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凡 例 

 

AJs（Adherent junctions）:接着接合 

cDNA（complementary Deoxyribonucleic acid）：相補的デオキシリボ核酸  

CI（Confidence interval）：信頼区間 

CT（Computed tomography）：コンピューター断層撮影 

DNA（Deoxyribonucleic acid）：デオキシリボ核酸 

EGF（Epidermal growth factor）：上皮成長因子 

EGFR（Epidermal growth factor receptor）：上皮成長因子受容体 

FPF（false positive fraction）：偽陽性率 

HE（Hematoxylin-Eosin）：ヘマトキシリン-エオジン 

HER（Human EGFR-related）：ヒト EGFR 関連物質 

hpf（high-power field）：強拡大 

MMP（Matrix metalloproteinase）：マトリックスメタロプロテアーゼ 

mRNA（messenger Ribonucleic acid）:伝令リボ核酸 

PCR（Polymerase chain reaction）：ポリメラーゼ連鎖反応 

RP19（Ribosomal protein 19）：リボソーム蛋白質 19 

RT-PCR（Reverse transcription Polymerase chain reaction）：逆転写ポリメ

ラーゼ連鎖反応 

SD（Standard Deviation）：標準偏差 

TCC（Transitional cell carcinoma）：移行上皮癌 

total RNA（total Ribonucleic acid）：全リボ核酸 

TPF（True positive fraction）：真陽性率 
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緒 言 

 

犬の移行上皮癌（TCC）は膀胱粘膜を構成する移行上皮細胞に由来する腫

瘍であり、犬の全悪性腫瘍の 2％、膀胱に発生する悪性腫瘍の 90％以上を占

める上皮系の悪性腫瘍である。その浸潤性は強く、転移率が高い（50％）こ

とが特徴としてあげられる[10,14]。好発犬種はスコティッシュテリア、シェ

ットランドシープドック、ビーグルなどで、解剖学的には膀胱三角部に好発

する[10]。 

犬の TCC に対する治療法として、腫瘤病巣が膀胱三角部や尿道から離れ

た位置に発生した場合は外科的切除が第一に選択されるが、術後新たに膀胱

内の別の領域で病巣が出現する場合が多い。一方、外科的治療法が困難と判

断された場合は COX-2 阻害作用のあるピロキシカムや核酸合成阻害

topoisomeraseII 阻害、DNA 二重鎖破壊作用を有すミトキサントロンによる内

科的治療法が選択されるが、その際の生存期間の中央値はピロキシカム単剤

で 195 日、ピロキシカムとミトキサントロンの併用で 291 日と報告されてお

り長期生存は望めない[3,10,14]。生存期間に影響する要因として、腫瘍の増殖

性、浸潤性、転移性などの生物学的・臨床的挙動が挙げられるが、進行症例

でみられる膀胱三角部や内尿道口領域への腫瘍浸潤に起因する尿路系閉塞、

それに伴う二次的合併症（水腎症や腎不全など）も重要とされている[10,14]。

したがって、犬の膀胱 TCC の治療成績向上のためには、腫瘍をできるだけ早
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期に発見するとともに、腫瘍の生物学的・臨床的挙動を的確に把握し正確な

予後判断につなげることが重要となる[10,14]。 

犬膀胱 TCC の診断法として、尿検査、細胞診、膀胱造影 X 線検査、超音

波検査、CT 検査がこれまでに用いられてきた。なかでも超音波検査は、非侵

襲的検査であることに加え、膀胱内の腫瘤性病変を早期（小さい）段階から

高感度で検出できる利点を有する。しかしながら、これまでに TCC の早期病

変に関する一致した超音波所見は得られておらず、また超音波所見と予後の

関連性について十分に検討されてこなかった[36]。また、腫瘍の生物学的・臨

床的挙動を把握する一般的手段として、病理組織学的所見によるグレード分

類や脈管浸潤の有無、そして臨床所見に基づいた腫瘍の浸潤度（T）、リンパ

節浸潤の有無（N）、遠隔転移の有無によりステージ分類をする TNM ステージ

ングなどがあげられるが[10,14,62]、近年、ヒトの膀胱癌では p53、COX-2、

Survivin、Uroplakin、EGFR、p63 などの特定の分子が注目を集めており、これ

らの蛋白質の腫瘍での発現パターンと腫瘍の生物学的・臨床的挙動との関連

性が明らかにされている[1,5,7,8,9,64,67,71,99]。犬の TCC においても p53、

COX-2、Survivin についての検討はなされたが[17,29,47,56]、TCC の挙動や予

後と明確な関連性が示されたマーカー分子は残念ながら見出されていない。 

本論文では，犬膀胱 TCC の早期診断および予後診断に有用な超音波検査

所見や分子マーカーを模索するために、第 I 章では、超音波検査、第 II 章で

は EGFR、第 III 章では p63 および ΔNp63 について検討した。 
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第Ⅰ章 

 

 

犬膀胱移行上皮癌における超音波検査所見の  

診断および予後指標としての有用性の検討 
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1. 小 緒  

 

犬の膀胱 TCC は一般的に急速かつ進行性の挙動を示し浸潤や転移を伴う

[30]。一方ヒトの膀胱癌は転移を伴う急速かつ進行性の挙動をとることは稀で

[33]、80％が膀胱壁浸潤を伴わない表在性タイプである[3]。表在性膀胱癌の多

くは、経尿道的切除術によって良好にコントロールすることができるが、浸

潤性膀胱癌の場合、進行例で膀胱全切除術、化学療法、放射線療法が施され

るものの予後は一般的にきわめて悪い[61]。また、ヒト膀胱癌では腫瘍の膀胱

壁内浸潤度に加え、広がりも予後に深く関連しており、進行した TNM ステー

ジ（T：腫瘍の浸潤度、N:リンパ節転移、M：遠隔転移）は生存期間の短縮に

つながる[21, 69,70,77,82]。したがって、ヒト医療において術前に正確に膀胱

壁内浸潤度を評価することや腫瘍の広がりを評価すること（正確な TNM ステ

ージ分類を行うこと）は適切な治療法の選択や予後判断を行う上で極めて重

要となっている。このような状況の中、近年、超音波検査は正確な TNM ステ

ージ分類を行う上で特に重要視されており、1）超音波検査機器の性能向上に

よって腫瘍の膀胱壁浸潤度を正確に評価することが可能になったこと、2）所

属リンパ節やその他の腹部リンパ節の評価を同時に行うことができること、3）

肝臓などの腹部臓器への遠隔転移についても評価できることなどかその理由

として挙げられている[1,10,11, 41,68]。腫瘍の浸潤度や広がりに関する情報以

外にも、超音波検査によって得られる腫瘍の大きさ、形態、エコー輝度など
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の所見はヒト膀胱癌の予後因子として有用であることが示され、医学領域で

は超音波検査所見に基づく予後診断に関心が持たれるようになってきている

[2,22,44,65]。 

犬膀胱 TCC はヒトの膀胱癌よりも浸潤性・転移性が強く[30]、術前に超音

波検査による正確な全身評価を行うことは、適切な治療法の選択や適切な予

後判断を行う上で極めて重要と考えられる。しかしながら、これらの評価に

関する検討は獣医学領域では十分なされていない。 

本章では、犬膀胱 TCC の早期診断および予後診断に有用な超音波検査所

見を模索するために、1）超音波検査による膀胱壁への浸潤度評価の信頼性、

2）超音波検査所見と病理組織所見および生存期間との関連性について検討し

た。 
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2．材料および方法  

 

1）対象動物 

2004 から 2011 年まで膀胱腫瘤を主訴に酪農学園大学附属動物病院に来院

し、膀胱腫瘤摘出術を行い、術後の病理組織学検査で TCC（22 例）またはポ

リープ状膀胱炎（5 例）と診断された 27 例を対象とした。全例で、臨床所見、

超音波検査所見、病理検査所見について調査した。27 例の平均年齢は 9.1 歳

（8-13 歳）で、犬種の内訳はシェットランド・シープドッグが 3 例、マルチ

ーズ、シベリアン・ハスキー、シーズー、雑種が各 2 例、およびその他 16 犬

種が各 1 例であった。主な臨床徴候は頻尿、血尿、排尿困難であり、全例で

これらのいずれかが認められた。TCC 症例のフォローアップ期間は平均 17 ヵ

月（1-60 ヵ月）であり、全生存期間は手術から死亡までの月とした。 

 

2) 病理組織学的検査 

病理組織学的検査には外科的に摘出された組織を用い、検体はホルマリン

固定後 Hematoxylin-Eosin 染色が施された。TCC の症例については筋層浸潤の

有無、腫瘍内壊死の有無、核分裂数についても調査した。核分裂数について

は強拡大で 50 視野当たりに対する核分裂数（/50hpf）をカウントし、過去の

報告に準じ、10/50hpf 以上を「高核分裂数」とした[54]。ポリープ状膀胱炎の

症例については炎症病変の筋層浸潤の有無についても調査した。 
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3) 超音波検査 

