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研究成果の概要（和文）：本研究では、前立腺癌細胞から尿中に microRNA が分泌され、尿中
から前立腺癌特異的な miRNA を安定して抽出でき、それらはマーカーとして有用であるとい
う仮説を立てて、その検討を行った。全尿中 miRNA array では有意な候補は見つからなかっ
た。細胞株培養上清中の miRNA の発現は、細胞株での発現を反映しうることはわかったが、
既知の miRNA を用いた実験では細胞株、培養上清と尿検体での発現は一致しなかった。引き
続き、尿検体でのmiRNA発現の評価方法の確立と前立腺癌関連miRNAの探索を行っていく。 
 
研究成果の概要（英文）：In this research, we hypothesized that microRNAs were secreted in 
urine from prostate cancer cells, and that the microRNAs, which are specific for prostate 
cancer, could be stably extracted from urine samples, and could be useful for new 
biomarkers. We performed microRNA array using whole urine samples, but none was 
significantly different in expression. We found that the microRNA expression in culture 
medium could reflect its expression in cell lines. But the expressions of some microRNAs, 
which have already been known to be associated with prostate cancer, were different in 
culture medium, cell lines, and urine samples. We are trying to establish the proper method, 
by which we can precisely estimate the expression of microRNAs in urine samples, and we 
are planning to explore new microRNAs associated with prostate cancer.  
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１．研究開始当初の背景 
miRNA は、その発現がヒトの様々な疾患の
発症に関与することが分かってきており、急
速にその研究が進んでいる。miRNA はあら

たな遺伝子発現調節分子として、癌研究領域
では、発癌、増殖、浸潤、転移などのさまざ
まな過程でその関与が注目されている。前立
腺癌における miRNA の発現異常の研究に関
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する報告は急速に増えてきており、その発現
異常をターゲットにした診断や治療の開発
が期待されている。 
① 研究の学術的背景  
 PSA は前立腺癌において最も有用な腫瘍
マーカーであるが、前立腺肥大症や前立腺炎
などの良性疾患の影響も受けるため特異度
に欠点があり、PSA が 3－10ng/ml と高値で
あっても前立腺生検において 60－75％は悪
性所見を認めない。そのため、診断の精度を
さらに向上させるためには、より特異度の高
い検査法の開発が重要となっている。 
近年、microRNA は発生、発癌、細胞死、分
化において重要な役割を果たしていて、癌組
織において特異的な発現パターンをとる事
が分かってきている(Rosenfeld et al. Nature 
Biotech)。さらに血清中でも安定して存在し
（Mitchell et al. PNAS 2008）尿中にも存在
することが示されている（Gilad et al. PLoS 
One 2008）。また、癌細胞が分泌する exosome 
内に microRNA が含まれている（Skog et al. 
Nature Cell Biology 2008）ことから我々は、
以下の仮説をたてた。 
前立腺癌細胞から尿中に microRNA が分泌
され、尿中から前立腺癌特異的な miRNA を 
安定して抽出でき、それらはマーカーとして
有用である 
 
② 研究期間内に明らかにすること 
 
1. 遠 心 分 離 後 の 尿 上 清 中 か ら
microRNA を安定して抽出する方法を確立
する。 
2. 様々な前立腺癌培養細胞株を用い
てその培養上清中に含まれる miRNA の発現 
  を網羅的に解析する。 
3. 前 立 腺 癌 に 特 異 的 な 尿 中
microRNA の発現パターンを解明する。 
4. ホルモン治療 naive な前立腺癌患
者と去勢抵抗性前立腺癌患者の尿中 miRNA
の発現パターンを比較検討する。 
 
③ 当該分野における本研究の学術的
な特色及び予想される結果と意義 
  
膀胱癌においては、尿中に脱落した腫瘍細胞
から抽出した microRNA を用いた膀胱癌の
診断的腫瘍マーカーとしての報告はあるが
(Hanke et al. Urol Oncol 2009)、前立腺癌に
おいて尿中 microRNA の腫瘍マーカーとし
ての報告はまだない。 
今回、前立腺癌特異的な尿中 microRNA を同
定できれば、前立腺生検において不要な検査
を減らすことができる。特に、初回生検で前
立腺癌が陰性であった後も PSA 高値が続く
患者に対して、再生検を必要とするかの判断
において非常に有用であると考えられる。ま

