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緒言 

尿路 (腎盂，尿管，膀胱，尿道) に発生する悪性腫瘍は組織学的タイプにより，

尿路上皮癌，扁平上皮癌，腺癌などに分けられ，そのうち尿路上皮癌が 90%以上を占

めている 1．発生場所として膀胱が最も多く，悪性腫瘍全体で膀胱癌の発生頻度は世

界で 9番目となっており 2,3，泌尿器科系悪性腫瘍の中では，前立腺癌に次いで 2番

目に多い 1． 世界で新規に年間約 429,000件の膀胱癌が生じ，死亡数は年間約

165,000件である 4．日本では 2013年の 1年間の推定罹患数は 19,000件，死亡数は

約 7,700件となっている 5．低悪性度の表在性膀胱癌と筋層浸潤膀胱癌で治療方針，

予後が大きく異なっており，それぞれの遺伝学的背景が異なることがわかってきてい

る．低悪性度の表在性膀胱癌では fibroblast growth factor receptor 3 (FGFR3)の

変異や 9p，9q領域の染色体欠失などが高確率で生じている 6-10．一方，高悪性度の浸

潤癌では TP53，RB-1などの変異が報告されており，近年では APOBEC 

(apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like) によるゲ

ノム変異が高率に生じていることが報告されている 11,12．表在性である場合には内視

鏡手術による腫瘍摘出術が行われるが，進行性の筋層浸潤性膀胱癌に対する根治治療

は，シスプラチンベースの多剤併用による術前化学療法後の膀胱全摘が一般的である 
13-15．しかし，根治術を行った場合でも再発率は 40％ほどで 16,17，再発症例の予後は

不良である．一方，手術不能な局所進行例や転移症例には抗癌剤による全身治療が行

われ，通常ゲムシタビン/シスプラチンによる化学療法が第一選択となる 18,19．しか

し，ほとんどの症例が 1次化学療法に耐性となり，タキサンなどを含む 2次化学療法

が行われるが，全生存期間の中央値が 8ヶ月ほどと短く，治療成績は悪い 20,21．ま

た，VEGF阻害剤，EGFR阻害剤や免疫チェックポイント阻害剤といった分子標的薬の

治験が行われており，従来の抗癌剤治療と比較して予後延長効果が得られたレジメン

はあるが，寛解に至るケースは稀である 22,23．このように薬剤耐性は尿路上皮癌の予

後不良の大きな要因となっており，その克服は重要な課題のひとつである． 

一般的に抗癌剤への耐性獲得機構として，腫瘍細胞による耐性獲得 24,25や癌幹細

胞の存在があげられる 26,27．膀胱癌においても癌幹細胞は薬剤耐性の要因となり，そ

のマーカーとして aldehyde dehydrogenase 1 family member A1 (ALDH1A1)，

cytokeratin 14 (CK14)，and CD44v6，SOX2などが報告されている 28-31．薬剤耐性獲

得の分子メカニズムとしては，薬剤排出トランスポーターの発現亢進により細胞外に

細胞毒性のある薬剤を排出することや DNA修復機能の活性化，アポトーシス抵抗性の

獲得 32,33など腫瘍細胞の形質変化が知られている．ヒトにおいて，薬剤排出トラン

スポーターとして ABCトランスポーターが知られており，ATP結合ドメインをもつス

ーパーファミリーである (図 1) 34,35．ATP結合領域のアミノ酸配列の相同性から Aか
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ら Gまでの７つのサブグループに分けられる (表 1)36,37．一方で，近年，癌間質の薬

剤耐性や癌悪性化への関与が報告されている 38-41．癌微小環境において，腫瘍の増

殖，浸潤，転移播種といった進行に伴い腫瘍細胞および間質細胞内のシグナル伝達は

両者の相互作用により変化する 40,42．癌関連線維芽細胞から分泌される fibroblast 

growth factor (FGF) ファミリー，insulin-like growth factor (IGF) ファミリ

ー，hepatocyte growth factor (HGF)，transforming growth factor-β (TGF-β) 

ファミリーなどの増殖因子，サイトカイン 43-46や骨髄由来免疫抑制性細胞の動員 47-49 

がその一端を担っている．腫瘍血管の内腔を裏打ちする腫瘍血管内皮細胞も癌間質細

胞のひとつであり，近年では様々な異常性，多様性 50-52をもつことが報告されてい

る．さらに最近，腫瘍血管内皮細胞が癌の悪性化や転移促進に寄与していることも報

告されるようになってきた 53-55．我々の研究室では，癌間質の概念に反して腫瘍血管

内皮細胞に染色体異常があることを見出した 56,57．また我々を含む複数のグループ

は，腫瘍血管における幹細胞様の内皮細胞集団の存在を報告している 58,59,51,60．我々

はマウスメラノーマモデルにおける腫瘍血管内皮細胞が薬剤トランスポーターABCB1

の高い発現と，その排出基質であるパクリタキセルなどの抗癌剤に対する耐性を有す

ること，さらに血管内皮細胞の ABCB1の発現は腫瘍細胞由来の過剰な VEGFによって

誘導されることを見出している 61．さらに，マウスメラノーマ移植腫瘍において

ABCB1阻害剤併用によって，パクリタキセルによる血管新生阻害効果と抗腫瘍効果が

増強されることを報告した 62．これらの結果より，抗癌剤耐性克服のためには腫瘍細

胞のみならず腫瘍血管内皮細胞も含めて，耐性獲得の分子機構を明らかにすることが

必要であると考えた． 

これまで尿路上皮癌の研究で，腫瘍血管内皮細胞の薬剤トランスポーター発現を

詳細に解析している報告はなく，尿路上皮癌の抗癌剤耐性に腫瘍血管内皮細胞の

ABCB1発現が寄与しているかは不明である．そこで本研究では，尿路上皮癌腫瘍血管

内皮細胞における ABCB1発現の有無を明らかにすることを目的に，尿路上皮癌臨床検

体を用いて解析した．さらに，抗癌剤治療による癌微小環境の変化が腫瘍血管内細胞

の ABCB1発現にもたらす影響の有無について検討した．具体的には，抗癌剤治療前後

の臨床検体を用いて，腫瘍血管における ABCB1発現の変化を解析した．また，腫瘍血

管内皮細胞における ABCB1発現変化のメカニズムを明らかにするため，腫瘍細胞と血

管内皮細胞との相互作用に着目して，膀胱癌細胞と血管内皮細胞を用いた in vitro 

での解析を行った． 
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図 1) 薬剤耐性に寄与することが報告されている ABCトランスポーターの分子構造 34 

a．ABCB1 (MDR1)，ABCC4などの ABCトランスポーター．12の膜貫通ドメインと 2つ

の ATP結合領域をもつ．b．ABCC1，ABCC2などの ABCトランスポーター．17の膜貫通

ドメインと 2つの ATP結合領域をもつ．c．ABCG2は 6の膜貫通ドメインと 1つの ATP

結合領域をもつ．ホモダイマーまたはヘテロダイマー化して機能する． 

 

