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研究成果の概要（和文）：本研究では「DdX31」遺伝子改変による尿路上皮癌自然発癌モデルで尿路上皮癌の多
段階進展機構におけるDdX31の経時的な変化を確認するために、尿路上皮癌発癌モデルの１つであるBBN飲水によ
る発癌モデルを用いた実験を行い、DdX31発現が経時的に上昇することがわかった。またDdX31のノックアウトマ
ウスをCRISPR-Cas9システムで作成した。野生型とヘテロノックアウトマウスを比較したところ雄、雌とも12週
間の時点で体重変化はなく、各臓器の変化はマクロ・ミクロ共に認めなかった。48週間生存することが確認でき
た。さらにTrp53ミスセンス変異である遺伝子改変マウスを作製した。

研究成果の概要（英文）：In this study, to confirm the temporal changes of DdX31 in the mechanism of 
multi-step progression of urothelial carcinogenesis in a spontaneous carcinogenesis model of 
urothelial carcinogenesis by "DdX31" gene modification, we performed experiments using one of the 
models of carcinogenesis by BBN drinking water, and found that DdX31 expression was increased with 
time DdX31 expression was found to increase over time. DdX31 knockout mice were also generated using
 the CRISPR-Cas9 system. The wild-type and heterozygous knockout mice showed no weight change at 12 
weeks for both males and females, and no changes in either macro or micro organs. 48-week survival 
was confirmed. In addition, a genetically engineered mouse with a Trp53 missense mutation was 
generated.

研究分野：尿路上皮癌　

キーワード： 尿路上皮癌　DDX31　p53　多段階発癌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
CRISPR/Cas9システムによるゲノム編集技術で樹立したDdx31ノックアウトマウスを用いて、Ddx31が尿路上皮癌
多段階進展機構へのメインファクターであるかどうかを理解することが可能となる。尿路樹皮がんにおいてがん
免疫とのDdx31との関連性は未報告である。Ddx31による多段階発癌メカニズムとがん免疫との理解を進めること
は、尿路上皮癌治療の革命となりうる。最終的に副作用が少なく高い治療効果が期待される治療法を検討し,作
製した発癌マウスモデルでの免疫チェックポイント阻害薬による治療効果とDDX31を治療標的とした治療効果を
検討していきたい。

※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 
 
尿路上皮癌は非筋層浸潤性と筋浸潤性に分類され再発率が高く、転移進行例では全身化学療法
や免疫チェックポイント阻害薬による全身治療を行うが多くが治療抵抗性となるのが現状であ
る。悪性度の高い尿路上皮癌の病態解明研究は 2000年以降のマイクロアレイ解析、次世代シー
クエンス解析など網羅的なゲノム解析・遺伝子発現解析技術の進歩によりその遺伝子異常の全
貌が明らかになってきている。特に筋層浸潤性膀胱癌を対象とした癌ゲノムアトラス（TCGA：
The Cancer Genome Atlas）研究ネットワーク解析では TP53変異が約 50%で認め、EGFR増
幅・高発現、FGFR3変異、HER2の増幅・高発現や変異が明らかとなった。膀胱癌の進展の病
態には TP53変異、Receptor of Tyrosine Kinase(RTK)やその下流シグナルの活性化が起きてい
ることは明らかとなった(Nature volume 507, pages 315–322 (20 March 2014) )。研究代表者
はこれまでに徳島大学先端酵素学研究所プロテオゲノム研究領域・ゲノム制御分野の片桐豊雅
教授との共同研究で浸潤性尿路上皮癌を対象とした遺伝子発現解析にて同定された DEAD 
(Asp-Glu-Ala-Asp) box 
polypeptide 31（DDX31）について
研究を執り行っている。浸潤性尿路
上皮癌の初期段階に TP53 変異と
なり、DDX31は変異型 p53と Sp1 
transcription factor（SP1）と複合
体を形成し変異型 p53 Gain of 
function 機構により癌進展をきた
す。さらに DDX31は主に核内に存
在するが、進行した浸潤性膀胱癌細
胞では、核内から細胞質に移行し
て 、 DDX31-nucleolin(NCL) と
EGFR との三者複合体を形成し、
EGFR の安定化および Akt シグナ
ルの活性化を誘導しさらに癌進展
を き た す こ と が わ か っ た 。
(Daizumoto K et al  Cancer Res. 
2018 May 1;78(9):2233-2247.) 
 
