え
られていた腫瘍組織だが、実はその内部では細胞形質を変化させる新たな遺伝子変異や、酸化ス
トレスや低酸素刺激といったがん微小環境が促すエピジェネティック変化が不均一に生み出さ
れることが明らかとなった。このがん組織の生物学的多様性は、治療抵抗性を生み出す一因であ
る腫瘍内不均一性(intratumor heterogeneity, ITH)として注目されている。 
 近年のさらなる次世代シーケンシング技術の向上により、1細胞毎ごとのゲノム、エピゲノム、
およびトランスクリプトームを網羅的に解析できる技術が発展している。シングルセル RNAシ
ークエンスは、単一細胞に含まれるメッセンジャーRNAに 1細胞毎に異なるバーコードでタグ
付けを行ったのち、相補的 DNA に逆転写、増殖し、次世代シーケンサーを用いて解読を行う。
解読された 1 細胞毎の遺伝子発現情報を元に細胞集団を新たに分類し、分類された各々の細胞
集団に特徴的な遺伝子発現情報を得ることができる。このシングルセル解析では従来の RNAシ
ークエンスでは検出が難しかった希少な細胞における遺伝子発現変化も検出可能である。本研
究ではこの革新的な技術を BCG抵抗性膀胱癌に適用する。BCG治療前後でシングルセル RNA
シークエンスを行い BCG治療で変化する ITHを明らかにし、BCG抵抗性膀胱癌の分子基盤を
確立することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
R2年度：マウス膀胱癌細胞株を移植する同種移植に基づく正所性膀胱がんモデルマウスの作成
を試みた。腫瘍が生着したマウス膀胱から腫瘍細胞および免疫細胞を 1 細胞毎に効率よく回収
するプロトコールを検討した。 
R3 年度：確立されたプロトコールを元に、正所性膀胱癌モデルマウス BCG 投与群と非投与群
から腫瘍細胞および免疫細胞を回収し、シングルセル RNAシークエンスを試みた。 
R4年度：得られたシークエンスデータを用いてバイオインフォマティクス解析を行い、BCG投
与によって変化する ITHを検討した。 
 
４．研究成果 
R2 年度：緑色蛍光タンパク質 GFP を腫瘍細胞を識別できるマーカーとすべく、マウス膀胱が
ん細胞株MBT-2に GFP遺伝子を導入したMBT-2GFP+細胞を樹立した。このMBT-2GFP+細
胞を C3H/H3マウスの膀胱内へ正所性に移植し、正所性膀癌モデルマウスを作製した。 
 この確立したマウスモデルから腫瘍が生着した膀胱を採取し、シングルセル懸濁液を調整、
fluorescence-activated cell sorting(FACS)を用いて GFPで標識された腫瘍細胞のみを生きたま
ま 1細胞毎に回収するプロトコールを確立した。同シングルセル懸濁液から CD3, CD4, CD8で
蛍光標識を行い免疫細胞も 1 細胞毎に回収することも可能であった。このプロトコールは他の
担がんモデルマウスへの応用が可能であり、今後のがん研究への波及効果が期待できる。 
  



R3 年度：R2 年度に確立したプロトコールを用い、正所性膀胱癌モデルマウスに対して臨床に
準じて経尿道的に BCG を投与した群およびコントロールとして生理食塩水を投与した非投与
群でそれぞれ GFPで標識した腫瘍細胞および CD3, CD4, CD8で標識した免疫細胞を 1細胞毎
に回収、最新の iCell8を用いてシングルセル RNAシークエンスを行った。 
 
R4 年度：前年度に行った BCG 投与群と非投与群の腫瘍細胞および免疫細胞のシングルセル
RNAシークエンスから得られたデータを元にバイオインフォマティクス解析を行った。免疫細
胞では、成熟リンパ球で発現が高く免疫微小環境の形成に関わる Cd52の発現が低下している T
細胞が BCG投与後に誘導される傾向が見られた。腫瘍細胞では Gene Set Enrichment Analysis
において BCG治療後には K-ras シグナル伝達が亢進している細胞が誘導される傾向が見られ、
BCG治療性抵抗がんの新たな治療標的となる可能性が示唆された。 
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