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研究成果の概要（和文）：平坦状尿路上皮病変（異型尿路上皮、異形成、上皮内癌）について、免疫組織染色に
よる細胞極性因子の解析、NGSによる網羅的遺伝子解析、AIを応用した新しい病理形態解析を行った。その結
果、上皮内癌ではMTOC関連因子(γ-tubulinやMAP7)の発現異常を認めた。NGS解析は、上皮内癌のみらず、異型
尿路上皮や異形成においても、様々な遺伝子異常を検出した。まら、新たに開発した「Pathological-criteria 
based deep learning」を用いて、平坦状尿路上皮病変の客観的組織評価と遺伝子異常と関連させて行うことが
可能となった。

研究成果の概要（英文）：We analyzed flat urothelial lesions including atypical urothelium (AU), 
dysplasia (DP), and urothelial carcinoma in situ (CIS) by immunohistochemical analysis for cell 
polarity factors, comprehensive genetic analysis using NGS, and novel AI-based histomorphological 
analysis. As results, abnormal expression of MTOC-related factors (γ-tubulin and MAP7) were 
detected in CIS. NGS analysis detected various gene abnormalities not only in CIS but also in AU and
 DP. In addition, the newly developed "pathological-criteria based deep learning" method was useful 
for correlated analysis with genetic abnormalities and objective histological evaluation of 
flattened urothelial lesions.

研究分野：病理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
尿路上皮癌は、泌尿器領域では最も頻度の高い悪性腫瘍で、多発や再発を特徴とする。5年生存率は、早期癌で
あれば90％以上であるが、進行癌では20-50％と予後の悪い腫瘍である。尿路上皮癌の予後向上には、早期に尿
路上皮癌を捉えること、すなわちその病理学的特徴を把握することがが重要である。本研究では、発癌の前駆段
階の尿路上皮や早期の尿路上皮癌を対象に、病理組織形態異常や遺伝子異常について、核極性因子解析や網羅的
遺伝子解析およびAIを使った形態解析を行った研究である。研究の結果、発癌の前駆段階の尿路上皮において
も、形態異常と関連して、様々な核極性因子や遺伝子の異常が発生していることが明らかになった。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
尿路上皮癌の特徴の１つとして、異所性および異時性の多発がある。すなわち、尿路上皮癌は
膀胱あるいは腎盂尿管の異なった部位に複数の腫瘍が発生したり、再発を来したりすることが
多い。このことは、尿路上皮癌の周囲粘膜に尿路上皮癌の前駆病変が高頻度に存在することを示
唆する。尿路上皮の前駆病変として、尿路上皮過形成や異形成の存在が報告されているが、その
病理形態的特徴や分子病理学的機構はほとんど明らかにされていない。 
一方、我々は、培養細胞やヒト腫瘍組織を使った解析から、悪性腫瘍における構造異型や細胞
異型の形成に関わる分子病理学的機構を明らかにしてきた。具体的には、①癌細胞に特有の核の
切れ込み（核溝）の形成にMTOCが関与していること（Virchows Arch. 2009）、②大型核や強
い核型不整は染色体不安定性とともに起こること (Am J Clin Pathol 2010, ACHC. 2012)、③
癌細胞のクロマチン分布の異常には chromosome territory が関与していること (Thyroid 
2007)、④間期細胞内の MTOC の位置が、正常腺管や高分化型腺癌においては管腔側の一定位
置に存在しているのに対して、低分化型腺癌においては細胞内に無秩序に分布していること
(Virchows Arch. 2015)、⑤高異型度型尿路上皮癌の核異型形成にはMTOCや染色体不安定性が
中心的役割を果たしていること（文科省科研費（16K08653）2015-2018年）、などを報告してき
た。さらにはこれらを解析するための新しい手法を開発してきた（PLoS One. 2016, Acta 
Histochem Cytochem. 2017）。 
 以上の尿路上皮癌の特徴と我々の過去の研究成果を基に、ヒト膀胱尿路上皮癌の初期発生に
おける遺伝子異常や細胞異型の形成の分子機構を明らかにすることによって、尿路上皮癌の初
期病変の臨床病理学的特徴を明らかにすることを目的とした。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、尿路上皮癌の周囲粘膜における“癌とは判断できない程度の軽度異型を示す
平坦状尿路上皮”、すなわち反応性異型、異型尿路上皮や異形成を解析の対象とし、我々が過去
の研究で明らかにしてきた悪性腫瘍における構造異型や細胞異型の形成に関わる MTOC 
(microtubule organizing center)を中心とした分子病理学的機構を基に、膀胱尿路上皮癌の初期
発生における遺伝子異常や細胞異型の形成の分子機構を解析する。さらに分子病理学的機構や
遺伝子異常を元に、尿路上皮癌の初期病変の病理組織学的診断基準を定義し、臨床病理学的特徴
を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 材料：  
生検材料・TUR 材料より得られた平坦状尿路上皮病変（反応性異型、異型尿路上皮、異形成、
上皮内癌）の約 100 症例を対象とした。コントロールとして、正常尿路上皮、非浸潤性乳頭状尿
路上皮癌、浸潤性尿路上皮癌の約 200 症例を用いた。診断基準は、現行の WHO 分類に従った。 
 