超音波検査は超音波診断装置 EUB-6500®および Preirus®（HITACHI 

ALOKA メディカル株式会社, 東京）にて、コンベックスプローブ（7.5MHz）

またはリニアプローブ（10-13MHz）を用いて実施した。Geisse らの方法に従

い全頭仰臥位で、膀胱内に尿カテーテルを介して 2ml/kg の生理食塩水を注入

し、膀胱を十分に膨満させてから検査を開始した[18]。超音波検査所見は腫瘍

最大径（中央値を境界に 20mm 未満または 20mm 以上）、エコーパターン（均

一または不均一）、腫瘍形態（有茎状または非有茎状）、浸潤（膀胱壁筋層浸

潤または非筋層浸潤）、発生部位（膀胱三角またはその他）を静止画と検査者

のコメントをもとに判断した。膀胱壁筋層浸潤の判定は過去の報告より、膀

胱壁の低エコー層（筋層）が腫瘍浸潤により消失した場合を「膀胱壁筋層浸

潤」と判定した[10、68]。エコーパターンは腫瘍内部のエコー輝度が均一であ

った場合を「均一」、高エコーと低エコーが混在している場合を「不均一」と

した（図 1-1）。 

 



 

図 1

 不

ー領

 

4) 

統

ては

性あ

線を

した

 

 

-1 均一エ

不均一エコ

領域（矢頭

統計学的分

統計学的分

はカイ 2 乗

あり」とし

を描出し、

た。 

エコーパタ

ーパター

）が混在

分析  

分析には、

検定を用い

た。また超

log rank 検

ターン（A

ン（B）の

している。

超音波検

い、信頼水

超音波検査

検定にて比

 

）と不均一

の腫瘤内部

 

検査所見と

水準は 95％

査所見ごと

比較を行い

一エコーパ

には高エ

病理組織検

％、有意性

とに Kapla

、P 値 0.0

パターン

コー領域

検査所見と

性は P 値 0

an-Meier 法

05 未満で

（B）  

（矢印）と

との関連性

0.05 未満で

法を用いて

「有意差あ

9

と低エコ

性につい

で「有意

て生存曲

あり」と

9 



10 
 

3. 結果 

 

1）TCC とポリープ状膀胱炎の超音波検査における筋層浸潤所見  

超音波検査による膀胱壁浸潤評価の信頼度を調べるために超音波検査と

病理組織検査の比較を行った。超音波検査による膀胱壁浸潤と病理組織学的

筋層浸潤の関連性については表 1-1 に、超音波画像に相当する病理組織写真を

図 1-2 に示した。 

超音波検査による膀胱壁浸潤は検討した 27 頭中 14 例で認められ、全頭が

TCC であった。非浸潤は 13 例で、うち 8 例が TCC、5 例がポリープ状膀胱炎

であった。超音波検査で膀胱壁浸潤が認められた 14 例のうち 13 例（93％）

が病理組織学的検査において筋層浸潤がみられた。一方超音波検査で膀胱壁

浸潤が認められた 14 例のうち 1 例（7％）で病理組織学的検査にて筋層浸潤

が認められなかった。また超音波検査で膀胱壁浸潤が認められなかった 13 例

のうち 1 例（8％）で病理組織学的検査にて筋層浸潤がみられた。 

超音波検査による膀胱壁浸潤は有意に病理組織学的筋層浸潤に関連して

おり（P＝0.00005）、その感度は 93％（95％信頼区間（CI）: 79-98%）、特異度

92％（95％CI: 76-98%）、正診率 93% （95% CI: 77-98%）であった。また超音

波検査にて膀胱壁浸潤が認められた全 14 例（100％）と膀胱壁浸潤が認めら

れなかった 13 例のうち 8 例（62％）が病理組織学的に TCC と診断された。一

方膀胱壁浸潤が認められなかった 5 例（38％）が病理組織学的にポリープ状
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膀胱炎と診断された。 

 

2）TCC における超音波検査所見と生存期間の関係 

TCC の予後予測における超音波検査の有用性を検討するため、超音波検査

所見（膀胱壁浸潤、腫瘍径、エコーパターン、形態、発生部位）と生存期間

を TCC 22 症例で評価した（表 1-2）。超音波画像における膀胱壁浸潤が認めら

れた群の生存期間（平均生存期間 14.6 ヵ月）は認められない群（38.3 ヵ月）

に比較して有意に短縮していた（P=0.03）。また、エコーパターンが不均一で

あった群の生存期間（10.7 ヵ月）は均一であった群（23.2 ヵ月）に比較して

有意に短かった（P=0.03）。発生部位は TCC 22 例中 11 例（50％）が膀胱三角

領域で最も多く、このうち 6 例（55％）が尿路閉塞を起こしていた。膀胱三

角に発生した群の生存期間（15.2 ヵ月）はその他の部位に発生した群（23.9

ヵ月）に比較して有意に短縮していた（P=0.01）。 

 

3）TCC における超音波検査所見と病理組織検査所見の関連性 

TCC の超音波検査所見と予後との関連を病理組織学的側面から検討する

ため、TCC の超音波検査所見とヒト膀胱癌において予後と関連する病理組織

学的所見（壊死、核分裂数）[55]とを比較した（表 1-3）。 

壊死は膀胱壁浸潤が認められた例の 57％（非浸潤：0％）、腫瘍径 20mm 以

上の例の 58％（20mm 未満：8％）、エコーパターンが不均一であった例の 67％
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（均一：15％）、膀胱三角に発生した例の 63％（その他の部位：9％）でみら

れた。病理組織学的な壊死所見と有意な関連性が認められた超音波検査所見

は膀胱壁浸潤（P=0.03）、腫瘍径 20mm 以上（P=0.03）、不均一なエコーパター

ン（P=0.04）、そして膀胱三角での発生（P=0.03）であった。さらに病理組織

学的に壊死を伴う TCC の群では壊死を伴わない群に比較して有意（P=0.00004）

に生存期間が短縮しており、平均生存期間はそれぞれ 9.5 ヵ月と 26.2 ヵ月で

あった。  

核分裂数については、膀胱三角で発生がみられた症例の 72％（その他の部

位：9％）と非有茎状の形態であった症例の 77％（有茎状：23％）で高核分裂

数が認められた。病理組織学的な高核分裂数は超音波検査所見における膀胱

三角での発生（P=0.03）と非有茎状（P=0.04）に有意な関連性が認められた。

しかしながら、高核分裂数と生存期間の間に有意な関連性はみられなかった

（P=0.2）。 
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表 1-1. 超音波検査と病理組織学的検査結果の関連性 

  病理組織学的検査所見 

超音波検査所見 
筋層浸潤        

n=14(14/0) 

非筋層浸潤       

n=13(8/5) 

膀胱壁浸潤 n=14(14/0)☨        13 * (13/0)        1 (1/0) 

非膀胱壁浸潤 n=13(8/5)        1 (1/0)        12 * (7/5) 

統計学的分析：カイ 2 乗検定 

*p<0.0001 

☨(TCC/ポリープ状膀胱炎) 
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表1-2. TCCにおける超音波検査所見と生存期間との関係  

超音波検査所見 平均生存期間（月）

膀胱壁浸潤    

 浸潤 (n=14) 14.6* 

非浸潤 (n=8) 38.3 

腫瘍径 

 <20mm (n=12) 20.5 

 ≥20mm (n=10) 18.9 

エコーパターン 

 均一 (n=13) 23.2 

 不均一 (n=9) 10.7* 

形態 

 有茎状 (n=13) 19.3 

 非有茎状 (n=9) 20.2 

発生部位  

 膀胱三角 (n=11) 15.2* 

 その他 (n=11) 23.9 

統計学的分析：log rank 検定 

*p<0.05 

  



16 
 

表 1-3. TCC における超音波検査所見と病理組織学的検査所見の関係  

 病理組織学的検査所見 

超音波検査所見 壊死 (n=8) 高核分裂数 (n=10)

膀胱壁浸潤 

  浸潤 (n=14) 8*     8 

  非浸潤 (n=8)     0     2 

腫瘍径 

  <20mm (n=12)     1     3 

  ≥20mm (n=10) 7*     7 

エコーパターン 

  均一 (n=13)     2     4 

   不均一 (n=9) 6*     6 

形態 

  有茎状 (n=13)     4     3 

  非有茎状 (n=9)     4 7* 

発生部位  

  膀胱三角 (n=11) 7* 8* 

  その他 (n=11)     1     2 

統計学的分析：カイ2乗検定. 

*P<0.05 
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4. 考 察  

 

腹部超音波検査は非侵襲的かつ CT 検査とは異なり麻酔を必要としないモ

ダリティであるため、獣医学領域においても腹部臓器の評価に広く用いられ

ている。またヒトでは膀胱腫瘍における筋層浸潤は臨床的予後指標であるた

め、膀胱壁評価の臨床的意義は重要視されている[3,20,71]。 

犬の膀胱壁は超音波画像上、二つの高エコー層とその間に挟まれた一つの

低エコー層からなり、この低エコー層が筋層に相当する[18]。超音波検査上、

筋層は他の層に比べ明瞭に分画されているため、筋層への腫瘍浸潤はほとん

どの症例において判定することが可能である。 本研究では 27 例中 25 例（93％）

で超音波検査による筋層浸潤が病理組織学的浸潤に一致していた。一方 2 例

において超音波検査所見と病理組織学的検査所見が一致せず、そのうちの 1

例では「非浸潤」と超音波検査で判定したが病理組織学的検査によって腫瘍

細胞の僅かな筋層浸潤が認められた。この結果は、顕微鏡レベルの微細な腫

瘍細胞の筋層浸潤を超音波検査によって評価することは難しいことを示して

いる。超音波検査にて「非浸潤」と診断された 13 例で組織学的にも筋層浸潤

は確認されなかったが、粘膜下織への腫瘍浸潤は確認された。最近の超音波

診断装置においても粘膜下織の層を評価することは困難と言われており[27]、

これらのことを考慮すると、超音波検査によって僅かな筋層浸潤を認める初

期の TCC や筋層浸潤を認めないが粘膜下織浸潤を認める初期の TCC と筋層病
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変を伴わない良性病変（ポリープ状膀胱炎など）を鑑別することは現在の機

