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研究成果の概要（和文）：進行した尿路上皮癌に対しては、シスプラチン含む複数の抗癌剤を組み合わせる多剤
併用化学療法が行われている。しかしながら、癌細胞は抗癌剤に対して治療抵抗性を獲得する。癌細胞が、治療
抵抗性を獲得する分子機序は未だ不明である。抗癌剤暴露時に生じるエピジェネティックな変化をChIP-seq.お
よびATAC-seq.により解析した。シスプラチン暴露時の極初期に、AP-1/Fra-1の転写因子がオープンクロマチン
領域に結合し、標的となる遺伝子群の発現を制御している事が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Multidrug chemotherapy, which combines multiple anticancer drugs including 
cisplatin, is used for advanced urothelial cancer. Nevertheless, a significant proportion of 
patients experience rapidly developed chemoresistance, leading to treatment ineffectiveness. The 
molecular mechanism by which cancer cells acquire treatment resistance is still unknown. Epigenetic 
changes that occur upon exposure to anticancer drugs were analyzed using ChIP-seq. and ATAC-seq. It 
has become clear that AP-1/Fra-1 transcription factors bind to open chromatin regions and regulate 
the expression of target genes at the very early stage of cisplatin exposure.

研究分野： マイクロRNA
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
根治的切除不能、もしくは転移のある尿路上皮癌（腎盂・尿管癌、膀胱癌）に対しては、複数の抗癌剤を組み合
わせる多剤併用化学療法が行われる。しかしながら、治療過程で尿路上皮癌細胞はこれら抗癌剤に対して治療抵
抗性を獲得する。治療抵抗性を獲得した癌細胞に対する有効な治療法は未だ存在しない。癌細胞が抗癌剤耐性を
獲得する分子機構の解明は、治療抵抗性に至った患者に対する新規治療法開発に向けて重要な課題である。

※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 
 
(1) 癌の日常診療において、治療開始時には効果が得られた薬剤が、治療経過と共に効果を失

い、癌細胞が治療抵抗性を獲得する事にしばしば遭遇する。現在、様々な分子標的治療薬や免疫

チェックポイント阻害薬が登場し、患者の予後を改善しているが、その恩恵の少ない癌種も未だ

存在する。尿路上皮癌（腎盂癌・尿管癌・膀胱癌）は、癌死亡者数の 5％を占める難治性癌であ

る。外科的治療で根治できない、切除不能局所進行または転移性尿路上皮癌の治療として、複数

の抗癌剤を組み合わせる多剤併用化学療法が行われている。この様な患者に対しては、GC 療法

（ゲムシタビン塩酸塩とシスプラチン）が標準治療となっている。初回の治療に対して、約 7割

の患者が反応するが、治療経過中に治療抵抗性に至る患者も少なくない。また、初回の治療に反

応しない患者も少なからず存在する。治療抵抗性を獲得した癌細胞に対する有効な治療法は未

だ存在しない。治療抵抗性を生じる分子機序を解明することは、新たに効果的な尿路上皮癌治療

法を開発する上で重要である。 

 
(2) ゲノム上に存在する機能性 RNA 遺伝子の発現は、クロマチンの状態と転写因子によって厳

密に制御されている。最近のゲノム科学の新しい概念として、細胞の運命を決定する極めて重要

な場面において、ゲノム上で「スーパーエンハンサー」と定義される強力な転写制御領域が形成

され、細胞の運命を決定する機能性分子を発現誘導するという概念が提唱された。スーパーエン

ハンサーは、ヒストン H3K27 のアセチル化が広範囲（10～20kb）に亘って起こっているゲノム上

の領域であり、この領域に結合する転写因子や様々なコファクターと共に、転写活性の高い大き

な複合体を形成している。スーパーエンハンサーは、従来のエンハンサーより遥かに転写活性化

が高い事が知られている。癌細胞が薬剤に暴露された際に、癌細胞は自らの生存を賭けて、スー

パーエンハンサーを形成し、薬剤耐性に関与する機能性 RNA 分子を強力に発現すると考えられ

る。 

 
２．研究の目的 
 
尿路上皮癌・抗癌剤治療に対して治療抵抗性を獲得する際に形成されるオープンクロマチン領

域を検出し、その領域から転写される機能性 RNA 遺伝子の探索をおこなう事を目的とした。 

 
 