(2) 方法： 
① 細胞異型や核極性を規定する組織構造因子の解析； 
我々が明らかにしてきた細胞異型形成に関わる MTOC(microtubule organizing center)および
その関連因子の異常を前駆病変や上皮内癌、非浸潤性乳頭状尿路上皮癌および浸潤性尿路上皮
癌において解析した。すなわち、免疫組織染色により MTOC 関連因子であるγ-tubulin および
MAP7 の発現異常（数的および細胞内位置の異常）を解析した。 
② 網羅的遺伝子解析； 
前駆病変や上皮内癌に対して、早期の尿路上皮癌において検出されることが多い 17 個の遺伝
子群（ARID1A, CDKN2A-AS1, CREBBP, EGFR, EP300, ERBB2, ERBB3, ERCC2, FGFR3, HRAS, KDM6A, 
KRAS, NRAS, PIK3CA, RB1, TERT promoter, TP53）の点変異や欠失等の遺伝子異常について NGS 
(Next-Generation Sequencing)を用いて解析した。 
③ 点突然変異の in situ での視覚化手法の開発； 
in situ clamp RCA (rolling circle amplification)法の開発や BaseScope 法の応用により、
点突然変異を in situ で視覚化する手法の開発を行った。 
④ Multiple immuno-ISH stain with WSI による p16 遺伝子の解析； 
p16 蛋白および MTAP 蛋白の免疫組織染色と CDKN2A 遺伝子の ISH 染色を同時に行う Multiple 
immuno-ISH stain with WSI を用いて、尿路上皮癌における p16 および MTAP の発現と CDKN2A 遺
伝子欠失の相互関係を解析した。 
⑤ 人工知能(artificial intelligence: AI) 
人工知能を利用した定量的画像解析を行うために、新たな手法「Pathological-criteria based 
deep learning」を開発し、平坦状尿路上皮病変の客観的形態解析を行った。 



⑥ ヒト膀胱尿路上皮癌の前駆病変の臨床病理学的解析； 
 上記の組織形成因子解析や網羅的遺伝子解析に人工的知能解析の結果と合わせて、尿路上皮
癌に進展する可能性の高い尿路上皮癌前駆病変を抽出するための病理組織学的診断基準の確立
を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞異型や核極性を規定する組織構造因子の解析； 
γ-tubulin の数的および局在的異常が尿路上皮癌の高異型度化に関与していることを明らか
にした（Virchows Arch. 478: 327-334, 2021）。具体的には低異型度病変ではγ-tubulin は核
と上皮表面の間に位置するのに対して、高異型度病変ではγ-tubulin は核の側方や基底膜側に
位置する細胞が増加した。さらに、γ-tubulin 関連の蛋白である MAP7 の発現は、非浸潤病変で
は核と上皮表面の間で核に被さるように発現するのに対して、浸潤癌、特に筋層浸潤癌では発現
の局在が不明瞭化したり発現が減弱化したりしていた。よって、γ-tubulin や MAP７を含む MTOC
関連因子は、核極性の乱れに示される高異型度化および癌浸潤と関連していることが示された
（英文誌に投稿準備中）。 
 
