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研究成果の概要（和文）：膀胱癌組織に発現する分化マーカーのうち、SOX9、p53が浸潤性膀胱癌に有意に高発
現していたため、次世代シークエンサーを用いた遺伝子解析を行なったところ、遺伝子変異による発現制御の関
与は明らかではなかった。一方で、膀胱癌細胞の増殖能や浸潤能はmiRNAやシグナル関連分子などエピジェネテ
ィクな発現制御機構によると考えられたため、膀胱癌細胞株を用いて分化マーカーとこれを標的とするmiRNAの
機能を検討したところ、膀胱癌細胞の増殖能や浸潤能はエピジェネテックな分子機能に依存しており、特にSOX9
がmiR-138の調節を受けて、浸潤増殖に関与していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Among the differentiation markers expressed in bladder cancer tissue, SOX9 
and p53 were significantly up-regulated in invasive bladder carcinoma. Genetic analysis using a 
next-generation sequencer revealed no involvement of gene mutation in the regulation of expression. 
On the other hand, as the proliferative and invasive potential of bladder cancer cells is thought to
 be regulated by epigenetic expression control mechanisms such as miRNAs and signalling-related 
molecules, we investigated the functions of differentiation markers and miRNAs targeting them using 
bladder carcinoma cell lines and found that the proliferative and invasive potential of bladder 
carcinoma cells was epigenetically dependent on the epigenetic molecular function. SOX9 was found to
 be involved in invasive proliferation, regulated by miR-138.

研究分野：泌尿器病理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
癌の診断や治療においては遺伝子変異の検出や発現異常を示す蛋白の検出が診断の決め手となり、かつ分子標的
治療につながる。膀胱癌においては、今のところ癌特異的な分子標的療法につながるような有効な分子が実用化
されていない。膀胱癌は分化能が多彩であることから分化に関連する分子に着目した研究は新たな治療標的とな
りうる分子の発見につながる。今回、浸潤性膀胱癌に高発現するSOX9に着目したところ、細胞増殖や浸潤能に寄
与していることが明らかとなった。SOX9の発現を制御するmiR-138の機能も同様であり、SOX9をはじめとする
miR-138の標的分子が将来の分子標的薬の候補となる可能性を見出すことができた。

※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 
膀胱癌の多くは表在性膀胱癌であり、経尿道的膀胱腫瘍切除術（TUR-Bt）による切除や BCG
膀胱注入療法による根治を目指した治療が有効である。しかしながら、約 50％は再発し、その
中でも 10〜30%は筋層浸潤性膀胱癌に進展する。再発症例や異時性多発症例および進行性の浸
潤性膀胱癌においては膀胱全摘といった外科的治療や集学的な全身化学療法が行われているも
のの、的確な分子標的治療は確立されていない。術後再発の早期発見と浸潤性膀胱癌への進展リ
スクの予測が極めて重要であると同時に、多発ないし再発症例、進行性の浸潤性膀胱癌に対する
第二、第三の治療を踏まえた診断マーカーおよび分子標的薬の開発が急務である。これまでに膀
胱癌細胞において syndecan-1とmicroRNA(miRNA)-145が協同し、SOX2、NANOG、および
OCT4 などの種々の幹細胞マーカーの発現制御や分化マーカーの発現誘導に関わることと、筋
層浸潤性膀胱癌において分化を示す高異型度の癌では miRNA-145 の発現が有意に低下してい
ること確認した。このことから、膀胱癌では分化に関連する分子が癌細胞の増殖や浸潤における
鍵分子として機能していることが考えられたが、miRNAや種々の分子マーカーによるネットワ
ークと癌細胞における役割の詳細は十分に解明できていない。本研究では、膀胱癌組織に発現す
る分化マーカーが分子レベルでどのような役割を担うかを検討しこれらに関連する miRNA を
特定すること、次世代シークエンサーを用いた遺伝子解析により分化マーカーの発現が癌細胞
に特異的な遺伝子変異によって発現が制御されているのか、あるいは miRNA やシグナル関連
分子などエピジェネティクな発現制御機構によるものなのかを検討すること、そして、膀胱癌細
胞株を用いて分化マーカーとこれを標的とする miRNA の機能を明らかにすることを目的とし
た。 
 
