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研究成果の概要（和文）：尿路上皮のKrt5またはUpk2発現細胞にlox-stop-loxシステムを用いて2種類のTP53点
変異(R172H,R270H)を誘導し、さらに0.1%BBNを20週間投与したところ、それらの変異細胞を起源とする膀胱癌組
織が得られた。各系統のマウス膀胱癌を病理組織評価および発現マイクロアレイで比較したところ、Krt5 発現
細胞にTP53 点変異を誘導した場合に、扁平上皮分化を伴う筋層浸潤性膀胱癌を最も効率的に発生させることが
でき、それらがTCGA cluster 3に属するヒト膀胱癌に類似の腫瘍であることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Upon administration of 0.1% BBN for 20 weeks after inducing two types of 
TP53 point mutations (R172H, R270H) in the urothelial cells expressing Krt5 or Upk2 by using the lox
 - stop - lox system, bladder cancer tissues originating from those mutant cells were obtained. 
Mouse bladder cancer tissues of each lineage were compared by pathological evaluation and expression
 microarray, and as a result, when TP 53 point mutation was induced in Krt5 expressing cells, muscle
 invasive bladder cancer with squamous differentiation, similar to human bladder cancer belonging to
 TCGA cluster 3, was generated most efficiently.

研究分野：泌尿器科
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１．研究開始当初の背景 
  
膀胱癌による死亡者数は世界的にみて増
加傾向にあり、本邦でも年間約 13,000 人が
死亡していて、人口分布の高齢化に伴い、さ
らに罹患数・死亡数が増加することが予想さ
れる。膀胱に発生する悪性腫瘍の 95％は病理
組織学的には尿路上皮癌に分類される。臨床 
的に問題となる筋層浸潤性膀胱癌（病期分類
T2 以上）は経尿道的には完全切除が困難で、
高率にリンパ節や他の臓器への転移を伴っ
ており、予後不良である。筋層浸潤性あるい
は転移性の膀胱癌は 5 年生存率がそれぞれ
50％および 20％と非常に予後が悪い（Stenzl,  
Eur Urol. 2011）。しかもこの治療成績は 20 
年以上にわたって改善をみていない（Maase,  
J Clin Oncol. 2005）。この要因として、以
下のようなことが挙げられる。浸潤性膀胱癌
の発生には癌抑制遺伝子 TP53、RB1、PTEN、
CDKN2A などの不活化が高率にみられる
（Knowles, Carcinogenesis. 2006）。しかし
これらのがん抑制遺伝子単独の不活化では
マウスに膀胱癌を引き起こすことができな
いため、さらに他の発癌性イベントが必要で
あると考えられているが、詳細は未だによく
わかっておらず発癌・進行の分子機構には未
だ不明な点が多い。さらに、尿路上皮を形成
する細胞には 3 つのサブタイプ、つまり最上
層の umbrella cell、最下層の basal cell、
そ し て そ れ ら の 中 間 に 位 置 す る
intermediate cell が存在するが、これらの
うちどの細胞が浸潤性膀胱癌の発生母地と
なるのかは不明である。近年、遺伝子改変マ
ウスを用いたin vivo 疾患モデルの重要性が
飛躍的に高まっている。癌に限らず疾患を理
解する上で、周囲組織との相互作用や生体内
におけるdrug delivery を考慮に入れること
は必要不可欠であり、培養細胞を用いた実験
系や腫瘍片皮下移植モデルを用いた薬剤の
効果予測に限界があるのはこのためである
とも考えられている。しかしながら、ヒト浸
潤性膀胱癌のマウスモデルは非常に限られ
ており（Rosenberg, Genes Dev. 2009）、こ
れが研究を進める上での大きな障壁となっ
てきた。上述のごとく、浸潤性膀胱癌の発生
にはいくつかの癌抑制遺伝子の不活化が深
く関わっていると考えられている。遺伝子改
変マウスを用いた膀胱癌マウスモデル作成
に関しては、1) マウス膀胱上皮細胞で TP53、
RB1、PTEN、CDKN2A などの癌抑制遺伝子を単
独で不活化しても尿路上皮癌を誘導できな
い。2) 上記 4 種の癌抑制遺伝子のうち 2 種
を同時に欠失させた場合でも唯一 TP53 と
PTEN の組み合わせが浸潤性膀胱癌を引き起
こ す （ Puzio-Kuter Genes Dev 2009 
23(6):675-80）、等の報告があげられる。し
かし、ヒト浸潤性膀胱癌でみられる遺伝学的
変化は両遺伝子の欠失ではなく TP53 は点突
然変異、PTEN は発現の低下であるため、ヒ
ト浸潤性膀胱癌にみられる遺伝学的イベン

