
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 23年 5月 20日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要：本研究の目的は膀胱発がんにおける microRNA 発現およびその役割を明らか
にすることであり、膀胱発がんにおいて miR-125aおよび miR-125bが tumor-suppressor miRNA
として働き、その発現量の低下は、ラット膀胱発がん過程の早期から関与することが明らかと
なった。さらに、miR-125b の発現変動関連因子として 21 種類の蛋白を同定することに成功し
た。本研究で得られた成果は、膀胱がんの発がん機序の解明、さらには予防・治療にも寄与す
ると期待される。 

 

 
研究成果の概要：The findings of the present study demonstrate that miR-125a and miR-125b 
are tumor-suppressor miRNAs and were down-regulated in the early stage of bladder 
carcinogenesis. We also identified 12 potential target genes of miR-125b by proteome 
analysis of pre-miR-125b-introuduced human bladder cells. These findings enhance our 
understanding of the function of miRNA, and provide potential chemoprevention and 
therapeutic targets for bladder cancer. 
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１．研究開始当初の背景 

microRNA（miRNA）は、細胞内に存在する
22 塩基前後の長さの 1 本鎖 non-coding RNA
であり、その機能は翻訳レベルでタンパク質
の発現を制御していることが様々な研究か
ら明らかになってきた。すなわち、miRNA が
mRNA の 3'側非翻訳領域に不完全な相補性が
あるとその翻訳を抑制し、その他の領域に完

全な相補性があると mRNAの分解を引き起す。
最近の報告では、タンパク質をコードしてい
る全遺伝子の少なくとも 30％を制御してい
ると推測されている。 

近年、様々ながん（乳がん、大腸がん、肺
がん、膵がん、前立腺がん、胃がんなど）に
おいて miRNAの発現異常が報告され、がんの
発生に関与していることがわかってきてい
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る。また、一つの miRNAはがんの発生に関わ
る複数の遺伝子の発現に影響を与え，標的遺
伝子の機能発現を干渉制御することでがん
の病態に関与することが示唆された。しかし、
膀胱発がんにおける miRNAの発現およびその
役割に関する知見はほとんどない。その原因
として、臨床において miRNA 発現解析に欠か
せないヒトの正常膀胱粘膜の採取が困難な
ことがあげられる。現在のところ、利用可能
なヒト初代正常膀胱上皮細胞はなく、また既
存の不死化したヒト正常膀胱上皮細胞は遺
伝子操作が加えられているためコントロー
ルとしては不適切であり、in vitro 実験での
miRNA 発現解析は困難である。一方、化学発
がん物質を用いたラット膀胱発がん性試験
では、無処置ラットから正常膀胱粘膜を採取
できること、膀胱がんは組織学的にはヒトの
膀胱がんの 90％を占める移行上皮がんであ
ること、および膀胱早期増殖性病変からがん
までの各段階における miRNAの発現解析がで
きることから、ラット膀胱発がんモデルは
miRNA 発現解析に有用な手段であると考える。 

 

２．研究の目的 
ラット膀胱発がん性試験で得られた膀胱

がんと正常膀胱粘膜を用いて、膀胱発がんに
おける miRNA発現異常を明らかにするととも
に、ラットおよびヒト膀胱がん細胞を用いて
miRNA の機能解析および標的遺伝子の同定を
行い、膀胱発がんにおける miRNA の発現およ
びその役割を明らかにする。 
 

３．研究の方法 
（１）BBN誘発ラット膀胱がんにおける miRNA
発現解析 
6 週齢雄 F344ラットを 2群に分け、実験群

には N-butyl-N-(4-hydroxybutyl) 
nitrosamine(BBN)を 0.05%の濃度で飲水投与
し、対照群には水道水を 48 週間投与した。
Ncode miRNA Microarray (Ver.2, Invitrogen, 
261 miRNA probes 搭載)を用いて、BBN 誘発
膀胱がんと正常膀胱粘膜における miRNAの発
現プロファイリング解析を行い、ラット膀胱
がんで異常発現を示す miRNAの同定を行った。 
 

(2) Dimethylarsinic acid (DMA)で誘発した
ラット膀胱がんにおける miRNA発現解析 
0.02％DMAの 2年間飲水投与で誘発した雌

雄ラット膀胱がんについて、Taqman microRNA 
assay 法を用いて、 BBN誘発膀胱がんで低発
現を示した 6種類の miRNAの発現を検討した。 
 
(3)ラット膀胱早期増殖性病変における
miRNA 発現解析 
 6週齢雄 F344ラット BBN と DMAを含めた 8
種類のラット膀胱発がん物質（あるいは 3種
類の非膀胱発がん物質をそれぞれ 4週間投与

