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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、ヒト膀胱尿路上皮癌における構造異型と細胞異型の分子病理学的形
成機序を明らかにすることであった。
A) γ-tubulinの位置異常の解析およびtubulin関連蛋白の発現の解析；　γ-tubulin発現位置異常が尿路上皮癌
の異型度と相関があることを明らかになった。さらに、tubulinに関わる蛋白であるMAP7の発現が異型度や深達
度と相関があることを示した。
B) In situで点突然変異を視覚化する手法を開発するのための基礎的研究；　人工核酸PNAをprobeとしたFISH法
やin situ RCA法の可能性を探ってきたが、さらに基礎的研究を継続している。

研究成果の概要（英文）： Aim of this study is analysis of molecular mechanism of structural and 
cellular atypia of urothelial carcinoma (UC). Summary of the research results is as follows,;　1) 
Expression and intracellular positioning of gamma-tubulin (gTub) and microtubule-associated protein 
(MAP) 7 were related with grade and invasion of UCs. Low-grade UC cases expressed gTub and MAP7 at 
the surface side near the nucleus, whereas
high-grade cases randomly expressed gTub around the nucleus. Moreover, expression of MAP7 in high 
grade invasive UCs with invasion was decreased.　2) We did not have satisfied results in development
 of methodology to detect intracellular point mutation of genes in situ. We are still undergoing the
 development of the methodology.

研究分野：診断病理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 本研究の目的は、ヒト膀胱尿路上皮癌における構造異型と細胞異型の分子病理学的形成機序を明らかにするこ
とであり、引いては高異型度化の分子機構に繋げることであった。本研究内容は基礎的側面のみならず、主観的
に行われている病理診断に対して科学的根拠やより客観性に富んだ診断基準を提供するといった臨床病理学的側
面があり、病理形態的観点と遺伝子・染色体異常という腫瘍分子学的観点を関連させて行うユニークな研究であ
り、他に類を見ない。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
尿路上皮癌は、臨床的予後の良い低異型度群と、強い浸潤や転移を示す高異型度群に分か
れ、腫瘍死に至る高悪性度群の発生機序を解明することは臨床的にも重要である。高異型度
癌の発生については、発生時より高異型度である de novo型と低異型度癌が高異型度化する
２次型がある。いずれにおいても、高悪性度尿路上皮癌の発生には、p53 の遺伝子変異や
p16遺伝子の欠失が関与していると報告されているものの、遺伝子異常と細胞や組織構築の
高異型度化との関係はまったく不明である。 
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γチューブリン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γチューブリンの位置が、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)、を報告してきた。 
以上の研究成果を基に、本研究では解析をさらに進め、ヒト膀胱尿路上皮癌において、低異
型度型から高異型度型へ、あるいは非浸潤性から浸潤性へとより高悪性度化する際の分子病
理学的機序を明らかにすることを目的とする。我々は、既に研究を開始しており、①尿路上
皮癌の間期細胞においてγチューブリンの位置が、低異型度癌では細胞内の内腔側に位置す
るのに対して、高異型度癌では内腔側・基底膜側問わず無秩序に分布していること、および
②高異型度尿路上皮癌において、染色体不安定性が必発していることを認めている。すなわ
ち、尿路上皮癌の高悪性度化にはγチューブリンと染色体不安定性が中心的役割を果たすと
いう我々の仮説が正しいことを示唆するデータと考えられる。 

 
２．研究の目的 
我々は腫瘍細胞の核形態異常（異型）の形成機序を様々な観点から明らかにし、その分子
機構を明らかにしてきた（Thyroid 2007; Virchows Arch. 2009; Am J Clin Pathol 2010; 
ACHC. 2012; Pathology Int. 2013; Virchows Arch. 2015）。本研究の目的は、この研究成果
をさらに進め、ヒト膀胱尿路上皮癌において低異型度型から予後不良な高異型度型へと高悪
性度化する分子病理学的機序にγチューブリンや染色体不安定性が中心的役割を果たして
いることを明らかにすることにある。我々は、既に、高異型度尿路上皮癌において、γチュ
ーブリンの細胞内分布に異常が起こっていることを見いだしており、私達の仮説が正しいこ
とを裏付けるデータと考えている。 
 