ト、分子機構をより忠実に再現したマウスモ
デルの樹立が求められている。 
 
２．研究の目的 
 
ヒト浸潤性膀胱癌の性質を忠実に反映し
た遺伝子改変マウスモデルの開発を行う。現
在までの報告では単一遺伝子の改変モデル
では尿路上皮の過形成にとどまるのみであ
る。TP53、PTEN の double knock out マウス
では浸潤性膀胱癌の作成に成功したが、ヒト
浸潤性膀胱癌では TP53 の point mutation が
主であり適切なマウスモデルとは言えない。
以 前 よ り 実 験 に 用 い ら れ て い る
BBN(N-butyl-N-(4-hydroxybutyl)nitrosami
ne)内服による化学発癌マウスモデルでは投
与濃度、また投与期間の差により尿路上皮の
過形成、異形成、上皮内癌、浸潤性膀胱癌と
発癌タイプが変化し、ヒト膀胱癌の発生自然
史を反映できていると考えられる。現在行わ
れている治療成績改善への試みとして、マイ
クロアレイ遺伝子発現解析によるヒト浸潤
性膀胱癌組織のクラスタ分析があり、これら
は術前補助化学療法の感受性などの臨床的
性質の差異を反映している。BBN 投与により
得られたマウス浸潤性膀胱癌組織に対して
マイクロアレイ遺伝子発現解析によるクラ
スタ分析を用いてヒト膀胱癌のいかなるタ
イプを反映しているかを評価する。 
 
３．研究の方法 
 
1) 前述の膀胱尿路上皮を構成する 3 種類の
細胞のプロモーターである Upk2(umbrella 
cell)、または Krt5(intermediate～basal 
cell)によって Cre-ERT2 を発現する allele 
と lox-stop-lox RFP（LSL-RFP）を保持した
allele を交配し 、さらに Cre-loxP システム
によりヒト浸潤性膀胱癌の 70％で認められ
る TP53 遺伝子点変異が発現する allele を交
配させることにより得られるマウスに
Tamoxifen を投与した後にBBNを内服させて
化学発癌を誘導する。得られた膀胱癌組織で
RFPが発現していればTP53遺伝子の点変異が
誘導されていると考えられ、それらの浸潤性
膀胱癌、また扁平上皮化成の発生率の差を評
価する。コントロールとして野生型マウス、
TP53遺伝子ヘテロ欠損をもつマウスへのBBN 
投与も行う。 
 
2) 1)で得られたマウス膀胱癌組織に対して
マイクロアレイ遺伝子発現解析、また
TCGA(The Cancer Genome Atlas)のヒト浸潤
性膀胱癌に関するデータを基に作成された
Gene set enrichment analysis（GSEA）によ
るクラスタ分析を行い、ヒト浸潤性膀胱癌の
いかなるタイプを反映しているかを評価す
る。また、各クラスタ間で発現の差異を認め
る分子を同定し、今回の実験で得られたマウ
スが属するクラスタ内で今後の治療成績改



善を目的とした標的分子の候補を同定する。 
 
最終的にはBBN発癌による浸潤性マウス膀胱
癌への治療標的分子の同定を行い、同じクラ
スタに属する種類のヒト膀胱癌の治療成績
改善につなげることを目的とする。 
 
 
４．研究成果 
 
1) 方法に記した交配により得られたマウス
の膀胱粘膜に対する蛍光抗体免疫染色で RFP
が発現していることを確認した(Fig.1)。 
 
Fig.1 

 
これらのマウスに BBN 0.1%を 20 週間内服さ
せることにより生じた膀胱癌組織に対して
抗 RFP 抗体による蛍光免疫染色を行い、RFP
の発現を確認するとともに、TP53 遺伝子点変
異が生じていると推測される膀胱癌組織を
同定した(Fig.2)。 
 
Fig.2 

 

 
各系統のマウス膀胱癌を比較することによ
り、Krt5 陽性細胞に TP53 点変異を誘導する
ことで、扁平上皮分化（ヒト筋層浸潤膀胱癌
の約 7 割に見られる）を伴う筋層浸潤性尿路
上皮癌を最も効率的に誘導できることを見
出した(Fig.3)。 
 
 
 
 
 
 

 
Fig.3 

 

 
2) 上記で誘導されるマウス膀胱癌はヒト膀
胱癌において最も浸潤性進行のリスクが高
く治療抵抗性が強いとされる cluster 3（こ
れも扁平上皮分化を特徴とする）に最も近い
ことを見出した（Fig.4）。 
 
Fig.4 

 
 
また、cluster3のヒト浸潤性膀胱癌ではEGFR、
KRT5、KRT14 の mRNA 発現レベルが高いことが
知られており、それに矛盾しない qPCR の結
果を得ることができた(Fig.5)。 
 
Fig.5 

 
 



結語 
尿路上皮の Krt5 陽性細胞にｐ53 変異を誘導
することによってBBN膀胱発癌モデルにおい
て効率よく TCGA cluster 3 に属するヒト膀
胱癌に類似の腫瘍を誘導することができる
ことが明らかになった。 
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