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研究成果の概要（和文）：　本研究では，転移性尿路上皮癌の予後不良因子として腫瘍血管のトランスポーター
の関与を探ることとした。ヒト尿路上皮癌組織を用いてトランスポーターの一つであるP-glycoprotein（P-gp）
の発現を免疫染色により解析した。抗癌剤治療により腫瘍血管のP-gp発現が上昇し、腫瘍血管のP-gp発現高値が
予後不良因子となることが見いだされた。抗癌剤が腫瘍血管のP-gp発現をあげるメカニズムとして、抗癌剤によ
り腫瘍細胞より誘導されたIL-8が関与していることが証明された。さらに、膀胱癌ゼノグラフトモデルを用いた
治療実験で、P-gp阻害により抗腫瘍効果、血管新生阻害効果、転移抑制効果が増強された。

研究成果の概要（英文）： P-glycoprotein (P-gp), ATP binding cassette transporter, causes drug 
resistance. We have reported that tumor endothelial cells (TECs) are resistant to paclitaxel (PTX) 
with P-gp upregulation. PTX is often selected in salvage chemotherapy for urothelial carcinoma (UC),
 however its outcomes are limited. We hypothesized that TEC P-gp is the cause of this situation. We 
demonstrated that the number of P-gp positive TECs increased after chemotherapy in UC. High P-gp 
expression in TECs was correlated with poor prognosis in patients with UC.
 As the mechanism, chemotherapy elevated P-gp expression in ECs via increasing tumor IL-8 secretion.
 When the P-gp inhibitor was combined with PTX, tumor growth and metastasis were more reduced with 
anti-angiogenic effect compared to PTX alone. It was suggested that chemotherapy causes inflammatory
 changes in tumors, which induce P-gp expression in TECs and cause drug resistance. Targeting P-gp 
in TECs can be a novel strategy to overcome drug resistance.

研究分野：①腎癌、尿路上皮癌、前立腺癌を含む泌尿器腫瘍　 ②抗がん剤体積機構の検討
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研究成果の学術的意義や社会的意義
  抗癌剤により腫瘍細胞の性質変化がおこることはよく知られているが、腫瘍間質細胞の一つである腫瘍血管内
皮細胞も性質変化を起こしていることは新たな発見である。その性質変化の一つである腫瘍血管内皮細胞の薬剤
トランスポーター発現上昇が尿路上皮癌の予後不良因子であることがわかり、薬剤耐性克服の治療戦略として腫
瘍血管内皮細胞の薬剤トランスポーターを標的とする必要があることが証明された。
  さらに薬剤トランスポーターの発現が上昇するメカニズムとして腫瘍細胞由来のIL-8が関与していることがわ
かった。本研究は薬剤耐性克服のために標的とすべき分子が同定され、新たな治療法開発につながる研究であ
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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 尿路上皮癌の全身治療はシスプラチンなどの白金製剤を中心とした抗癌剤投与が行われて
いるが，10 年以上治療効果を改善する新たな治療戦略は普及しておらず，依然として転移性尿
路上皮癌の予後は不良である．その大きな原因の一つは癌の薬剤耐性獲得である．現在，尿路上
皮癌における抗癌剤の耐性獲得メカニズムを探るために膀胱癌細胞株を使用した研究の報告が
散見される．一方，原発巣のがん微小環境においては，癌細胞と間質細胞の相互作用，癌の転移
段階における間質細胞の役割について研究が進み，間質細胞も癌の薬剤抵抗性や癌転移のステ
ップに重要な役割を担っていることが明らかとなってきている． 
 
(2) 癌間質細胞の一つに腫瘍血管を構成する腫瘍血管内皮細胞（Tumor Endothelial Cell: TEC）
がある．癌の進展や転移に腫瘍血管が重要な役割を担っていることが知られており，腫瘍血管内
皮細胞が様々な異常性をもつことがわれわれをはじめとした複数のグループの研究成果により
明らかとなってきた.その一つとして，TEC は ABC トランスポーターのひとつ，P-glycoprotein 
(P-gp) の発現を亢進し，抗癌剤パクリタキセルへの耐性を獲得していることを見出している（文
献①）．さらにメラノーマ移植腫瘍モデルを用いた in vivo 実験で，腫瘍血管の P-gp を阻害す
ることにより血管新生阻害作用をもたらしパクリタキセルの治療効果を増強させ，有意に腫瘍
を縮小させることを報告している(文献②)．そこで尿路上皮癌において腫瘍血管の P-gp を標的
とすることで進行性尿路上皮癌の耐性克服が可能となるのではないかと考え，本研究を計画す
るに至った． 
 