３．研究の方法 
（研究方法の概要） 
本研究は、低異型度および高異型の尿路上皮癌に対して、以下の 3つの解析を行う。 
A) γチューブリンとその関連蛋白の細胞内位置異常および核膜蛋白との関連性の解析；  
蛍光免疫組織化学染色によりγチューブリンやその関連蛋白である Microtubule 
Associated Protein (MAP)蛋白群（MAP4 と MAP7）を染色し、γチューブリン, MAP4
と MAP7 の細胞内位置を核と上皮基底膜との関係から半定量的に解析する。また、こ
れらの蛋白と核膜蛋白の関連について解析する。 

B) p16 遺伝子（9p21）の欠失と染色体不安定性の解析； Multi-color FISH 法によって、
3番、7番、17番染色体と 9番染色体の 9p21 を視覚化することによって行う。 
C) in situ clamp RCA 法の開発と FGFR3 と p53 遺伝子の点突然変異の視覚化 
人工核酸 conjugated PNA は鳥取大学工学部櫻井敏彦准教授と in situ RCA 法は愛媛
大学医学部北澤荘平教授らとともに開発を行い、FGFR3 と p53 遺伝子の点突然変異の
視覚化を行う。 

（具体的な研究方法） 
A) γチューブリンおよび MAP4 と MAP7 の位置異常の解析；  
① 多重蛍光免疫組織化学染色法によりγチューブリンや MAP4・MAP7 を赤色(Alexa 
Fluor 568)に、細胞膜を E-cadherin で緑色(Alexa Fluor 488)に染色し、DAPI に
より核染色する。 
② 緑色の E-cadherin で囲まれた１つの腫瘍細胞内において、ドット状赤色に染まる
γチューブリンの細胞内位置をDAPIに認識される核との位置関係から半定量的に
解析する。 
③ γチューブリンが、核に対して内腔側、基底膜側および核の側方側と３つに分け、
その位置をカウントする。 
④ MAP4・MAP7 の腫瘍細胞内の発現部位や発現強弱について解析する。 
B) in situ clamp RCA 法の開発のための基礎的研究； 
① FGFR3 や p53 遺伝子が wild type の細胞と点突然変異を伴う mutant type のヒト尿
路上皮癌由来培養細胞を用いる。 
② まず、培養細胞から抽出した RNA/DNA を使った clamp RCA 法を確立する。 



一塩基の差異を検知するために最適なプローベ（padlock probe と PNA/LNA probe）
の設計は既に完了している（鳥取大学工学部櫻井敏彦准教授のチームとの共同開
発）。この時、wild type と mutant type の配列を認識する PNA/LNA probe は異な
った種類の蛍光をラベルする。 FGFR3 や RAS 遺伝子が wild type と mutant type
の培養細胞から抽出した DNA に対して、温度を変化させながら、上記で設計した
プローベを用いて、RCA 法を行い、一塩基の違いを検出するための最適な条件を検
討する。 
③  培養細胞（in situ）での基礎的研究 
②で検討した結果を用いて、in situ RCA 法を行う。RCA 法については愛媛大学医
学部北澤荘平教授らとプロトコールの開発を行っている。 

 ④ in situ clamp RCA 法のヒト膀胱尿路上皮癌組織への応用 
in situ clamp RCA 法をヒト膀胱尿路上皮癌組織に応用し、FGFR3 と p53 遺伝子の
点突然変異の視覚化を行う。この際、FGFR3 と p53 遺伝子の点突然変異の有無とγ
チューブリンの位置異常を関連させ、細胞単位で両者の異常の関連を解析する。 