表 1．ヒト ABCトランスポーターファミリー  

Subtype A B C D E F G 
 

ABCA1 ABCB1 (MDR1) ABCC1 (MRP1) ABCD1 (ALDP) ABCE1 ABCF1 ABCG1  
ABCA2 ABCB2 (TAP1) ABCC2 (MRP2) ABCD2  ABCF2 ABCG2  
ABCA3 ABCB3 (TAP2) ABCC3 ABCD3 (PMP70)  ABCF3 ABCG4  
ABCA4 ABCB4 (MDR2) ABCC4 ABCD4   ABCG5  
ABCA5 ABCB5 ABCC5    ABCG8  
ABCA6 ABCB6 ABCC6     

 ABCA7 ABCB7 ABCC7 (CFTR)     

 ABCA8 ABCB8 ABCC8 (SUR1)     

 ABCA9 ABCB9 ABCC9 (SUR2)     

 ABCA10 ABCB10 ABCC10     

 ABCA12 ABCB11 (BSEP) ABCC11     

 ABCA13  ABCC12     

   ABCC13     
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略語表 

本文中および図中に使用した略語は以下の通りである． 

 

ABC         ATP-binding cassette 

ACTB        actin beta 

BSA     bovine serum albumin 

CDDP        cisplatin 

DAPI        4，6-diamidino-2-phenylindole 

DAMPs    damage-associated molecular patterns 

FACS        fluorescence activated cell sorter 

GEM         gemcitabine 

HE          Hematoxylin and eosin 

HMVEC       human dermal microvascular endothelial cell 

IVIS        in vivo imaging system 

MVD         microvessel density 

PBS         phosphate buffered saline  

PTX         paclitaxel 

qRT-PCR     quantitative real-time polymerase chain reaction  

Scr         scramble 

TBS     Tris buffered saline 

TEC         tumor endothelial cell 

http://ejje.weblio.jp/content/quantitative+real-time+PCR
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実験方法 

細胞と培養条件 

HMVEC (ヒト皮膚毛細血管内皮細胞) は Lonza (Tokyo，Japan) より入手し，EGM-2 

MV (Lonza)で継代培養した．MS1 (マウス膵臓ランゲルハンス島由来血管内皮細胞) 

は American Type Culture Collection (Manassas，VA)より入手した．UMUC3（ヒト

膀胱癌由来細胞株），tdTomato-Luc2遺伝子導入 UMUC3は北海道大学大学院医学研究

院病理学講座腫瘍病理学分野のご厚意により提供された．それぞれ 10%牛胎仔血清

(FBS (fetal bovine serum); Sigma)添加 Dulbecco改変 Minimum Essential Medium 

(DMEM; Sigma) で継代培養した．ゲムシタビン，シスプラチン耐性 UMUC3は DMEMに

それぞれの抗癌剤を添加し，抗癌剤の濃度を段階的に増加しながら継代培養すること

で作製した．ゲムシタビン 25 nMまたはシスプラチン 3μMで増殖する細胞を耐性株

とした．細胞は 37℃，5%CO2-95%気相下において培養した．Mycoplasma感染が無いこ

とを PCR (Takara PCR Mycoplasma Detection Set，Japan) で確認した． 

 

抗体と試薬 

種々の実験に以下の抗体，試薬を使用した．ゲムシタビン (Wako，077-05671 or 

Tokyo Kasei Kogyo Co．Ltd，G0367，Japan)，シスプラチン (Wako，033-30091，

Japan)，パクリタキセル (Pfizer，USA)，NF-κ B阻害剤, BAY11-7082 

(Calbiochem，USA)，verapamil hydrochloride (Vasoran®，Eizai Co．Ltd．，

Japan)，anti-mouse CD31 microbeads (Miltenyi Biotec，130-097-418，Germany)，

mouse anti-human ABCB1 antibody (Santa Cruz Biotechnology，sc-13131，USA)，

mouse anti-human CD31 antibody (Leica Biosystems，NCL-CD31，Germany)，mouse 

anti-human IL-8 antibody (R&D，MAB208，USA)，rabbit anti-human IL-8 antibody 

(Abcam，ab7747，UK)，rabbit anti-mouse/human ABCB1 antibody (LifeSpan 

Biosciences Inc．，LS-B1448，USA)，rabbit anti-mouse CD31 antibody (Abcam，

ab28364，UK)，Alexa Fluor 647 rat anti-mouse CD31 antibody (BioLegend，

102515，USA)，Alexa Fluor 594 goat anti-rabbit IgG (Life Technologies，A-

11037)，Rabbit anti-Cleaved Caspase-3 antibody (Cell Signaling Technology，

#9664，USA)，HRP conjugated goat-anti-rabbit IgG (DAKO，P0448，USA)，

alkaline phosphatase conjugated goat-anti-rabbit IgG (DAKO，D0487，USA)，

anti-β-actin antibody (Cell Signaling Thecnology，#4970，USA)，anti-

phospho-NFκB p65 antibody (Ser536) (Cell Signaling Technology，#3033，

USA)，anti-NFκB p65 antibody (Cell Signaling Technology，#8242，USA)，HRP-

conjugated anti-rabbit IgG (Cell Signaling Technology，#7074，USA)，
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recombinant human IL-8 protein (R & D Systems，208-IL，USA)，マイヤーヘマト

キシリン溶液 (Wako，Japan)，1%エオシンY溶液 (Wako，Japan)． 

 

免疫組織染色および解析方法 

ヒトにおいては医師主導自主臨床研究(「抗癌剤治療前後の尿路上皮癌における腫

瘍血管内皮の P-glycoprotein発現変化に関する研究」，自 015-0228，平成 27年 10

月 29日承認)のプロトコールに従い，同意書を事前に取得した患者の手術標本を用い

た．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，ABCB1および IL-8染色を Morphotechnology株式会社 (Sapporo，Japan) にて

