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研究成果の概要（和文）：　ヒト肺癌の分子病態の全貌に迫るべく、スーパーコンピュータを駆使したシステム生物学
的アプローチを統合しつつ、とくにマイクロRNAやlncRNA等のノンコーディングRNA（ncRNA）に注目したがん研究を展
開した。肺癌を遺伝子発現制御システムの異常と捉えて、発生・進展に重要な役割を担うncRNAを探索し、miR-375, mi
R-30c, miR-342-3p, MYMLR等の関与を同定し機能を明らかとした。

研究成果の概要（英文）：We have taken an integrative approach between cancer biology and systems biology 
using supercomputer in order to dissect the molecular pathogenesis of human lung cancers, with the 
emphasis on the involvement of non-coding RNAs (ncRNAs) such as microRNAs and long non-coding RNAs. We 
have consequently succeeded in identifying multiple ncRNAs involved in this devastating cancer, which 
included miR-375, miR-30c, miR-342-3p, and a novel lncRNA, MYMLR.

研究分野： 分子腫瘍学

キーワード： 肺がん　ノンコーディングRNA　マイクロRNA　ネットワーク　パスウェイ
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１．研究開始当初の背景 
本研究の対象としたヒト肺癌は、がん死亡

原因の第一位であり、その克服を目指す上
で、分子病態の解明は喫緊の課題となって
いる。我々はこれまでに、肺癌の発生・進
展 へ の 密 接 な 関 与 を 示 す let-7 や
miR-17-92 などのマイクロ RNA の存在や、リ
ネッジ特異的生存シグナルの存在等を明ら
かとしてきた。一方で、肺癌の分子病態の
全貌を解明するためには、遺伝子発現制御
ネットワークを俯瞰的に理解し、ノンコー
ディン RNA を含めて、その要として機能し
ている遺伝子を網羅的に探索・同定する重
要性が示唆されていた。 

 
２．研究の目的 
がん細胞の分子病態は、多段階的な複数の

遺伝子の機能異常に起因して、ヒトゲノム情
報の読み出しがシステム的な統御を逸脱し
た状態と捉えることができる。本研究におい
ては、スーパーコンピュータを駆使したシス
テム生物学的アプローチを統合しつつ、とく
にマイクロRNAを始めとするノンコーディン
グ RNA 全般に注目したがん研究を展開した。
それによって、ウェットとドライの研究手法
の融合を通じ、癌の発生・進展の分子機構の
全体像の解明や、分子病態の個性をシステム
として読み解き、先端的な診断や個別化医療
の実現基盤を構築することを目指した。 
 
３．研究の方法 
ヒト肺癌患者の腫瘍組織検体を用いてマイ
クロアレイ解析によって、マイクロ RNA や
lncRNA を含む網羅的遺伝子発現プロファイ
ルを取得し、スパコン上に実装された非線形
ベイジアンネットワーク推定ソフトウェア
（SiGN-BN）、遺伝子発現モジュール抽出ソ
フトウェア（EEM）、遺伝子発現モジュレー
ター推定ソフトウェア（GIMLET）等を用いて、
肺癌細胞内において稼働している遺伝子発
現制御関係を推定し、とくに肺癌の発生・進
展に関わる関係性に注目して抽出する。重要
な関連が示唆されたマイクロ RNA、lncRNA な
どノンコーディング RNA について、詳細な分
子生物学的、細胞生物学的な解析を加えて、
その機能的な関与について検討を加えて明
らかとする。 
 
４．研究成果 
(1) マイクロRNAを含むノンコーディング
RNAによる遺伝子発現制御ネットワークの推
定： 

124症例の治癒が期待できる外科切除が実
施されたヒト肺非小細胞癌腫瘍組織から抽
出したRNAを用いて取得した発現プロファイ
ルデータをもとに、ヒトの腫瘍組織の癌細胞
中で稼働している遺伝子の発現制御関係に
ついて直接推定することを試みた。さらに、
当該症例群における詳細な臨床情報の付帯
を最大限に活用し、外科切除後の再発・死亡
と有意な関連性を示す遺伝子が濃縮された
14個のサブネットワークの存在を明らかと
するとともに、それぞれのサブネットワーク
の中心に位置するハブ遺伝子を同定した（図
1）。 
 

