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研究成果の概要（和文）：尿路上皮癌は腎盂、尿管から膀胱、尿道に至る尿路系に異時性に多発する腫瘍であ
る。その診断スクリーニングは尿細胞診が頻用されるが、感度、特異度は低い。Nucleus accumbens-associated
 protein 1(NACC1)は細胞周期や転写活性に関わる分子で、多数の癌において腫瘍の進展や化学療法抵抗性に関
わることが報告されている。
申請者は尿路上皮癌検体においてNACC1変異を確認した。尿路上皮癌細胞株３種（T24、J82、UMUC6）において
は、NACC1抑制下において細胞の増殖抑制が確認され、またmiR-331-3pの導入により、NACC1の発現低下及び細胞
増殖抑制が確認された。

研究成果の概要（英文）：Urothelial carcinoma (UC) typically occurs in the urinary system and is the 
most common type of bladder cancer. The nucleus accumbens-associated protein 1 (NACC1) is a 
transcription factor constitutively expressed in the urothelium, where it regulates cell growth, 
senescence, autophagy, and epithelial-mesenchymal transition.
Immunohistochemical analysis of TUR-BT specimens revealed that over 70% of UC cells presented 
strongly positive results for NACC1. Functional experiments involving miR-331-3p and its target 
molecule NACC1 were conducted using the UC cell lines, T24, UMUC6, and KU7. Overexpression of 
miR-331-3p resulted in significantly suppressed NACC1 mRNA and cell proliferation in these cell 
lines, and reduce cell proliferation, migration. Cell senescence via cell cycle arrest at the G1 
phase was induced by NACC1 inhibition. These findings suggest that NACC1 regulated bymiR-331-3p, 
plays a key role in UC cell proliferation and invasion.

研究分野： 病理診断学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
尿路上皮癌は再発を繰り返す腫瘍である。膀胱鏡による低侵襲治療も行われているが、筋層浸潤を認める場合は
原則的に膀胱摘出となる。筋層浸潤の有無が生命予後及びQOLに大きな影響を及ぼすため、それらの防止、及び
早期発見が重要である。
申請者は尿路上皮癌切除検体、及び細胞株において、NACC1及びmicroRNA-331-3Pと腫瘍の浸潤・進展能との関連
性を見出すことができた。NACC1をターゲットとした治療介入により、これらの浸潤能を制御できる可能性があ
り、尿路上皮癌の予後改善に寄与できる可能性がある。

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
尿路上皮癌は膀胱、尿管、腎盂のいずれからも異時性、同時性に単発ないし多発性に発生する上
皮系腫瘍で、尿中の癌細胞を捉えることが診断の糸口となる。しかしながら腫瘍性病変と非腫瘍
性病変とを鑑別しうる特異的な分子マーカーがなく、細胞・組織診断による形態診断に頼るもの
の、診断に難渋しているのが現状である。microRNA(miRNA)は 19-25 塩基よりなる non-coding 
short RNA で、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、膀胱癌においても 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。miRNA やその標的分子
が診断への応用、がん細胞の増殖や進展を抑制する機能から治療戦略としての応用の可能性が
あるものの、臨床病理学的な有用性はまだ不明な点が多い。 
 
 
 
２．研究の目的 
申請者は尿路上皮に恒常的に発現する分子の一つ NACC1 が尿路上皮癌細胞の増殖を促進する
ことと特に上皮内癌において高発現し、細胞の浸潤の抑制に寄与することを見出した。本研究で
は尿路上皮の腫瘍性および非腫瘍性病変を分子生物学的に鑑別可能なマーカーを見出すことを
最終目標とし、１）正常尿路上皮、再生性尿路上皮、異形成及び上皮内癌における NACC1 の発
現の違いを明らかにする。２）次世代シークエンサー(NGS)を用いて NACC1 遺伝子多型を検索
し、組織型と発現動態との関連性を見出す。３）NACC1 が制御する microRNA（miRNA）と
その標的分子を検索し、機能解析を行って NACC1 による細胞増殖能および浸潤能の調節に寄
与する分子をそれぞれ特定することから分子生物学的な腫瘍および非腫瘍性病変の鑑別点を解
明することを目的とした。 
 