した。各発がん物質の投与濃度はそれぞれの
発がん用量であった。膀胱発がん物質の
2-acetylaminofluorene (2-AAF)、phenethyl 
isothiocyanate (PEITC)、benzyl isothio 
cyanate (BITC)、sodium othro- 
phenylphenate (NaOPP)、 Butylated 
hydroxyanisole (BHA) および uracil（混餌
投与）の投与濃度はそれぞれ 0.025％、2％、
0.1％、0.1％、0.1％および 3％であった。肝
発がん物質 diethylnitrosamine (DEN、飲水
投与)、腎発がん物質 N-ethyl-N-hydroxy 
ethylnitrosamine (EHEN、飲水投与)および
大腸発がん物質 1.2-dimethyhydrazine（DMH、
腹腔内投与、１回/週）の投与濃度はそれぞ
れ 0.1％、0.05％および 40mg/kg.B.Wであっ
た。実験開始後４週に Taqman microRNA assay
法を用いて膀胱粘膜における miR-125a およ
び miR-125b の発現量を検討した。 
 
(4)ヒト膀胱がんおよび尿沈渣における
miR-125a および miR-125bの発現量の検討 
 ヒト膀胱がん全摘例 5例のがん組織および
正常膀胱粘膜、および膀胱がんおよび非膀胱
がん患者の尿沈渣検体 10例から miRNAを抽
出し、miR-125a および miR-125b の発現量を
検討した。 
 

(5) miR-125bの標的遺伝子の同定 
 Pre-miR-125b が入手できなかったため、
ヒト膀胱がん細胞に Pre-miR-125b を導入す
ることによりその標的遺伝子の同定を行う
ことにした。7 種類の膀胱がん細胞株（RT4, 
HT-1376, TCC-SUP, SW-780, 5637, UMUC-3お
よび T24）における miR-125b の発現量を検討
した。プロテオーム解析法を用いた miR-125b
の標的遺伝子の同定では、Pre-miR-125b で導
入したヒト膀胱がん細胞 RT4 と Negative 
control 細胞からタンパク抽出し、Q-Star 
Elite LC-MS/MS system を用いて、処理によ
るタンパク質の変動を検索することにより、
miR-125bの miRNA の標的遺伝子を同定した。 
 
(6) 倫理面への配慮  
 動物実験に関しては、動物実験委員会の

承認を取り、動物実験施設の飼育規定を遵守
し、飼育する。ヒト膀胱がんおよび尿検体の
使用に関しては、各患者から承諾を取り、か
つ倫理委員会の承諾を受けて研究を行う。 
 
４．研究成果 
（1）BBN 誘発ラット膀胱がんにおける miRNA
発現解析 
 miRNA アレイを用いて BBN誘発ラット膀胱
がん(12 例)と正常膀胱粘膜(4 例)における
miRNA 発現プロファイリングを行った結果、
すべての膀胱がんで共通して発現量が 2倍以
上低下した miRNAが 6種類認められた。一方、



すべての膀胱がんで共通して発現量が増加
したものが認められなかった。 Taqman 
microRNA assay 法を用いた確認試験では、正
常膀胱粘膜に比較して膀胱がんで上述の 6種
類の miRNA（miR-30d,miR-125a, miR-125b, 
miR-126,miR-143 および miR-203）の発現量
が有意に低下したことが確認された (図１)。 
 

図１ BBN誘発膀胱がんにおける miRNA発現 

 
（2）Dimethylarsinic acid (DMA)で誘発し
たラット膀胱がんにおける miRNA 発現解析 
 DMA 誘発ラット膀胱における BBN 誘発膀胱
がんで発現の低下が認められた 6種類の
miRNA の発現を検討した結果（表 1）、正常膀
胱粘膜に比較して miR-125a及び miR-125bの
発現量が雌雄ラット膀胱がんともに有意な
低下したが、miR-30d, miR-126,miR-143 およ
び miR-203が BBN誘発膀胱がんと異なって逆 
 

表１ DMA誘発膀胱がんにおける miRNA発現 

 
に有意に増加した。このことから異なる発が
ん物質で誘発された膀胱がんにおける miRNA
の発現パターンが異なることが考えられた。
また、miR-125a 及び miR-125bは 2種類の膀
胱がんにおいて共通して発現量の有意な低 

下が認められたことから、これらが膀胱がん
の発生に関与することが示唆された。 
 
（3）ラット膀胱早期増殖性病変における
miRNA 発現解析 
 ラットに BBN 及び DMAを含めた 8種類の膀
胱発がん物質、あるいは 3種類の非膀胱発が
ん物質をそれぞれ 4週間投与した膀胱粘膜に
おける miRNA 発現量を検索した結果（表 2）、
miR-125a 及び miR-125b 両方ともすべての膀
胱発がん物質において共通して発現量の有
意な低下が認められた。一方、すべての非膀
胱発がん物質では発現量の変動はみられな
かった。これらの結果より、miR-125a 及び
miR-125b は 膀 胱 発 が ん に お い て
tumor-suppressor miRNAとして働き、早期か
ら膀胱がんの発生に関与することが示唆さ
れた。また、miR-30d, miR-126,miR-143 およ
び miR-203の発現量が DMA膀胱がんで有意に
増加したが、4 週投与した粘膜では有意に減
少した。このことから、miRNA が膀胱発がん
過程においてその発現レベルが変動する場
合があることが示唆された。 
 

