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研究成果の概要（和文）：近年、次世代シークエンサー解析など新たな核酸解析手法の開発により、数百もの環
状RNAがヒトで発現し生理的・病態生理的に機能している事が確認されるとともに、その生成機構の一端が報告
され、更なる環状RNAの探索と機能解析が癌領域でも注目を集めている。
我々は、びまん性胃がんに特異的に発現する環状RNAを同定するため、癌部・非癌部RNAを抽出し、網羅的解析に
より環状RNA発現の比較検討を行った。びまん性胃がんでは環状RNAは正常組織と比較し有意に低下しており、癌
関連micro RNAのスポンジとして機能している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In recent years, through development of next generation sequencer, it has 
been confirmed that hundreds of circular RNAs are expressed in humans and function 
pathophysiologically. 
To identify circular RNA that is specifically expressed in diffuse-type gastric cancer, we conducted
 comprehensive analysis of circular RNA and compared the expression between cancer and noncancerous 
tissue in patients with diffuse-type gastric cancer. In diffuse stomach cancer, circular RNA in 
cancer tissues was significantly decreased as compared with noncancerous tissues, suggesting the 
possibility of functioning as a sponge of cancer related micro RNA. 

研究分野： 消化器外科
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１．研究開始当初の背景 
 
胃癌は病因論的にも病理組織学的にも多様
性を持ち、従来のゲノム解析や近年の次世代
シーケンサーによる解析により、分子レベル
でいくつかの分子サブタイプに分類した個
別化医療が考慮されるようになってきてい
る (TCGA. Nature. 2014, Cristescu R et al. 
Nature Med. 2015)。しかし、胃癌において
は、コンパニオン診断の存在する分子標的薬
として国内では抗 HER2 薬のみが保険医療
として承認されているに過ぎない。進行胃癌
の約 20%に見られる HER2 陽性胃癌は分化
型（腸型）に多く見られ (Bang Y-J et al. 
Lancet. 2010) 、難治性のびまん性胃癌
（Diffuse-type gastric cancer, DGC）は
HER2 陰性であることが多い。DGC は、分
子サブタイプではゲノム安定性を持つ
genomically stable tumor（GS サブタイプ）
パターンが多いとされ、RHOA、CDH1 など
の遺伝子変異や CLDN18-ARHGAP 融合遺
伝子などが報告されているものの、治療標的
となりうる変異はない。そのため、DGC は、
腹膜播種性転移などを起こし根治切除不能
となる場合が多く、治療困難で予後不良な難
治癌であるにもかかわらず分子標的治療を
含め有効な治療法がない。また、胃癌は、DGC
を含めて高度な組織学的不均一性を持つこ
とから、時間的・空間的に正確な病態把握が
困難であるが、これに対して、繰り返し施行
可能で腫瘍の不均一性を integrate した情報
を得ることが期待できる循環遊離核酸を用
いた液体生検(liquid biopsy)の有用性が報告
されてきている(Murtaza M et al. Nature. 
2013) 。我々も liquid biopsy に注目し
(Ichikawa D et al. Anticancer Res. 2004)、
特に胃癌において分子標的薬（抗 HER2 薬）
に関する、治療選択や治療効果の予測とモニ
タリングでの有用性を報告してきた（Shoda 
et al. Gastric Cancer. 2015)。このことから、
新規の治療標的分子の同定と、その異常の
liquid biopsy での検出法開発は、有効な治療
法の無い DGC のような難治癌克服における
喫緊の課題である。 
近年、次世代シークエンサー解析により、環
状 RNA（circRNA）の存在が明らかになり、
ciRS-7（CDR1as）が miR-7 のスポンジとし
て作用する調節分子であることが報告され
た(Hansen TB et al. Nature. 2013)。その後、
数百もの環状 RNA がヒトで発現し生理的・
病態生理的に機能している事が確認される
とともに、その生成機構の一端が報告され、
更なる環状 RNA の探索と機能解析が癌領域
でも注目を集めている(Conn SJ et al. Cell. 
2015)。環状 RNA には、マイクロ RNA を抑
制する転写後調節因子としての機能や、
RiboCluster の中で RNA 結合蛋白質と結合
し上皮－間葉転換（epithelial- mesenchymal 
transition 、EMT) を制御する機能(Conn 
SJ et al. Cell. 2015)、環状という特徴を生か

した恒常的な蛋白翻訳機能(Abe N et al. Sci 
Rep. 2015) が報告され、さらに RNase によ
る分解を受けにくいという特徴から、血漿中
循環 RNA でも比較的安定して存在すること
も報告されている  (Li P et al. Clinica 
Chimica Acta. 2015)。 
 このような学術的背景を基に、本研究課題
では『DGC の悪性形質獲得に関与する分子
の発現や機能異常を引き起こす特異的環状
RNA が存在する』という仮説を立て、DGC
特異的な環状 RNA の同定を行うとともに、
その調節標的分子と調節の分子機構の解明
とその阻害の効果の検証により新規 DGC 治
療戦略の構築を目指すとともに、コンパニオ
ン診断や病状把握のためのバイオマーカー
として同定した環状 RNA の血漿中での検出
法の確立を行う。 
 