施行した．HE染色は切片を脱パラフィン，脱水処理後，マイヤーヘマトキシリン溶

液にて 2分染色して水洗し，1%エオシン Y溶液にて 10分染色を行った．その後，脱

水，透徹を行い封入処理をした．NanoZoomer (Hamamatsu Photonics，Japan)を使用

して染色標本の画像をスキャンし，デジタルデータに変換して解析に用いた．腫瘍細

胞における ABCB1，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 ABCB1発現は，連続切片で CD31染色，ABCB1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 ABCB1陽性血管の割合をカウン

トし，その 5ヶ所の平均を ABCB1陽性率とした． 

マウスにおける検討では，動物の愛護および管理に関する法律，ならびに実験動

物の飼育及び保管等に関する基準に従い，研究は国立大学法人北海道大学動物実験に

関する規程に基づいて行った．UMUC3皮下移植腫瘍組織を摘出後，Tissue-TEK 

cryocompound (Miles，Elkhart，IN) に包埋し，液体窒素で凍結させた．厚さ

8μmの切片を薄切し，血管における ABCB1発現または cleaved caspase 3発現を抗

CD31抗体と抗 ABCB1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．ABCB1染色についてはアセトン，cleaved caspase 3染色について

は 4% paraformaldehydeで 10分間固定した．2%ヤギ血清，5%ウシ血清由来アルブミ

ン (Bovine serum albumin; Sigma Chemical Co，St Louis，MO，USA) / PBS で 60

分ブロッキング処理をした．ABCB1発現解析については，一次抗体として抗 ABCB1抗

体を用い 4℃下で 24時間反応させた．次に Alexa Fluor 647-rat 抗マウス CD31抗体

を用い，室温で 2時間反応させた．その後，4，6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; 

Roche，Indianapolis，IN)により核染色した．cleaved caspase 3発現解析について

は，一次抗体として抗 cleaved caspase 3抗体と抗 CD31抗体を用い 4℃下で 24時間
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反応させた．次に，Alexa Fluor 647または Alexa Fluor 488がコンジュゲートされ

た二次抗体を室温で 2時間反応させた．その後，同様に核染色をした．FV1000 

confocal microscope (Olympus) により蛍光イメージを撮影した．血管における

ABCB1発現は，高倍率 (x600)視野内で，CD31と共局在する ABCB1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．

微小血管密度 (Microvessel density: MVD) は，全視野の面積における CD31陽性面

積の割合として計算した．各群 40-50視野をランダムに選択して解析した．腫瘍組織

における IL-8発現は抗 IL-8抗体を用いて解析した．アセトンで 10分間固定後に，

上記と同様にブロッキングを行い，抗 IL-8抗体を用い 4℃下で 24時間反応させた．

alkaline phosphataseをコンジュゲートされた二次抗体を室温で 1時間反応させ，

Vulcan Fast Red Chromogen Kit2 (Biocare Medical，BRR805AS) で発色した．

NanoZoomerを用いて染色標本をスキャンし，デジタルデータに変換して解析に用い

た．各腫瘍において低倍率 (x100) で 5視野ずつ選定し，全体の面積における IL-8

陽性面積の割合を NIH Image J softwareを用いて算出した．5視野の平均をその腫

瘍の IL-8発現とした． 

 

非接触共培養アッセイ 

 径 6.5mm (孔 0.4μm) のトランスウェル (Corning Costar，3413) に 1 x 104の

UMUC3を播種し，10%FBS DMEMで 12時間培養後，25nM ゲムシタビンと 3μM シスプ

ラチンを含む 10%FBS DMEMに培地を交換し，24時間培養した．10%FBS DMEMで複数回

培地を入れかえて抗癌剤を除去後，トランスウェルを 2 x 104の HMVECを播種してい

る 24 well-plateに挿入した．EGM-2MVで 48時間培養後に，HMVECの RNAを抽出し遺

伝子発現解析を行った． 

 

腫瘍細胞培養上清処理および IL-8抑制アッセイ 

6 well plate上に UMUC3を播種し，70-80%の細胞密度まで培養後，培地を 3μMの

シスプラチンまたは 25nMのゲムシタビンを含む 10%FBS DMEMに入れかえ，24時間培

養した．培地を複数回交換して抗癌剤を除去後，10%FBS DMEMでさらに 24時間培養

した．その培養上清を回収し，0.22-μm filter (Merck Millipore Ltd．，

SLGS033SS)を通過させ細胞成分を除去した．その腫瘍細胞培養上清に等量の EGM-2MV

を加えて HMVECに処理し，48時間培養後に RNAを回収した．コントロールとして，

腫瘍細胞がない状態で同様にインキュベーションした 10%FBS DMEMを用いた．また，
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IL-8抑制アッセイは，IL-8中和抗体を 0.5ug/mlの濃度で腫瘍細胞培養上清に添加し

て行った． 

 

PCR array 

 3μMのシスプラチンまたは 25nMのゲムシタビンを含む 10%FBS DMEMで 24時間培

養した UMUC3およびコントロールの UMUC3から回収した 0.5μgの RNAを用いて，

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． 

 

IL-8処理アッセイ 

 MS1を 25ng/mlのリコンビナント IL-8を含む培地で 36時間培養後，RNAを抽出し

て，quantitative real-time PCR (qRT-PCR) 法にて MDR1 mRNA発現を解析した．

HMVECを 12.5ng/mlのリコンビナント IL-8を含む培地で 48時間培養後，同様に MDR1 

mRNA発現を解析した．HMVECを 12.5ng/mlのリコンビナント IL-8を含む培地で培養

し，1，2，4時間後にタンパクを回収して NF-kB，pNF-kBの発現レベルを解析した． 

 

抗癌剤処理アッセイ 

 HMVECを 12.5nMのゲムシタビンまたは 3μMのシスプラチンを含む培地で培養し，

24時間後に MDR1 mRNA発現を解析した．HMVECを 12.5nMのゲムシタビンまたは 3μM

のシスプラチンを含む培地で培養し，1，2，4時間後にタンパクを回収し NF-kB，

pNF-kBレベルを解析した． 

 