表 2 ラット膀胱早期増殖性病変における miR-125a 

および miR-125bの発現 

 
（4）ヒト膀胱がんおよび尿沈渣における
miR-125a および miR-125bの発現量の検討 
 ヒト膀胱がんで非がん部に比較して
miR-125a および miR-125bの発現量が低下し
たことから、これらの 2種類の miRNAの発現
がヒト膀胱がんの発生にも関与することが
明らかとなった。膀胱がん患者および非膀胱
がん患者の尿沈渣における miR-125a および
miR-125b の発現量を検討した結果、両者の量
と膀胱がんの有無との間に有意な相関はみ
られなかった。今後、膀胱がんの早期発見マ
ーカーとしての有用性を明らかにするため
には、尿中におけるそれらの発現量を検討す
る必要があると考えられる。 
 

（5）miR-125bの標的遺伝子の同定 
 7種類のヒト膀胱がん細胞株（RT4, HT-1376, 
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Fold changes
(v.s. non-treatement mucosa)

DMA-
male-Tumor

DMA-
female-Tumor

miR-30d 3.0 * 4.4*

miR-125a 0.6* 0.5*

miR-125b 0.2* 0.5 *

miR-126 5.9 * 17.1 *

miR-143 1.5 * 2.4*

miR-203 11.8 * 31.9*

* Significantly different from non-treatment mucosa.

Fold changes (v.s. non-treatement mucosa)

Test chemical miR-30d miR-125a miR-125b miR-126 miR-143 miR-203 

Bladder carcinogen

BBN 0.5 * 0.5 * 0.3* 0.4* 0.2 * 1.2 
2-AAF 0.6 * 0.6 * 0.6* 0.7 0.5* 1.3 
PEITC 0.6 0.4* 0.6* 0.7 0.4* 0.6 
BITC 0.6 0.4* 0.7 * 0.9 0.2* 1.0 

NaOPP 0.5* 0.3* 0.5* 0.5* 0.2* 1.4 
BHA 0.4* 0.4 * 0.5 * 0.5* 0.2* 1.2 
Uracil 0.4* 0.2* 0.4* 0.3* 0.0* 1.8 *
DMA 0.6* 0.6 * 0.7* 0.5* 0.4 * 0.7 

Non-bladder carcinogen
DEN 1.1 1.1 1.2 1.3 1.2 1.2 

EHEN 1.1 1.1 1.0 1.2 1.1 1.5 
DMH 1.1 1.1 1.0 1.1 1.1 1.2 

* Significantly different from non-treatment mucosa.



TCC-SUP, SW-780, 5637, UMUC-3 および T24）
における miR-125b の発現量を比較検討した
結果、RT4 における miR-125b の発現量がもっ
とも低かったことが明らかとなった（図 2）。 
 

図 2 ヒト膀胱がん細胞株における miR-125bの発現 

 
この結果より、miR-125bの標的遺伝子の同定
試験では、RT4膀胱がん細胞に Pre-miR-125b
を導入し、導入細胞および Negative control
細胞（NC細胞）からタンパク抽出し、Q-Star 
Elite LC-MS/MS system を用いて導入による
タンパク質の変動を検索した。その結果、NC
細胞に比較して Pre-miR-125b を導入した細
胞で発現が有意に減少および有意増加した
タンパク質 21 種類が認められた。また、こ
れ ら の タ ン パ ク 質 につ い て Ingenuity 
pathway analysisを行ったところ、miR-125b
の導入により Actin cytoskeleton, RohA, 
VEGF, PLC および PAK シグナルパスウェイが
変動したことが判明した。さらに、miRNA が
遺伝子の発現を負に調節することから、これ
らタンパクのうち発現の有意な低下が認め
られたものが miR-125b の標的である可能性
が高いと考えられた（表 3）。 

 
表 3  Pre-miR-125b導入 RT4細胞で発現が有意に減少し

たタンパク質 

  

以上より、miR-125a 及び miR-125b は膀胱
発がんにおいて tumor-suppressor miRNA と
して働き、早期から膀胱がんの発生に関与す
ることが示唆された。また、miR 125b の導
入で発現量の有意な低下が認められたタン
パク質は膀胱がんの予防および治療におけ
る直接あるいは間接的な標的分子になる可
能性も考えられた。本研究で得られた知見は、
膀胱がんの発生と進展のメカニズムの解明
さらに予防・治療につながるものと期待され
る。 
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