器では困難と思われた。また、腫瘍が膀胱腹側に発生していたもう 1 例では

超音波検査によって「浸潤」と判定したが、病理組織学的検査によって筋層

への浸潤は確認されなかった。体表近くの腹側の膀胱壁を評価する際には、

超音波の物理的性状により体表構造物から多重反射によるアーティファクト

が生じるため、膀胱壁構造が不明瞭となる場合がある[35]。このことが、膀胱

腹側に位置する腫瘍に対し誤った評価を下した可能性があると思われた。し

かしながら本研究では、1）超音波診断装置によって高い感度・特異度で筋層

浸潤を評価できること、2）超音波検査によって筋層浸潤所見が確認されたす

べての症例が病理組織検査によって TCC と診断されたこと、3）超音波検査に

よって膀胱壁浸潤が確認された群は確認されない群に比較して有意に生存期

間が短かったことを示した。本研究の結果は、超音波検査が犬膀胱 TCC の診

断と予後評価に有用であることを示すものである。 

ヒト膀胱腫瘍の予後は核分裂指数や壊死領域の存在といった病理組織学

的因子と関連している[55]。ヒトと同様に、犬 TCC においても壊死領域の存

在は予後不良に有意に関連していた。さらに本研究では壊死領域は大型また

エコーパターンが不均一な TCC の症例でみられており、腫瘍の大きさやエコ

ーパターンは TCC の予後を予測するマーカーになりうるかもしれない。実際

に、統計学的分析において不均一なエコーパターンと生存期間の短縮の間に

有意な関連性が認められた。一般的には TCC の予後不良の原因因子として、
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浸潤、遠隔転移、尿路障害などが想定されるが、腫瘍塊が大きくかつ内部エ

コーパターンが不均一である TCC が予後不良である理由として、1）生物学的

に攻撃的な挙動をとる腫瘍は内部に壊死領域を伴いながら急速のその大きさ

増大させる傾向があること[19,55]、2）超音波検査では内部に発生した壊死領

域は不均一なエコーパターンとして認識される傾向にあることが挙げられる

[7,34,38,48,73]。ヒトの消化管間質腫瘍においても、不均一なエコーパターン

は予後悪化の予測因子として関心が持たれている[63,79]。 

ヒトの膀胱癌において前立腺尿道、膀胱頸、後部膀胱、膀胱三角での発生

は予後不良因子として考えられている[46]。本研究における犬膀胱 TCC でも

膀胱三角での発生は生存期間の短縮に関連していた。膀胱三角は犬の TCC で

最も一般的な発生部位であり、膀胱三角に発生した症例の半分以上が尿路閉

塞による尿毒症や腎盂腎炎を合併し、この合併症が罹患犬の予後を著しく悪

化させると言われている[23,76]。 

本研究は回顧的かつ限られた症例を対象としたものであるが、超音波検査

による膀胱壁浸潤度評価の信頼性は高く、膀胱壁浸潤、腫瘍内部の混合エコ

ーパターン、膀胱三角での腫瘍の発生などの所見は生存期間と関連があるこ

とが示された。これらのことから超音波検査によって 1）膀胱壁浸潤度を適切

に評価すること、2）腫瘍内部エコーパターンを評価すること、3）膀胱三角

領域での発生を確認することは、遠隔転移病巣やリンパ節の評価に加え犬

TCC の予後を評価する上で重要な要素であると考えられた。 
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（本章の内容の一部は，Hanazono, K., Fukumoto, S., Endo, Y., Ueno, H., 

Kadosawa, T. and Uchide, T. 2013. Ultrasonographic findings related to 

prognosis in canine transitional cell carcinoma. Vet. Radiol. Ultrasound. in 

press.として公表した．） 
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5. 小 括  

 

ヒト膀胱癌患者における超音波検査は腫瘍の発見のみならず、腫瘍の大き

さ、形態、エコー源性、発生位置、膀胱壁への浸潤度の評価にも用いられ、

これらの情報は腫瘍の生物学的・臨床的挙動（予後判断）の指標として用い

られている。しかしながら獣医領域では超音波検査のこれらの所見に対する

意義について十分に検討されていない。本章では犬膀胱 TCC の早期診断およ

び予後診断に有用な超音波検査所見を模索するために、1）超音波検査による

膀胱壁への浸潤度評価の信頼性、2）超音波検査所見と病理組織所見および生

存期間との関連性について検討した。 

超音波検査による腫瘤の膀胱壁浸潤所見と病理学的な筋層浸潤の間には

有意な関連性が認められた（感度 93%、特異度 92%、P=0.00005）。TCC 症例

において、超音波検査による膀胱壁浸潤所見（P=0.03, vs 非浸潤）、不均一な

内部エコーパターン所見 （P=0.02, vs 均一）および膀胱三角での発生（P=0.01 

vs その他の部位）は有意に生存期間の短縮と関連していた。 

これらの結果から、超音波検査による膀胱壁浸潤度の評価、内部エコーパ

ターン、発生部位の同定は犬膀胱 TCC の予後を評価する上で重要な要素とな

る。 
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第Ⅱ章 

 

 

 犬膀胱移行上皮癌の予後マーカーの検索（1） 

－ Epidermal growth factor receptor について － 
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1. 小 緒  

 

Epidermal growth factor receptor（EGFR）は Erb ファミリー（EGFR、HER2、

HER3、HER4）に属するチロシンキナーゼ型受容体の一つである。Epidermal 

growth factor（EGF）が EGFR に結合するとその刺激は細胞内のいくつかのシ

グナル伝達経路を経て核内へ伝わり、最終的に細胞増殖に関連する遺伝子の

転写活性や蛋白合成が高まる。EGFR の細胞内シグナル伝達経路として、

Ras/Raf/MAPK 経路、 PI3K/Akt 経路、 Jak/STAT 経路が知られており、

Ras/Raf/MAPK 経路は主に細胞増殖と生存に関与し、PI3K/Akt 経路は主に細胞

の分化、抗アポトーシス、細胞の浸潤・遊走性に関与する[60]。これらのシグ

ナル伝達経路の活性化は腫瘍細胞の持つ性状と密接に関連することから、近

年医学領域では，EGFR の過剰発現や EGFR 遺伝子変異に基づく EGFR の持続

的活性化が腫瘍化機構の１要因として、また腫瘍の増殖性や悪性度を決める

要因として注目が集まっている[39,80]。 

ヒトの非小細胞性肺癌、大腸癌、胃癌、膵臓癌、卵巣癌、乳癌、膀胱癌で

は EGFR の過剰発現が報告されており、この過剰発現は患者の予後不良因子

として報告されている[49,50]。また、ヒトの乳癌、グリオーマ、前立腺癌、

口腔癌、肺癌、大腸癌では EGFR の細胞外ドメインをコードする遺伝子領域

に変異が確認されており、腫瘍の細胞増殖活性や悪性度の上昇と関連してい

ることが分かっている[53]。これらの腫瘍のうち、特に肺癌や大腸癌では、
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EGFR 遺伝子変異に基づくチロシンキナーゼの持続的活性化を抑えるために、

チロシンキナーゼ阻害作用のある分子標的薬が開発・承認され、実際に臨床

応用されている[36,45]。獣医学領域において、EGFR の過剰発現は犬の乳腺癌、

鼻腔内悪性上皮系腫瘍、骨肉腫において報告されているものの[16,62,66]、膀

胱 TCC における EGFR についての情報はない。  

本研究の第Ⅰ章で超音波検査が犬 TCC の診断や予後評価に有用であるこ

とを示したが、膀胱壁内浸潤が認められない TCC について、超音波所見から

良性病変と鑑別することは難しく、超音波所見を補足し術前の診断精度を向

上させる臨床マーカーの必要性が示された。そこで本章では、EGFR に着目し、

犬膀胱 TCC における診断指標として、また予後指標や治療ターゲットとして

の有用性について検討した。 
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2. 材料と方法 

 

1）対象動物 

2004 から 2011 年まで酪農学園大学附属動物病院にて膀胱腫瘤摘出術後の

病理組織学検査にて TCC と診断された組織 25 検体（25 頭）およびポリープ

状膀胱炎と診断された組織 5 検体（5 頭）、さらに本学で飼育している健常犬

から採取した正常膀胱組織 5 検体（5 頭）を用いた。健常犬 5 頭の内訳は雄 2

頭、雌 3 頭であり、平均年齢は 7.4±0.5 歳（範囲：7-8 歳）、犬種は全頭ビー

グルであった。ポリープ状膀胱炎 5 頭の内訳は雄 2 頭、雌 3 頭であり、平均

年齢は 9.6±3.7 歳（範囲：4-13 歳）、最も多い犬種はシーズー（2 頭、40％）

であった。TCC 25 頭の内訳は雄 9 頭、雌 16 頭であり、平均年齢は 9.7±2.4

歳（範囲：7-13 歳）、最も多い犬種はシェットランド・シープドッグ（5 頭、

20％）であった。  

蛋白発現の解析は免疫組織化学染色によって、また mRNA 発現の解析は

定量的 real-time RT-PCR によって行われた。免疫組織化学染色のための検体は

10％ホルマリンにて固定した後、パラフィン包埋を施し保存した。real-time 

RT-PCR による解析のためには、上記の検体のうち TCC 4 検体と正常膀胱粘膜

組織 3 検体からホルマリン固定前に一部の組織を採取し、氷上で RNAlater

（Applied Biosystems）に 30 分浸漬した後、RNAlater 除去後-80℃にて保存し

た。 
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TCC 全例に関する臨床所見（性別、腫瘍の位置、TNM ステージ、転移の

