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研究成果の概要（和文）：次世代シークエンサーによる膀胱癌において発現変動するマイクロRNAの網羅的な解
析から、複数の癌抑制的マイクロRNA（miR-23b/24/27b、miR-144-5p/3p、miR-26a/b-5, miR-199 familyなど）
を同定して、それらが標的とする癌関連遺伝子の探索を行った。次にIn-vivoにおいて癌抑制型マイクロRNAであ
るmiR-218を用いてナノミセル型キャリアを作成し、ゼノグラフトマウスに尾静脈注射を行った結果、がん組織
内に蛍光色素でタグ付けしたナノミセル型キャリアが取り込まれたことが確認され、癌抑制型マイクロRNAの
in-vivoでの導入に成功した。

研究成果の概要（英文）：Based on the microRNAs expression profile by next generation sequencing in 
bladder cancer, we identified several tumor suppressive microRNAs including miR-23b/24/27b, 
miR-144-5p/3p, miR-26a/b-5, and miR-199 family and found their target tumor-associated genes. Next, 
we established nano-micelles carrier containing tumor suppressive miR-218 and administrated it 
intravenously to xenograft model mice. Finally, we confirmed that the red-pigmented carrier was 
successfully delivered to cancer tissues.

研究分野： マイクロRNA

キーワード： マイクロRNA　膀胱癌　ナノミセル
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１． 研究開始当初の背景 

本邦における膀胱癌の罹患数は 24,619 人

（2008 年）、また死亡数は 7,299 人（2012 年）

である。進行性膀胱癌の予後は不良であり、

再発・転移症例に対して抗癌剤治療は GC 療

法（Gemcitabine+Cisplatin）がファースト

ラインとして行われるが、有効なセカンドラ

イン抗癌剤治療は現在も確立されていない。

他の泌尿器癌（前立腺癌や腎癌）に比べて明

らかに治療手段が少なく、治療成績の向上の

ために新規治療法の開発は急務である。 

現在、ヒトでは 2,416 マイクロ RNA が登録

されている（miRBase release 20）。この RNA

分子は、最終的に１本鎖の RNA 分子として機

能し、タンパクコード RNA の翻訳阻害により

その発現制御をしている。21 世紀の癌研究で

は、癌で活性化している各シグナル伝達関連

遺 伝 子 や 上 皮 間 葉 転 換 （ EMT: 

epithelial-mesenchymal transition）関連

遺伝子の解析だけでは不十分であり、これら

を制御しているマイクロRNA解析に基づく癌

関連分子ネットワークの再構築が展開され

ている。しかしながら、マイクロ RNA の治療

応用はトピックスではあるが未だ開発の途

中であり、最も克服すべき課題はマイクロ

RNA を確実に組織に運び、かつ安全性の高い

ドラッグデリバリーシステム（DDS)を開発す

ることである。 

 

２．研究の目的 

この研究の目的は、「癌抑制型マイクロ

RNA」の腫瘍抑制効果を in vivo において証

明し、マイクロ RNA を用いた新規核酸治療法

の確立を加速させる事である。近年、機能性

RNA の一つであるマイクロ RNA の発現異常が

様々な癌において見つかり、癌の促進や抑制

に深く関わっている事が明らかとなった。

我々は次世代シークエンサーによる「膀胱癌

におけるマイクロ RNA 発現プロファイル」を

作成した。さらに、膀胱癌において発現が低

下しているマイクロ RNA に注目して、癌の増

殖・転移を抑制する「癌抑制型マイクロ RNA」

を報告してきた。本申請では、多機能ドラッ

グデリバリーシステムとして注目されてい

るナノミセルに「癌抑制型マイクロ RNA」を

内包し、膀胱癌転移モデルマウスを用いて、

in vivo における解析を行う。本研究の成果

により、マイクロ RNA を用いた新規核酸治療

法の開発を具現化させることが期待できる。 

 

３．研究の方法 

本研究は、次世代シークエンサーによる

「膀胱癌マイクロ RNA 発現プロファイル」に

基づいて、癌で発現が抑制されているマイク

ロ RNA に着目する。既に有効な腫瘍増殖・転

移抑制効果が判明しているマイクロRNAに関

しては、ナノミセル型薬物搬送システムへの

導入を先行する。最終的には核酸治療薬の候

補として有望な癌抑制型マイクロRNAを同定

し、その生体内における抗腫瘍機序について

の解明を目標とする。以下に研究ステップに

ついて示す。 

 

（1）「膀胱癌マイクロ RNA 発現プロファイル」

に基づいて、発現が抑制されているマイクロ

RNA について、癌細胞にリポフェクタミンに

よる核酸導入を行い、細胞増殖・浸潤・遊走

の抑制効果を in vitro 実験で検討する。癌

抑制型マイクロRNAが制御する分子ネットワ

ークの探索を、in silico 解析（コンピュー

ターによるデータ解析）や核酸導入細胞の遺

伝子発現解析などを駆使して行う。 

 

（2）有望な癌抑制型マイクロ RNA に対して、

ナノミセル型キャリアを作成して、まず培養

細胞における核酸導入効率を検討し細胞増

殖・浸潤・遊走の抑制効果を in vitro 実験

で検討する。 

 

