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研究成果の概要（和文）：大腸がんは、Wnt/β-catenin経路の恒常的活性化によって生じると考えられている。
また、長鎖ncRNAが癌化において重要な役割を果たしていることが明らかになってきた。本研究課題では、大腸
がんにおいて長鎖ncRNAである ASBEL 及び転写制御因子である TCF3タンパク質が β-catenin によって同時に
発現を誘導されていることを発見した。さらに、ASBELがTCF3と複合体を形成してATF3の発現を制御すること
が、大腸がんの腫瘍形成能に重要であることを明らかにした。ASBEL -TCF3経路を標的とした薬剤を創製するこ
とにより、大腸がんの治療に貢献することが期待される。

研究成果の概要（英文）：Wnt/β-catenin signaling plays a key role in the tumorigenicity of colon 
cancer. Furthermore, it has been reported that lncRNAs are dysregulated in several steps of cancer 
development. Here we show that β-catenin directly activates the transcription of the lncRNA ASBEL 
(antisense ncRNA in the ANA/BTG3) and the transcription factor TCF3, both of which are required for 
the survival and tumorigenicity of colorectal cancer cells. ASBEL interacts with and recruits TCF3 
to ATF3 locus, where it represses the expression of ATF3. Furthermore, we demonstrate that 
ASBEL-TCF3-mediated down-regulation of ATF3 expression is required for the proliferation and 
tumorigenicity of colon tumor cells. Our results reveal a pathway involving an lncRNA and two 
transcription factors that plays a key role in Wnt/β-catenin-mediated tumorigenesis. Our results 
suggest that the β-catenin-ASBEL-TCF3-ATF3 pathway may be a promising target for the therapy of 
colon cancer.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
ヒトゲノムの大部分の領域からタンパク
質をコードしないノンコーディング RNA 
(ncRNA) が大量に転写されていることが
知られている。近年、長鎖 ncRNA が転写
や翻訳、スプライシングに至るまで、さま
ざまな機能を有していること、さらに長鎖
ncRNAの発現は、細胞種や発生段階によっ
て厳密に制御されており、増殖・分化・癌
化・胚発生・神経発生・幹細胞性の維持と
いった生物学的プロセスにおいて重要な役
割を果たしていることが明らかになってき
た。また、大腸がんは、APC変異がもたら
す転写因子 β-cateninの大量蓄積によるWnt
経路の恒常的活性化により、統制された遺
伝子発現プロファイルが破綻して生じると
考えられてきた。しかし、Wnt/β-catenin経
路が大腸がんの発生・維持を行う仕組みに
ついては未だ明らかになっていない点が多
く残されている。 
 
２．研究の目的 
 
(1) 次世代シークエンサーを用いた RNA-seq
及び ChIP-seq データを統合することによっ
て、β-catenin によって直接発現制御を受ける
遺伝子群を網羅的に同定する 
 
(2) 得られた遺伝子群の中から、大腸癌の増
殖に関与するが、正常大腸細胞には影響を及
ぼさない lncRNA を同定し、その機能解析を
行う。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 次世代シークエンサーを用いた RNA-seq
及び ChIP-seq データを統合することによっ
て、β-catenin によって直接発現制御を受ける
遺伝子群を網羅的に同定する。 
 
(2)発現抑制実験を行い、得られた遺伝子群の
中から大腸癌細胞に機能的な lncRNA の同定
を行う。また、得られた lncRNA 発現抑制株
を用いて RNA-seqを行い、遺伝子発現プロフ
ァイルを得る。さらに得られた遺伝子発現プ
ロファイルを用いて、IPA upstream解析を行
うことにより、lncRNA が制御するタンパク
質の推定を行う。 
 
４．研究成果 
 
(1) ASBEL は、β-catenin の標的となる新規
lncRNAである 
β-catenin の発現を抑制した大腸癌細胞株

DLD-1細胞を用意し、コントロール細胞と合
わせて RNA-seq 解析を行った。結果、86 
lncRNAを含む 2072遺伝子が発現亢進し、33 
lncRNA を含む 1512 遺伝子が発現減少した。
続いて、β-cateninを標的とした抗体を用いて、

ChIP-seq解析を行い、105 lncRNAを含む 813
遺伝子のプロモーター領域に β-catenin が結
合することが明らかとなった。これらのデー
タを統合し、β-cateninによって 1 lncRNAを
含む 74 遺伝子が直接発現減少し、2 lncRNA 
(AK092875, ASBEL) を含む 66遺伝子が直接
発現亢進させることを明らかにした。さらに
得られた β-catenin ターゲット遺伝子群を用
いて GSEA解析を行い、LEF motifセットや
APC ターゲット遺伝子セット、および
ES-related 遺伝子セットなどがエンリッチす
ることを明らかにした。 
続いて、ASBEL が β-catenin の下流にある
ことを検証するために、DLD-1 及び SW480
細胞における β-catenin の発現を抑制した結
果、RNA-seq 解析の結果と同様に ASBEL 及
び既知 β-catenin 標的遺伝子である AXIN2の
発現が減少することが明らかとなった。また、
293FT 細胞において APC の発現を抑制する
と、ASBEL及び Axin2の発現が上昇した。さ
らに、β-catenin 抗体を用いた ChIP 解析によ
り、β-cateninは DLD-1細胞及び SW480細胞
において、Axin2及び ASBELの転写開始点に
結合し、ASBELの転写開始点から 3500bp上
流には結合しないことが示された。以上の結
果より、ASBELは、β-cateninによって直接転
写制御されている可能性が示唆された。 