有無、生存期間、術前の腫瘍径）、病理組織学的検査所見は記録され、解析に

用いられた。TNM ステージ分類は WHO 分類[47]に基づいて行われた（表 2-1）。

TCC 症例のフォローアップ期間は平均 16.8 ヵ月（1-60 ヵ月）であり、全生存

期間は手術から死亡までの月数とした。 

なお，本章の研究は，酪農学園大学獣医学部動物実験委員会の承認を受け

て実施した（動物実験計画書 VH24A13）。 

 

 

2）total RNA の抽出  

検体は RNeasy Mini kit（QIAGEN）と RNase free DNase kit（QIAGEN）を

取扱い説明書に基づいて使用し、total RNA を抽出した。得られた total RNA

を cDNA 合成まで-80℃で保存した。  

 

3）cDNA の合成 

total RNA 抽出液の吸光度を吸光度計（bio spec nano、SHIMADZU）により

測定し、含有 total RNA 濃度（μg/μl）を計算した。濃度から 1μg の total RNA

量を計算し、超純水（MilliQ）と合わせて 12μl となるように調整した。これ

を 5 × Reaction Buffer（Toyobo）4μl、10mM dNTP（Takara）2μl、Oligo dT（Toyobo）

1μl、ReverTra Ace（Toyobo）1μl を加え 20μl とし、サーマルサイクラーによっ
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て 42℃で 60 分間、90℃で 5 分間処理し、cDNA を合成した。得られた cDNA

を PCR まで-20℃で保存した。 

  

4）RT-PCR 

本研究で用いたプライマーを表 2-2 に示した。検体の cDNA 1μl に対して

超純水（MilliQ）14.3μl、Taq buffer（BioLabs）2μl、Forward と Reverse プライ

マー（北海道システムサイエンス）各 1μl、10mM dNTP（Takara）0.5μl、Taq DNA 

polymerase（BioLabs）0.2μl を加えて、95℃で 1 分間処理した後、95℃で 30

秒間、60℃で 30 分間、72℃で 1 分間の反応を 35 回繰り返した後、72℃で 2

分間反応させて 4℃で保存した。6 × Loading Buffer を混合した後、全量を 2.0% 

TAE アガロースゲルで 40 分間電気泳動した。エチジウムブロマイドで 50 分

間染色した後、紫外線照射下でバンドを確認した（図 2-1）。なお得られた PCR

産物はシークエンサーを用いた塩基配列解析によって目的とした領域の増副

産物であることを確認した。 

 

5）定量的  real-time PCR 

定量的 real-time PCR により各検体の EGFR mRNA 発現量を測定した。定

量的 real-time PCR は Quantitect SYBR Green PCR kit（Qiagen）および iQ5/MyiQ 

Single-Color（Bio Rad Laboratories）を使用し、説明書に基づき行われた。目的

遺伝子の増幅産物は pSTBlue-1 ベクター（Novagen）と pGEM-T ベクター
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（Promega）にサブクローニングし、シークエンサーを用いた塩基配列解析に

よって目的遺伝子 cDNA が挿入されていることを確認した後、検量線のため

のコントロールテンプレートとして用いた。EGFR の検量線はコントロールテ

ンプレート（108、106、104、および 103 コピー）を cDNA と同一条件（95℃ 1

分間、95℃ 30 秒間、60℃ 30 分間、72℃ 1 分間 35 回）で作成した。各検体

中の cDNA コピー数を検量線から算出し、ハウスキーピング遺伝子であるリ

ボソーム蛋白 19（RP19）をインターナルコントロールとして用い、RP19 の検

量線は EGFR と同様にコントロールテンプレートを 95℃1 分間、95℃30 秒間、

61℃30 分間、72℃1 分間 35 回の条件で作成した。これらによって得られた値

から以下の計算式によって各検体の EGFR mRNA 相対発現量を求めた。また、

これら遺伝子実験は酪農学園大学遺伝子組み換え実験安全委員会の承認を得

て行った。 

計算式：  

EGFR mRNA 相対発現量＝EGFR cDNA コピー数 / RP19 cDNA コピー数 

 

6）病理組織学的検査 

病理組織学的検査は外科的に摘出された組織を用いて行った。検体はマイ

クロトームにて 3μm に薄切し、Hematoxylin-Eosin（HE）染色を施した。TCC

の症例については筋層浸潤の有無、組織グレード、腫瘍内壊死の有無、核分

裂数、浸潤度、脈管浸潤の有無について検索した。核分裂数については強拡
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大で 50 視野当たりに対する核分裂数（/50hpf）を計算し、過去の報告に準じ

[54]、10/50hpf を境界に 2 群に分けた。組織グレードは Valli らの分類法に基

づき分類した[75]。 

 

7）免疫組織化学染色 

マイクロトームにて 3μm に薄切した組織切片を脱パラフィン後、抗原の賦

活化を目的として proteinase K（Dako）処理を、室温で 2 分間行った。次に内

因性ペルオキシダーゼ除去を目的として 0.3% H2O2 に 10 分間浸漬し十分に水

洗後、ブロッキング処理として Block Ace®（大日本住友製薬）に 37℃で 30

分間浸漬した。その後、リン酸緩衝液（PBS）で 50 倍希釈した一次抗体（抗

マウス EGFR モノクローナル抗体: Clone 31G7, Zymed Laboratories）を組織切

片に載せ、4℃で 16 時間反応させた。組織切片を PBS で洗浄した後、ビオチ

ン標識二次抗体（Anti-Mouce IgG antibody：Vecter Laboratories）を PBS で 400

倍に希釈し、組織切片に載せ室温で 30 分間反応させた。発色処理は Vectastain 

Elite ABC Kit （Vecter Laboratories）を用いて行った。細胞膜が染色された細

胞を「陽性」とし、陽性対照は EGFR の発現が確認されている犬正常乳腺組

織を用い、陰性対照には一次抗体の代わりに PBS を載せた標本を用いた。 

免疫染色による EGFR 蛋白発現の定量化については、Shimomitsu らの報告

に従い[66]、陽性細胞の発現率によるスコア（Score 0: 0%、Score 1: <10%、Score 

2: 10 – 30%、Score 3: 31 – 60%、Score 4: >60%）と、染色強度によるスコアの
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（Score 1: 軽度、Score 2: 中等度、Score 3: 強度）の積をその検体における

EGFR 蛋白染色スコアとした。 

 

8）統計学的分析 

正常膀胱粘膜組織および TCC における EGFR mRNA と蛋白の発現比較に

は Mann–Whitney U 検定を、正常膀胱粘膜組織および TCC における EGFR 

mRNA と蛋白発現の相関性については Speaman の順位相関係数を用いた。さ

らに正常膀胱粘膜組織、ポリープ状膀胱炎、TCC の EGFR 蛋白発現の比較に

は Mann–Whitney U 検定、良性（正常膀胱粘膜組織、ポリープ状膀胱炎）と悪

性（TCC）のカットオフ値の算定には ROC 曲線を使用した。加えて TCC にお

ける臨床・病理所見と EGFR 蛋白発現の関連性についてはカイ 2 乗検定、EGFR

蛋白発現と TCC 症例の予後の比較には Kaplan-Meier 法および log-rank 検定を

用いた。いずれも P 値 0.05 未満で有意とした。 
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表 2-1 TNM ステージ分類  

[ T ] 原発腫瘍 [ N ] 領域リンパ節  

Tis 非浸潤性癌 N0 領域リンパ節に浸潤無し  

T0 腫瘍は認められない N1 領域リンパ節に浸潤有り  

T1 表在性の乳頭状腫瘍 N2 領域リンパ節および近傍リンパ節に浸潤有り

T2 膀胱壁に浸潤した腫瘍 [ M ] 遠隔転移 

T3 
隣接臓器に浸潤した腫瘍  

(前立腺、子宮、膣骨盤管) 

M0 遠隔転移無し  

M1 遠隔転移有り  

 

表 2-2 本研究で用いたプライマーの概要 

Gene Primer sequences 
Gene Bank 

accession number 

Product 

size (bp) 

EGFR Forward CGAGCACAAGGACAACATCG 
XM 533073.3 288 

Reverse CTCCACACATCGCTTTGGTG 

RP-19 Forward CCTTCCTCAAAAAGTCTGCG 
XM 538673 95 

  Reverse GTTCTCATCGTAGGGAGC 
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3. 結 果  

 

