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研究成果の概要（和文）：浸潤性膀胱癌において炭酸脱水酵素２(CA2)の発現増加が明らかになった。BBN誘発マウス膀
胱癌モデルを用いて、CA 阻害薬であるAcetazolamide (Ace)の浸潤抑制効果について検討した結果、BBN単独群と比較
して膀胱癌の発生頻度はBBN→Ace+Cisplatin (Cis)群で有意に低下した。また、BBN単独群と比較してBBN→Ace群及びB
BN→Ace+Cis群では、筋層浸潤性膀胱癌の発生頻度及び数が有意に抑制された。以上より、Aceと従来の抗癌剤であるCi
sを併用することにより膀胱癌の浸潤抑制効果が認められた。Aceがヒト浸潤性膀胱癌において臨床応用できる可能性が
示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have demonstrated that that carbonic anhydrase 2 (CA2) is an 
invasion-associated factor in urothelial carcinoma (UC). The purpose to the present study is to examine 
the inhibitory effects of CA inhibitor Acetazolamide (Ace) on the N-butyl-N-(hydroxybutyl)nitrosameine 
(BBN)-induced mouse urinary bladder carcinogenesis. We found that concurrent treatment with Ace and 
Cisplatin (Cis) significantly inhibited the development of BBN-induced UC. Moreover, muscle invasive UC 
were significantly decreased by the Ace alone and concurrent treatment with Ace and Cis. These findings 
indicate that CA could serve as a potential therapeutic molecular target for bladder cancers and suggest 
that CA inhibitors are useful for prevention of UC invasion.

研究分野：実験病理学

キーワード： 膀胱癌　炭酸脱水酵素２阻害薬
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１．研究開始当初の背景 
 膀胱癌は、非浸潤性膀胱癌と浸潤性膀胱癌
に分類され、非浸潤性膀胱癌については、再
発、進行が問題となっているが、浸潤性膀胱
癌についてはリンパ節転移、遠隔転移による
予後不良が問題となっている。しかしながら、
浸潤、進行のメカニズムはいまだはっきりと
は解明されておらず、治療についても従来の
抗癌剤による化学療法が主であり、新規治療
法は開発されていない。 
 ヒト膀胱癌では約 20%に H-ras の変異を認
め、H-ras の過剰発現は表在性膀胱癌から浸
潤性膀胱癌への関与が指摘されている。これ
までに我々はヒトプロト型 c-Ha-ras トラン
スジェニックラット (Hras128) を使用して、
ラット浸潤性膀胱癌モデルを作成した。この
動物モデルにより得られた浸潤性膀胱癌の
プロテオーム解析により炭酸脱水酵素 2 
(carbonic anhydrase 2: CA2) の発現の増加
を認めた。また、ヒト膀胱癌における CA2 の
発現頻度は深達度が進むにつれて上昇して
いた。さらに、経尿道的膀胱腫瘍切除術後
follow up することができた pTa および pT1
症例について予後解析を行った結果、CA2 陰
性膀胱癌に比較して、CA2 陽性膀胱癌の
upstaging の頻度は、有意に高いことが示さ
れた。以上より、浸潤性膀胱癌において高発
現しており、CA2 は膀胱癌の新規浸潤関連因
子である可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
 これまでの我々の研究により、浸潤性膀胱
癌において CA2 の発現の増加を認めており、
新規浸潤関連因子である可能性が示唆され
ている。CA2 の膀胱癌の予後予測因子として
の有用性を明らかにするとともに、CA 
inhibitor (Acetazolamide, Ace) の膀胱癌
に対する浸潤抑制効果を検討することを目
的とする。さらに、CA2 の膀胱癌浸潤におけ
る役割を明らかにし、CA2 をターゲットとし
た治療への応用を検討する。 
 
３．研究の方法 
実験1. 0.025 % N-butyl-N-(4-hydroxybutyl) 
nitrosamine (BBN) を 6 週齢 C57BL-6J マウ
ス 120 匹に 10 週間飲水投与した。その後、
Acetazolamide (Ace)、Cisplatin (Cis)を用
いて、BBN 単独群、BBN→Cis 群、BBN→Ace 群、
BBN→Ace+Cis 群の各群 25 匹ずつ 4 群、Ace
単独群、コントロール群の各群 10 匹ずつ 2
群に分け、計 6 群 120 匹に対して、12 週間、
Ace を強制胃投与、Cis を腹腔内投与した。
BBN 投与開始から 22 週間後に解剖を施行し、
膀胱癌の発生頻度、浸潤度について比較した。 
 