 
 
 
 
興味深いことに、我々が肺腺癌のリネッジ

生存がん遺伝子として以前に報告したTTF-1
遺伝子が（Tanaka H, et al. Cancer Res 2007
）、予後と有意に関連するサブネットワーク
の一つにおけるハブ遺伝子として抽出され
た。さらに、TTF-1によって転写活性化を受
け、その生存シグナルの伝達に関わる分子と
して同定したROR1が、TTF-1をハブ遺伝子と
するサブネットワーク内の直近にマップさ
れ、実際の肺癌患者の腫瘍組織において、密
接な発現制御関係が両者の間にあることを
示唆する結果を得た（Yamaguchi T, et al. 
Cancer Cell 2012）。 
また、肺腺癌の予後に有意に関連するサブ

ネットワークの一つにおけるハブ遺伝子と
して、miR-30マイクロRNAを同定している。
そこで、miR-30マイクロRNA低発現の肺癌細
胞株に導入したところ、推定されたネットワ
ーク上でmiR-30の近傍にマップされた複数
の細胞周期及び細胞増殖等に関連する遺伝
子群の発現制御に広く影響を及ぼすことが
示された（図２）。また、miR-30cとの制御関
係がネットワークの推定結果から示唆され
たRRM2遺伝子が、実際にmiR-30cの標的遺伝
子であることも実験的な検証を通じて明ら
かとした。 
 

図１ SiGN-BN による肺がん患者腫瘍中の遺伝子
発現制御ネットワークの推定とハブ遺伝子の抽出 



 
 
 
 
 一方、肺腺癌腫瘍組織の網羅的マイクロ
RNA発現解析データの階層的クラスタリング
解析は、肺腺癌が２つのタイプに分かれるこ
とを明らかとした。さらに、肺の発生過程に
おけるマイクロRNAの発現の消長に特に着目
して検討したところ、胎児肺類似型と成人肺
類似型の２つの肺腺癌に大別し得ることが
示され、両クラスター間で有意な発現差が検
出されたmRNAについてKEGGパスウェイ解析
によって、胎児肺型のマイクロRNA発現プロ
ファイルを示す肺腺癌において細胞周期や
増殖等との関連が有意に検出された。我々が
以前に肺癌における遺伝子増幅を伴う過剰
発現を報告したmiR-17-92マイクロRNAクラ
スターは（Hayashita Y, et al. Cancer Res 
2005）、胎児期の肺で高発現し生後は低発現
を示すマイクロRNA群の一つであって、胎児
肺に最も高い類似性を示すサブクラスター
の患者群で高発現が検出されるとともに、外
科切除後の予後が特に不良であった。逆に、
我々が肺癌における発現低下を見出し、予後
不良との相関や増殖抑制能を報告したlet-7
は（Takamizawa et al., Cancer Res 2004）
、胎児期に低く生後に肺で高い発現が見られ
、miR-17-92高発現なサブクラスターでは低
発現が観察された。これらの所見は、
miR-17-92高発現の肺腺癌における、未分化
で旺盛な増殖を示す病態を反映しているも
のと考えられる。 
(2)肺がんの発生・進展に関わる遺伝子制御
関係の探索と同定： 
 ヒト肺腺がんにおけるc-mycの転写活性を
反映する指標を得るべく、不死化正常気道上
皮細胞株（BEAS2B）と、c-mycの発現が低い
肺腺がん細胞株（SK-LC-3）のそれぞれに、
テトラサイクリン添加によって発現誘導が
可能なc-myc発現ベクターを導入した細胞株
を樹立した。 
テトラサイクリンを添加しc-mycの発現を

