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研究成果の概要（和文）：本研究において我々は、SLRP familyであるOMDとPRELPが癌抑制機能を保持している
ことを初めて発見し、また詳細な機能解析を行い論文として発表した。また、HDACiを処理することで、PRELPの
発現が上昇すること、及びH2B K5のアセチル化がPRELP発現抑制解除のマーカーであることを見出した。さら
に、HDACiであるSAHAを抗癌剤cisplatinと併用して膀胱癌細胞株に処理したところ、効果的に膀胱癌細胞の増殖
を抑制することに成功し、これらの成果をまとめて論文を発表した。本研究の結果は、HDACiに基づく新規膀胱
がん治療戦略に関するメカニズム的根拠を提供するものである。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found for the first time that the SLRP family, OMD and 
PRELP, retain tumor suppressor functions, and we have published a detailed functional analysis of 
these proteins in a paper. We also found that treatment with HDACi increased PRELP expression and 
that acetylation of H2B K5 is a marker for the derepression of PRELP expression. Furthermore, 
treatment of a bladder cancer cell line with SAHA, an HDACi, in combination with the anticancer drug
 cisplatin effectively inhibited the growth of bladder cancer cells, and these results were 
summarized in a paper. The results of this study provide a mechanistic rationale for a novel bladder
 cancer treatment strategy based on HDACi.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： がん抑制遺伝子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年の次世代シークエンサーの進歩に伴い、遺伝子解析の技術は飛躍的に向上し、ICGCやTCGAといった大型プロ
ジェクトに基づくデータベースも整備され、疾患との関連が示唆される多くの遺伝子変異・発現異常が報告され
ている。一方、疾患との関連が示唆されている遺伝子変異・発現異常が、実際疾患と関連があることを科学的に
証明するためには、詳細な機能解析を行う必要がある。本研究では、遺伝子解析の結果を基に詳細な機能解析を
行い、初めてOMDとPRELPのがん抑制遺伝子機能を証明するとともに、PRELPを標的とした膀胱癌における治療戦
略を提示したという観点で、学術的意義や社会的意義は非常に高いと判断している。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 

１．研究開始当初の背景 

 

本研究代表者は、英国ケンブリッジ大学腫瘍学

部滞在中に、膀胱がんで高頻度に欠失が観察され

る染色体上の領域 9q22 において、膀胱がん発症

に関与する遺伝子として、Small leucine-rich repeat 

proteoglycan (SLRP) familyである OMD を同定し

た。網羅的発現解析の結果、OMD は膀胱がんに

加えて多種類のがんで顕著に発現が抑制してい

ることを確認した。また OMD と同じく SLRP 

family 遺伝子である PRELP に関しても、膀胱が

んを含めた様々ながん組織で発現が顕著に減少

していることを確認した為、OMD ノックアウト

マウス、 PRELP ノックアウトマウス及び

OMD/PRELP ダブルノックアウトマウスを作成

したところ、全てのマウスにおいて、膀胱組織に

おける異形成（前がん病変）が観察され（図１）、

PRELP ノックアウトマウスの 1/3 で膀胱がんの

発生が確認された。また膀胱がん細胞 EJ28 に、

OMD または PRELP を強制発現すると、足場非依

存的な増殖が顕著に抑制されることが分かった

（図 1）。以上の結果も含め、OMD 及び PRELPは

新規がん抑制遺伝子であることを我々は科学的

に実証した。一方、OMD 及び PRELP に関して

は、SLRP family 細胞外マトリクスであるという

事実以外、がん発症における機能に関しては、未

解明な部分が多い。そこで、本研究においては、

OMD 及び PRELP のヒト発がんにおける機能及

び発現調節機構を統合的に解明し、将来的には

OMD 及び PRELP を標的とした新規がん治療法

の開発に関しても取り組む。 

 

２．研究の目的 

 

SLRP familyである OMD と PRELPは、我々が

がん抑制機能を保持していることを初めて発見

した新規がん抑制遺伝子で、その機能や発現調節機構に関しては、依然不明な点が多い。そこで

本研究においては、これら新規がん抑制遺伝子の機能を、トランスクリプトーム解析及びシステ

ムバイオロジーの観点から機械学習・深層学習技術も導入し統合的に解析し、さらに分子生物学

や生化学的手法を用いて OMD 及び PRELP の詳細な機能の解明を行うことを目的としている。

発現調節に関しては、膀胱がんの臨床検体を中心にデータベース検索、DNA メチル化解析、ヒ

ストン修飾解析を行い、OMD 及び PRELP 遺伝子の発現抑制メカニズムを包括的に解析する予

定である。さらに、遺伝子治療やタンパク質性医薬品として OMD 及び PRELP を標的とした臨

床応用への可能性に関しても、検討を行うことを目的としている。 

 