３． 研究の方法 
 
(1) 尿路上皮癌細胞に対する抗癌剤暴露で形成されるスーパーエンハンサーの同定 

膀胱癌細胞株（T24）に対して、抗癌剤（シスプラチン）を暴露させ、時間経過に伴い形成され

るスーパーエンハンサー領域を検出する。スーパーエンハンサーの検出は、免疫沈降法

（Chromatin immunoprecipitation: ChIP）と次世代シークエンサーを組み合わせた ChIP-

sequence により行う。ChIP に用いる抗体として、H3K27AC および BRD4 を用いる。 

 

(2) 尿路上皮癌細胞に対する抗癌剤暴露で形成されるオープンクロマチン領域の同定 

膀胱癌細胞株（T24）に対して、抗癌剤（シスプラチン）を暴露させ、初期に誘発されるオープ

ンクロマチン領域を Assay for Transposase-Accessible Chromatin（ATAC）-sequence により解

析する。また、オープンクロマチン領域の DNA 配列に対するモチーフ解析から、この領域に結合

する転写因子の予測を行う。 



 

４．研究成果 

(1) 尿路上皮癌細胞に対する抗癌剤暴露で形成されるスーパーエンハンサーの同定 

膀胱癌細胞株（T24）にシスプラチン（5μmol）を曝露させ、6時間後に形成されるスーパーエン

ハンサー領域を histone H3 lysine 27 acetylation (H3K27ac)抗体を用いた chromatin 

immunoprecipitation sequencing (ChIP-Seq)により解析した。シスプラチン未処理細胞と比べ、

64 カ所の染色体領域にスーパーエンハンサーが形成されている事が示された。更に、これらの

領域に存在する機能性 RNA 分子を探索した結果、131 種の機能性 RNA 分子の存在が明らかとなっ

た。この中には、多数のマイクロ RNA が存在していた。 

 
 

 
 
 
 
 

(2) 尿路上皮癌細胞に対する抗癌剤暴露で形成されるオープンクロマチン領域の同定 

膀胱癌細胞株（T24）にシスプラチン（5μmol）を曝露させ、6時間後に形成されるオープンクロ

マチン領域を ATAC-sequence により解析した。シスプラチンを曝露した細胞では、243 カ所のオ

ープンクロマチン領域が検出された。現在、この領域に存在する機能性 RNA 分子について、The 

Cancer Genome Atlas (TCGA)データベースを用いた解析を行っている。 

 
 

 
 



(3) シスプラチン暴露時に形成されるオープンクロマチン領域に結合する転写因子の探索 

モチーフ解析により、オープンクロマチン上の転写調節因子結合部位を推定する事が可能であ

る。また、転写調節因子の結合部位近傍にある遺伝子を抽出し、目的の転写調節因子によって転

写調節を受ける遺伝子群を網羅的に探索する事も可能である。 

シスプラチン曝露により形成されたオープンクロマチン領域に結合する転写因子として Fra-1

（FOS-like antigen 1）および JunB（JunB Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor Subunit）

が探索された。AP-1（activator protein 1）は、c-Fos や c-Jun ファミリーに属するタンパク

質でヘテロ 2 量体を構成している転写因子である。AP-1 は、細胞の増殖・発生・癌化などに関

与する遺伝子の発現に関与する転写制御因子である事が知られている。転写因子（AP-1）により

発現誘導される機能性 RNA 遺伝子がどの様にシスプラチン耐性に関与するか、現在検討を進め

ている。 
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