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研究成果の概要（和文）：間質性膀胱炎は頻尿や膀胱痛をきたす原因不明の指定難病であるが、近年病型分類が
着目されている。組織学的には炎症をベースとして、粘膜糜爛が著明なハンナ型と、非炎症性で粘膜変化のない
非ハンナ型の2型に分類されるが、いずれも診断には生検や膀胱鏡が必須である。本研究では非侵襲的な尿中バ
イオマーカーを探索した。当初microRNAに着目し、組織中のmiRNA発現について網羅的解析およびISHを行った。
解析中にハンナ型と非ハンナ型ではケモカイン関連遺伝子の発現量に有意差があることがわかった。尿中では
CXCL10やNGFが有意に上昇しており、非侵襲的にハンナ型と非ハンナ型が鑑別できることを論文にて報告した。

研究成果の概要（英文）：Interstitial cystitis are refractory disease with unknown etiology. There is
 no radical treatment so far. The aim of our study is to investigate microRNA, chemokines and 
cytokines elevated in the bladder tissue of Hunner type interstitial cystitis (HIC) as urinary 
markers for distinguishing HIC from non Hunner type interstitial cystitis (NHIC).In the first and 
second year, microarray analysis of miRNA was performed and found miR200 families were elevated in 
NHIC, compared to HIC and the control groups. It was validated by real-time PCR. Additionally, in 
situ hybridization of miR200 family was performed. It showed miR-200b was localized in urothelium of
 NHIC whereas no miR-200b was detected in HIC. Through these analysis, we found that genes related 
to chemokine are elevated in both HIC. In third year, ELISA was performed to evaluate feasibility of
 those markers found in the second year. The CXCL10 and NGF was elevated in HIC and CXCL10 can be 
used as arpossible biomarker

研究分野：排尿機能学
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１．研究開始当初の背景 
間質性膀胱炎（以下 Interstitial Cystitis: IC
と略す）は頻尿・尿意切迫感・膀胱痛・骨盤
痛を伴う原因不明の慢性炎症性疾患であり、
その強い自覚症状により日常生活に支障を
きたす難治性疾患である。米国では女性 120
万人、男性 8万人の患者がおり、本邦でも 20
万人が罹患していると推定されている。診断
法が確立されていなかったため泌尿器専門
医ですら見逃しやすく、また難治性であるが
ゆえに放置されやすい疾患であったが、2009
年に共同研究者の本間らが作成した診療ガ
イドラインの普及などにより泌尿器科専門
医だけでなく、家庭医および一般市民にも広
く認知され始めてきている。2010 年にはア
ジア地域の泌尿器科学会においても
Interstitial cystitis/ Hypersensitive bladder 
syndrome (HBS)の概念でガイドラインが作
成されている。しかし、患者数が増加するだ
け治療に難渋する症例も増えてきており、病
態の解明および治療方法の確立が急務と考
えられる。また、泌尿器科医であっても IC
の専門家が少ないため、我々の教室には他の
高次医療機関からの紹介患者が集中し、国内
ではトップ３に入る IC の診断・治療機関と
なっている。 
間質性膀胱炎の専門機関の中で基礎研究を
行っている施設は非常に少なく、おそらく本
邦では我々の教室が最も豊富に基礎実験で
使用可能な間質性膀胱炎患者の膀胱サンプ
ルを所有していると考えられる。その点より、
ICの病態や治療方法の研究を行い、難治性疾
患に苦しむ患者達に「病因の解明と根治療法
の確立」という形で還元することが、我々の
教室の責務でもあると考えている。 
２．研究の目的 
・間質性膀胱炎は原因不明の強い膀胱痛を呈
する難治性炎症性疾患で、診断方法も確立し
ていない。唯一、Hunner’s Lesion と呼ば
れる粘膜変化があるのみで、生化学的なバイ
オマーカーは未だない。 
・我々は間質性膀胱炎の患者組織を用いて
mRNA と miRNA の発現をマイクロアレイ
を用いて網羅的解析を行い、報告してきたが、
miRNAのなかではmiR-200ファミリーに変
化を認めていた。この知見を元にmiRNA標
的遺伝子の同定および定量, ルシフェラーゼ
アッセイで標的とする mRNA に結合するか
の機能評価および In Situ Hybridizationに
よる局在評価を行う。 
・尿中のmiRNA分泌を解析し、最終的には
間質性膀胱炎のバイオマーカーを発見する
ことが目的である。 
３．研究の方法 
平成 27-28 年度計画 
miRNA の定量、標的 mRNA の同定および発現の
評価、miRNA 阻害（Loss of Function)および
過剰発現（Gain of Function)による機能評
価 
IC の病因の一つとして考えられている膀胱