1）TCC 症例の臨床所見と病理組織検査所見 

TCCの術前の腫瘍径については 1例で記録を確認することができなかった

が、確認できたものをまとめると 20mm 未満が 10/24 例（42％）、20mm 以上

が 15/24 例（58％）であった。発生部位については、膀胱三角部が 12/25 例（48％）

と最も多く、三角部以外は 13/25 例（52％）であった。T 分類および N 分類に

ついては T1、T2、T3 がそれぞれ 10/25 例（40％）、10/25 例（40％）、5/25 例

（20％）、N0、N1 がそれぞれ 22/25 例（88％）、3/22 例（12％）であった。転

移が認められた症例は 10/25 例（40％）で、認められなかった症例は 15/25 例

（60％）であった。 

腫瘍の浸潤性、成長様式、筋層浸潤の有無、脈管浸潤の有無、核分裂数、

組織内の壊死巣の有無および組織グレードに関する病理組織検査所見につい

て、浸潤性、非浸潤性がそれぞれ 23/25 例（92％）、2/25 例（8％）、乳頭状乳

頭状、非乳頭状乳頭状がそれぞれ 20/25（80％）、5/25（20％）、筋層浸潤型、

非筋層浸潤型がそれぞれ 16/25 例（64％）、9/25 例（36％）、脈管浸潤型、非脈

管浸潤型がそれぞれ 17/25 例（68％）、8/25 例（32％）、核分裂数が 10/50HPF

未満、10/50HPF 以上がそれぞれ 14 例（56％）、11/25 例（44％）、壊死巣を含

む腫瘍塊、含まない腫瘍塊がそれぞれ 14/25 例（56％）、11/25 例（44％）、組

織グレード 1、2、3 がそれぞれ 1/25 例（4％）、10/25 例（40％）、14/25 例（56％）
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であった。また、TCC 25 例すべてに関し、生存期間中央値は 19.8 か月であっ

た。 

 

2）正常膀胱粘膜組織と TCC における EGFR mRNA と EGFR 蛋白発現の比較 

正常膀胱粘膜組織と TCC について EGFR mRNA と蛋白発現の差を評価す

るために、定量的 real-time PCR より求めた EGFR mRNA 相対発現量と免疫組

織化学染色より求めた EGFR 蛋白染色スコアの比較を行った（図 2-2 および

2-3）。また、両者の相関性についても検討した。EGFR mRNA 相対発現量につ

いて、TCC（27±11×10-4）では正常膀胱粘膜組織（6±9×10-4）に比較して 4.5

倍と有意（P<0.05）に高値が認められた。同様に EGFR 蛋白染色スコアについ

ても TCC（8.0±2.83）では正常膀胱粘膜組織（0.33±0.58）に比較して有意

（P<0.01）に高値が認められた。EGFR mRNA 相対発現量と EGFR 染色スコア

の間には有意な正の相関がみられた（P<0.05, r=0.78）。 

 

3）正常膀胱粘膜組織、ポリープ状膀胱炎および TCC における EGFR 蛋白発現

の比較 

正常膀胱粘膜組織、良性病変であるポリープ状膀胱炎、および TCC にお

いて EGFR 蛋白発現の差を評価するため、免疫組織化学染色より求めた EGFR

蛋白染色スコアの比較解析を行った。正常膀胱粘膜組織、ポリープ状膀胱炎、

および TCC の免疫組織化学的染色像を図 2-4 および 2-5 に示した。TCC の
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EGFR 蛋白染色スコア（7.36±3.35）は、正常膀胱粘膜組織（1.00±1.73）とポ

リープ状膀胱炎（2.00±0.71）に比較して有意（vs 正常膀胱粘膜組織：P<0.001、

vs ポリープ状膀胱炎：P<0.005）に高値を示した。一方、正常膀胱粘膜組織と

ポリープ状膀胱炎の間には有意差は認められなかった。なお正常膀胱粘膜組

織、ポリープ状膀胱炎、および TCC の EGFR 蛋白染色スコアの中央値はそれ

ぞれ 0、2、および 8 であった。 

EGFR 染色スコアによる良・悪性の鑑別のため、良性群（正常膀胱粘膜組

織、ポリープ状膀胱炎）と悪性群（TCC）に分類し ROC 曲線を描出し、カッ

トオフ値を求めた（図 2-6）。EGFR 蛋白染色スコアを「3」でカットオフした

場合、真陽性率（TPF＝感度）92%、偽陽性率（FPF）20％（特異度 80％）、オ

ッズ比 46.0 であった。また EGFR 蛋白染色スコアを「4」でカットオフした場

合、TPF 88%、FPF 10％（特異度 90％）、オッズ比 66.0 であった。以上より

EGFR 蛋白染色スコアのカットオフ値を感度と特異度の合計が最大となる「4」

とした。  

 

4）TCC における EGFR 蛋白発現と臨床・病理学的所見との関連性  

TCC における EGFR 蛋白発現の臨床的意義を確認するため、免疫組織化学

染色より求めた TCC 25 例の EGFR 蛋白染色スコアの中央値を境界に 8 未満を

「EGFR 低発現」、8 以上を「EGFR 高発現」と 2 群に分類し、それぞれの群と

臨床・病理所見との関連性について検討した（表 2-3 および 2-4）。その結果、
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EGFR 蛋白発現と臨床所見および病理組織学的所見との間に有意な関連性は

認められなかった。 

 

5）TCC における EGFR 蛋白発現と予後との関連性 

TCC における EGFR 蛋白発現と予後との関連性を調査するために、免疫組

織化学染色より求めた TCC 25 例の EGFR 蛋白染色スコアの中央値を境界に 8

未満を「EGFR 低発現」、8 以上を「EGFR 高発現」と 2 群に分類し、各群の生

存期間を比較した。それぞれの生存曲線については図 2-7 に示した。EGFR 低

発現群と高発現群の生存期間中央値はそれぞれ 15 ヵ月と 19 ヵ月であり、両

群間に有意差は認められなかった（P=0.546）。 

 

6）TCC における術前化学療法と EGFRmRNA、蛋白発現との関係  

TCC における術前化学療法の有無と EGFRmRNA 相対発現量、EGFR 蛋白ス

コアの結果を表 2-5 に示した。TCC25 症例中、術前に化学療法を行ったのは 1

例（症例 No23）でピロキシカムの投与のみ行われており、EGFRmRNA 相対

発現量は測定した 4 例中最も低値であった。EGFR 蛋白スコアが最も低値を示

したのは症例 No3 であり、術前の化学療法は受けていなかった。 
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図 2-6 良性と悪性に分類した場合の EGFR 蛋白染色スコアの ROC 曲線 

 ROC 曲線は左上隅に非常に近接する曲線を描出している。TPF は真陽性率、

FPF は偽陽性率を示す。 
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表 2-3 TCC における EGFR 蛋白発現と臨床所見との関連性 

臨床所見  N 

EGFR 

低発現  

EGFR 

高発現  P 

(n=12)  (n=13) 

性別  雄  9 4 5 
0.885 

雌  16 8 8 

腫瘍の位置  膀胱三角  13 9 4 
0.070 

その他  12 3 9 

T ステージ  T1-2 20 8 12 
0.271 

T3 5 4 1 

転移  無   15 8 7 
0.806 

有  10 4 6 

腫瘍径  <2cm 10 7 3 
0.111 

  ≥2cm 14 4 10 

統計学的分析：カイ 2 乗検定 
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表 2-4 TCC における EGFR 蛋白発現と臨床所見との関連性 

病理組織学的所見 N 

EGFR 

低発現 

EGFR 

高発現 P 

(n=12)  (n=13) 

組織グレード 1-2 11 7 4 
0.325 

3 14 5 9 

筋層浸潤 無 9 3 6 
0.494 

有 16 9 7 

脈管浸潤 無 8 5 3 
0.571 

有 17 7 10 

核分裂数 <10/50hpf 15 7 8 
0.806 

≥10/50hpf 10 5 5 

壊死 無 14 7 7 
0.859 

  有 11 5 6 

統計学的分析：カイ 2 乗検定 

 



 

図 2

EG

かっ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-7 EGFR

GFR 蛋白低

った（統計

R 蛋白発現

低発現群と

学的分析

現と生存期

と高発現群

：log rank

間の比較

群との間に

k 検定）。

に有意な生存期間の差差は認めら

44

 

られな

4 



45 
 

表 2-5 TCC 症例における術前化学療法と EGFR 発現の関係 

症例

No 
術前化学療法 

EGFRmRNA

相対発現量  

EGFR 蛋白

スコア 

1 なし NE 3 

2 なし NE 9 

3 なし NE 1 

4 なし NE 6 

5 なし NE 2 

6 なし NE 4 

7 なし NE 12 

8 なし NE 8 

9 なし NE 8 

10 なし NE 8 

11 なし NE 6 

12 なし NE 6 

13 なし NE 4 

14 なし NE 12 

15 なし NE 9 

16 なし 0.0021 12 

17 なし 0.0042 6 

18 なし NE 6 

19 なし NE 4 

20 なし NE 12 

21 なし NE 6 

22 なし 0.0028 12 

23 ピロキシカム 0.0018 8 

24 なし NE 8 

25 なし NE 12 

NE：実施せず 
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4. 考 察  

 

ヒト膀胱癌における EGFR 蛋白の過剰発現は 30 年以上前から報告されて

おり[49]、EGFR 蛋白量と EGFR mRNA 発現量が正の相関を示すことも知られ

ている[72,78]。筆者はヒトの膀胱癌と同様に犬 TCC 組織においても EGFR 蛋

白と EGFR mRNA の過剰発現がみられることを確認し、かつ蛋白発現スコア

と mRNA 発現量の間に正の相関があることを示した。ヒト膀胱癌で EGFR の

過剰発現が腫瘍化機構と関連していることが明らかになっているが[13]、犬

TCC において観察された EGFR の高発現についても、同様の関連性を推測す

ることができる。EGFR 蛋白染色スコアを「4」でカットオフした場合、高い

TPF と特異度で良性病変と TCC を鑑別することが可能であり、この結果は膀

胱病変の病理組織学的診断はもちろん、カテーテル吸引などによる細胞学的

診断の補助として EGFR 蛋白染色スコアを利用できることを示している。  

EGFR 蛋白の過剰発現の機序については、遺伝子増幅や exon 19、21 など

における遺伝子変異が関連するものと考えられてきた[51]。しかしながら最近

のヒト膀胱癌における研究では、EGFR 蛋白の高発現と exon 19 、21 におけ

る遺伝子変異との間に関連性を見出すことはできていない [6]。また、ヒト膀

胱癌では EGFR 蛋白の過剰発現は病理組織学的な高グレード、臨床的な高ス

テージ、高浸潤性の性状、そして臨床的な予後の悪さと関連性が示されてい

るが [9,37,43]、犬 TCC では EGFR 高発現と腫瘍の脈管浸潤性、転移性および
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患者の生存期間との間に有意な関連性を見いだせなかった。最近のヒト膀胱