ASBEL のプロモーター領域には、TCF 
binding element (TBE) が 2箇所存在する。次
に我々は、β-catenin が ASBEL の転写を活性
化することを、レポーターアッセイを行い確
認した。結果、β-cateninの活性が上昇するこ
とにより、ASBELプロモーター上に存在する
２つの TBEを介してASBELの転写が促進さ
れることが明らかとなった。 

 
(2) ASBELは、大腸癌細胞株の造腫瘍性に必
須である 

ASBEL の大腸癌細胞に対する影響を確認
するために、ヒト大腸癌細胞株である HCT 
116、DLD-1、及び Caco-2 と、ヒト角化細胞
HaCaTの ASBEL の発現を抑制し細胞増殖試
験を実施した。結果、ASBELの発現が低下す
ると、大腸癌細胞株では細胞の増殖が抑制さ
れることが明らかになった。一方、ヒト正常
細胞である HaCaTにおいては、ASBEL の発
現を抑制しても細胞増殖に影響しなかった。
すなわち、ASBELは in vitroで、大腸癌細胞
株の増殖に関与することが分かった。続いて、
AnnexinV assay を行い、大腸癌細胞株
HCT116 細胞株において ASBEL の発現を抑
制すると、アポトーシスが促進することが明
らかにした。一方、ヒト正常細胞である
HaCaT においては、ASBEL の発現を抑制し
てもアポトーシスには影響しなかった。これ
らのことより、ASBELの発現を抑制したこと
によって引き起こされる細胞増殖の抑制に
は、アポトーシスが関与していることが示唆
され、ASBELは大腸癌細胞株に対してアポト
ーシスを抑制する方向に機能していること



が推察された。さらに、細胞の浸潤能に
ASBELが関与しているかを、トランスウェル
を用いた invasionアッセイで調べた。その結
果、ASBEL の発現を抑制することにより、
HCT 116、DLD-1の浸潤能が減少することが
観察された。 
In vitroで、ASBELが大腸癌に深く関与する
ことが示されたため、次に、in vivoにおける
腫瘍増殖への ASBEL の関与を調べた。
ASBELの発現を抑制した HCT 116、HT29、
DLD-1 細胞をヌードマウスに移植して腫瘍
体積を経時的に測定したところ、ASBELの発
現を抑制した細胞は、コントロール細胞と比
較して、腫瘍形成能が低下していることが分
かった。さらに、ヒト大腸癌の臨床検体にお
ける ASBELの発現量を qRT-PCRで確認した。
in vitro、in vivoの結果と一致して、Glade I-III
において、ASBELの発現が正常組織と比較し
て発現が上昇していることが明らかとなっ
た。 
以上の結果より、ASBELは、in vitro、in vivo
で、大腸癌の腫瘍形成能に寄与することが示
された。 
 
(3) ASBELは転写因子 TCF3と結合する 

ASBEL が制御する遺伝子群を IPA analysis
で解析を行い、ASBELが β-cateninと同様に、
細胞増殖、細胞死、細胞運動に関連する経路
に存在することを明らかにした。さらに
Upstream 解析の結果より、ASBEL の発現を
抑制することによって、TCF3 の機能が阻害
されることが明らかとなった。TCF3 は、
bHLH を有する転写因子であり、E-box
（CANNTG）配列を標的とすることが知られ
ている。続いて、TCF3 抗体を用いた RIP 実
験及び biotin 化 ASBEL を bait とした
pull-down assay を行い、ASBELが TCF3と結
合することを明らかにした。次に、TCF3 の
大腸がん組織における発現を確認した。結果、
大腸正常組織と比較して大腸がん組織にお
いて TCF3 の発現が亢進していることを明ら
かにした。 
続いて、TCF3 の発現を抑制することによ

って、大腸癌細胞株の細胞生存率が減少する
一方、ヒト角化細胞株 HaCaTでは、細胞生存
率は変化しいことを明らかにした。また
AnneinV assayを行った結果、TCF3の発現を
抑制することによる細胞生存率の減少はア
ポトーシスによるものであることが明らか
となった。 
 
(4) ASBEL-TCF3の結合は、β-cateninにより
制御される細胞増殖に必要である 
β-catenin を対象とした RNA-seq、ChIP-seq

