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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は中心体複製異常（以下CA）の責任遺伝子を制御するmicroRNA導入治療により
中心体複製異常およびパクリタキセル耐性を克服できるかを検討することである。Array-CGH法にてCA陽性例と陰性例
の間でコピー数が有意に異なる遺伝子をピックアップし、同定された遺伝子の標的microRNAを検索し、hsa-miR-1225-5
pおよびGBASがリストアップされた。同遺伝子をCA非発現培養細胞株（KK47）に強制発現させた株ではCAが有意に増加
し、CA陽性株となった。現在、親株と樹立株の間で増殖、浸潤能、パクリタキセル感受性について検討中である。

研究成果の概要（英文）：The aims of this study were to identify the relevant gene of centrosome amplificat
ion (CA) and its regulating microRNA (miR) in bladder cancer, to establish the CA-positive from CA-negativ
e (KK-47) bladder cancer cell line by the gene transfer technique, and to compare the invasive phenotype, 
or sensitivity of paclitaxel between parent and gene-transferred cell line. To pick-up the relevant genes 
to CA, array CGH technique was applied and referred the open miR database to find the relevant miR regulat
ing such genes. As a result, hsa-miR-1225-5p and GBAS was selected as miR and relevant gene to control CA,
 respectively. The GBAS transferred KK-47 cell lined showed significantly higher cell population with CA t
han parent KK-47 cell lines. Comparison of invasive phenotype, sensitivity of paclitaxel between parent an
d gene-transferred cell line are under investigation.
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１．研究開始当初の背景 
癌細胞では中心体複製異常（Centrosome 

Amplification以下 CA）が発生し、染色体不
安定性を誘導することが報告されている。
Taxane 系抗ガン剤の作用機序は細胞分裂時
microtubule の重合により中心体複製異常お
よび分裂期チェックポイントを誘導、mitotic 
catastrophe による殺細胞効果である。しか
しp53遺伝子変異の多い浸潤性膀胱癌におい
てCA症例は細胞周期G1/G2期および分裂期
チェックポイント機能が働かず、抗癌剤投与
後生き残った細胞は細胞回転が進行し、
Taxane 系抗癌剤の耐性化を誘導することが
明らかになっている。われわれはこれまで泌
尿器癌のゲノム変異と予後との関連を FISH 
(fluorescence in situ hybridization) 法にて
解析報告し、ゲノム変異が泌尿器癌の予後予
測に有用であることを明らかにしてきた。ま
た中心体に関連する一連の研究で CAがヒト
膀胱癌臨床検体の約 6割で発生し、再発や腫
瘍進展予測の独立予後因子であることをは
じめて発見報告した。また膀胱癌継代培養細
胞株をもちいた検討で CA陽性細胞株は、陰
性株に比べ有意にパクリタキセル感受性が
低下していることが報告されている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は膀胱癌の腫瘍進展に強い
影響を与える中心体複製異常の責任遺伝子
の臨床検体における発現を検討し、同遺伝子
を制御するmicroRNA（以下 miR）導入治療
により中心体複製異常を改善できるか、また
複製異常是正によりパクリタキセル耐性を
克服できるかを検討することである。 
 
３．研究の方法 
膀胱癌継代培養細胞株（KK47, 5637, J82, 

T24, TCCSup）および臨床検体を用いて蛍光
免疫染色法により CA を判定後、 (1) 
array-CGH 法を用いて CA 陽性症例と陰性症
例間で遺伝子コピー数の差異を指数関数の
重みを用いた重み付き t 検定により比較検討、
さらに(2) Aurora-A 関連遺伝子を制御する
miRのうち同定された遺伝子群をターゲット
としている可能性のある miR を公開データ
ベースで検索し、標的 miRおよびそのターゲ
ット遺伝子を絞り込んだ。さらに(3)同定され
た遺伝子を CA非発現培養細胞株（KK47）に
強制発現させた株を用いて親株との差異を
検討した。 
 
４．研究成果 
(1)の結果より ABI1、C10orf51、ZNF253、
ZNF93、XRCC5、SPOP、SLC35B1、ZNF713、
MRPS17、GBAS、PSPH、CCDC83 の遺伝子
群が CA陽性例で有意のコピー数変異をきた
していた。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの結果について論文(1)(2)として報告
した。 
 
(2)の結果よりAuroraA関連遺伝子を制御し、
KK47 で特異的に変動している miR として
hsa-let-7c、hsa-miR-1225-5p、hsa-miR-1268、
hsa-miR-17、hsa-miR-193b、hsa-miR-196a、
hsa-miR-19a、hsa-miR-92aがリストアップ
され、(1)の遺伝子群をターゲットとしている
可能性のある関連を 2つの異なる公開データ
ベースで検索した結果、共通するmicroRNA
およびそのターゲット遺伝子として
hsa-miR-1225-5p および GBAS がリストア
ップされた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CA陰性であるKK47株にGBASを強制発現
させた株を樹立し、親株と比較検討したとこ
ろ、CAは有意に増加し、CA陽性株であるこ
とが確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
現在、親株と樹立株の間で増殖、浸潤能、パ
クリタキセル感受性について検討中である。 

Chromosome
Locus

CA+ CA-
CA+ Copy
number

Candidate gene

10p12.1 0.0214 -0.0961 gain ABI1, C10orf51, 
7p11.2 0.0894 -0.0199 gain ZNF713, MRPS17, GBAS, PSPH 

17q21.33 0.1237 -0.0380 gain SPOP, SLC35B1, 
19p12 0.0773 -0.0627 gain ZNF253, ZNF93, 
2q35 -0.1435 0.0054 loss XRCC5, 
2q36.3 -0.1724 -0.0117 loss
2q37.3 -0.1656 0.0203 loss

Array-CGH (mean)



また膀胱洗浄液を用いた CA検出法を確立し、
CA 陽性臨床例は腫瘍進展の独立予後因子で
あることを証明し論文(3)として報告した。さ
らに膀胱洗浄液を用いた FISH法による遺伝
子コピー数解析結果より、膀胱再発と腫瘍進
展が異なる遺伝子変異が関与していること
を発見し、論文(4)として報告した。 
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