２．研究の目的 
 これまでに数々の腫瘍関連miRNAが見出されている中、miRNAやその関連分子について分
子診断に応用可能かどうか、病理組織形態学的関連性や分子標的治療への関連性については具
体的には明らかにされていない。また、miRNA検出システムは煩雑で、評価も専門的知識を有
するなど実用性に欠くものの、標的分子は診断・治療的可能性を十分有している。miRNAに着
目した細胞機能と形態学的特徴との関連性を見出す研究を推進することで、膀胱癌の分化度に
起因する悪性度と密接に関連する細胞・組織形態を見出せれば、分化能に基づいた実用性の高い
新しい形態診断構築と分子標的治療への開発の糸口が見出すことができると考え、本研究では、
（１）膀胱癌細胞に発現する分化マーカーおよび DNA修復分子に着目し、今回検討対象とした
SOX9 や p53 とこれらの分子に関連する膀胱癌の増殖、分化に重要な役割を果たす miRNA を
見出し、関連シグナル機構も含めて機能を明らかにする、（２）候補となった様々な分子の発現
が膀胱癌の浸潤増殖にどのように関わるかを分子機能解析によって明らかすることを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
本研究では、（１）膀胱癌組織の異型度や浸潤度による SOX9、p53の発現の差異を検討し、形
態学的特徴との一致性の確認、（２）膀胱癌組織中の SOX9や p53の蛋白発現が遺伝子変異の影
響によるものかどうかについて次世代シークエンサー（NGS）を用いて遺伝子変異の差異につい
ての確認、（３）SOX9および p53とこれらの発現に関連する miRNAを in silicoで検索し、予測
される miRNAを合わせて膀胱癌細胞株を用いて機能解析を行うこととし、具体的には以下の手
順で研究を実施した。 
（１）膀胱癌症例の病理組織標本における SOX9 および p53 の免疫組織化学染色による蛋白発
現の検討 

TUR-Bt にて切除された膀胱癌組織 67 例について、病理診断学的に浸潤癌、非浸潤癌を抽出
し、高異型度と低異型度を評価した。蛋白発現は薄切標本を用いて免疫組織化学染色法を行い評
価した。浸潤度および形態学的異型度と SOX9および p53の発現の関連性を評価した。 
（２）NGSを用いた膀胱癌組織中の SOX9および p53遺伝子変異の検索 
膀胱癌組織から DNAを抽出し、SOX9および p53の CDS領域をカバーするカスタムプライマ
ーを用いて DNAライブラリーを作成し、MiniSeq (Illumina社)で全エクソンのシークエンス解析
を行った。SOX9 および p53 の遺伝子変異と蛋白および mRNA 発現の相関性もしくは組織の異
型度や進達度との関連性について評価した。 
（３）膀胱癌の形態学的特性と関連する miRNAの発現との関連性の検証 

SOX9および p53遺伝子の NGS解析では、いくつかの遺伝子変異が見出された。ところが、遺
伝子変異の有無、種類と免疫組織化学染色による蛋白発現には相関性が見出されなかった。特に
発生分化に関わる SOX9 については浸潤癌と非浸潤癌で蛋白発現に差異が認められたため、浸
潤能へ寄与していることが推定されたが、その影響としては miRNAをはじめとする他の分子に
よるエピジェネティックな発現調節機構が関与していると考えた。そこで、膀胱癌細胞株（T24, 
UMUC2, UMUC3）を用いて、SOX9の抑制・過剰発現による浸潤増殖能の変化をMTS assay、浸



