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研究成果の概要（和文）：膀胱癌は初期段階では自覚症状に乏しく、肉眼的血尿や排尿障害が出現する頃には進
行癌のことが多い。従って膀胱癌においては進行癌に対する予後予測を含めた診断および治療の分子生物学的開
発が求められる。NACC1はmiR-331-3pの標的分子で、miR-331-3pがNACC1の発現を抑制し、膀胱癌細胞の増殖を調
節する。本研究課題において、1) NACC1の機能を細胞増殖における役割について分子レベルでの膀胱癌における
NACC1の位置付けを明らかにし、2)尿路上皮癌組織を用いてバイオマーカーとしてのNACC1の発現が膀胱癌の形態
学的特徴にどのような影響をもたらすのかを検討した。

研究成果の概要（英文）：In the early stage of bladder carcinoma, there are few subjective symptoms, 
and by the time gross hematuria and dysuria appear, the cancer is often advanced.  NACC1 is a target
 molecule of miR-331-3p, and miR-331-3p suppresses the expression of NACC1 and regulates the 
proliferation of bladder cancer cells.In this research project, we 1) clarified the function of 
NACC1 in bladder cancer at the molecular level regarding its role in cell proliferation, and 2) 
examined how the expression of NACC1 as a biomarker affects the morphological characteristics of 
bladder carcinoma using urothelial carcinoma tissues.

研究分野：泌尿器病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膀胱癌における分子診断や分子標的療法への応用としてmiRNAを含めた種々の分子が検討されてきているが、実
用化されている分子は未だに存在していない。　
また、膀胱癌では分子標的療法の開発が難しい理由として、癌細胞の分化や化性による細胞の変化が著しいこと
が挙げられる。そこで、膀胱癌細胞の分化に寄与するmiRNAを見出し、幹細胞マーカーの発現も含めて膀胱癌の
性質について明らかにしつつあることは膀胱癌の新しい悪性度や予後予測判定に有効な分子マーカーとしての可
能性を有していると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
膀胱癌は尿中の癌細胞を捉えることが診断の糸口となるが、初期段階では自覚症状に乏しく、肉
眼的血尿や排尿障害が出現する頃には進行癌となっていることが多い。一方で、膀胱癌の診断は
特異的な腫瘍マーカーがなく、尿細胞診および病変の生検や切除によって得られた病理組織よ
り得られる形態学的診断のみに頼っていることが現状である。治療法としては経尿道的腫瘍切
除や膀胱全摘といった外科的治療や BCG膀胱注入療法、集学的な全身化学療法が行われている
が、膀胱癌の性質上、多発ないし再発が多く、第二、第三の治療を踏まえた診断マーカーの開発
が急務である。microRNA(miRNA)は19-25塩基よりなるnon-coding short RNAで、最近ではmiRNA
の発現異常が癌遺伝子や癌抑制遺伝子の発現ネットワークを撹乱し、発癌や進展、転移に深く関
与することが明らかとなってきており、miRNA による種々の遺伝子のエピジェネティックな発
現調節機構が注目されている。一方で、膀胱癌において miRNAやその標的分子の動態をとらえ
ることで、診断に応用でき、癌細胞の増殖や進展を抑制することが治療戦略や予後改善に応用で
きる可能性を有するものの、癌の形態に及ぼす影響や関連性については未だ解明されていない。 
 
 
 
