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研究成果の概要（和文）：本研究では膀胱癌におけるシスプラチン(CDDP)耐性化機構を検証する目的で、CDDP耐
性膀胱癌細胞株を樹立し、耐性化獲得にマイクロRNA200bが関与していることに着目し、マイクロRNA200bをCDDP
耐性株であるT24RCに過剰発現させることにより感受性が回復することを確認した。耐性株T24RCにおいてはマイ
クロRNA200b遺伝子のCpGメチル化が亢進しており、脱メチル化剤である5-aza-2'-deoxycytidineによりマイクロ
RNA200b発現が回復すること、また、同薬とCDDPの併用によりT24RCにおいて相乗的な増殖抑制効果が得られるこ
とを確認した。

研究成果の概要（英文）：In present study, we aimed to unveil the mechanism of CDDP resistance in 
bladder cancer cells and focused on microRNA-200b. We established CDDP resistant T24 bladder cancer 
cells (T24RC) and compared to parental cells (T24). Among these two cell lines many microRNAs were 
changed dramatically. Over expression of microRNA200b, re-sensitize T24RC cells to CDDP. Moreover we
 confirmed that microRNA-200b is epigenetically regulated. When treated by 5-aza-2'-deoxycitidine, 
expression of microRNA-200b recovered and also sensitivity to CDDP recovered. Combination of CDDP 
and 5-aza-2'-deoxycytidine synergistically suppressed cell proliferation in T24RC cells.

研究分野： 尿路上皮癌

キーワード： 膀胱癌　マイクロRNA　抗がん剤抵抗性
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１．研究開始当初の背景 
 
膀胱癌は癌のうち全世界における男性の

死因の第 7位である(文献①)。消化器癌や乳
癌、呼吸器癌と比較して分子機構の解明は不
十分と言わざる得なく、抗癌化学療法の効果
予測マーカーが存在せず、耐性化機構に関す
る更なる研究が必要である。 
現在膀胱癌に対する抗がん剤による全身

化学療法としてはシスプラチン(CDDP)ベー
スのレジメンが標準的治療とされる（文献
②）。現在最も広く普及している化学療法レ
ジメンとしては Gemcitabine, Cisplatin 
(GC)療法が存在する。転移性膀胱癌の標準治
療および筋層浸潤性膀胱癌の術前補助化学
療法としての GC 療法が施行される。 
術前補助化学療法としての GC 療法はメタ

アナリシスにて根治手術単独と比較して全
生存率に 5%の改善をもたらすとされる。一方
95%の症例では生存に関するメリットが得ら
れず、過剰医療の可能性が示唆されている
（文献③）。しかしながら真に術前補助化学
療法のメリットを享受できる症例とそうで
はない症例の選択は臨床的因子から決定す
ることは困難である。 
 
２．研究の目的 
膀胱癌における CDDP 耐性化機構を解明す

ることにより、効果予測マーカーを確立し全
身化学療法の恩恵を得る症例を選択するこ
と、また、CDDP 抵抗性を克服することを本研
究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 膀胱癌細胞株 T24 を用い、長期間 CDDP
暴露することにより T24CDDP 耐性株（T24RC）
を樹立する。耐性細胞株と親株の miRNA 発現
プロファイルを網羅的に解析して比較する
(TaqMan MicroRNA Array v3.0)。 
(2) 候補遺伝子・miRNA を抽出し、親株およ
び耐性株への強制発現あるいはノックダウ
ン実験を行うことで抗癌剤耐性への関与を
検証する。 
(3) TCGA(The Cancer Genome Atlas)データ
ベースを用い、候補 miRNA 遺伝子発現と膀胱
癌症例における予後の関連を検証する。 
(4) 候補 miRNA遺伝子の制御機構としてのエ
ピジェネティックな変化をバイサルファイ
ト・パイロシークエンス法にて検証する。 
(5) 候補 miRNA を導入することで T24RC にお
いてどのような遺伝子群が変化するか、マイ
クロアレイ解析を行う。 
 
４．研究成果 
T24 細胞株に CDDP 暴露を継続することで
CDDP 抵抗性 T24 株（T24RC）を樹立した（図
1）。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   図 1 CDDP 耐性 T24 細胞株の樹立 
 
親株および耐性株を用い、total RNA 抽出を
行い、miRNA 発現アレイを行い両者の発現プ
ロファイルを網羅的に解析するとT24RCにお
いて down regulate された上位 10miRNA 中 3
個が miRNA-200 family であり、T24RC におい
て最も抑制されていた miRNA は miRNA-200b
であった。T24RC に miRNA-200b を導入するこ
とによりCDDP感受性が回復傾向を示した（図
2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   図 2 miR-200b 導入による CDDP 感受性 
     の変化 
 
一方、T24 において miRNA-200b を抑制するこ
とにより CDDP 抵抗性が増強することを見出
した（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   図 3 miR-200b 抑制による CDDP 感受   
      性の変化 
 
 
 



miRNA-200b 上流の CpG island における DNA
メチル化をバイサルファイト・パイロシーク
エンス法により検討すると耐性株において
有意にメチル化が亢進していることを確認
した。（図 4） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図 4 miR-200b 遺伝子における 
    メチル化の比較 
 
DNA 脱 メ チ ル 化 剤 で あ る
5-aza-2’-deoxycytidine (5-aza) に よ る
miRNA-200b発現回復を定量的PCR法により検
証したところ、有意に発現回復が見られ（図
5）、さらに 5-aza および CDDP を併用するこ
とでT24RCにおける細胞増殖能を相乗的に抑
制することを検証した(図 6)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  図 5 5-aza 処理による miR-200b 
        発現回復 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  図 6 T24RC における 5-aza および CDDP 
    の相乗効果 
 
miRNA-200b が CDDP 感受性に関与する分子機
構を更に明らかにする目的で T24RC に
miRNA-200b 導入および CDDP 暴露有無の 4 群
に分けマイクロアレイ解析を行った(図 7)。 
miRNA-200b 導入および CDDP 暴露を行った群
ではアポトーシス関連遺伝子である TNFSF10

（TRAIL）などの遺伝子が発現上昇していた
(図 8)。更に、IGFBP3 や ICAM1 など CDDP 感
受性と関連が報告されている遺伝子が上昇
していることも見出した（図 9,10）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図 7 T24RC における miR-200b 導入 
    および CDDP 暴露による発現遺伝子 
    の比較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  図 8 T24RC における miR-200b 導入 
    および CDDP 暴露による TNFSF10 
    発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 9 T24RC における miR-200b 導入 

    および CDDP 暴露による IGFBP3 
    発現 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図 10 T24RC における miR-200b 導入 
     および CDDP 暴露による ICAM1 
     発現 
 
TCGA データベースを用い、stage2 以上の膀
胱癌症例における miRNA-200b の意義および
miRNA-200b上流のCpGメチル化の意義を検討
した。miRNA-200b 高発現群では予後は良好で
あり（図 11）、CpG メチル化が高値群では予
後は不良であった(図 12)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

以上より miRNA-200b が膀胱癌細胞において
エピジェネティックな制御をうけ CDDP 感受
性に関与する可能性を新たに見出した。 
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