２．研究の目的 
本研究では，転移性尿路上皮癌の予後不良の原因となる薬剤耐性における腫瘍血管のトラン
スポーターの関与を探ることとした．具体的には，尿路上皮癌における腫瘍血管の薬剤耐性関連
トランスポーターの発現解析と，そのトランスポーター阻害により尿路上皮癌の抗癌剤感受性
を高めることが可能かどうかを検討し，尿路上皮癌の薬剤耐性を克服する新たな戦略をたてる
ための基盤研究を行うことを目的とした． 
 
３．研究の方法 
(1) 免疫組織染色および解析方法：ヒト尿路上皮癌ホルマリン固定パラフィン包埋ブロックよ
り切片を薄切し，CD31，P-gp および IL-8 染色を Morphotechnology 株式会社 (Sapporo，Japan) 
にて施行した．腫瘍細胞における P-gp，IL-8 発現は腫瘍組織内における染色強度 (negative，
weak，moderate，strong) とその染色強度の占有率を計算し，H score 法 (H score = 1 x weak 
area + 2 x moderate area + 3 x strong area) により算定した．腫瘍血管内皮の P-gp 発現
は，連続切片で CD31 染色，P-gp 染色を行って評価した．具体的には，低倍率視野 (x100) にて
CD31 で染色される血管密度が高い領域をランダムに 5 ヶ所選択し，各視野において，全体の血
管数における P-gp 陽性血管の割合をカウントし，その 5 ヶ所の平均を P-gp 陽性率とした．マ
ウス腫瘍組織の血管における P-gp 発現または cleaved caspase 3 発現を抗 CD31 抗体と抗 P-gp
抗体または抗 cleaved caspase 3 抗体による蛍光二重免疫染色により解析した．血管における
P-gp 発現は，高倍率 (x600)視野内で，CD31 と共局在する P-gp 陽性血管内皮細胞数をカウント
し，割合を算出した．cleaved caspase 3 発現は，低倍率 (x100) にて観察した視野内で，NIH 
Image J software (Bethesda，MD)を用いて CD31 陽性範囲を計算し，その中で CD31 と cleaved 
caspase 3 が共局在する範囲の割合を計算した．肺転移巣は抗サイトケラチン抗体により腫瘍細
胞を同定し転移巣の個数をカウントして解析した． 
(2) in vitro, in vivo assay：HMVEC (ヒト皮膚毛細血管内皮細胞) UMUC3（ヒト膀胱癌由来
細胞株）を用いた．CRISPR-Cas9 法により IL-8 ノックアウト UMUC3 を作成した．細胞の mRNA 発
現は Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)法で解析した．種々のサイ
トカイン mRNA 発現を PCR アレイキット (Qiagen，RT² Profiler™ PCR Array Human Cytokines 
& Chemokines PAHS-150Z)で解析した． 
In vivo 実験は 6週齢の雌性ヌードマウス Balb (nu/nu)を用いた．4x106の UMUC3 を皮下移植
し，腫瘍移植 10-11 日後に抗癌剤処理を開始した．ゲムシタビンを 60mg/kg の量で腹腔内投与
し，その 24 時間後にシスプラチンを 6mg/kg の量で腹腔内投与した． パクリタキセル，ベラパ
ミルの二次治療としての投与は，一次治療のゲムシタビン，シスプラチン投与を 3コース行い，
最終のシスプラチン投与後5日後に開始した．パクリタキセルは1.3mg/kg，ベラパミルは20mg/kg
で連日腹腔内投与した． 
 (3) 統計解析：臨床症例における化学療法前後の群間比較はウィルコクソンの符号順位検定を
使用した．相関解析はスピアマンの順位相関分析を用いた．カプラン-マイヤー法により生存率
曲線を作成してログランク検定により生存率曲線の差を検定した．1 次化学療法後の P-gp 陽性
腫瘍血管内皮細胞の割合により 2群に分けた．カットオフ値の設定は，それぞれのカットオフ値
における p value を算出し，最も p value が最小となる 7%とした．P-gp 陽性腫瘍血管内皮細胞
の割合が高い群 (7%以上) を P-gp high group，低い群 (7%未満) を P-gp low group とした．
in vitro，in vivo の実験結果について，2群間の統計解析にはウィルコクソンの順位和検定，
Unpaired-Student's t test を使用した．多群間の解析には Kruskal-Wallis test により有意差
を認めた場合に，ペア毎の比較をウィルコクソンの順位和検定により行った．P<0.05 を有意差