２．研究の目的 
膀胱癌細胞の増殖、分化に着目し、NACC1をはじめ膀胱癌の増殖、分化に重要な役割を果たす
miRNAの標的分子も含めて見出すとともに、miR-331-3pが膀胱癌細胞において幹細胞マーカー
をはじめとする様々な分子の発現にどう関わるかを明らかにした上で、癌幹細胞の形態学的特
徴や存在部位、存在様式、間質の特徴を明確にし、病理診断時に留意すべき細胞学的・組織学的
所見との関連性を見出し、これまでに確立された組織亜型に加えるべき新しい診断指針を確立
することが新しいマーカーの発見の糸口となると考え、具体的には 1) NACC1の機能を細胞増殖
における役割について分子レベルで解明し、膀胱癌における NACC1 の位置付けを明らかにす
る、2)膀胱癌症例を用いてバイオマーカーとしての miR-331-3p, NACC1 の発現が膀胱癌の形態
学的特徴にどのような影響をもたらすのか、病理組織学的に明らかにすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では、（１）NACC1 および miR-331-3p の膀胱癌細胞における細胞増殖能、分化能
の評価、（２）膀胱癌症例の病理組織標本における NACC1 および幹細胞マーカーの遺伝
子異常の検索と免疫組織化学染色による蛋白発現の検討、（３）膀胱癌の形態学的特性
と幹細胞関連マーカーの発現との関連性の検証する、ということを踏まえて研究を進め
た。具体的には、以下の手順で研究を実施した。 
（１）NACC1 および miR-331-3p の膀胱癌細胞における細胞増殖能、分化能の評価 
 膀胱癌細胞株（T24, KU7, UMUC6）を用いて、miR-331-3p の過剰発現による NACC1 の
抑制により細胞増殖が抑制される機序について細胞周期、アポトーシス、オートファジ
ー、細胞老化などを網羅的に解析した。細胞増殖は MTS assay, 細胞周期、AnnexinV 測
定、LC3 測定はフローサイトメトリーを用いて解析を行い、細胞老化については、
Senescence-associated β-galactosidase assay を行なった。 
（２）膀胱癌症例の病理組織標本における NACC1 および幹細胞マーカーの遺伝子異常の
検索と免疫組織化学染色による蛋白発現の検討 
病理組織標本における NACC１の発現メカニズムについて遺伝子およびタンパク発現の
両方を解析し、検討した。遺伝子については遺伝子変異の解析を NACC１の全エクソン
について次世代シークエンサーを用いて遺伝子変異を解析し、タンパク発現は免疫組織
化学染色を行なった。 
（３）膀胱癌の形態学的特性と幹細胞関連マーカーの発現との関連性の検証 
膀胱癌細胞において形態学的特性や増殖能を制御する推定関連分子として幹細胞マー
カーの発現と遺伝子変異について、免疫組織化学染色、次世代シークエンス解析による
遺伝子変異の解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）膀胱癌細胞株（T24, KU7, UMUC6）に NACC1 siRNA を導入し、MTS assay にて 24-
72 時間における細胞増殖能を検討したところ、いずれの細胞においても NACC1 の発現
抑制により細胞増殖が抑制された。また、miR-331-3p の過剰発現によっても同様に細胞増殖
能は抑制された。そのメカニズムを明らかにするため、細胞老化、細胞周期、アポトーシス、オ
ートファジーについて検討したところ、細胞老化の亢進、G2/M arrest が観察され、アポトーシ



スおよびオートファジーは
関連がなかった（図１）。 
このことから NACC１は細
胞老化と細胞周期を制御す
ることで、細胞増殖を制御
していることが明らかとな
った。 
 
（２）膀胱癌組織 42 例につ
いて免疫組織化学染色によ
り NACC1 の発現を検討し
た。その結果、非浸潤癌に
比べ、浸潤癌特に筋層浸潤
を伴った癌では NACC１の発現が低かった。NACC１の浸潤能、遊走能への影響を細胞株で調べた
ところ、NACC１の発現抑制により浸潤能、遊走能は亢進した（図２）。 
 
（３）膀胱癌の形態学的特性が遺伝子変異と関連するかどうかを検討するため、NACC１の全エク
ソン解析を行ったところ、浸潤癌、非浸潤癌いずれにおいても遺伝子変異が検出された。これら
のパターンはタンパクの発現とは関連性がなく、NACC１の発現は遺伝子変異とは別の制御が働
いていることが予想された。 
さらに浸潤能や分化能に関わる分子を検討するため、がん抑制遺伝子 TP53 および幹細胞マーカ
ーについて検討をしたところ、遺伝子変異については、浸潤癌、非浸潤癌いずれにおいても認め
たものの、同一症例における浸潤癌領域と非浸潤癌領域では浸潤癌領域に付加的遺伝子異常が
いくつか見出される症例もあった。また、TP53 の遺伝子変異については浸潤癌で複数の遺伝子
変異を有していた。この結果から、浸潤能の獲得には遺伝子変異が関与している可能性も示唆さ
れた。 

(図１)膀胱癌細胞株 T24におけるMTS アッセイ、Cell senescence, 細胞周期解析 
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