抗癌剤処理における NF-kB抑制アッセイ 

 1.25μMの NF-kB阻害剤を含む培地で HMVECを 30分間前処理した後，12.5nM ゲム

シタビンと 1.25μM NF-kB阻害剤を含む培地で 24時間培養し，MDR1 mRNA発現を解

析した． 

 

Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)法 

細胞からReliaPrep™ RNA Cell Miniprep System (Promega，Z6012) を用いて

total RNAを抽出した．マウス腫瘍組織および肺組織から RNeasy Mini kit (Qiagen)

を用いて RNAを抽出した．0.5-5μgの RNAから ReverTra Ace，RT Buffer (ToYoBo，

Osaka，Japan)，Oligo dT primer，Random primer (Hokkaido System Science，

Sapporo，Japan)，dNTP mixture (Takara，Shiga，Japan) を用いて逆転写反応を行

い，cDNAを合成した．使用したプライマーの配列を以下に示す． 
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mouse actb Forward: 5′- TTTGCACATGCCGGAGCCGTTG -3′ 

mouse actb Reverse: 5′- TTTGCAGCTCCTTCGTTGCCGG -3′ 

mouse cxcl15 (il-8) Forward: 5′- CTTGGAGCCAAGGCAAGAACAC -3′  

mouse cxcl15 (il-8) Reverse: 5′- AAATGGAGAGGCATCCGGTTCA -3′ 

mouse cxcl12 Forward: 5′-TGGCGCTTTGTAACTCGCTCCTC-3′ 

mouse cxcl12 Reverse: 5′-ACCAGGGCAGGAAAGCCTAAGCA-3′  

mouse mdr1 Forward: 5′- ATCCGGGAGCAGAAGTTTGA -3′ 

mouse mdr1 Reverse: 5′- GCACCAAAGACAACAGCAGA -3′ 

human Actb Forward: 5′- TTACAGGAAGTCCCTTGCCATCC--3′ 

human Actb Reverse: 5′- AAGCAATGCTATCACCTCCCCTG -3′ 

human Il-8 Forward: 5′- CCGGAAGGAACCATCTCACTGT -3′ 

human Il-8 Reverse: 5′- TTGGGGTGGAAAGGTTTGGAGT -3′ 

human Mdr1 Forward: 5′- TGATTGCATTTGGAGGACAA -3′ 

human Mdr1 Reverse: 5′- ACCAGAAGGCCAGAGCATAA -3′ 

Luc2 Forward : 5′- GAATAGCTTGCAGTTCTTCATGC -3′ 

Luc2 Reverse : 5′- GATCTTTTGTATGATCGGTAGCTTC -3′ 

qRT-PCRは，KAPA SYBR FAST qPCR Kit (KAPA Biosystems)を用いて，イニシャル

インキュベーション (95℃ 300秒)，熱変性 (95℃ 1秒)，アニーリング (60℃ 5

秒)，伸長反応 (60℃) で40サイクル行い，CFX Manager (Bio-Rad，Richmond，CA) 

で増幅産物を定量した．内部標準にはβ-Actinを用い，⊿⊿Ct法をもとに相対比を比

較検討した． 

 

ウエスタンブロッティング 

細胞を PBSで 2回洗浄した後，RIPA buffer [50 mM Tris-HCl (pH = 7．4)，150 

mM NaCl，1 mM EDTA，1% NP-40，0．1% SDS，0．5% sodium deoxycholate，1 mM 

Na3VO4]を添加し，氷上で 10分間静置し，可溶化した．ライセートを回収して 10分

間の遠心後の上清を細胞抽出液として採取した．細胞抽出液を BCA protein assay 

kit (Pierce，Rockford，IL) を用いて定量した．20-25μgのタンパクを SDS-

polyachrylamide gel electrophoresis（SDS-PAGE）で展開後， Immobilon-P 

membranes（Millipore，Bradford，MA）に転写した．PVDF膜を 5%スキムミルク含有

TBST (0.1% Tween20を含んだ Tris-buffered saline (TBS))でブロッキングした後，

一次抗体を 4°Cで 16時間反応させた．二次抗体として Anti-rabbit IgG HRP-

linked Antibody (Cell Signaling Technology)を室温で 2時間反応させ，Western 
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Lightning (PerkinElmer，Waltham，MA) を用いて LAS-4000 mini image analyzer 

(FUJIFILM，Tokyo，Japan)により検出した． 

 

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

血清中の IL-8タンパク濃度を Quantikine ELISA kits (R&D Systems，#D8000C) 

を用いて解析した． 

 

IL-8の発現抑制 

UMUC3の IL-8発現を抑制するために，レンチウイルス GFP vector (ORIGENE，

#TG319476) を用いて IL-8 shRNA (5’-GATGCCAGTGAAACTTCAAGCAAATCTAC-3’)ベクタ

ーをトランスフェクションした．non-targeting control shRNA (ORIGENE，# 

TR30021) をコントロールとして用いた．トランスフェクション方法は下記の通り行

った．パッケージング vector pCAG-HIVgp，VSV-G-，REV-expressing construct 

pCMV-VSV-G-RSV-REV (from H．Miyoshi) を用いて前述の発現ベクターを FuGene HD 

Transfection Reagent (Promega)により HEK293T細胞に導入した．12時間後に培地

交換し，さらに 48時間培養後に培養上清を回収した．0.45μmフィルターでフィル

トレーション後，遠心分離 (6,000g 4℃ 16時間) し，レンチウイルスを濃縮した．

培地で再懸濁後に UMUC3に処理し，目的の shRNA発現 UMUC3を得た．遺伝子組み換え

に関しては「北海道大学遺伝子組み換え実験等安全管理規定」に従った． 

 

マウス腫瘍移植モデルおよび抗癌剤処理実験 

6週齢の雌性ヌードマウス Balb (nu/nu) を日本クレア株式会社 (Tokyo，Japan) 

より購入した．入舎日より 1週間飼育後，4x106の UMUC3もしくは tdTomato-Luc2遺

伝子導入 UMUC3を皮下移植した．本研究に関する実験プロトコールは北海道大学動物

実験委員会により承認された．動物の取り扱いは「北海道大学動物実験に関する規

程」に従った． 

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．コント

ロールとして，それぞれの溶媒（滅菌蒸留または dimethyl sulfoxide (DMSO)） を

ハンクスバッファー(HBSS)で溶解した溶液を投与した．それぞれ週 1回，2から 3コ

ース投与した．イソフルラン吸入麻酔下で心腔内穿刺により血液を回収した．頸椎脱

臼により安楽死させた後，腫瘍を摘出した． 

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
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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，18日