ありと判定した．統計解析は JMP version 13 (SAS Institute，Tokyo，Japan)を使用した． 
 
４．研究成果 
(1) 抗癌剤治療による尿路上皮癌組織内の P-gp 発現変化を免疫組織化学法により解析した. 腫
瘍細胞における P-gp 染色スコアは，1 次化学療法前後で増加する症例，減少した症例など様々
であり，全症例における定量解析の結果，1 次化学療法前後で腫瘍細胞の P-gp 発現レベルには
有意な差は認められなかった (図 1A)．一方，腫瘍血管内皮細胞における P-gp 染色に関しては，
１次化学療法前ではほぼ全例陰性であったが，治療後に陽性となった症例が認められた (図 1B)． 
定量解析により，P-gp陽性腫瘍血管内皮細胞の割合は1次化学療法後に有意に増加していた (図
1C)．これらの結果により，化学療法により腫瘍血管内皮細胞における P-gp 発現が誘導される可
能性が示唆された． 

 

(2) 腫瘍血管内皮細胞の P-gp 発現亢進メカニズムとし
て，抗癌剤による腫瘍細胞の形質変化の関与について検
討することにした．ゲムシタビンまたはシスプラチン処
理後の UMUC3 の培養上清を HMVEC に処理したところ，ど
ちらの抗癌剤処理後の培養上清によっても HMVEC の
MDR1 mRNA 発現レベルが上昇した (図 2)． 

 

この結果より，抗癌剤により変化する UMUC3 由来の液
性因子が血管内皮細胞の MDR1 発現亢進に関与すること
が示唆された．これまで，いくつかのサイトカインが P-
gp 発現を誘導することが報告されている．そこで，ゲム
シタビンまたはシスプラチン処理による UMUC3 における
サイトカインの発現量の変化を PCR array により解析し
た．どちらの抗癌剤処理によっても発現が上昇する遺伝
子として，IL-8 が選出された (図 3)． 

 

 (3) 次に，血管内皮細胞への IL-8 の影響を解析した．リコンビナント IL-8 処理により HMVEC
における MDR1 mRNA 発現レベルが上昇した (図 4)．一方，IL-8 中和抗体の添加により，抗癌剤
処理後 UMUC3 培養上清による血管内皮細胞の MDR1 mRNA 発現レベルは低下した (図 5A，B)．こ
れらの結果から，抗癌剤による腫瘍細胞の IL-8 分泌増加が血管内皮細胞の MDR1 発現亢進のメ
カニズムのひとつであることが示唆された． 

 
(4) 次に，前述の in vitro の実験結果が in vivo においても当てはまるかどうか検討した．
UMUC3 担癌マウスにゲムシタビン，シスプラチンを投与し，抗癌剤投与後の UMUC3 腫瘍から腫瘍
血管内皮細胞を分離した．分離された腫瘍血管内皮細胞の MDR1 mRNA 発現レベルは，コントロー
ル腫瘍内の腫瘍血管内皮細胞に比べ上昇していた (図 6A)．また，P-gp 免疫染色によってもコン
トロール腫瘍内と比較して，抗癌剤投与後の腫瘍において，P-gp 陽性の腫瘍血管内皮細胞が増
加していた (図 6B)．これらは，ヒト尿路上皮癌の抗癌剤治療前後の腫瘍血管の変化を裏付ける



結果であると考えられた． 

 

(5) 次に，腫瘍細胞由来の IL-8 が腫瘍血管内皮の MDR1/P-gp
発現に与える影響を解析した．IL-8 をノックアウトした
UMUC3 を皮下移植し，抗癌剤投与を行ったのち腫瘍組織にお
ける P-gp 免疫染色を行った．コントロールの UMUC3 腫瘍と比
較し，IL-8 ノックアウト UMUC3 腫瘍において，P-gp 陽性腫瘍
血管が減少していていた (図 7)．これらの結果より，抗癌剤
による腫瘍細胞の IL-8 分泌促進を介して腫瘍血管内皮細胞
の P-GP 発現が亢進することが示唆された． 