２．研究の目的 
尿路上皮癌の多段階進展機構において、TP53 変異の入るタイミングや DDX31 発現上昇する
タイミングが分かっていない。研究代表者は仮説として TP53 変異が先行し変異型 p53 による
Gain of function機構で DDX31の発現上昇し、多段階進展が促進すると考えており証明したい
と考えている。BBN を用いた自然発癌モデルは Basal/Sq タイプの癌を発症することから、右
図のようにDDX31発現はBasal/Sqタイプであることから最適なモデルでありDDX31とTP53
変異の関連性が明確になる可能性が高い。DDX31ノックアウトマウス、ノックインマウスを作
製し、DDX31が尿路上皮癌多段階進展機構へのメインファクターであるかどうかを理解するこ
とが可能となる。 
 
３．研究の方法 
（1） BBN 飲水によるマウス膀胱癌発癌モデルにおける Ddx31 発現について 
 
0.05%の BBN を用いた膀胱癌発癌モデルではヒト
膀胱癌と同様に Trp53 変異がおこり、Carcinoma 
in situ を通じて筋層浸潤性膀胱癌となることが
報告されている(Nature Cell Biology volume 
16, pages 982–991 (2014))。先行文献では右図
の通り正常尿路上皮(Normal)から上皮内癌
(CIS)、筋層浸潤性膀胱癌(MIBC)へと多段階に進
展 す る （ PLoS One. 2016 Nov 
30;11(11):e0167374）。 
本研究では BBN 自然発癌モデルでの膀胱での
DDX31 遺伝子発現変化と TP53 変異における関連
性をタイムラインで検証する。4週から 30 週までの間で、Ddx31 の発現が何週から上昇している
のかを検討する。 
 



 
 
 （2） Ddx31 ノックアウトマウスの作製及び Trp53 ミスセンス変異マウスの作製 
マウスは C57BL/6J を準備し、CRISPR-Cas9 法で Ddx31 ノックアウトマウスを作製した。 
Trp53 R172H 変異マウスを作製についてはゲノム編集技術を活用して、Trp53 遺伝子の 172 番目
のアルギニン残基をヒスチジン残基へと変異させた。 
４．研究成果 
（1）BBN 自然発癌モデルにおける DDX31 発現について 
BBN(0.05%)飲水を 7-8 週齢の C57BL/6J マウスに行い、12-14 週でマウス膀胱に上皮内癌、16
週には肉眼的血尿、18-22 週には筋層浸潤性膀胱癌を認めた。この結果は BBN を用いた膀胱癌発
癌モデルではヒト膀胱癌と同様に TP53 変異がおこり、Carcinoma in situ を通じて筋層浸潤性
膀胱癌となる既報と概ね同様の結果であった。 (Nature Cell Biology volume 16, pages 982–
991 (2014))。 
さらに BBN 飲水開始後、4週後、8週後、12週後、16週後、22週後の膀胱の Ddx31 発現を qPCR
法で確認したところ、下記の通り経時的に上昇することが確認できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) Ddx31 ノックアウトマウスの作製及び TP53 ミスセンス変異マウスの作製 
Ddx31 ノックアウトマウスについての詳細な機能解析はこれまで報告がない。マウスは
C57BL/6J を使用し、Ddx31 遺伝子の機能喪失のために、exon4 を欠損させたゲノム編集マウスを
作成した。受精卵にエレクトロポレーションにより、Cas9 タンパク質、Ddx31 crRNA1、Ddx31 
crRNA2、tracrRNA を導入した。翌日 2細胞へと発生した胚を、偽妊娠マウスの卵管に移植した。
妊娠 19 日目に出産させ、離乳時に耳片からゲノム DNA を抽出し、PCR 法により exon4 の欠失の
有無を確認した。欠失が確認されたマウスを交配させ、次世代にてヘテロマウスを獲得した。
Ddx31 ノックアウトマウスはヘテロで系統維持することが可能であり、野生型とノックアウト
マウスを比較したところ雄、雌とも 12 週間の時点で体重変化はなく、各臓器の変化はマクロ・
ミクロ共に認めなかった。48 週間生存することが確認できた。次に Trp53 R172H 変異マウスを
作製した。ゲノム編集技術を活用して、Trp53 遺伝子の 172 番目のアルギニン残基をヒスチジン
残基へと変異させたマウスを作成した。受精卵にエレクトロポレーションにより、Cas9 タンパ
ク質、Trp53 crRNA1、tracrRNA、Trp53 R172H オリゴ DNA を導入した。翌日 2細胞へと発生した
胚を、偽妊娠マウスの卵管に移植した。妊娠 19 日目に出産させ、離乳時に耳片からゲノム DNA
を抽出し、PCR により標的配列を増幅させ、サンガーシーケンスにより配列情報を取得した。172
番目のアルギニン残基をコードする配列（cgc）がヒスチジン残基（cac）をコードする配列へ欠
失されているかを解析した。点変異が確認されたマウスを交配させ、次世代にてヘテロマウスを
得た。 
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