（3）上記実験で抗腫瘍効果が明らかに認めら

れるマイクロ RNA について、GFP-BOY ゼノグ



ラフトモデルマウスの尾静脈から投与して

in vivo における腫瘍増殖・転移抑制効果を

検討する。原発巣・転移巣ゼノグラフトを回

収して、マイクロアレイ解析により各シグナ

ル伝達関連遺伝子やEMT関連遺伝子の発現変

化を調べ、生体内における腫瘍増殖・転移抑

制効果の機序を解明する。 

 
４．研究成果 

次世代シークエンサーを駆使して、シーク

エンスレベルにおける解析を行い、膀胱癌で

発現変動するマイクロRNAの網羅的な解析を

行った。この中から、発現が抑制されている

マイクロ RNA の上位 50 にフォーカスした。

現在使用可能な既存薬の標的となっている

シグナル伝達機構と、膀胱癌細胞における機

能性 RNA 分子ネットワークの相互関係を研

究・理解して、膀胱癌の新規個別化治療戦略

を構築し、ナノミセルによるドラッグデリバ

リーシステムに応用するマイクロRNAの候補

を見つけることが目標である。 

次世代シークエンサーによるmiRNA発現解

析では、933 個の既知 miRNA と 17 個の新規

miRNA の発現を解析し得た。933 個の既知

miRNA のうち、膀胱癌で有意に発現が低下し

ていた 60 個の miRNA の中から、クラスター

miRNA に着目し、その機能解析と標的遺伝子

群の探索を行った。ヒト染色体 9q22.32 領域

に 存 在 す る ク ラ ス タ ー miRNA 

(miR-23b/24/27b) について、膀胱癌におけ

る役割について検討した。膀胱癌臨床検体と

正常腎組織において real time PCR を行い、

miR-23b/24/27b の 発 現 を 測 定 し た 。

miR-23b/24/27bとmiR-controlの発現導入膀

胱癌細胞株（BOY・T24）を作成して、XTT・

wound healing・cell invasion assay を行っ

た。miR-23b/24/27b の発現は癌組織で有意に

低下しており、両者の発現は正の相関を認め

た。miR-23b/24/27b 発現導入膀胱癌細胞株で

遊走能、浸潤能の抑制効果を認めた。また、

in-silico 解析で導かれた c-MET, EGFR, 

FOXM1 の発現は miR-23b/27b 発現導入により

著名に抑制された。miR-23b/24/27b クラスタ

ーは、膀胱癌細胞において c-MET, EGFR を標

的とし癌抑制型miRNAとして機能している事

が示唆された。 

 さらに、miR-144-5p は CCNE1/2 の発現を抑

制することにより、膀胱癌細胞における細胞

分裂周期を調節していることが明らかにな

った。従来、他の癌種でも癌抑制型マイクロ

RNAとして知られていたmiR-145-5pのパッセ

ンジャー鎖である miR-145-3p はこれまでそ

の機能が不明であったが、ともに共通の標的

遺伝子であるUHRF1の発現を直接抑制するこ

とが明らかになった（下図）。UHRF1 はメチル

化やヒストン脱アセチル化を介して、癌細胞

における癌抑制遺伝子の不活化に寄与して

いると考えられている（下図）。

 

 

 



同様に miR-139-5p はパッセンジャー鎖であ

る miR-139-3p と共同して腫瘍間質における

matrix metalloprotease 11 の発現を調節し

て い る こ と を 明 ら か に し た 。 ま た

miRNA-26a-5p と miR-26b-5pは共通のターゲ

ットである PLOD2 を介して、腫瘍間質のコラ

ーゲン繊維のリモデリングに関与している

ことも明らかにした。最近の研究では

microRNA-199 family の発現高値は膀胱癌患

者の予後良好の予測因子であり、インテグリ

ンシグナル伝達を制御して、癌抑制的に働く

ことが示唆された。 

以上の結果を踏まえ、次の段階として in 

vivo におけるナノミセル型薬物搬送システ

ムを介した癌抑制型マイクロRNA投与実験を

展開した。In-vivo において癌抑制型マイク

ロ RNAである miR-218 を用いてナノミセル型

キャリアを作成し、BOY-GFP のゼノグラフト

マウスに尾静脈注射を行った。実験は当初困

難を極めたが、条件を最適化した結果、ゼノ

グラフト内に蛍光色素でタグ付けしたナノ

ミセル型キャリアが取り込まれたことが確

認された（次図）。ゼノグラフトを回収して

RNA を抽出して、miR-218 の発現を確認する

とコントロールと比べて有意に組織内にお

ける発現値の上昇を認めた。 

しかしながら、標的遺伝子の一つである CAV2

の発現はmiR-218ナノミセル型キャリア投与

群に於いてはコントロール群と比べて有意

な抑制が認められなかった。この原因として

は、miR-218 の RISC タンパクへの取り込み効

率の低下や、単一のマイクロ RNA では標的遺

伝子のノックダウン効果が弱いことなどが

原因として考えられる。現在、異なる種類の

ナノミセル型キャリアの使用や複数のマイ

クロ RNAによる in-vivo 実験を検討中である。 
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