誘導した後にRNAを回収し、マイクロアレイ
法によって変動するmRNA群を探索・同定し、

BEAS2B株とSK-LC-3株の両者で共通して発現
の上昇（119個）、或いは、低下（27個）を示
した計146遺伝子を、肺がん関連MYCモジュー
ルとして規定した。次いで、これまでにマイ
クロアレイ解析によって取得した76症例の
ヒト肺腺がんの腫瘍組織におけるmRNAとマ
イクロRNAの網羅的発現解析データセットを
用いて、個々のヒト肺腺がん腫瘍組織におけ
るmycモジュールの活性度を推計し、さらに
、当該症例群においてmycモジュールで示さ
れたmycの転写活性と有意（FDR<5%）に相関
する39個のマイクロRNAを抽出した。これら
のマイクロRNAには、MYCの標的遺伝子として
報告されているmiR-17-92クラスターや、逆
にMYCを標的遺伝子として知られている
miR-34aなどの複数のmiRNAが複数含まれる
ことが確認され、探索戦略の堅牢性が示唆さ
れた。さらに興味深いことに、MYCによって
発現に影響を受けず、腫瘍組織中ではMYCモ
ジュールに反映されるMYCの制御活性と相関
を示すmiR-342を同定した。種々の検討を進
めた結果、miR-342は、MYCをハブとする遺伝
子発現調節ネットワークにおいて、MYCの結
合部位と近傍のゲノムDNAに結合し協調的に
働くE2F1遺伝子を標的とするという、これま
でにない様式でMYCの転写活性を制御する
miRNAであることが明らかとなった(図3)。本
研究の推進によって得られた成果は、実験的
なアプローチとシステム生物学的なアプロ
ーチを統合することによって、マイクロRNA
とmRNA間の制御関係について、従前のマイク
ロRNAと標的遺伝子との一対一対応の制御関
係という微視的な視点から脱却した、遥かに
俯瞰的な視点から、且つ、実際のがん患者の
腫瘍組織中で機能している制御関係を直接
推定できることを示すことができた。 

 
 
 
 また、本研究においては、MYCの発現調節
に関わるlong non-coding RNA（lncRNA）に
ついても、システム生物学的な手法を統合し
た詳細な検討を進めた。lncRNAは、200塩基
程度以上の鎖長を持ち、RNA分子として機能

図２ miR-30c 導入による制御関係の実験的検証 

図３ miR-342-3p と MYC モジュールの逆相関 



するが、がんとの関わりについては殆ど未解
明である。 
そこで、マイクロアレイ解析の結果にもと

づいて規定した、肺がんの発生・進展に重要
なMYC癌遺伝子産物の活性を反映するMYCモ
ジュールを指標とし、宮野班の島村らが開発
し「京」に実装したGIMLET（Genome-wide 
Identification of Modulators with Local 
Enegy statistical Test）ソフトウェアを用
いて、MYCの活性に対するモジュレーター機
能を持つlncRNAを探索することによって、
MYMLR (MYC-modulating lncRNA)を同定した
。またインビトロでBrdUラベルとともに転写
合成したMYMLRを用い、MYMLRに結合するタン
パク質を質量分析法によって探索し、
MYMLR-binding protein 1 (MBP1)を同定した
。さらに、MYMLRとMBP1の両者がMYCの転写活
性を正に制御していること及び、MYMLRが
MBP1とMYC mRNAとの結合に必須な分子とし
てMYCの発現を正に制御しており、細胞周期
の進行および細胞の増殖に重要な機能を持
つことなどを明らかとした。その結果、MYC
の転写活性を調節するlncRNAとしてシステ
ム生物学的解析を通じて探索・同定した
MYMLRは、MBP1と結合することによってMYC
自身の発現を正に制御し、がん細胞の細胞周
期の進行と増殖に深く関わっていることが
明らかとなった。 
標的遺伝子の発現抑制機能に限定される

マイクロRNAと異なり、lncRNAは多彩な分子
機序によって、多様な機能を持ち得ると考え
られているが、一方で、その機能を推定する
ことはおろか、lncRNAの遺伝子数さえも推定
の域を出ない。したがって、がんの発生・進
展と関連する可能性を持つlncRNAの同定は
非常に手掛かりに乏しいのが実情であり、そ
の中にあって本研究によって、システム生物
学的手法の統合する研究アプローチの高い
有用性を示すことができた。 
(3）肺癌のリネッジ特異的生存シグナルネッ
トワークの推定： 
128株の肺癌細胞株のmiRNAとmRNAのマイ