後に頸椎脱臼により屠殺し，肺組織と腫瘍を摘出した． 

腫瘍体積は長径ｘ短径 2ｘ0．5で算出した．IVIS Spectrum (住友ファーマインタ

ーナショナル株式会社) を用いて，全肺組織のルシフェラーゼ活性を検出し肺転移を

評価した．その後，肺左葉をミンスして RNAを回収した． 

 

UMUC3-TEC分離をよび RNA回収 

 7週齢の雌性ヌードマウスに皮下移植された UMUC3腫瘍組織から，磁気細胞分離法 

(MACS system: MilltenyiBiotec，Bergisch Gladbach，Germany) を用いて CD31陽性

細胞分画を TECとして分離した．分離した細胞の一部を，FACS Aria II (Becton 

Dickinson; Franklin Lakes，New Jersey) を用いて CD31陽性率を解析した．データ

解析は Flow Jo (Tree Star，Ashland，OR，USA)を用いて行った．残りの細胞は PBS

で洗浄後に RNAを抽出した． 

 

統計解析 

臨床症例における化学療法前後の群間の比較はウィルコクソンの符号順位検定を

使用した．臨床症例において，1次化学療法後の手術日からの生存期間を全生存期間

とし，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 ABCB1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．ABCB1陽性腫瘍血管内皮細胞の割合が

高い群 (7%以上) を ABCB1 high group，低い群 (7%未満) を ABCB1 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． 
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実験結果 

尿路上皮癌臨床検体における１次化学療法前後の ABCB1発現解析 

抗癌剤治療による尿路上皮癌組織内の ABCB1発現変化を免疫組織化学法により解

析した（表 2）．代表的な症例の尿路上皮癌組織 HE染色像を図 2Aに示す．Case1，

Case2共に１次化学療法前の組織において腫瘍細胞の筋層浸潤を認める症例であっ

た．Case1は 1次化学療法後の組織において少数の生存する腫瘍細胞を浅筋層に認

め，Case2では深筋層まで浸潤する多数の腫瘍細胞を認めた．Case1では１次化学療

法前の尿路上皮癌組織において，ABCB1陽性腫瘍細胞が認められたが，１次化学療法

後の尿路上皮癌組織内の腫瘍細胞は ABCB1陰性であった．一方，Case2では，１次化

学療法後の組織内において，ABCB1強陽性の腫瘍細胞の比率が増加していた (図

2B)．腫瘍細胞における ABCB1染色スコアは，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 ABCB1発現レベルには有意な差は認められなかった (図 2C)．一方，腫瘍血管内

皮細胞における ABCB1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 2D)． 定量解析により，ABCB1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 2E)．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 ABCB1発現が誘導される可能

性が示唆された． 

表 2．尿路上皮癌症例の患者背景 

N = 66 Median (range) 

Age (years) 66 (40–82)  
N (%) 

Sex 

  Male 

  Female 

 

47 (71.2) 

19 (28.8) 

Tumor location 

  Bladder/ Urethra 

  Upper urinary tract 

 

55 (83.3) 

11 (16.7) 

pT stage (after first-line chemotherapy) 

  <T1 

  T2 

  T3 

  T4 

 

19 (28.8) 

14 (21.2) 

26 (39.4) 

7 (10.6) 

pN+ 23 (34.8) 
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図 2A) 1次化学療法前後の尿路上皮癌組織における HE染色像．代表的な２症例を示

す（Case1，Case2）．Scale bar，100μm．

 

 

 

 

 

図 2B) 1次化学療法前後の尿路上皮癌組織における ABCB1組織免疫染色像．図

2Aと同一の代表例を示す．Scale bar，100μm． 
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図 2C) 1次化学療法前後での腫瘍細胞 ABCB1染色レベルの定量解析結果 

(N=66，各色は各症例を表し，同一症例の化学療法前後の染色スコアを線で結

ぶ).ウィルコクソンの符号順位検定により化学療法前後の群間の発現変化を解

析．（N.S.; Not significant）． 

図 2D) 尿路上皮癌組織連続切片を用いた CD31，ABCB1免疫染色による腫瘍血

管内皮細胞 ABCB1発現解析．黒矢頭；CD31陽性腫瘍血管，白矢頭；ABCB1陰性

腫瘍血管，赤矢頭；ABCB1陽性腫瘍血管．Scale bar，100μm． 
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ゲムシタビンによる NF-kBの活性化を介した血管内皮細胞の MDR1発現上昇 

尿路上皮癌の一次化学療法にはゲムシタビン，シスプラチンが一般的に使用され

ている．そこで，抗癌剤による腫瘍血管の ABCB1発現亢進メカニズムとして，これら

の抗癌剤が血管内皮に及ぼす直接的な影響について検討した．ヒト正常血管内皮細胞

HMVECにゲムシタビン処理を行うと，ABCB1をコードする MDR1 mRNA発現レベルが上

昇した (図 3A)．一方で，シスプラチン単独処理では MDR1 mRNA発現レベルは低下し

た (図 3B)．したがって，ゲムシタビンに焦点を絞って以降の解析を行った．NF-kB

は MDR1の転写因子であるが 63，ゲムシタビン処理 2時間後の HMVECにおいて NF-kB

のリン酸化がみられた (図 3C)．さらに，NF-kB阻害剤 (BAY11-7082) 処理によりゲ

ムシタビンによる MDR1 mRNA発現亢進がキャンセルされた (図 3D)．これらの結果か

ら，ゲムシタビンは NF-kBの活性化を介して MDR1 mRNA発現を上昇させることが示唆

された． 

図 2E) 1次化学療法前後での腫瘍血管内皮細胞における ABCB1陽性率の解析結

果 (N=66，各色は各症例を表し，同一症例の化学療法前後の腫瘍血管内皮細胞

ABCB1陽性率を線で結ぶ).ウィルコクソンの符号順位検定により化学療法前後

の群間の発現変化を解析． 
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図 3A)ゲムシタビン処理による HMVECの MDR1 mRNA発現解析（qRT-PCR法)． 

** P<0.01 

図 3B) シスプラチン処理による HMVECの MDR1 mRNA発現解析（qRT-PCR法）. 