３．研究の方法 

 

機能解析においては、まずトランスクリプトーム解析を行った。解析対象の細胞株としては、

OMD 及び PRELP を発現している膀胱がん細胞株である 5637 細胞を用い、siRNA で OMD 及び

PRELP をノックダウンした細胞から total RNAを単離し、Affymetrix社の GeneChip®システムを

用いて、変動がある遺伝子群を解析する。また、Flp-In T-REx哺乳類発現制御システムを用いて、

テトラサイクリンで OMD 及び PRELP の発現誘導を行った細胞、及びテトラサイクリン無処理

のコントロール細胞双方から total RNAを単離し、同じく Affymetrix 社の GeneChip®システムを

用いて、変動がある遺伝子群を解析する（図 2）。さらに、ノックアウト実験及びテトラサイク

リン発現誘導実験双方を統合させ、パスウェイ解析を行う。本解析の目的は、今後の機能解析の

指標となる、OMD 及び PRELP の包括的な機能解析である。 

図 1:生後 3 ヶ月の野生型マウス (A-C)、OMD-/-マウス

(D-F)、PRELP-/-マウス (G-I)、OMD-/- and PRELP-/-マウス 

(J-L)の膀胱組織像。(M) 膀胱組織内の異形上皮の数。

(N) EJ28膀胱がん細胞を用いた、足場非依存的なコロニ

ーアッセイ。Control: Mock, OMD: OMD overexpression, mtOMD: 

myc-tagged OMD overexpression, PRELP: PRELP overexpression, 

mtPRELP: myc-tagged PRELP overexpression 

M N



前述のように、OMD 遺伝子は膀胱がんで高頻度に欠失が観察される染色体上の領域 9q22 に

存在する為、遺伝子の欠失が発現抑制のメカニズムと考えられる。一方、OMD遺伝子の発現抑

制は多くの膀胱がん臨床検体で観察されるが（80%以上）、実際 OMD 遺伝子を含む領域 9q22 の

欠失は、2%～32%の膀胱がん臨床検体で観察されるという報告があり(Sauter et al., Int J Cancer, 

64. 99-103 [1995])、発現抑制を示す臨床検体の割合と一致しない。このことは、OMD 遺伝子の発

現抑制は DNA の欠失以外のメカニズムで司られている可能性を示唆している。同様に PRELP

遺伝子も多くの膀胱がんで発現抑制が観察されるが（80%以上）、PRELP 遺伝子を含む領域 1q32

においては、遺伝子の欠失は報告されていない。そこで、OMDと PRELP 遺伝子の発現抑制の発

現抑制メカニズムを解明する為に、COSMIC、ICGC 及び TCGAデータベースを用いて、OMD 及

び PRELP遺伝子の転写調節領域の変異を検索した。 

一方転写抑制の機構に関しては、近年遺伝子変異以外にエピジェネティクスによる制御が知

られている。そこで、国立がん研究センター中央病院及びバイオバンクと共同で、膀胱がん臨床

検体における DNAメチル化状態を、DNAメチル化アレイを用いて調べる。また、現在本研究代

表者のグループは、バイオメディカル研究支援 LabDroid 及び、特徴量抽出を教師なし学習で行

うことが可能な深層学習技術など最先端技術を導入し、ホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）

組織を用いた sample の解析も可能である、次世代型 ChIP-seq 法の開発を行っている。そこで、

ChIP-seq 法を用いて、histone H3K27 trimethylation, histone H3K9 trimethylation, histone H4K20 

trimethylation など、転写抑制性のヒストンマークを中心に、OMD 及び PRELP 遺伝子の転写抑制

メカニズムを、ヒストン修飾の観点から解析した。 

 臨床応用という観点では、研究代表者のグループはこれまで膀胱がん細胞株に OMD 及び

PRELP を強制発現したところ、顕著にがん細胞の増殖が抑制されることを培養系で証明してお

り、また mouse xenograft model を使用し、OMD を強制発現することで、in vivo においても抗腫

瘍効果を示すことを既に証明している。そこで OMD や PRELP の発現を抑制することで抗腫瘍

効果を誘導する可能性に関しても検討を行う。 

 