潤アッセイにて検討し、詳細な機序については細胞周期、アポトーシス、オートファジー、細胞
老化、分化能などを網羅的に解析した。細胞周期はフローサイトメトリー法による細胞周期解析、
アポトーシスはアネキシン V測定、オートファジーについては、LC3の蛋白質発現解析をフロ
ーサイトメトリー法で行った。浸潤能についてはマトリゲルアッセイを行なった。 
 
４．研究成果 
（１）免疫組織化学染色による非浸潤性および浸潤性尿路上皮癌における SOX9 および p53 発
現の評価 
TUR-Btにて切除された膀胱癌組織 67例（pTa：25例、pT1：17例、>pT2：12例、pTis：13例）
の病変部における SOX9および p53蛋白の発
現を評価するために、免疫組織化学染色を行
った。免疫組織化学染色の陽性細胞の割合と
強度を総合し、0から 4までの 5段階に分類
し、深達度ごとに染色性を評価したところ、
非浸潤性膀胱癌組織および非筋層浸潤性膀
胱癌組織のほとんどは陰性または弱陽性で
あったが、筋層浸潤性膀胱癌および上皮内癌
では SOX9の発現が有意に上昇していた。一
方、p53の発現は浸潤性膀胱癌および上皮内
癌においては比較的高発現が目立った[図
1]。  
 
 
（２）NGSを用いた膀胱癌組織中の SOX9および p53遺伝子変異の検索 
癌組織における SOX9や p53の発現に遺伝子変異が関与しているかどうかを検索するため、NGS
を用いて SOX9および p53の全エクソン遺伝子解析を行なった。その結果、SOX9遺伝子におい
ては、pT1の１症例に S98Fのアミノ酸置換が検出された。本症例の免疫組織化学染色では、SOX9
蛋白の発現が認められ、SOX9の発現に影響するものではないと考えられた。一方で、p53遺伝
子においては、P72R が 70％の症例にみられ、低頻度のアミノ酸置換としては、P152Q, E11Q, 
F113C, C242Y, E180*, R158H, L257V, Y236C, R280Tが検出された。免疫組織化学染色の結果と併
せて検討したが、これらのアミノ酸置換は TP53蛋白の発現に影響はないと考えられた。 
 
（３）膀胱癌の形態学的特性と関連する miRNAの発現との関連性の検証 
膀胱癌細胞株（T24, UMUC2, UMUC3）を用いて、SOX9の発現を制御する miRNAを検索したと
ころ、miR-138precursor(miR-138pre)導入により、SOX9 mRNAの発現が有意に低下した。miR-138
の標的結合部位を確認したところ、SOX9 遺伝子の翻訳領域および 3’-非翻訳領域に推定結合部
位が存在していた。miR-138 と SOX9 の細胞増殖能、浸潤能への関与について検討した。miR-
138preあるいはSOX9 siRNAを細胞株に導入し、
MTS assay にて 24-72 時間における細胞増殖能
を検討したところ、いずれの細胞においても細
胞増殖が抑制された。そのメカニズムを明らか
にするため、細胞周期、アポトーシス、オート
ファジーについて検討したところ、miR-138pre
あるいは SOX9 siRNAの導入により細胞周期の
G0/G1停止が観察され、Annexin V assayでは初
期アポトーシスの誘導がみられた。オートファ
ジーアッセイでは、LC3 タンパク質の誘導を示
した。 
浸潤アッセイにおいては、miR-138pre あるいは
SOX9 siRNA の導入により浸潤能の抑制が観察
された[図２]。 
これらの結果から、miR-138の発現をはじめとするエピジェネテックな機序を中心として SOX9
の発現制御が、膀胱癌の細胞増殖や浸潤に関与していることが明らかとなった。さらに miR-138
の標的分子について膀胱癌の増殖や浸潤に関与する分子マーカーを探索し、SOX9と協調した腫
瘍の進展について明らかにしつつある。 
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