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研究成果の概要（和文）：膀胱上皮内癌のBCG療法抵抗性には、膀胱癌組織のOCT3/4、vimentinの発現上昇、
E-cadherinとCXCL1の発現低下、CD4、CD8、CD56、CD204、Foxp3陽性細胞の誘導の有無が関連する。局所浸潤や
転移の予後には膀胱癌組織における浸潤に関連するCLDN4、癌微小環境で再発・進展・薬剤耐性に関与する
CXCL1、およびtumor buddingを誘導するcollagen type Ⅵα1 / ⅩⅢα1が関連する。また、筋層浸潤の予測に
は、尿中IL8、MMP9、MMP10、angiogenin A、APOE、SDC1、A1AT、PAⅡ、CA9、VEGFのパネルが有用である。

研究成果の概要（英文）：Expression of OCT3/4 and CXCL1 is associated with BCG treatment failure of 
carcinoma in situ of the urinary bladder. Induction of CD4+、CD8+、CD56+、CD204+、Foxp3+ immune 
cells is also associated with BCG treatment outcomes of non-muscle invasive bladder cancer including
 carcinoma in situ. CLDN4 expression of cancer cells and CXCL1 in the tumor microenvironment is 
associated with recurrence, progression and drug resistance. Collagen type Ⅵα1 and collagen type 
ⅩⅢα1 expression in tumor budding site is associated with muscle invasion. A biomarker panel 
including IL8、MMP9、MMP10、angiogenin A、APOE、SDC1、A1AT、PAⅡ、CA9、and VEGF is a useful tool for
 predicting muscle invasive progression of carcinoma in situ.  

研究分野： 泌尿器腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
膀胱上皮内癌（carcinoma in situ:CIS）の臨

床病理学的特徴には、第 9 染色体欠失、TP53
や FGFR3 の変異、血管新生、上皮間葉系転
換（EMT）、癌幹細胞の関与が示唆される。
CIS やその前段階の平坦病変（過形成や異形
成）を伴う膀胱癌の再発・進展とこれらの因
子の関係を解析することで CIS の自然史が解
明され、予後予測や治療選択の分子マーカー
の確立が期待される。CIS に生じる遺伝子変
化と治療抵抗性については、第 9 染色体欠失
と TP53 変異が高率にみられるが、CIS の臨
床病理学的多様性を規定する変化ではない。 
一方、CIS では DNA メチル化異常により

細胞間接着因子である E-Cadherin の発現が
低下することが報告され、EMT に最も特徴的
な遺伝子変化として E-Cadherin の発現低下
は、CIS の治療抵抗性の因子としても注目さ
れた。BCG 療法施行例を対象に、臨床病理学
的 因 子 と EMT マ ー カ ー （ Vimentin 、
E-Cadherin）、癌幹細胞マーカー（OCT3/4）の
発現について比較検討を行ったところ、
OCT3/4 および Vimentin の発現上昇と
E-Cadherin の発現低下が BCG 療法抵抗性と
関連した。すなわち、癌幹細胞マーカーを発
現し、EMT 形質を示す CIS は、BCG 療法抵
抗性であることが明らかとなった。 
また、隆起性腫瘍に随伴する CIS と比較し、

CIS 単独発生の病変は上皮層直下の血管新生
が顕著であり、これらのシグナル経路異常は
DNA メチル化異常により惹起されることが
報告されていた。 
 
２．研究の目的 

CIS 発生と臨床病理学的多様性の原因とし
て EMT や血管新生に関連する遺伝子の DNA
メチル化異常を同定し、CIS に対する BCG 療
法抵抗性を診断する分子マーカーの確立を
目的とした。膀胱癌患者を対象に網羅的 DNA
メチル化解析の結果も有しており、CIS 病変
を加えて再解析することで CIS 特異的な
DNA メチル化異常を抽出することができる。
分子マーカー候補を段階的に絞り込み、組
織・尿検体を用いた検証に加え、BCG 療法の
治療効果と予後を予測するマーカーを抽出
する。 
 