４．研究成果 

 

本研究において、OMDと PRELPが膀胱上皮のアンブレラ細胞に特異的に発現していること、

そしてそれらの発現レベルが、ごく早期からすべての膀胱癌および様々な上皮癌において劇的

に低下していることを見出した。膀胱がん細胞株を用いた遺伝子発現プロファイリングを含む

in vitro 研究により、OMDまたは PRELP の発現することにより TGF-β および EGF 経路を阻害す

ることによってがんの進行を抑制し、上皮間葉転換（EMT）を逆転させ、細胞間接着を活性化し、

様々ながん化経路を阻害することを明らかにした。さらに、膀胱がん細胞で OMD を過剰発現さ

せると、マウス xenograft を用いて研究により、足場非依存的な増殖と腫瘍形成能を強く抑制し

た。一方、膀胱上皮において、OMD および/または PRELP 遺伝子のノックアウトマウスは、部

分的な EMT を引き起こし、被蓋細胞のタイトジャンクションが失われ、被蓋細胞層が自然に破

壊されることにより、膀胱がん in situ 様の構造を形成することを見出した。さらに、OMDノッ

クアウトマウス膀胱の発現プロファイリングのオントロジー解析では、ヒト膀胱がんから得ら

れた発現プロファイリングと非常に高い類似性が示された。本研究の成果により、OMD と

PRELP が EMT を制御することにより、がんの発生と進行を抑制する内因性の阻害剤であること

を示している。 

また、膀胱がん細胞株に複数の種類のヒストン修飾酵素阻害剤処理を行い、OMD 遺伝子及び

PRELP 遺伝子の発現解析を行った。その結果、ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤 (HDACi)であ

る Trichostatin A (TSA)処理で PRELP 遺伝子の発現が著しく上昇することを発見した（図 2）。

HDACi の中には、皮膚 T 細胞リンパ腫の治療薬として FDA に既に認可されている SAHA 

(Vorinostat)があるため、臨床応用を志向することを目的に膀胱がん細胞株 RT-4 細胞に処理した

ところ、TSAと同様に、PRELP 遺伝子の発現が顕著に上昇した。以上の結果から、PRELP遺伝

子の発現がヒストン脱アセチル化酵素により抑制されている可能性が示唆された。そこで、実際

SAHA(Vorinostat)処理による PRELP 遺伝子転写調節領域におけるアセチル化の状態変化を、定

量的 ChIP 法を用いて解析した結果、histone H2B K5 のアセチル化が、SAHA処理により上昇す

ることを突き止めた（図 3）。 



 HDACi は単剤では固形がんに対してほとんど効果を示さないことが示されているため、阻害

剤のコンビナトリアルが注目されている。そこで本研究においては、シスプラチンと FDA 認可

の抗がん剤であり、上記のように PRELP 遺伝子の発現を増強することが示されている SAHAと

の併用による抗腫瘍効果を検討した。その結果、シスプラチンと SAHA との併用療法は、どち

らか一方のみの治療と比較して、RT4 細胞と J82 細胞の増殖を著しく阻害した（図 4）。データ

を併用指数（CI）に基づいて解析すると、シスプラチンと TSA の相乗効果と一致するように、

試験した用量の組み合わせでは CIが 1 未満となり、強い相乗作用が存在した。特に、SAHA（2.5

μM 以上の濃度）をシスプラチンと併用すると、低濃度のシスプラチンの抗がん作用が有意に

増強された。このことは、PRELP 遺伝子がこの濃度範囲で脱抑制され、抗腫瘍効果を発揮する

ことと一致する。本研究の結果は、HDACi に基づく膀胱がん治療戦略をさらに検討するための

メカニズム的根拠を提供するものである。 

図 2: 膀胱がん細胞における HDACi による PRELP 遺伝子発現の増強。Pan-HDACi である TSA と SAHA は

PRELPの発現を増強させたが、他のヒストン修飾関連酵素の阻害剤では増強しなかった。 
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図 3: PRELP mRNAの発現抑制は、H2BK5の脱アセチル化によって司られる。 
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図 4: SAHAとシスプラチンの併用は、膀胱がん細胞に対して相乗的な抗腫瘍効果を示した。 
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