 
 
３．研究の方法 
本研究では、（１）正常尿路上皮、再生上皮、異形成および上皮内癌における NACC1 の評価、（２）
尿路上皮癌細胞を用いて代表的な癌関連 miRNA として NACC1 を制御する miRNA の一つ、miR-331-
3p と NACC1 について分子生物学的機能解析を行って尿路上皮癌細胞における細胞増殖・浸潤能
での役割を明らかにする、（３）尿路上皮癌の形態学的特性と miRNA および標的分子の発現との
関連性の検証、ということを踏まえて研究を進めた。 
（１）正常尿路上皮、再生上皮、異形成および上皮内癌における NACC1 の発現の評価 
pT 分類ごとに症例を選択し、NACC1 の発現を免疫組織化学染色にて検討した。 
（２）尿路上皮癌細胞を用いて、miRNA および NACC1 の細胞増殖能・浸潤能の評価 
尿路上皮癌細胞株として、T24, UMUC6, KU7 を用いた。miRNA の検索から miR-331-3p が NACC1 を
制御することから、miR-331-3p の過剰発現もしくは NACC1 の抑制による尿路上皮癌の細胞増殖
能、浸潤能の検討として、細胞増殖能は MTS assay, AnnexinV, 浸潤能はマトリゲルアッセイを
行った。 
（３）尿路上皮癌の形態学的特性と miRNA および標的分子の発現との関連性の検証 
尿路上皮癌の異型度や分化傾向を踏まえ、高異型度および分化傾向のある症例については、高異
型度と分類した。浸潤能の組織学的評価として、免疫組織化学染色によってリンパ管を同定し、
リンパ管浸潤を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）正常尿路上皮、再生上皮、異形成および上皮内癌に
おける NACC1 の発現の評価 
免疫組織化学染色では、NACC1 は細胞の核に局在し、その
発現は正常あるいは過形成の尿路上皮よりも尿路上皮癌
で有意に高かった。NACC1 の発現は、高異型度の浸潤癌と
比較して、低異型度の日浸潤性尿路上皮癌(pTa)および高
異型度の上皮内癌（pTis）において高く発現していた(表
1)。 
 
 
（２）尿路上皮癌細胞を用いて、miRNA および NACC1 の細胞増殖能・浸潤能の評価 
これまでに、TargetScan 解析（release 6.2, June 2012）と miRSearch（V3.0, EXIQON）を用い
て miR-331-3p が NACC1 を標的とすることが推測され、miR-331-3p と NACC1 の相互作用は、
miRGate と DIANA TOOLS（Micro T-CDS）を用いて確認した。3つの尿路上皮癌細胞株では、NACC1

表 1）NACC1 の発現 



の抑制および miR-331-3p を過剰発現させると、T24、UMUC6、KU7 細胞株において細胞増殖が有
意に抑制された (図１A)。 
NACC1 の抑制による浸潤能の変化を検討したところ、3 つの尿路上皮癌細胞株において浸潤能が
有意に亢進した。 

 
（３）尿路上皮癌の形態学的特性と miRNA および標的
分子の発現との関連性の検証 
TUR-Btにて得られた尿路上皮癌組織におけるmiR-331-
3p の発現レベルを RT-PCR 法で評価した。非浸潤性尿路
上皮癌細胞と浸潤性尿路上皮癌細胞の相対的な miR-
331-3p/actin レベルに有意差はなかった。 
浸潤能の組織学的評価として、リンパ管浸潤の有無に
ついて評価を行った。免疫組織化学染色は D2-40 で行
った。NACC1 発現の高い組織において脈管浸潤は減少
していた。このことから、NACC1 は尿路上皮癌におい
て浸潤能を抑制する機能を有することが
示唆された。 
 

（図１） 

(A)miR-331-3p pre 導入下での MTS assay 

(B)NACC1siRNA 導入下でのマトリゲルアッセイ 

（図 2） 

TUR-Bt 組織中のリンパ管浸潤の評価 
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