３．研究の方法 
本研究は膀胱癌（CIS、筋層非浸潤癌、筋

層浸潤癌）を対象に BCG 療法抵抗性に関与
する遺伝子変化を明らかにし、DNA メチル化
を指標とした BCG 治療抵抗性および予後予
測マーカーの確立を目的とする。CIS 特異的
なEMTや血管新生関連遺伝子の異常と発現、
あるいは免疫応答の状況から BCG 療法抵抗
性のマーカーの選定を行う。 
 
４．研究成果 
膀胱癌患者および健常者の尿と膀胱組織

を対象に DNA メチル化プロファイリング解

析を行い、unsupervised クラスタリング解析
から特異的な DNA メチル化プロファイルを
作成し、膀胱癌の再発の原因となるエピジェ
ネティックフィールド効果を確認した。 

BCG 療法抵抗性因子として、tight junction
マーカーである CLDN 1 と CLDN 4、間葉系
マーカーの vimentin、さらに癌幹細胞マーカ
ーの OCT3/4 の発現を評価し、OCT3/4 発現が
BCG 療法抵抗性に関与し、CLDN4 発現が局
所浸潤や転移に関連すること、抗ヒト CLDN4
モノクローナル抗体による細胞増殖・浸潤能
の抑制、アポトーシスの誘導、細胞透過性の
亢進、さらに抗癌剤への相加効果を確認した。 

Multiplex urinary immunoassay により、尿中
IL8、MMP9、MMP10、angiogeninA、APOE、
SDC1、A1AT、PAⅡ、CA9、VEGF を ELISA
法で測定したが、high grade CIS をはじめ筋層
浸潤癌で発現が亢進し、10 個のバイオマーカ
ーパネルによると感度:85%、特異度:81%、
AUC:0.982 で、膀胱癌検出に本パネルが有用
であることが明らかとなった。 
筋層非浸潤性膀胱癌の癌微小環境におけ

る、腫瘍関連マクロファージ（TAM）と腫瘍
関連線維芽細胞（TAF）の意義を明らかにし
た。CXCL1、CD204（TAM マーカー）、αSMA
（CAF マーカー）、E-cadherin、MMP2 を免疫
染色し、CXCL1 発現が TAM と TAF のリクル
ートに関連し、腫瘍増殖と播種を促進するこ
とを明らかにした。癌微小環境における
CXCL1 シグナルは再発、進展、さらに薬剤耐
性に関与していた。また、膀胱癌が産生する
コラーゲンタイプⅣα1 とコラーゲンタイプ
ⅩⅢα1が、癌の浸潤ポイントにおいて tumor 
budding を誘導することを確認した。 

BCG および各種抗癌剤の膀胱内注入療法
により惹起される免疫細胞誘導とサイトカ
イン誘導について検討した。BCG 膀注療法で
は CD4、CD8、CD56 が誘導されるが、CD204、
制御性 T cell、PD-L1 は抑制されず BCG 療法
抵抗性に関連することが示唆された。一方、
抗癌剤のマイトマイシンでは、CD56、CD204、
Foxp3 は抑制された。サイトカインについて
は、BCG は IL1A、ILl2、IL17A を誘導し、マ
イトマイシンは IL4、IL17Aを誘導するなど、
薬剤により誘導する免疫応答細胞やサイト
カインが異なることを確認した。 
膀胱癌細胞のミトコンドリア内の鉄代謝

異 常 を 解 析 し 、 5-aminolevulinic acid 、
protoporphirin Ⅸ、鉄イオン、活性酸素種、p53、
ferrochelatase 、 heme  oxygenase-1 、 peptide 
transporter-1、ATP-binding cassete group-2、
hydroxymethilbilane synthase などの鉄代謝関
連物質の動態から、鉄の蓄積が活性酸素種の
増加を起こし、発癌や進展に関与することを
明らかにした。Ferrochelatase 発現低下がヘム
合成経路における protoporphirin Ⅸの蓄積に
関係すること、p53 がミトコンドリア内の鉄
代謝関連蛋白を制御することを明らかにし
た。 
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