** P<0.01 
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抗癌剤による腫瘍細胞 IL-8分泌増加と血管内皮細胞の MDR1/ABCB1発現レベル上昇  

次に，腫瘍血管内皮細胞の ABCB1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．ゲムシタビンとシスプラチンで

処理された膀胱癌細胞株 UMUC3と HMVECを非接触共培養すると，HMVECにおける MDR1 

mRNA発現レベルが上昇した (図 4A)．次に，ゲムシタビンまたはシスプラチン処理後

図 3C) ゲムシタビン処理による HMVECの NF-kBリン酸化レベルの解析 (ウエ

スタンブロッティング法)．β-Actinはインナーコントロール． 

図 3D) ゲムシタビンと NF-kB阻害剤 (BAY11-7082, NF-kBi) 処理による HMVEC

の MDR1 mRNA発現解析（qRT-PCR法）．* P<0.05, ** P<0.01 
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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 4B)．これらの結果より，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 ABCB1発現を誘導することが報告されてい

る 64．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 4C)．さらに，ゲムシタビンま

たはシスプラチン耐性 UMUC3株を樹立したところ，どちらの細胞株においても IL-8 

mRNA発現レベルは親株 UMUC3に比べて高いことがわかった (図 4D)．これらのことか

ら，ゲムシタビンおよびシスプラチンにより腫瘍細胞の IL-8発現量が増加すること

が示唆された． 

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の転写因子 NF-kBが活性化され (図 4E)，MDR1 mRNA発現レベ

ルが上昇した (図 4F)．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 4G，H)．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． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4A) ゲムシタビン＋シスプラチンで処理された UMUC3との非接触共培養に

よる HMVECの MDR1 mRNA発現解析（qRT-PCR法）．*** P<0.001 
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図 4B) ゲムシタビンまたはシスプラチン処理後の UMUC3培養上清 (CM) 処理

による HMVECの MDR1 mRNA発現解析（qRT-PCR法）．*** P<0.001 

図 4C) ゲムシタビン（右）またはシスプラチン（左）処理による UMUC3にお

ける PCR arrayを用いたサイトカインの発現量変化解析． 
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図 4E)リコンビナント IL-8 (rIL-8) 処理による HMVECの NF-kBリン酸化レベ

ルの解析（ウェスタンブロッティング法）．β-Actinはインナーコントロー

ル． 

図 4D) ゲムシタビンまたはシスプラチン耐性 UMUC3における IL-8 mRNA発現

解析 (qRT-PCR法)．** P<0.01，*** P<0.001 
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図 4F) リコンビナント IL-8（rIL-8）処理による HMVECの MDR1 mRNA発現解析

（qRT-PCR法）．** P<0.01 

図 4G)シスプラチン処理後の UMUC3培養上清（CM）と IL-8中和抗体 (IL-8 

Ab) 処理による HMVECの MDR1 mRNA発現解析（qRT-PCR法）．** P<0.01 
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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 5A)．また，ABCB1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，ABCB1陽性の腫瘍血管内皮細胞が増加していた (図 5B)．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 (図 2D) を裏付ける結果

であると考えられた． 

UMUC3腫瘍組織より RNAを抽出し，ヒト特異的な IL-8プライマーを用いて qRT-

PCRを行ったところ，抗癌剤処理により腫瘍細胞の IL-8 mRNA発現レベルが上昇して

いた (図 5C)．また，腫瘍組織の IL-8免疫染色においても，抗癌剤投与により IL-8

陽性領域が増加した (図 5D)．さらに，抗癌剤投与により腫瘍体積あたりのマウス血

清中 IL-8レベルも上昇していた (図 5E)．これらの結果より，in vivoマウス腫瘍に

おいても抗癌剤により腫瘍細胞の IL-8産生，分泌が誘導されることが示された． 

次に，腫瘍細胞由来の IL-8が腫瘍血管内皮の MDR1/ABCB1発現に与える影響を解

析した．IL-8をノックダウンした 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 ABCB1免疫染色を行った．コントロールの UMUC3腫瘍と比較し，IL-8

ノックダウン UMUC3腫瘍において，ABCB1陽性腫瘍血管が減少していていた (図

図 4H) ゲムシタビン処理後の UMUC3培養上清（CM）と IL-8中和抗体 (IL-8 

Ab) 処理による HMVECの MDR1 mRNA発現解析（qRT-PCR法）．** P<0.01 
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5F)．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 ABCB1発現が亢進することが示唆された． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5A) Vehicleまたはゲムシタビン＋シスプラチン処理後の UMUC3腫瘍より分

離した腫瘍血管内皮細胞における MDR1 mRNA発現解析 (qRT-PCR法）．* 

P<0.05 

図 5B) CD31，ABCB1蛍光二重免疫染色による UMUC3腫瘍組織内の血管内皮細胞

における ABCB1発現解析（左）．黄矢頭；ABCB1陽性腫瘍血管，Vehicleまたは

ゲムシタビン＋シスプラチン処理後の UMUC3腫瘍血管における ABCB1陽性率の

定量解析結果（右）．* P<0.05 
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図 5C) Vehicleまたはゲムシタビン＋シスプラチン処理後の UMUC3腫瘍組織に

おけるヒト IL-8 mRNA発現解析 (qRT-PCR法)．* P<0.05 

図 5D) IL-8免疫染色による UMUC3腫瘍組織内の IL-8発現解析（左）．Vehicle

またはゲムシタビン＋シスプラチン処理後の UMUC3腫瘍における IL-8陽性領

域の定量解析結果（右）．* P<0.05 
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図 5E) ELISAによる UMUC3担癌マウス血清中の IL-8濃度解析，腫瘍体積あた

りの IL-8量で算出．* P<0.05 

図 5F)ゲムシタビン＋シスプラチン投与後のコントロールおよび IL-8ノック

ダウン UMUC3担癌マウスの腫瘍血管内皮細胞の ABCB1陽性率の定量解析結果．

CD31，ABCB1蛍光二重免疫染色により腫瘍血管内皮細胞の ABCB1発現を解析．
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腫瘍血管内皮細胞の ABCB1発現レベルと予後との相関 

 膀胱癌症例における腫瘍組織の IL-8発現と予後との関係について，PrognoScanデ

ータベースを用いて解析した．IL-8高発現群は，低発現群と比較して疾患特異的生

存率が低かった (図 6A)．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 ABCB1発現に関与していることが示唆されたため，11例の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 6B)．さら