解析の結果から、TCF3も β-cateninによって
制御されることが明らかとなった。そこで
HCT 116 及び SW480 細胞における β-catenin
の発現を抑制すると、TCF3 の発現が減少す
ることが確認された。また、293FT細胞にお
ける APCの発現を抑制すると、ASBELと同

様に TCF3 の発現が上昇することが確認され
た。 
続いて、β-catenin 抗体を用いた ChIP アッ
セイを行った結果、β-cateninは TCF3の転写
開始点に結合することが示された。また、
TCF3はASBELと同様にプロモーター領域に
TBE部位を 1つ有する。そこでレポーターア
ッセイを行った結果、TCF3 も、TBE を介し
て β-catenin により転写制御されることが明
らかとなった。 
次に、β-cateninが制御する大腸癌細胞の増
殖に、TCF3と ASBELがどのように関与する
かを確認した。β-cateninの発現を抑制すると、
HCT 116の細胞生存率は半分程度減少した。
その際、ASBELと TCF3両因子を過剰発現す
ると、β-cateninによる細胞生存率の減少が緩
和された。一方、ASBELのみ、もしくは TCF3
のみの過剰発現では、β-cateninによる細胞生
存率の減少に影響はなかった。すなわち、
TCF3 と ASBEL両方同時に制御することが、
β-cateninによる大腸癌細胞株の増殖に必要で
あることが示唆された。 
 
(5) ASBEL-TCF3による ATF3発現抑制が、
大腸癌細胞の増殖に必要である 
これまでの検討より、ASBEL、TCF3 は、
それぞれ β-cateninにより発現調節され、さら
に ASBEL と TCF が複合体を形成し
（ASBEL-TCF3）、大腸癌細胞株の増殖に寄与
していることが示唆された。続いて我々は、
ASBEL-TCF3 複合体がどのように大腸癌細
胞株の腫瘍形成能を制御しているかを明ら
かにするために、ASBEL-TCF3複合体の下流
にある分子について解析を進めた。結果、
HCT 116におけるASBEL及びTCF3の発現を
抑制することにより、ATF3 の発現が上昇す
ることが明らかとなった。ATF3 は、グリオ
ブラストーマ、大腸癌、膀胱癌、肺癌で発現
上昇していることが過去に示されている。 
続いてヌードマウスを用いて、in vivoにお
ける腫瘍形成能にどのような影響を与える
かを確認した結果、 ATF3の発現を抑制して
おくと、ASBEL及び TCF3の発現を抑制によ
って引き起こされる腫瘍形成能の抑制が緩
和されることが明らかとなった。さらに、ヒ
ト大腸癌の臨床検体における ATF3 の発現量
を qRT-PCRで調べた。結果、ATF3は、stageI
～IVで発現減少が見られた。以上の結果より、
ASBEL-TCF3 による大腸癌細胞の腫瘍形成
能の維持には、ATF3 の発現抑制が必須であ
ることが示唆された。 
 
(6) ASBEL-TCF3 は、ATF3 の TCF-binding 
site (TBS)を介して ATF3の発現調節をする 

ASBEL-TCF3が、どのようにして ATF3の
発現調節をしているかを調べるために、まず、
ASBELの細胞内での局在を確認した。その結
果、ASBELは、他の lncRNAと同様に、核内
に局在することが判明し、ASBEL-TCF3 が、
核内で ATF3 の転写を調節していることが示



唆された。 
次に ENCODE プロジェクトによる

ChIP-seq のデータを用い、ATF3 の転写開始
点 よ り 下 流 、 1641-2220bp の 位 置 に
TCF3-binding site（TBS）が存在することを明
らかにした。続いて、抗 TCF3 抗体を用いた
ChIPアッセイで、ATF3の TBS部位が沈降し
てくることが判明した。さらに、TCF3 によ
る ATF3 の TBS 部位への結合は、ASBEL を
ノックダウンすることにより阻害されるこ
とが明らかとなった。また、biotin-ASBELを
bait とした pulldown アッセイにおいても、
ASBEL が ATF3 遺伝子座における TBS に結
合していることが確認された。 
続いて、我々は SV40 プロモーター活性を

持つレポーターベクター（Luc-Enh）の下流
に ATF3の TBS配列（+1641-2240）を繋げた
レポーターベクター（Luc-ATF3-Enh）を構築
した。続いて、ASBELもしくは TCF3の発現
を抑制し、エンハンサー活性にどのような影
響があるかを Luciferase アッセイによって確
認した。その結果、ASBELまたは TCF3の発
現を抑制すると、エンハンサー活性が上昇す
ることが示された。一方、ASBEL及び TCF3
を単独で強制発現してもエンハンサー活性
に影響を与えないが、ASBELと TCF3を同時
に共発現させると顕著にレポーター活性が
減少することが明らかとなった。以上の結果
より、ASBELは、TCF3を ATF3遺伝子座に
誘導することによって、ATF3 の発現を抑制
していることを見出しました。 
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