C) p16 遺伝子（9p21）の欠失と染色体不安定性の解析；  
Multi-color FISH 法によって、3番、7番、17 番染色体と 9p21（p16 遺伝子）を視覚
化することによって行う。この際、p16 遺伝子の欠失や染色体不安定性の有無とγチ
ューブリンの位置異常を関連させ、細胞単位で両者の異常の関連を解析する。 
C-1) 標本作製： 
通常の病理パラフィン包埋材料のみならず、出来る限り染色性がよい状態にするため
開発した凍結置換法（Thyroid 2007）によるパラフィン包埋材料も用いる。 
＊凍結置換法による組織固定： 
① 組織小片を－170℃に冷やしたイソペンタンとプロパンの混合液中に入れる。 
③ －80℃冷却した 2%パラホォルム・アセトンで４８時間固定する。 
③ 漸次、温度を上げ、室温にする。 
④ 通常の手順で、パラフィン包埋材料とする。 
C-2) プローベ：  
① 3 番、7番、17 番染色体セントロメアおよび 9番上の p16 遺伝子（9p21）に対
するプローベ(いずれも Abbott 社)  
② 必要に応じて自作するプローベ: 
BAC (bacterial artificial chromosome)を用いて、特異的遺伝子に対するプ
ローベを作成する。 

 
４．研究成果 
A) γチューブリンとその関連蛋白の細胞内位置異常および核膜蛋白との関連性の解析； 
① 非浸潤性尿路上皮癌組織に対して、γ-tubulin と E-cadherin の多重蛍光組織染色
を行い、E-cadherin で囲まれる個々の細胞内のドット状に染色されるγ-tubulin 発現
位置を核の位置との関係から解析した。その結果、γ-tubulin は、低異型度症例では
核の表層側に、高異型度症例では核の周囲に不規則に発現していた。 
② 核膜蛋白の解析では、尿路上皮癌症例に対して Emerin, LAP2, Lamin A/C, Lamin B1, 
Lamin B2, Baf, SUN1 の免疫組織染色を行った結果、各核膜蛋白の発現は、個々の症例
によって発現パターンは異なったものの、低異型度と高異型度症例の間で優位な差は
認められなかった。 
③ MAP4 と MAP7 について免疫組織学的に解析を行ったところ、MAP4 には有意な変化は
認められなかったが、MAP7 の発現が異型度と深達度と相関を示した。すなわち、MAP
７の発現は低異型度症例では tubulin と同様の細胞質内部位にかつ強発現を示したの
に対し、高異型度では細胞質内の発現部位の異常や発現の低下が認められ、かつ、深
達度が進行するに従い、その傾向が顕著化した。 
B) In situ clamp RCA (rolling circle amplification)法の開発のための基礎的研究； 
① 人工核酸を用いた PNA および PEG-PNA コンジュゲート（鳥取大学・化学生物応用工
学専攻；櫻井敏彦准教授提供）を probe とした FISH 法を行った。共同研究を行ってい
る鳥取大学・化学生物応用工学専攻；櫻井敏彦准教授のグループが生きた膵癌培養細
胞内でのRAS遺伝子の点突然変異を特異的に認識することに成功した。しかしながら、
我々の研究室では、PNA および PEG-PNA コンジュゲートいずれの方法によっても、点突
然変異の細胞内視覚化は良好な結果は得られなかった。 
② Padlock probes を用いた in situ RCA 法の可能性を探った。まず、液状検体を用い
た検討では RAS 遺伝子の点突然変異の検出が可能であった。しかしながら、細胞およ
び組織標本を用いた in situ RCA 法では、点突然変異の細胞内視覚化について、良好
な結果は得られなかった。。現在、BaseScope による in situ での点突然変異の視覚化
の可能性について、基礎的研究を継続している。 
C) p16 遺伝子（9p21）の欠失と染色体不安定性の解析； 
Multi-color FISH 法によって、3 番、7 番、17 番染色体と 9p21（p16 遺伝子）を視覚
化することによって、p16 遺伝子の欠失や染色体不安定性の有無を解析した。p16 遺伝



子の欠失は低異型度症例の一部と高異型度症例に、3番、7番、17 番染色体の増幅に示
される染色体不安定性は低異型度症例にはほとんど認めず、高異型度症例ではほとん
どの症例に認められた。 
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