実験 2. 0.05 % BBN を 6 週齢 C57BL-6J マウ
ス 120 匹に 10 週間飲水投与した。その後、
BBN 単独群、BBN→Cis 群、BBN→Ace 群、BBN
→Ace+Cis 群の各群 30 匹ずつ 4群に分け、12
週間、Ace を強制胃投与、Cis を腹腔内投与

した。BBN 投与開始から 22 週間後に解剖を施
行し、膀胱重量の測定、膀胱癌の発生頻度、
浸潤度について比較した。 
 
４．研究成果 
実験 1. 0.025% BBN 誘発マウス膀胱癌モデル
における Acetazolamide の予防効果の検討 
膀胱癌の発生頻度は BBN 単独群: 8/25 例 
(32%)、BBN→Cis 群: 4/25 例 (16%)、BBN→
Ace 群: 2/25 例 (8%)、BBN→Ace+Cis 群: 1/25
例 (4%) であり、BBN→Ace+Cis 群、BBN→Ace
群では BBN単独群に対して有意な発生頻度の
低下を認めた。その他の投与群と単独群間で
は膀胱癌の発生頻度共に有意な差は認めな
かった (表 1)。Ace 単独群、コントロール群
における膀胱上皮の組織学的変化は認めな
かった。また、pT2 以上の筋層浸潤性膀胱癌
については BBN 単独群: 1/25 例 (4%)、BBN
→Cis 群: 2/25 例 (4%)、BBN→Ace 群: 1/25
例 (4%)、BBN→Ace+Cis 群: 0/25 例 (0%) で
あり、BBN 単独群においても、筋層浸潤性膀
胱癌の発生数は少なく、Ace による浸潤抑制
効果の検討は困難であった。原因としては、
BBN が 0.025%であり、浸潤を誘発させるため
には initiation が弱かったことが考えられ
たため、0.05%へと BBN 濃度を上げ、再度同
様の検討を行った。 
 
表１ 膀胱癌の発生頻度（実験１） 

 
実験 2. 0.05% BBN 誘発マウス膀胱癌モデル
における Acetazolamide の予防効果の検討 
 前回 0.05% BBN へと濃度を上昇させ、検討
を施行した。解剖時における膀胱マクロ所見
は図の通りとなっている(図 1)。 
 膀胱癌の発生頻度は BBN 単独群: 16/30 例 
(53.3%)、BBN→Cis 群: 11/30 例 (36.7%)、
BBN→Ace 群: 14/30 例 (46.7%)、BBN→
Ace+Cis 群: 3/30 例 (10%) であり、BBN→
Ace+Cis 群において、BBN 単独群に対して有
意な発生頻度の低下を認めた。その他の投与
群と単独群間では膀胱癌の発生頻度共に有
意な差は認めなかった(表 2)。また、pT2 以
上の筋層浸潤性膀胱癌については BBN 単独
群: 10/30 例 (33.3%)、BBN→Cis 群: 7/30 例 
(23.3%)、BBN→Ace 群: 2/30 例 (6.7%)、BBN
→Ace+Cis 群: 1/30 例 (3.3%) であり、BBN
→Ace群及びBBN→Ace+Cis群ではBBN単独群
と比較して、有意に浸潤が抑制されていた。 



図１ 解剖時における膀胱マクロ所見(実験 2) 
 

しかし、BBN→Ace 群において pT1 の腫瘍が
9/30 例  (30%) であり、今回は BBN の
initiationが強すぎたことによりAceで浸潤
を抑制しきれなかった可能性がある。さらに、
腫瘍径 (t) を t≦1mm、1mm＜t≦3mm、3mm＜t
と分類し、各群腫瘍の発生数を検討したとこ
ろ、t＞3mm では、BBN 単独群: 14/30 例 
(46.7%)、BBN→Cis 群:4/30 例 (13.3%)、BBN
→Ace群: 4/30 例 (13.3%)、BBN→Ace+Cis 群: 
1/30 例 (3.3%)であり、BBN→Cis 群、BBN→
Ace群及びBBN→Ace+Cis群ではBBN単独群に
比べて、腫瘍サイズは有意に減少した(図１)。 
 
表 2 膀胱癌の発生頻度（実験 2） 

 
 以 上 の結果より、 Acetazolamide と
Cisplatin を併用することにより、腫瘍の発
生、浸潤抑制効果を認めた。Acetazolamide
の単独投与では、腫瘍の発生に関しては BBN
単独群と比べて有意差を認めなかったが、浸
潤抑制においては有意差を認め、浸潤初期か
ら CA2 が関連している可能性が示唆された。
今後、CA2、CA9、Ki67、EMT 関連因子、HIF-1
の免疫染色を行い、膀胱癌における局在、そ
れぞれとの関連性について明らかにしてい
く必要はあるが、Acetazolamide がヒト浸潤
性膀胱癌において臨床応用できる可能性が
示唆された。 
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