 

 

(6) これまでの結果より，腫瘍細胞の IL-8 が腫瘍血管
内皮細胞の P-gp 発現に関与していることが示唆された
ため，尿路上皮癌臨床検体を用いて免疫染色により IL-
8 発現を解析し，腫瘍血管内皮細胞の ABCB1 発現との関
連を検証した．１次化学療法後の腫瘍血管内皮細胞の
ABCB1 陽性率により，ABCB1 が高い群 (ABCB1 high 
group)，低い群 (ABCB1 low group) の 2群に分けて解
析した．ABCB1 high group では ABCB1 low group に比
べ，1 次化学療法前から IL-8 発現が高く，さらに化学
療法後に IL-8 発現が上昇する症例がより多かった (図
8)． 

 

 

次に，ヒト尿路上皮癌組織の腫瘍血管 P-gp 陽性率と全
生存率の関係を解析したところ，P-GP high group は low 
group と比較して，全生存期間が有意に短かった (図 9)．
これらの結果から，尿路上皮癌症例において，抗癌剤によ
り誘導された腫瘍血管内皮細胞の P-gp 発現が，薬剤耐性，
予後不良の原因となる可能性が示された． 

 

(7) 尿路上皮癌において 1 次化学療法による腫瘍血管内皮細胞の P-gp 発現亢進が，2 次化学療
法に対する耐性の原因となっているのであれば，P-GP 阻害剤併用により 2 次化学療法の治療効
果改善につながる可能性が高いと考えられる．マウス尿路上皮癌モデルを用いて，腫瘍血管の P-
GP 阻害がパクリタキセル治療効果に及ぼす影響を解析した．Luc2 導入 UMUC3 を移植した担癌マ
ウスに，臨床の治療方法と同様に 1次治療としてゲムシタビン，シスプラチンを投与した．その
後の 2 次治療としてはパクリタキセルを用い，そこに P-GP 阻害剤ベラパミルの併用の有･無な
らびにコントロール（Vehicle のみ）の 3群に分けて解析した．パクリタキセルとベラパミルの
併用群において，パクリタキセル単独群に比較して 1 次治療終了後からの腫瘍の増大率が減少
していた(図 10A)．また，cleaved caspase 3 染色により，パクリタキセルとベラパミルの併用
群において腫瘍血管内皮細胞のアポトーシスが増加していることがわかった(図 10B)．さらに，
肺組織の組織学的解析により肺転移の減少が示された(図 10C)．これらの結果より，ゲムシタビ
ン・シスプラチン 1 次治療後のパクリタキセル 2 次治療において，P-GP 阻害剤の併用は血管新
生阻害効果ならびに抗腫瘍効果をもたらすことが示唆された．以上のことから，ヒト尿路上皮癌
の臨床においても 2次化学療法のパクリタキセルに P-GP 阻害剤の併用が有用であることが示唆
された． 



 
(8) 本研究では癌が薬剤耐性を獲得する一つのメカニズムとして，抗癌剤により引き起こされ
た腫瘍血管内細胞の異常性 (P-gp 発現) が関わることが証明された．これまで，癌の薬剤耐性
は腫瘍細胞の性質に着目した研究がほとんどであり，薬剤トランスポーターの解析も腫瘍細胞
に着目しているものばかりであった．癌の薬剤耐性克服には腫瘍細胞のみならず，腫瘍血管内皮
細胞の異常性を考慮する必要があると考えられる． 
腫瘍血管内皮細胞の異常性獲得を防ぎ，正常化をはかることは癌治療において重要な治療戦
略の一つと考えられている．抗癌剤により誘導された腫瘍細胞由来の IL-8 が，腫瘍血管内皮細
胞の異常性獲得の一つのメカニズムであり，それを防ぐ戦略が展開されると期待される．また，
癌の薬剤耐性克服にむけた治療戦略としては，異常性を獲得した腫瘍血管もターゲットにした
治療が必要と考えられる．その異常性の一つである P-gp を標的とするために，有用な阻害剤の
開発や効果的な投与法についても研究が進むものと思われる． 
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