癌における報告では、EGFR 単独での予後評価に限界が示されており、Erb フ

ァミリー全体で評価する必要性が報告されている  [5,8,42]。ヒト膀胱癌では

Erb ファミリーのうち EGFR と HER2 の発現は予後の悪化、HER3、HER4 の発

現は良好な予後に関連し、また EGFR が高発現である場合には HER3、HER4

の発現程度により予後が左右されると報告されている[5,42]。犬 TCC において

も、HER2、HER3、HER4 の発現についても検討する必要がある。  

本研究では検体数が少なく、因果関係を明確にすることができなかったが、

術前ピロキシカムを投与されていた症例で最も EGFRmRNA 相対発現量が低

値を示す結果となった。このことはピロキシカムにより EGFR 遺伝子の発現

に影響を及ぼすことが示唆され、今回は実施できなかったが犬 TCC 細胞株を

用いてピロキシカム投与による EGFR 発現について調査する必要があると思

われた。  

結論として、TCC における EGFR の過剰発現は、TCC 診断時に細胞学的・

病理学的マーカーとして有用かもしれないが、EGFR 発現と臨床・病理学的所

見や生存期間との関連は認められず、EGFR 発現だけを基にして予後判断を行

うことはできないものと考えられた。 
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5. 小 括  

 

EGFR は細胞内に増殖シグナルを伝達する受容体である。ヒトの膀胱癌で

は EGFR の過剰発現が認められ、膀胱癌発生機構の１因子として考えられて

いる。今回我々は犬の膀胱 TCC について、EGFR の発現解析を mRNA・蛋白

レベルで行い、臨床的、病理的性状との関連性について考察した。 

犬の正常膀胱組織、ポリープ状膀胱炎、TCC を対象とし、EGFR mRNA 発

現量を real-time PCR にて、EGFR 蛋白発現を免疫組織化学法にて解析し比較

した。また、TCC を対象として、EGFR 蛋白発現と腫瘍の臨床的（生存期間、

転移の有無）および病理的（腫瘍径、T ステージ、組織グレード、筋層浸潤の

有無、脈管浸潤の有無）性状との関連性を統計学的に解析した。 

TCC の EGFR mRNA 相対発現量は正常膀胱組織の 4.5 倍と有意（P<0.05）

に高値を示し、また免疫組織化学法における EGFR 蛋白発現スコアも TCC で

は正常膀胱組織に比較して有意（P<0.01）に高値を示した。また、TCC では

正常膀胱、ポリープ状膀胱炎と比較して発現スコアが有意（P<0.001、<0.005）

に高値であったが、発現スコアと臨床・病理学的性状との間に関連性は認め

られなかった。 

TCC における EGFR の過剰発現は、TCC 診断時の細胞学的・病理学的マ

ーカーとして、また TCC における EGFR の過剰発現はこの分子をターゲット

とした分子標的治療の可能性が期待できるかもしれないが、EGFR 発現だけを
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基にして予後判断を行うことはできないものと考えられた。ただし今回の研

究ではリガンドである EGF を評価していないため、この影響についても検討

は必要なものと考えられる。 
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第Ⅲ章 

 

 

犬膀胱移行上皮癌の診断および予後マーカーの検索（2） 

－ p63 と ΔNp63 について － 
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1. 小 緒  

 

p63 遺伝子は p53 遺伝子と同じ遺伝子ファミリーに属する癌抑制遺伝子の

1 つであり、その遺伝子産物である p63 蛋白は p53 蛋白と同様にアポトーシス

誘導因子をアップレギュレートさせアポトーシス誘導作用を有する。p63 蛋白

の発現低下や p63 蛋白の非機能性ミュータントの出現は細胞の無秩序な増殖

につながるため、p63 蛋白発現異常は癌化の一因とも考えられている[31,74]。

近年、ヒトの膀胱癌では腫瘍の増殖性、浸潤・転移性に関係する分子として

p63 蛋白が注目されており、特に高グレード浸潤性膀胱癌では p63 蛋白の発現

低下とともに予後悪化との関連性が示めされている[31,74]。また正常膀胱で

は p63 蛋白は上皮細胞の細胞接着因子の発現を誘導していると考えられてい

るため[31]、腫瘍における p63 蛋白の発現低下は細胞接着因子である β-catenin

の発現低下につながるとの指摘もあり、腫瘍細胞の浸潤・転移性などの生物

学的性質を決める要因としても注目を集めている[31]。 

p63 遺伝子から N 末端側にトランス活性化ドメインを有する TAp63 と活性

化ドメインを持たない ΔNp63 の 2 つのアイソフォームを生じ、これらを総じ

て p63 蛋白と呼ばれる。その発現はそれぞれ個々のプロモーターによって制

御されている。また、p63 遺伝子は転写後に選択的スプライシングを受け、生

成する p63 蛋白はスプライシングバリアントの違いからさらに α、β、γ に細

分類される[81]。TAp63 と ΔNp63 の機能については現時点でも不明確な点が
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多いが、TAp63 は p21 遺伝子のような p53 標的遺伝子をトランス活性化させ、

過剰な細胞増殖時のアポトーシス誘導を担い[81] 、反対に ΔNp63 は p53 や

TAp63 によるこのトランス活性化を抑制すると考えられている[81]。ΔNp63 は

ヒトの扁平上皮癌などの悪性腫瘍で過剰発現しており、前述の機能からも発

癌性に関与していることが示唆されてきた[25,52]。しかしながら、ヒトの膀

胱腫瘍において ΔNp63の発現低下と悪性挙動を関連づける報告もあり、ΔNp63

と腫瘍との関連性については現在論争の的となっている[15,31,32]。また、ヒ

トの高グレードの浸潤性尿路上皮癌では ΔNp63 の発現低下と共に β-catenin の

発現低下も報告されており、p63 と同様に ΔNp63 と β-catenin の発現制御機構

間に何らかの関連性が指摘されている。 β-catenin の発現低下は細胞間の

adherent junctions (AJs) の低形成を招くため[15]、ΔNp63 の発現低下は腫瘍の

浸潤と関連することが示唆されている[32]。 

犬の TCC では、p53、COX-2、Survivin、TAG-72 などの分子マーカーの発

現について検討した報告はあるものの[17,29,47,56]、いずれについても予後と

の関連性については証明されておらず、犬 TCC の予後指標となる分子マーカ

ーは明らかになっていない。第Ⅱ章で EGFR について検討したが、TCC で

EGFR が過剰発現していることは確認されたものの、予後との関連性は認めら

れなかった。そこで、本研究では犬 TCC で検討がなされていない p63 と ΔNp63

に着目し、犬の正常膀胱、ポリープ状膀胱炎、TCC における p63 と ΔNp63 発

現率の検討、および p63 と ΔNp63 発現率と病理組織検査所見、臨床所見との
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関連性を検討することにより、TCC における p63 発現の臨床的意義を考察し

た。さらに p63 と ΔNp63 発現率と腫瘍細胞の浸潤性の関連を明らかにするた

めに細胞接着因子である β-catenin の発現を併せて検討した。  
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2. 材料と方法 

 

1）対象動物 

対象動物は第Ⅱ章と同じであるため、概要については第Ⅱ章を参照とする。 

 

2）病理組織学的検査 

病理学的検査は第Ⅱ章と同じ方法にて実施したため、概要については第Ⅱ

章を参照とする。なお、これらの結果についても第Ⅱ章の結果 2）で述べたの

で本章では割愛する。 

 

3）免疫組織化学染色 

p63、ΔNp63、β‐catenin を対象に免疫組織化学染色を行った。組織切片を

脱パラフィン後、抗原の賦活化を目的としては 1mol/L Tris EDTA 緩衝液（pH9.0）

に浸漬してオートクレーブ（15 分間、121℃）にて加熱処理を行った。内因性

ペルオキシダーゼの除去を目的として 0.3% H2O2 に 10 分間浸漬後、十分に水

洗した。非特異的反応を抑える目的で Block Ace（大日本住友製薬）に 37℃で

に 30 分間浸漬した。その後、リン酸緩衝液（PBS）で至適濃度に希釈した p63、

ΔNp63、β-catenin に対する各一次抗体（表 3-1）を組織切片に載せ、p63 と

β-catenin は 4℃で 16 時間、ΔNp63 は室温で 1 時間反応させた。一次抗体の反

応後、組織切片を PBS で洗浄し、ビオチン標識二次抗体（Anti-rabbit IgG 
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antibody：Vecter Laboratories）を PBS で 400 倍に希釈し、組織切片に載せ 30