た、去勢抵抗性にかかわる microRNA を診断
時に検出できれば、予後不良群を早期に判別
できる可能性があり、治療法選択において非
常に有用である。 
２．研究の目的 
本研究の目的は細胞成分を除去した尿中に
miRNA を検出し、前立腺癌のバイオマーカ
ーとしての可能性を探索することである。 
３．研究の方法 
京都大学病院泌尿器科では年間約 200件の前
立腺生検を施行している。また前立腺癌に対
する手術療法（前立腺全摘術）は年間 70 件
施行している。また当院では放射線治療施行
患者を含めると去勢抵抗性前立腺癌患者は
20~30 名程度存在する。したがって本研究で
必要な十分量の検体数の尿はすでに尿検体
を採取保存中である。 
 本研究では前立腺細胞株（正常、癌）の培
養上清中の miRNA を解析することと、患者の
細胞成分除去後尿中 miRNAの抽出と解析を行
うことを並行して行っていく。双方とも
miRNA array を使用した網羅的解析から
RT-PCR での validation を進めつつターゲッ
ト miRNA を絞り込む。最終的にはその生物学
的意義の探索を分子生物学的手法にて解明
する。 
４．研究成果 
①全尿中 miRNA array 
前立腺癌における miRNAの発現異常の研究に
関する報告は急速に増えてきており、その発
現異常をターゲットにした診断や治療の開
発が期待されている。採取した全尿を遠心し
て得られたペレットから抽出した miRNAに関
する尿路性器癌に関する診断マーカーの報
告はあるが、尿上清中特異的な miRNA の報告
は確固たるものがなく、本研究ではまず全尿
（上清およびペレット）から miRNA を採取し
て、その解析をすすめた。 
前立腺癌患者 10 名および前立腺肥大症 7 名
の全尿中の miRNA を抽出し、miRNA array（東
レ Human miRNA Oligo chip）を用いた網羅
的発現解析を施行した。癌患者と肥大症患者
の全尿から得られた miRNA で、二群間で明ら
かに発現の異なるものはなかった。 
 この原因として、検体数が限られていたこ
と、検体処理の方法などが考えられた。 
②細胞株と培養上清中の miRNA 
次によく使用される前立腺癌細胞株 LNCaP、
PC3、DU145 および前立腺肥大症の細胞株
BPH-1 を培養し、それらの細胞中と培養上清
中に miRNA が検出され、その傾向が一致する
かを確認し、これらの細胞株が当研究に使用
しうるかを検討した。 
一般的に内因性コントロールとしてよく使
用される RNU6bの発現をこれらの細胞株と培
養上清とで比較したものが図 1である。この
結果より、RNU6b が細胞株と培養上清の両方



 

 

で検出され、また株によらずほぼ一定レベル
で検出されることがわかった。 
 
図 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③既知の miRNA の発現の確認 
Ambs らは、miR-32, miR-370 などが前立腺癌
の発癌等に関わっていると報告している
（Ambs S et.al. Can Res 2008）。我々は先
ほどの BPH-1, LNCaP, PC3, DU145 でこれら
の miRNA の発現を確認した（図 2）。 
miR-32 については癌細胞株のほうで発現が
落ちており、miR-370 は PC3, DU145 において
強く発現していた。miR-32 の結果は Ambs ら
の結果とは同じではなかったが、miR-370 は
同様の傾向が見られた。 
 
図 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
④尿上清中 miRNA の検出 
 
上記の miRNA について、健常ボランティアの
尿をコントロールとし、前立腺癌と診断され

た患者の尿の上清を用いて発現を確認した
（図 3）。その際まず尿の保存状況（室温での
保存時間）によって採取できる miRNA の量に
関しては、数時間程度なら変化しないことを
確認し、次に尿上清中 miRNA 採取時に細胞成
分除去するためにさまざまなフィルターを
用いて miRNA の抽出を試みた。 
 
図 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの結果は細胞株で得られた結果とは
異なる結果となっており、これらの miRNA は
残念ながら今回の解析では有意とは判断で
きなかった。 
 
結語 
 
細胞株と培養上清を用いて RNU6bの発現を見
ることで我々は培養上清中の miRNAが細胞株
での発現を反映しうると考えたが、培養上清
と尿検体とは成分が異なっている。我々は
様々なフィルターを用いて miRNAを抽出した
が、フィルターによって検出できる miRNA の
量がかなり違っていたため、尿中の miRNA の
発現を正確に反映しうる方法を確立する必
要がある。また尿検体は採取されるタイミン
グによって、尿の濃度等が異なっており、尿
検体中の miRNAの発現の程度をどのようにし
て normalize するかという問題が残された。 
先述の膀胱癌においては尿中に脱落した腫
瘍細胞が含まれているが、前立腺癌において
そのようなことは稀であり、細胞成分を除去
した尿中には分泌された miRNAのみが含まれ
ていると考えられる。したがって癌患者と非
癌患者、あるいは進行癌患者と早期癌患者の
尿検体において、有意に発現の異なる miRNA
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が見つかれば新規のバイオマーカーとなり
うると思われたが、今回はその段階には至れ
なかった。引き続き尿検体の処理方法を検討
しつつ、前立腺癌関連の miRNA について探索
を行っていくのが今後の課題である。 
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