に，全 66症例で腫瘍血管 ABCB1陽性率と全生存率の関係を解析したところ，ABCB1 

high groupは low groupと比較して，全生存期間が有意に短かった (図 6C)．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

ABCB1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． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6A) PrognoScanデータベースの膀胱癌症例におけるカプランマイヤー生存

曲線 (疾患特異的生存率)．ログランク検定による IL-8高発現群と低発現群の

群間の比較． 
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図 6C) 尿路上皮癌患者全症例 (N=66) の全生存期間のカプランマイヤー生存

曲線．ログランク検定による腫瘍血管 ABCB high group (N=24) と low group 

(N=42) の群間の比較． 

図 6B)組織免疫染色による 1次化学療法前後の尿路上皮癌における IL-8発現

解析．腫瘍血管 ABCB1 high group (N=6，右) と ABCB1 low group (N=5，左) 

において IL-8染色レベルを定量解析 (同一症例の化学療法前後の染色スコア

を線で結ぶ) 
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パクリタキセルを用いた 2次化学療法における ABCB1阻害剤の併用についての検討 

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 ABCB1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，ABCB1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．我々は以前，

ABCB1阻害剤ベラパミルが腫瘍血管内皮細胞へのパクリタキセルの効果を増強させる

ことを報告している 61．さらに，in vivoマウス高転移性メラノーマ腫瘍において，

ベラパミル併用がパクリタキセルの抗腫瘍効果，血管新生阻害効果を増強し，肺転移

を抑制することを見出している 62． 

そこで，マウス尿路上皮癌モデルを用いて，腫瘍血管の ABCB1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 ABCB1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(図 7A)．

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 7B)．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 7C)．さらに，IVISを用いた in vivo 

イメージング解析では，ベラパミル併用群における肺のルシフェラーゼ活性の減少が 

(図 7D)，また qRT-PCRにおいては肺における Luc2遺伝子の発現低下が認められたこ

とから(図 7E)，肺転移の減少が示された．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，ABCB1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 ABCB1阻害剤の併用

が有用であることが示唆された． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7A) Luc2導入 UMUC3担癌マウスへのゲムシタビン/シスプラチンによる１次治

療およびパクリタキセル＋ベラパミルによる 2次治療の治療デザイン． 
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図 7B) Vehicle群，パクリタキセル群，パクリタキセル＋ベラパミル併用群に

おける，1次治療終了後からの腫瘍増大率の解析結果．* P<0.05 
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図 7C) CD31, cleaved caspase 3の蛍光二重染色による腫瘍血管内皮細胞のア

ポトーシス解析（上）．Vehicle群，パクリタキセル群，パクリタキセル＋ベ

ラパミル併用群における，腫瘍血管内皮細胞の cleaved caspase 3陽性率の解

析結果（下）．* P<0.05，*** P<0.001 
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図 7D) Vehicle群，パクリタキセル群，パクリタキセル＋ベラパミル併用群に

おける IVISを用いた in vivo イメージングによる肺転移解析．標識された転

移腫瘍細胞が視覚化された． 

図 7E) Vehicle群，パクリタキセル群，パクリタキセル＋ベラパミル併用群の

肺組織における Luc2 mRNA発現解析 (qRT-PCR法)． 
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考察 

ABCB1は ATP結合カセット輸送体の一つである．ABCB1発現細胞は，ビンカアルカ

ロイド，タキサンなどの抗癌剤を含む様々な化合物に対する耐性を示す 65．ABCB1の

発現は癌幹細胞で亢進しており，ABCB1による細胞外への薬剤排出によって細胞死を

免れることが，癌幹細胞の薬剤耐性の主なメカニズムである 32,34．一般的には ABCB1

発現レベルが高い腫瘍は予後不良である．また，抗癌剤治療により腫瘍細胞の ABCB1

発現が亢進することが報告されている．その機序として MDR1遺伝子のプロモーター

のエピジェネティクス変化や MDR1の転写因子 NF-kB活性化などが報告されている
66,67．一方で，腫瘍微小環境を構成する間質細胞における ABCB1発現に関する報告は

少ない．正常組織においては，肝臓の毛細胆管や腎臓の尿細管など，代謝産物などを

排泄する臓器において ABCB1発現が認められている 68．また，血液脳関門を構成する

内皮細胞も ABCB1を高いレベルで発現しており 69，有害物質から脳を保護している．

しかし，ABCB1により脳内への薬剤移行が抑制されることから，脳転移の治療抵抗性

の要因のひとつにもなっている 70,71．腫瘍血管内皮細胞は，これまでは正常血管内皮

細胞と同様に遺伝学的には安定で均一な細胞集団と考えられていたが，現在では多様

な細胞集団であることがわかっている 50,51．さらに我々のものを含むこれまでの報告

から，腫瘍血管内皮細胞には様々な異常性があることが明らかになってきた．その一

つに MDR1や ALDHなどの幹細胞マーカーの発現亢進や，スフェロイド形成能，side 

population細胞の存在など，幹細胞性を有していることが報告されている 61,59,60．癌

幹細胞と同様に，腫瘍血管内皮細胞は薬剤トランスポーターを高く発現し，抗癌剤に

対しても耐性である 61,72．さらにはそうした幹細胞性をもつ細胞は，血管新生能が高

いことも報告されている 59．これらのことより，幹細胞性を有する腫瘍血管内皮細胞

は薬剤耐性をもつがゆえ，抗癌剤治療後にも残存することが可能で癌の進展に貢献し

ていると考えられる．したがって，ABCB1陽性血管の増加も，抗癌剤治療後の癌の再

発，治療抵抗性のメカニズムのひとつではないかと考えられる．これまで癌の耐性と

血管との関連については，未熟で漏れやすい腫瘍血管の構造からおこる腫瘍間質圧の

亢進により血行不良が生じ，抗癌剤の薬剤移行が妨げられていることが知られていた
73．しかし，我々のこれまでの研究結果より，腫瘍血管内皮の ABCB1が抗癌剤の血管