分間、室温にて反応させた。発色処理は Vectastain Elite ABC Kit （Vecter 

Laboratories）を用いて行った。 

免疫組織化学染色の定量化について、p63、ΔNp63 は顕微鏡下で核が染色

された細胞を陽性細胞として細胞 1000 個当たりの陽性細胞率（%）を計算し

た。β-catenin は Resnick らの報告に従い、細胞膜に染色が全く認められなかっ

たものを Score 0、細胞膜に染色が認められるが不完全なものを Score 1、細胞

膜の全周に軽度から中等度の染色が認められるものを Score 2、細胞膜の全周

に強度の染色が認められるものを Score 3 とした[58]。 

 

4）統計学的分析 

正常膀胱粘膜組織、ポリープ状膀胱炎、TCC における p63、ΔNp63、β-catenin

蛋発現の比較解析には Mann–Whitney U 検定を、p63、ΔNp63、β-catenin 蛋白

発現の相関性については Speaman の順位相関係数を使用した。TCC における

臨床・病理所見と各蛋白の発現との比較については Mann–Whitney の U 検定

を、p63、ΔNp63、β-catenin 蛋白発現と TCC 症例の予後の比較には Kaplan-Meier

法および log-rank 検定を用いた。いずれも P 値 0.05 未満で有意とした。 

 

 

表 3-1 一次抗体の概要 
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Antibody Clonarity Dilution Isotype Supplier 

p63 
Polycolonal 

H137 
1:100 Rabbit IgG Santa Cruz 

ΔNp63 
Polycolonal 

Anti serum 
1:2000 Rabbit IgG Calbiochem

β-catenin 
Polycolonal 

Anti serum 
1:2500 Rabbit IgG Millipore 
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3. 結果 

 

1） 正常膀胱組織、ポリープ状膀胱炎および TCC における p63、ΔNp63、β-catenin

発現の比較 

正常膀胱組織、ポリープ状膀胱炎、TCC における p63、ΔNp63、β-catenin

の免疫組織化学染色像を図 3-1～3-9 に示した。p63 発現率の解析を行った結果、

TCC（11.3±20.1%）では正常膀胱組織（90.1±5.9%）、ポリープ状膀胱炎（84.8

±13.5）と比較して p63 発現率が有意（P<0.001）に低値を示した（図 3-10）。

また、ΔNp63 発現率も p63 発現率と同様の傾向を示し、TCC（10.70±16.1%）

では正常膀胱粘膜組織（90.70±4.6%）、ポリープ状膀胱炎（81.90±9.7%）と

比較し発現率が有意（P<0.001）に低値を示した（図 3-11）。β-catenin 発現も、

正常膀胱粘膜組織（2.60±0.55）、ポリープ状膀胱炎（2.60±0.55）と比較して

TCC（1.70±0.94）で有意（P<0.05）に低値を示した（図 3-12）。p63、ΔNp63、

β-catenin のいずれも正常膀胱粘膜組織とポリープ状膀胱炎の間に有意な差は

みられなかった。TCC における p63、ΔNp63 発現率の中央値はいずれも 5%で

あった。また p63 発現率と ΔNp63 発現率との間に有意（P<0.001）な正の相関

（r=0.92）が認められ、さらに β-catenin は p63、ΔNp63 のいずれにも有意（P<0.01）

な正の相関（vs p63: r=0.48, vs ΔNp63: r=0.54）を認めた（図 3-13 および 3-14）。 

 

2）TCC における p63、ΔNp63、β-catenin 蛋白発現と臨床・病理学的所見との
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関連性 

臨床所見・病理組織検査所見に基づいて TCC を二群に分けて p63 発現率、

ΔNp63 発現率、β-catenin 発現性を比較した結果を表 3-2～3-4 に示した。p63

と ΔNp63 の双方において、脈管浸潤、転移が認められた群は認められない群

に対して有意（脈管浸潤：P<0.01、転移：P<0.05）に発現率の低値を示した。

β-catenin 発現の比較では、筋層浸潤が認められた群が認められない群に対し

て、また三角部に発生した群がその他の部位に発生した群に対して、それぞ

れ有意（P<0.05）に低値を示した。 

 

3）TCC における p63、ΔNp63 発現と予後との関連性 

p63 および ΔNp63 発現率と予後との関連性を検討するため、中央値を境界

に低発現群（発現率 5%未満）と高発現群（5%以上）の 2 群に分類し生存期間

を比較した（図 3-16 および 3-17）。p63 低発現群と p63 高発現群における生存

期間中央値は、それぞれ 13 ヵ月と 21 ヶ月であり、有意（P=0.046）な差を認

めた。また、ΔNp63 低発現群と ΔNp63 高発現群における生存期間中央値はそ

れぞれ 13 ヵ月と 21 ヶ月であり、有意（P=0.035）な差を認めた。  
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表 3-2 TCC における p63 蛋白発現率と臨床・病理組織学的所見との比較  

比較項目   N p63 

     Mean±SD (％)

成長様式 乳頭状  20 12.3±22.1 

非乳頭状  5 7.40±8.20 

組織グレード 1-2 11 16.60±29.20 

3 14 7.20±6.80 

核分裂数 <10 /50hpf 14 16.80±25.40 

≥10 /50hpf 11 4.30±5.70 

壊死 無  14 17.30±25.10 

有  11 3.70±5.80* 

筋層浸潤 無  9 14.18±14.90 

有  16 7.90±17.00 

脈管浸潤 無  8 25.30±31.10 

有  17 4.70±6.00** 

腫瘍径 <20mm 10 20.43±29.27 

≥20mm 15 5.25±6.34 

発生部位 三角部  12 11.60±23.30 

その他  13 11.10±17.60 

T ステージ  T1-T2 10 13.00±19.80 

T3 15 10.20±20.90 

N ステージ  N0 22 12.60±21.10 

N1 3 2.10±2.30 

転移 無  15 17.30±25.10 

  有  10 3.70±5.80* 

統計学的分析：Mann–Whitney の U 検定 

* P<0.05 

** P<0.01  
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表 3-3 TCC における ΔNp63 蛋白発現率と臨床・病理組織学的所見との比較 

比較項目    N ΔNp63 

     Mean±SD (％)

成長様式  乳頭状  20  11.50±17.60

非乳頭状  5 7.20±8.60 

組織グレード  1-2 11 15.30±22.70 

3 14 7.06±7.13 

核分裂数  <10 /50hpf 14 15.50±20.00 

≥10 /50hpf 11 4.50±5.43 

壊死  無  14 15.70±19.90 

有  11 4.30±5.14 

筋層浸潤  無  9 13.40±14.90 

有  16 7.90±17.00 

脈管浸潤  無  8 22.90±22.70 

有  17 4.90±7.30** 

腫瘍径  <20mm 10 17.93±22.42 

≥20mm 15 5.82±7.69 

発生部位  三角部  12 10.10±18.40 

その他  13 11.20±14.40 

T ステージ  T1-T2 20 11.60±17.70 

T3 5 7.02±6.63 

N ステージ  N0 22 11.70±16.90 

N1 3 2.90±1.35 

転移  無  15 16.10±19.10 

  有  10 2.53±2.02* 

統計学的分析：Mann–Whitney の U 検定 

* P<0.05 

** P<0.01 
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表 3-4 TCC における β-catenin 蛋白発現率と臨床・病理組織学的所見 

との比較  

比較項目    N β-catenin 

     Mean±SD  

成長様式  乳頭状  20  1.65±0.93 

非乳頭状  5 2.00±1.00 

組織グレード  1-2 11 1.73±1.19 

3 14 1.71±0.73 

核分裂数  <10 /50hpf 14 1.93±1.00 

≥10 /50hpf 11 1.45±0.82 

壊死  無  14 2.07±0.92 

有  11 1.27±0.79 

筋層浸潤  無  9 2.33±0.87 

有  16 1.38±0.81* 

脈管浸潤  無  8 2.00±0.93 

有  17 1.59±0.94 

腫瘍径  <20mm 10 2.10±0.88 

≥20mm 15 1.50±0.94 

発生部位  三角部  12 1.41±0.67* 

その他  13 2.00±1.08 

T ステージ  T1-T2 20 1.70±0.98 

T3 5 1.80±0.84 

N ステージ  N0 22 1.68±0.95 

N1 3 2.00±1.00 

転移  無  15 1.87±0.83 

  有  10 1.50±1.08 

統計学的分析：Mann–Whitney の U 検定 

* P<0.05 

** P<0.01 
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4. 考 察 

 

p63 mRNA は、ヒトやマウスの皮膚、前立腺、乳腺そして膀胱の上皮細胞や基底

細胞で発現が確認されている[12,26,67,74]。p63 蛋白の機能は p63 遺伝子のノックア

ウトマウスによって詳細に検討され、ノックアウトマウスの皮膚、乳腺、前立腺などの上

皮細胞で正常な細胞分化がみられないことから、p63 蛋白はこれらの上皮細胞の分

化に重要な役割を果たしていると考えられている[74]。p63 蛋白のこのような役割から

ヒト医療では p63 蛋白の腫瘍における役割が注目され、ヒト浸潤性膀胱癌における研

究で正常膀胱上皮にくらべ浸潤性膀胱癌で p63 発現が有意に低下していることが報

告された[74]。また、p63 発現低下が TNM ステージの進行した患者の膀胱腫瘍組織

で認められることから、p63 発現低下は患者の予後マーカーとしても注目されている

[31]。犬における本研究では、1）TCC における p63 蛋白発現が正常膀胱組織や良

性病変（ポリープ状膀胱炎）での発現と比較し、有意に低下していること、2）TCC に

おける p63 蛋白発現の低下が腫瘍の脈管浸潤や転移、罹患犬の生存期間の短縮

に関連することを示した。これらの結果は、ヒトの膀胱癌における研究結果と一致して

おり、p63 が犬 TCC においても診断や予後のマーカーとなりえることを示している。 

ヒト膀胱癌における ΔNp63 の研究でこれまでに一貫した結果は得られていない。

Karni-Schmidt らは非浸潤性膀胱癌に比べ浸潤性膀胱癌で ΔNp63 の発現は高いと

報告している[28]。一方 Koga らは、ΔNp63 は p63 と同様の発現傾向を示し、正常膀

胱組織や低グレードの膀胱癌ではその発現が維持され、浸潤性膀胱癌で発現が失
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われていると報告している[32]。また Bertagnolli らは犬乳腺腫瘍において p63 と