クロアレイデータをダウンロードし、このデ
ータを用いて、肺神経内分泌細胞の発生に必
須であり、また肺小細胞癌の生存シグナルを
担うことを明らかとしたASH1の制御下にあ
るマイクロRNAを含むノンコーディングRNA
の推定を進めた。発現量に顕著な差を認める
364 mRNAと42 miRNAを抽出し、宮野研の玉田
らとの共同研究によって非線形ベイジアン
ネットワーク解析ソフトウェアSiGNを用い
たネットワーク推定を行った。ASH1をハブと
する神経内分泌分化マーカーや、がん関連遺

伝子L-MYC, KIT, CD133及び、miR-375や
miR-95などのマイクロRNAとの制御関係が描
出された。我々がASH1によって発現誘導され
、神経内分泌分化機能の一端を担うことを明
らかとしたmiR-375を、本ネットワーク推定
はASH1下流に正しく推定できており、その高
い確度が示唆された。 
次にASH1について、miRNAとlncRNAに注目

した検討を行なった。肺腺癌細胞株A549にレ
ンチウイルスベクターを用いたASH1の発現
誘導系(Tet-On)を構築し、小細胞癌類似の神
経内分泌分化の誘導を確認し、さらにmRNA
及びノンコーティングRNAの時系列データを
採取した。また、ASH1 の転写活性度を反映
する遺伝子セットを、実験的にASH1による発
現制御を確認した遺伝子群をもとに、宮野研
の新井田らが開発したソフトウェア （
Extraction of Expression Modules: EEM）
を用いて抽出し、ASH1モジュールとして規定
した。ASH1モジュールを用いてASH1による転
写制御活性度を算出し、その活性度との相関
をしめすmRNAとノンコーティングRNAを検索
した。ASH1モジュール活性度に関連する転写
因子として、ESR1, PPARα, FOXA1/3等が同
定された。同様にASH1モジュール活性度に関
連するノンコーティングRNAを検索し、ASH1
モジュール活性度に相関する240個のlncRNA
が抽出され（相関係数： > 0.7 or < -0.7）
、多数のlncRNAがASH1による遺伝子発現制御
ネットワークの下流に含まれることが見出
された。 

また、76 症例の肺腺がん検体から得た発
現プロファイルを用いて、実際の患者腫瘍に
おいて ASH1 の転写制御活性と関連する
lncRNA についても検討を加えた。95 パーセ
ンタイル値と 5 パーセンタイル値との発現
差異が4倍以上あるlncRNAを541個抽出し、
さらに EEM 解析により規定した ASH1 モジュ
ールと有意な相関を示す(FDR < 0.05) 
lncRNA を探索したところ、45 個の lncRNA
が抽出された。これらを用いた階層的クラス
ター解析を行ったところ、肺腺がん 76 症例
は 2 群に分類され、その 2 群は ASH1 モジュ
ール高活性群と低活性群に分類されたが、
ASH1 モジュール高活性群は、有意に高浸潤
性・高悪性度であり、また p53 変異を多く含
み、TRU 型腺がんが少なかった。さらに、ASH1
によって発現制御される 345 個の lncRNA プ
ローブを含む 1677 個のプローブを抽出し、
階層的クラスター解析を行ったところ、7個
のクラスターに分類された。そのうち ASH1
で発現抑制される代表的遺伝子 CDH1 を含む
クラスター#3 には 97 個の lncRNA プローブ



が含まれ、ASH1 で発現誘導される神経内分
泌マーカーCHGB を含むクラスター#5 には、
88 個の lncRNA プローブが含まれていた。こ
れら計 185 個の lncRNA プローブから、実験
的にASH1で発現抑制される代表的なlncRNA 
2 個、ASH1 で発現誘導される lncRNA 9 個を
抽出し機能解析を進めたところ、2 個の
lncRNA が肺がん細胞株のスフェア形成や SP
分画形成への関連を示した。さらに肺癌の発
生・進展における役割を検討する必要がある。 
 本研究課題においては、肺癌の分子病態を
遺伝子発現制御システムの異常と捉えて、
mRNAのみならずマイクロRNAや lncRNA等の
ncRNA の関与を含めて、その全体像を解明す
ることを目指してきた。今後は、システム生
物学的解析手法と実験的検証をさらに密接
に統合し、 肺がんの発生・進展において重
要な役割を担う ncRNA を探索・同定し、その
役割の全貌に迫る必要があると考えられた。 
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