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研究成果の概要（和文）：膀胱がんにおけるlong non-coding RNA(lncRNA)の臨床的意義を検討し、免疫チェッ
クポイント阻害薬であるペムブロリズマブとの関係を調べた。
新規RNA detection systemであるquantitative in situ hybridization chain reaction(qHCR)を用いて低コス
トにホルマリン固定された切片からlncRNAを同定できることが分かった。合わせてペンブロリズマブ使用症例の
データベースを作成しNLR(好中球リンパ球比)の動態が有用なバイオマーカーであることが判明した。

研究成果の概要（英文）：We investigated the clinical role of long non-coding RNA (lncRNA) in bladder
 cancer and its relationship with pembrolizumab, the immune checkpoint inhibitor. We found that 
lncRNA could be identified from formalin-fixed sections using a novel RNA detection system, 
quantitative in situ hybridization chain reaction (qHCR), which is a low-cost and high-throughput 
method compared to conventional methods. In addition, we built a database of patients treated with 
pembrolizumab and found that early NLR (neutrophil-lymphocyte ratio) kinetics is a useful predictor,
 and early assessment of efficacy could lead to reduced side effects and medical costs.

研究分野：泌尿器科学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膀胱がんにおいてqHCRを用いて5種類のlncRNAの発現を確認することができた。従来のin-situ hybridization法
と比較して低コストでハイスループットに行うことができ、更なる機能解析・臨床応用につながると考えられ
る。また、免疫チェックポイント阻害薬により治療が飛躍的に進歩したが、未だ有用なバイオマーカーは確立し
ていない。NLRに着目することで早期に有効性の判断材料とすることができ、不必要な副作用を減らし、免疫治
療による医療費の大幅な削減につながると考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
膀胱がんは限局していれば予後は良好であるが、膀胱外への伸展やリンパ節転移を認める進行
膀胱がんでは 5 年生存率は 40%程度であり、遠隔転移を有する場合は 6%程度と極めて予後不良
である。進行がんにおける治療成績は M-VAC 療法が開発された過去 30年以降、大きな改善はみ
られなかった。近年、免疫チェックポイント阻害薬の登場により、予後の改善が期待されるが、
未だこれらの薬剤が無効な症例も多くみられる。 
大規模トランスクリプトーム解析によるゲノム～遺伝子発現パターンの理解から、ヒトゲノム
の大部分はタンパク質のアミノ酸一次配列情報をコードしない non-coding RNA で構成されるこ
とが判明した。短鎖である micro RNA はこれまでも研究が進んでいたが、近年になって長鎖であ
る long non-coding RNA (lncRNA)が注目されてきている。 
癌研究においても lncRNA との関連は報告され始めているが、それらは発癌、癌の転移再発、治
療抵抗性との関連を示したものに過ぎず、腫瘍細胞内や腫瘍微小環境での局在や具体的なエピ
ジェネティックな調節機能を明らかにした報告はなかった。 
そこで今回、我々は膀胱がんにおいて lncRNA に着目し、免疫応答との関りを含めた免疫チェッ
クポイント阻害薬との関連や細胞内や腫瘍微小環境での局在といった機能面のみならず、三次
元での位置関係を明らかにすることで、より lncRNA の働きの解明が進むと考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究は膀胱がんにおいて、ハイスループットな新規 RNA detection system である
quantitative in situ hybridization chain reaction (qHCR)を用いて、ヒト膀胱がん組織の
lncRNA 発現を網羅的に同定し、免疫チェックポイント阻害薬との関りを含めた実臨床との関連
を検討することを第一の目的とする。更に革新的な膨張顕微鏡法(expansion microscopy)をqHCR
に適用し、lncRNA の空間分布や細胞内局在を、回折限界を越えるナノスケールで可視化するこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
ペムブロリズマブを使用した 55 例においてデータベースを作成し、RECIST に基づいて測定可能
な病変の 115 か所を経時的にサイズの変化について評価した。CRP や NLR(好中球リンパ球比)に
関してはその動態に着目した。 
文献的に免疫関連細胞や免疫療法との関わりの可能性を指摘されている lncRNA として
HOTAIR,MALAT1,NEAT1,UCA1,GAS5 の 5種類をまず選定し、膀胱がんでペムブロリズマブを使用し
た症例の中で 8例において計 40 検体で lncRNA の発現を検討した。 
更にペムブロリズマブ使用前後での検体がある 8例においては、剖検例を中心に 88 か所に及ぶ
DNA や RNA の抽出を行い、次世代シークエンスで遺伝子変異解析及びトランスクリプトーム解析
を行った。 
 
４．研究成果 
(1)ペムブロリズマブを使用した 55 例のデータベースを作成し、評価病変のサイズ変化のみな
らず、採血データの推移も検討した。CRPや NLRに関してはその動態に着目し、responder, flare-
responder, non-responder の 3 群に分けることができた。臓器ごとのサイズの変化としては、
RECIST に基づく CR/PR/SD の割合は、原発巣 67%、リンパ節 70%、肺 44%、肝臓 40%、腹膜播種 56%
であった。臓器ごとの効きの違いは腫瘍微小環境が関わっていると考えられ、lncRNA が関与し
ている可能性も考えられる。CRP や NLR、それぞれの kinetics との関連を検討し、特にリンパ節
に対する効きに関して NLR kinetics が有用なバイオマーカーであった(図 1)(p=0.005)。 

 
図 1:NLR kinetics3 群でのリンパ節のサイズの変化 
 
 



NLR kinetics は全生存率とも関わっており(図 2)(p=0.017)、更に多変量解析で PS や肝転移と
共に独立した因子であることが判明した(p=0.007)。NLR kinetics に着目することで、早期に有
効性を評価することができ、薬剤の継続の判断材料とすることができると考えられる。不必要な
副作用を減らし、免疫治療による医療費の大幅な削減につながると思われる。 

 
図 2:NLR kinetics3 群での全生存率のカプランマイヤー曲線 
 
(2)膀胱がんの 40検体において qHCR を用いて実際に 5種類の lncRNA (HOTAIR,MALAT1,NEAT1, 
UCA1,GAS5)を同定できることをホルマリン固定された切片から確認した(図 3)。低コストでハイ
スループットな手法であり、膀胱がんでも有用であることが分かった。この手法を用いることで
さらに多数の lncRNA について発現を確認し、膨張顕微鏡法と組み合わせることで、lncRNA の可
視化をナノスケールまで展開し、空間分布や細胞内局在をあきらかにしていく。また、(1)のデ
ータベースと組み合わせることでバイオマーカーとしての有用性を評価していく。 

 
図 3:NEAT1 の発現を確認 

 

(3)ペムブロリズマブ使用前後での検体がある 8 例においては、剖検例を中心に 88 か所に及ぶ
DNA や RNA の抽出を行い、次世代シークエンスで遺伝子変異解析及びトランスクリプトーム解析
を行っている。免疫チェックポイント阻害薬の使用前後を比較することで治療による修飾の影
響や、治療での効きの違いを比較することができると考えられる。 
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