(2) 網羅的遺伝子解析； 
NGS を用いた正常尿路上皮および平坦状尿路上皮内病変に対する網羅的遺伝子解析では、上皮
内癌のみならず、反応性異型、異型尿路上皮、異形成においても、様々な遺伝子異常が発生して
いることが示された。遺伝子異常が高頻度に認められた遺伝子としては、TERT promoter (70%), 
TP53 (19%), FGFR3 (13%), PIK3CA (12%), ARID1A (9%), ERBB2 (9%)および KRAS (9%)が検出さ
れた。また、4つの chromatin-modifying genes (CMG；ARID1A, KDM6A, EP300, CREBBP) のいず
れかの異常も高頻度に検出された。特に、TERT promoter 遺伝子異常は、正常尿路上皮で約 30％
の症例に、反応性異型、異型尿路上皮、異形成および上皮内癌では、それぞれ約 60-80％に検出
された。また、驚くべきことに、正常尿路上皮においても遺伝子異常は少なくなく、TERT promoter
以外の遺伝子では、PIK3CA, FGFR3, RB1 の異常が高頻度(約 30％)に認められた。尿路上皮病変
が存在するその背景の正常粘膜では、病変を伴わない正常粘膜に比較して、TERT promoter の遺
伝子異常が低頻度であり、CMG 遺伝子異常が高頻度に認められた。反応性異型においては、TERT 
promoter の異常は高頻度に認められるものの、それ以外の遺伝子異常はほとんど認められなか
った。異型尿路上皮では、TERT promoter, TP53, FGFR3, ARIDA1A, KDM6A 遺伝子の異常が高頻
度(約 10-20%)に認めらた。異形成では、TERT promoter, FGFR3, PIK3CA, TP53, ARIDA. CMG 遺
伝子の異常が高頻度(約 20-60%)に認めらた。上皮内癌では、TERT promoter, TP53, ERBB2, KRAS
遺伝子の異常が高頻度(約 10-80%)に認めらた。各病変間の比較では、異型尿路上皮と異形成に
認められた遺伝子異常には有意な差なかったが、異型尿路上皮／異形成と上皮内癌の間には有
意な違いが認められた。すなわち、異型尿路上皮／異形成では上皮内癌よりも FGFR3 や CMG の遺
伝子異常が高頻度に認められた。同一患者における複数の病変の解析では、ほとんどの症例にお
いて、複数の平坦状病変に共通した遺伝子異常が認められた。平坦状尿路上皮を２つの群、上皮
内癌を伴う群と高異型度乳頭状尿路上皮癌を伴う群に分けて解析した結果、2つの発癌分子機構、
すなわち、異形成-上皮内癌経路と異形成／過形成経路の存在が示唆された。また、BCG 治療後
の再発率を遺伝子異常の観点から解析した結果、ERBB2 と KRAS 遺伝子の異常は腫瘍再発と相関
が見られた。 
 
(3) 点突然変異の in situ での視覚化手法の開発； 
in situ clamp RCA (rolling circle amplification)法や BaseScope 法の応用により、点突
然変異を in situ で視覚化する手法の開発を試みて来たが、良好な結果が得られていない。引き
続き、検討を行う予定である。 
 
(4) Multiple immuno-ISH stain with WSI による p16 遺伝子の解析； 
Multiple immuno-ISH stain with WSI による尿路上皮癌における p16 および MTAP の発現は
CDKN2A 遺伝子のヘテロ欠失とホモ欠失に相関が見られた。現在、平坦状尿路上皮および浸潤癌
における p16 および MTAP の発現を検討中である。 
 
(5) 人工知能(artificial intelligence: AI) 
人工知能を利用した新たな定量的画像解析法「Pathological-criteria based deep learning」
を開発した（現在 2編を英文誌に投稿中）。本手法は、細胞生物学的現象を根拠にした診断パラ
メータ、すなわち、細胞密度、核分布、核極性、核腫大、核形不整、クロマチン増量等のパラメ
ータを元に、AI の技術を応用して解析する手法である。また、この手法をさらに改変し、病理
組織画像より、上皮成分や核成分を自働的に抽出することを可能とする過程も開発しており、上
記パラメータの定量化にも成功している。平坦状尿路上皮病変に応用した結果、正常、尿路上皮、
異形成、上皮内癌の分類が可能であった。また、従来の deep learning では、画像分類がどの様
な所見を重視して行われたかの解析が困難(画像分類の black-box 問題)であったが、本手法で
は、上記のパラメータのどの因子が画像分類に影響を与えたかを解析することが可能であり、画
像分類の black-box 問題を解決できることが示された。さらに、本手法から計算された異常度と



遺伝子異常の相関について解析した結果、ARID1A,  CDKNA-AS1, ERCC2, KRAS, KRAS,TP53 等の
遺伝子異常は核分布、核極性、クロマチン増量、核の大きさをパラメータと有意な相関を示した。
以上、本法は、どの遺伝子異常がどのような形態異常に直結するかが明らかにすることを可能と
し、病理形態異常の分子病理学的背景の解明に繋がる有用な解析法であることが示された。 
 
(6) ヒト膀胱尿路上皮癌の前駆病変の臨床病理学的解析； 
 上記の組織形成因子解析や網羅的遺伝子解析に人工的知能解析の結果と合わせて、尿路上皮
癌に進展する可能性の高い尿路上皮癌前駆病変を抽出するための病理組織学的診断基準の確立
を今後行う予定である。 
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尿細胞診あれこれ. 2021.
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