ΔNp63 の発現の間に高い正の相関性 (r＝0.8323; P<0.0001) を見出している[4]。

本研究では Koga ら、Bertagnolli らの報告と一致して、1）TCC における ΔNp63 発現

が正常膀胱組織や良性病変（ポリープ状膀胱炎）での発現にくらべ有意に低値を示

すこと、2）TCC における p63 と ΔNp63 発現の間に高い正の相関性が有ることを示し

た。また、本研究は TCC における ΔNp63 蛋白発現の低下が腫瘍の脈管浸潤や転移、

罹患犬の生存期間の短縮に関連することをも示した。 

TA p63 は N 末端に p53 と同様のトランス活性ドメインを有し、p53 と同様のがん抑

制作用を発揮すると考えられている。一方、ΔNp63 は N 末端側にこのトランス活性ド

メインを欠くことで p53 が持つがん抑制作用を欠損している。また ΔNp63 は p53 や TA 

p63 と同一の DNA 結合ドメインを有するため、結合するプロモーター領域を互いに争

うことによって p53 や TA p63 が有するがん抑制作用に拮抗する[81]。これらの分子的

背景や実際に扁平上皮癌で過剰発現している事実を踏まえ、ΔNp63 の過剰発現と

発癌性の関連性が注目されてきた[25,52]。今回の結果は、これらの概念と一致せず

矛盾する結果となったが、ヒト膀胱癌においてΔNp63 のうちのΔNp63αの欠損が悪性

挙動を示すことが複数報告されている[31,32,47]。ΔNp63α の発現低下は腫瘍の浸

潤・転移に関与する蛋白である N-cadherin をアップレギュレートし、また細胞間マトリ

ックス蛋白を分解する MMP-9 の産生を亢進させることが示されており[15]、これらの

ことから ΔNp63 の発現低下は腫瘍の浸潤、転移を促す可能性が示唆される。残念な

がら、本研究では ΔNp63α と N-cadherin を評価しておらず、犬 TCC におけるこの機
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序の実際については不明である。 

ヒトの高グレードの浸潤性尿路上皮癌では、ΔNp63 の発現低下と β-catenin の発

現低下との間に関連性が示されており[31,32]、β-catenin の減少は細胞間の AJs の

形成低下を引き起こし、尿路上皮癌の浸潤や転移を助長すると考えられている[15]。

本研究においても β-catenin は筋層浸潤している TCC は筋層浸潤していない TCC

に比較して発現が有意に低下していた。また、β-catenin の発現低下は p63 蛋白およ

び ΔNp63 蛋白の発現低下と有意に相関していた。これらの結果を考慮すると、ヒトの

報告と同様に p63 および ΔNp63 の発現低下が β-catenin 発現低下を招き、結果とし

て腫瘍の浸潤性の助長している可能性が当初想定された。しかしながら β-catenin の

発現低下と脈管浸潤、転移と関連性を統計的に解析した結果、有意な関連性を見

いだせなかった。腫瘍の脈管浸潤や転移と言った性質には多くの因子が関わってお

り、N-cadherin や MMP-9 の観点からも検討が必要と考える。 
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5. 小 括 

 

ヒトの浸潤性膀胱癌において p63 蛋白の発現低下が証明され、この低下は腫瘍

の予後悪化と関連していることが報告されている。また、p63 の 1 つのアイソフォームで

ある ΔNp63 についても、ヒトの高グレードの浸潤性尿路上皮癌でその発現低下が示

され、この低下は β-catenin の発現低下と関連していることが報告されている。本研究

では犬の TCC で検討がなされていない p63 と ΔNp63 に焦点を当て、犬の正常膀胱、

ポリープ状膀胱炎、TCC における発現比較、発現と病理組織学的所見および臨床

所見との比較、そして予後因子としての有用性について検討した。また ΔNp63 発現

と腫瘍の転移・浸潤性との関連性を検討するために β-catenin の発現解析も併せて

行った。 

p63 と ΔNp63 発現は正常膀胱、ポリープ状膀胱炎に比較して TCC で有意

（P<0.001）に低値を示した。また、p63 と ΔNp63 発現の間には強い正の相関（r=0.92、

P<0.001）が認められ、p63 および ΔNp63 の発現低下は TCC における脈管浸潤

（P<0.01）、転移および生存期間（P<0.05）の短縮と有意に関連していた。さらに p63

および ΔNp63 の発現低下は β-catenin の発現低下と有意（P<0.01）に関連していた。

これらの結果から、TCC における p63 と ΔNp63 発現は悪性評価および予後の指標と

なる可能性が示された。 
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総 括 

 

犬の膀胱 TCC は犬の全悪性腫瘍の 2％、膀胱に発生する悪性腫瘍の 90％以

上を占める上皮系悪性腫瘍であり、浸潤性が強く、転移率も高い。治療には

外科的な切除が第一選択となるが、その浸潤性と転移率の高さのため、再発

や転移がその後認められることが多い。進行症例では形成された腫瘍塊によ

って尿路系が閉塞され、それに伴う二次的合併症はさらなる生存期間の短縮、

QOL の低下をもたらす。したがって、TCC の治療成績の改善には早期診断、

的確な予後判断の上に立った早期治療が最も重要であり、このために有用と

なる診断および予後マーカーの検討は臨床上極めて重要な意義を持つ。そこ

で本論文では、ヒト膀胱癌において報告されている診断や予後に関連する超

音波検査所見と分子マーカーに着目し、犬 TCC における有用性について検討

した。 

第Ⅰ章では，犬膀胱 TCC の超音波検査所見と病理組織所見および生存期

間との比較を行い、犬 TCC における超音波検査所見の診断および予後指標と

しての有用性について検討した。超音波検査による腫瘤の膀胱壁浸潤所見は

病理組織学的な筋層浸潤に有意（P=0.00005）に関連し（感度 93%、特異度 92%）、

超音波検査によって筋層浸潤が確認された症例は病理組織学的にすべて TCC

と診断された。また、超音波検査による膀胱壁浸潤所見、腫瘍内部の不均一

なエコーパターン所見、膀胱三角部での発生所見は生存期間の短縮に有意
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（P=0.01）に関連していた。これらの結果より、超音波検査によって筋層浸潤

を評価することで TCC の予測診断が可能であり、また膀胱壁浸潤度、腫瘤内

部のエコーパターン、腫瘤の発生部位を評価することによって、TCC の予後

を評価することが可能であると考えられた。  

第Ⅱ章では膀胱組織における EGFR の発現を解析し、病理組織所見あるい

は生存期間と比較することで、犬 TCC における EGFR 発現の診断および予後

指標としての有用性について検討した。TCC において EGFR mRNA 発現量は

正常膀胱組織に比較して有意（P<0.05）に高値を示し、また EGFR 蛋白の発現

スコアも正常膀胱組織と比較して TCC で有意（P<0.01）に高いスコアを認め

た。しかしながら、EGFR 発現スコアは T ステージ、病理組織グレード、筋層

浸潤の有無、脈管浸潤の有無、転移の有無、生存期間と関連しなかった。こ

れらの結果は EGFR の過剰発現を細胞学的・病理学的マーカーとして TCC の

診断に応用可能であることを示すものであるが、EGFR 発現と臨床的・病理学

的所見や生存期間との間に関連性を見出すことはできず、EGFR 発現だけを基

に予後判断を行うことはできないものと考えられた。EGFR は腫瘍細胞の増殖

には大きく関与するかもしれないが、浸潤については他のファクターが必要

なのかもしれない。 

第Ⅲ章では膀胱組織における p63 および ΔNP63 の発現を解析し、病理組

織所見あるいは生存期間と比較することで、犬 TCCにおける p63および ΔNP63

発現の診断および予後指標としての有用性について検討した。またΔNp63 発
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現と腫瘍の転移性、浸潤性との関連性を検討するために β-catenin の発現解析

を合わせて行った。TCCにおいて p63および ΔNp63蛋白の発現率は正常膀胱、

ポリープ状膀胱炎に比較して有意（P<0.001）に低値を示し、p63 および ΔNp63

の発現低下は TCC における脈管浸潤、転移、生存期間の短縮と有意（脈管浸

潤：P<0.01、転移・生存期間：P<0.05）に関連していた。また、p63 および ΔNp63

の発現低下は β-catenin 発現低下とも有意（P<0.01）に関連していた。これら

の結果は p63、ΔNp63 の発現低下を細胞学的・病理学的マーカーとして TCC

の診断に応用可能であることを示し、また TCC の予後指標として利用できる

可能性も示すものと考えられた。 

犬 TCC における超音波検査所見、EGFR および p63 の発現パターンは正常

ならびに良性のポリープ状膀胱炎と比較し特徴的な所見を示し、これらを総

合的に評価することで TCC の早期診断、予後の適切な評価につなげることが

できるものと考えた。 
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