から腫瘍組織内への移行を妨げることにより，ドラッグデリバリーを不良にしている

可能性も考えられる．しかしながら，実際に腫瘍血管内皮の ABCB1が薬剤移行を妨げ

ているかにどうかについては腫瘍組織内の抗癌剤濃度の測定などにより検証する必要

があり，さらなる研究が待たれる． 

IL-8は好中球遊走を動員する炎症メディエーターであり，自然免疫において重要

なサイトカインである 74．IL-8を分泌する細胞は，マクロファージや線維芽細胞，
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血管内皮細胞など多岐にわたる 75-77．また腫瘍血管新生を促進するサイトカインとし

ても有名である 78．さまざまな癌腫において腫瘍細胞の IL-8発現が亢進しているこ

と，さらに IL-8が高発現している症例は予後不良であることが知られている 79-81．

今回の研究において，抗癌剤投与により腫瘍細胞の IL-8発現が亢進することが示さ

れた．なお，腫瘍細胞のみならず，腫瘍微小環境を構成するさまざまな間質細胞にお

いても抗癌剤治療により IL-8分泌が増加すると考えられる．一方で，IL-8の腫瘍間

質細胞への影響はいくつか解明されており，IL-8が CAFの CCL2，CXCL12分泌を促進

し，それらが腫瘍の悪性化誘導に関与するという報告がある 82．本研究においても，

IL-8が腫瘍血管内皮細胞の ABCB1発現を亢進させ，薬剤耐性を誘導することを示し

た．このように，抗癌剤によってもたらされる腫瘍微小環境の変化は，IL-8発現誘

導を介して，腫瘍の悪性化を促進すると考えられる．実際に，今回の我々の研究にお

いても 1次化学療法後に ABCB１陽性血管が増加している症例は予後不良であった

が，IL-8などがもたらす腫瘍微小環境の炎症性変化も関与しているのではないかと

考えられる．抗癌剤治療後の尿路上皮癌において，NF-kBによって転写される ABCト

ランスポーターの発現が腫瘍血管内皮細胞において亢進していたという結果は，血管

内皮細胞の炎症性変化を示唆している．血管内皮に炎症性変化が起きる代表的な病態

としては動脈硬化などが有名であるが，そこには DAMPs (damage-associated 

molecular patterns) が中心的な役割を果たしている 83．また，近年では血管内皮細

胞から分泌される DAMPsが腫瘍細胞の血管外侵入，転移を促進することが知られてい

る 84．さらに，我々は高転移性腫瘍由来の腫瘍血管内皮細胞が DAMPsのひとつである

Biglycanを分泌し，腫瘍細胞の転移を促進することを報告している 54．これらのこ

とから，抗癌剤治療により誘導された炎症性サイトカインによって腫瘍血管内皮細胞

の形質が変化し，Biglycanのような DAMPsの分泌により転移が誘導されることが，

抗癌剤治療後の癌の再発転移の原因になっている可能性もあるかもしれない． 

進行性尿路上皮癌の全身治療は，抗癌剤投与が一般的である．さまざま化学療法

がプレクリニカル，クリニカルスタディで行われているが，良好な治療成績を残して

いるものは少なく，特に，ゲムシタビン/シスプラチン療法抵抗性の症例に対する 2

次治療として標準的となっている治療法は確立されていない．腎癌などとは異なり血

管新生阻害剤が使われることはなく，腫瘍血管をターゲットにした治療についてはこ

れまでほとんど検討されていなかった．しかし，今回の知見から，尿路上皮癌におい

て腫瘍血管の異常性獲得を防ぐ，もしくは異常な腫瘍血管を標的とすることは重要な

治療戦略になり得ることが示された．近年，シスプラチンベースの化学療法後の進行

性尿路上皮癌に対し，ドセタキセルと抗 VEGFR2抗体の併用療法で予後延長が得られ

た大規模臨床試験 85が行われ，腫瘍血管を念頭においた治療は今後ますます重要視さ
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れていくものと考えられる．今回の研究結果から，IL-8阻害剤の併用が腫瘍血管内

皮の ABCB1発現亢進といった異常性獲得を抑える一つの戦略になりうるのではないか

と考えられた．一方，我々は腫瘍血管内皮細胞の ABCB1発現亢進のメカニズムに

VEGFが関与していることをすでに報告している 61．すなわち，腫瘍微小環境内の複

数の要因が複雑に絡み合って腫瘍血管内皮細胞の ABCB1発現を誘導していると考えら

れ，IL-8抑制のみでは不十分であることが予想される．また，我々が用いたベラパ

ミル以外にも，近年では腫瘍血管の ABCB1をチロシンキナーゼ阻害剤で抑制すること

で抗癌剤の抗腫瘍効果が増強したことも報告されており，腫瘍血管の ABCB1標的のた

めの手段は複数存在するものと考えられる 86．いずれにせよ，癌の薬剤耐性克服のた

めには腫瘍血管の異常性も視野にいれた戦略が必要と考えられる．そのうちのひとつ

として，腫瘍血管 ABCB1標的化は，臨床における尿路上皮癌治療の問題点である耐性

を克服する一つの方法になりうることが示唆された． 
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総括および結論 

① 本研究全体から得られた新知見 

・尿路上皮癌において 1次化学療法後に ABCB1腫瘍血管内皮細胞の割合が増加する． 

・抗癌剤により誘導された腫瘍細胞由来 IL-8により血管内皮細胞の MDR1/ABCB1発現

が亢進する． 

・尿路上皮癌症例において腫瘍血管内皮細胞の ABCB1発現が予後と相関する． 

・ABCB1阻害剤の併用により，尿路上皮癌 2次化学療法におけるパクリタキセルの治

療効果が増強する． 

 

② 新知見の意義 

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 (ABCB1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． 

 

③ 本研究で得られた新知見から今後どのような研究が展開されうるか 

 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 ABCB1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． 

 

④ 今後の課題 

腫瘍血管内皮細胞の異常性獲得には様々なメカニズムが複雑に絡み合っていると

考えられ，一つの分子を標的とした治療を行っても，別の機序が補填することで異常

性が維持，もしくは増悪されると考えられる．腫瘍血管は薬剤耐性の原因になってい

るが，腫瘍細胞への栄養，酸素の供給源であり，転移の経路となる重要な組織であ

る．また，抗癌剤のデリバリーにおいても腫瘍血管は重要である．今後さらなる異常

性獲得のメカニズムの解明が必須である． 
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 また，ABCB1阻害剤が腫瘍血管内皮細胞をターゲットとした治療において有用であ

ることが示唆されたが，実臨床において至適な投与方法は不明であり，今後のさらな

る研究が必要である． 
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