上皮の透過性亢進には tight junction の異
常が関与していると考えられる。 
我々がすでに行ってきたマイクロアレイに
よる解析ではこの tight junction を構成す
るタンパクの messenger RNA を調節すると考
えられている miR-205-5p と miR200 Family
の発現が亢進しており、検体数を増やして
qRT-PCR でも再評価を行った後に、機能解析
を行う。 
 
具体的には下記の内容の実験を行う。 
① IC 膀胱標本とコントロール膀胱標本の両
者を用いて miRNA (200 Family) の qRT-PCR
による発現の評価 
② miRNA の標的遺伝子の同定（標的遺伝子の
予測アルゴリズム Target Scan などを用いて
の解析）  
③ miRNA 阻害（Loss of Function)の検証 
④ miRNA 過剰発現（Gain of Function）の検
証 
③-④はヒトの non-malignant bladder cell 
line である SV-HUC-1 細胞に miRNA の
precursor/inhibitor を挿入して、候補とな
る標的遺伝子（mRNA）のｑPCR および標的タ
ンパクの Western Blotting による解析する。 
 
平成 28 年度計画 
ルシフェラーゼアッセイによる miRNA の３
‘UTR への結合の証明（相互作用の証明） 
①レポーター，エフェクタープラスミドの作
製、細胞のプレーティングおよびトランスフ
ェクション 
② 細胞抽出液の調整 
②ルシフェラーゼ活性の測定： 細胞溶解液
を 96well プレートへ写しプレートと発光基
質液をマルチラベルカウンタへセットしル
シフェラーゼ活性を測定する． 
 
２．In Situ Hybridization による組織内
miRNA の局在の評価（平成 28 年度） 
IC 患者の膀胱標本とコントロールのヒト膀
胱標本を用いて miRNA の局在を評価する。 
 
①すでに作成されている患者標本（FFPE）を
用いる。脱パラしプロテナーゼ K で
incubation した後に標本の脱水 
②ハイブリダイゼーション：標本にハイブリ
ダイゼーション液（microRNA ISH Buffer +LNA 
Detection Probe）を乗せ 1 時間ハイブリダ
イズ。SSC 溶液での洗浄 
③ブロッキング後にanti-DIG溶液を投与し、
洗 浄 後 に AP  Substrate を 投 与 し 、
incubation 
④KTBT で再度 incubation し、反応を停止。
カウンターステインし、洗浄後脱水・固定。 
 
平成 29 年度計画 
３. 尿中 miRNA の解析および患者プロファ
イルとの突合（平成 29 年度） 
1-2 で解析を行った結果で今回評価する



miRNA と疾患の関連性が立証された場合は、
上皮から尿中にmiRNAが分泌されている可能
性が考えられる。すでに当院で多数保存され
ている患者とコントロール症例の尿のサン
プルを用いて、尿中の miRNA の測定を行う。 
これらの尿中miRNAをコントロール症例や患
者の症状および内視鏡所見・病理標本と突合
し、相関性があるかどうか解析を行う。 
 
４．研究成果 
①micro RNA 網羅的解析 
Pilot Study において、上昇が示唆された
miRNA について、real -time PCR を行い、定
量し validation を行った。 
Has-miR200 familyについては下図のごとく、
NHIC にて著明な上昇、HIC では有意な低下を
認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
miR223についてはHICにて著明な発現の更新
を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②In situ hybridization 
Control 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

NHIC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Control と比較して、NHIC では上皮内に散在
性に発現の亢進を認めている。 
 
NHIC では real time PCR で miR200 family の
発 現 亢 進 を 指 摘 さ れ た が 、 in situ 
hybridizaion ではその局在が上皮であるこ
とが突き止められた。 
これについては現在論文化を行っている。 
 
 
③尿中バイオマーカーの模索 
潰瘍型間質性膀胱炎では強い炎症反応がみ
られることから、CXCL3 およびその結合ケモ
カイン（CXCL9､10､11）､helper T cell 関連
サイトカイン（TNFSF14）、NGF、PGE2 などに
ついて、その尿中濃度を測定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
間質性膀胱炎群では尿中 CXCL10 と TNFSF14
と NGF が有意に上昇していたが、そのうち症
状との相関を示したものは CXCL10 のみであ
った。この結果については Neurourology and 
Urodynamics で論文報告した。 
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