２．研究の目的 
 
(１) DGCに特異的に発現する環状RNAの同
定と血漿中での検出  
 未分化・スキルス胃癌由来ヒト胃癌細胞株、
DGC 手術症例検体、非癌部胃組織から抽出
した RNA を用いて、次世代シーケンサー解
析により DGC に発現する環状 RNA を同定
する。候補環状 RNA の腸型胃癌での発現を
検討し、DGC 系譜特異的な環状 RNA を絞り
込む。さらに、患者術前術後、ならびに健常
対象者の末梢血中から血漿中 cell-free RNA
を抽出し、DGC 特異的環状 RNA の検出を行
う。 
(２) DGCに発現する候補環状RNAの悪性形
質獲得への関与と分子機構の解明 
 候補環状 RNA が癌悪性化に関与する機構
を明らかにするため、未分化型癌細胞株を用
い、環状 RNA の発現抑制や強制発現を行う
ことによる表現型（細胞増殖・浸潤・転移能）
の変化を検討する。同時に、変化する micro 
RNA や mRNA を網羅的に解析し、候補環状
RNA の標的分子を同定することで、
RiboCluster における候補環状 RNA の役割
を解明する。 
(３) 候補環状 RNA を標的とした新たな
DGC 治療法の検討 
 候補環状 RNA 特異的な RNA interference 
(RNAi)を用いて、２で検討した環状 RNA 特
異的な転写後調節機能や恒常的な蛋白翻訳
能の喪失に伴う、癌細胞株の増殖能、浸潤能
の変化を検討する。更に、癌細胞株を皮下移
植したモデルにおいて in vivoで環状RNA特
異的 RNAi の血中投与による、腫瘍増殖・浸
潤・転移抑制効果を評価し、新規治療法とし
ての可能性を検討する。 
 
３．研究の方法 
 
(１) バイオマーカーとしての DGC 特異的に
発現する環状 RNA 探索 
① 胃癌切除組織を用いた環状 RNA 探



索 
肉眼的に 3 型または 4 型胃癌と診断され、か
つ組織学的に印鑑細胞癌または非充実性低
分化型腺癌と診断された症例10例のDGC患
者における胃癌切除組織（癌部・非癌部、癌
部では出来るだけ癌細胞が多く含まれるよ
うマクロダイセクションを行う）から抽出し
た total RNAをRNase R処理し、oligo dT で
キャプチャーされない（polyA を持たない）
分 画 を か ら さ ら に Truseq total RNA 
Ribo-Zreo kit で rRNA を除去したライブラ
リ作製を行い、illumina Miseqを用いてRNA 
seq を行う。得られた配列情報のうちマッピ
ングされないものを専用のパイプラインを
用いて情報解析することで環状 RNA の配列
とリード数の情報を得て、癌部非癌部のサブ
トラクションにより、癌特異的な環状 RNA
の 同 定 を 行 う 。 DGC 由 来 癌 細 胞 株 
(KATO-III、MKN-45、NUGC-4、等)6 株で
も同様に解析を行い、非癌部全例の RNA-seq
情報とのサブトラクションを行う。 
 
② 液体生検を用いた DGC 特異的に発
現する環状 RNA 探索 
上記 10例の臨床検体に対応した保存血漿（手
術前後）と、10 例の健常対象者血漿から
QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit 
(Qiagen)を用いて total RNA を抽出する。①
で同定した候補環状 RNA を、特異的なプラ
イマーを設計することで PCR での検出を試
み、検出可能であったものは手術前後でデジ
タル PCR（dPCR）による定量的検出を行っ
て、腫瘍特異性を確かめる。 
 
③ 候補環状 RNA の一般性の検討 
Valitdation cohort として、50 例の術前・術
後 DGC 患者血漿、50 例の健常対象者血漿サ
ンプルを用いて dPCR を行い、選択された数
個の候補環状 RNA の血漿中での特異的検出
を評価する。 
 
(２) DGC に発現する候補環状 RNAの機能解析 
遺伝子導入による癌悪性度変化の検討 
 
① 遺伝子導入による癌悪性度変化の
検討 
DGC 細胞株のうち、特に候補環状 RNA の発現
の高い細胞株を選択し、候補環状 RNA 遺伝子
抑制実験(siRNA)を行い、候補環状 RNA の癌
に対する増殖・浸潤・転移能の評価を行う。
項目としては、１) MTT アッセイによる細胞
増殖能、２）細胞機能の変化を観察・評価、
３）Boyden chamber assay 法による癌細胞の
遊走・浸潤アッセイ等について検討する。 
② 標的分子の同定 
DGC 細胞株を用いて、候補環状 RNA の siRNA
を用いた knock down により変化する micro 
RNA 及びに mRNA に関して microarray を用い
た網羅的解析を用いて検討し、標的分子の同
定を行う。平行してビオチン化直鎖 RNA（非

環状化）を用いたプルダウンアッセイにより
結合（吸着）mRNA、miRNA を網羅的に同定し、
これらを統合することにより標的分子候補
を決定する。候補は、定量 PCR により確認す
る。標的候補群を用いた GO 解析、パスウェ
イ解析から、表現型に関連した環状 RNA によ
る調節機構をバイオインフォマティクに推
定し、下流に位置する分子の発現導入やノッ
クダウンでの表現型のレスキューによって
実験的に確認する。 
 
４．研究成果 
 
(１)胃癌切除組織を用いた環状 RNA 探索  
 
既報の癌関連環状RNAの発現量の評価 胃癌
における癌関連環状RNA発現量を把握するた
め、cirs-7 (CDR1as) (Cancer Res. 2013, J 
Cancer Res Clin Oncol. 2017, Onco Targets 
Ther. 2017)、MTO-1 を含めたいくつかの環状
RNA 発現を評価した。予想に反して、胃癌組
織において周囲胃正常組織よりも発現が低
くなる傾向を認めた。びまん性胃癌組織と周
囲の正常胃組織から抽出したtotal RNA に対
し RNaseR 処理を行い、数種類の環状 RNA 特
異的な primer で定量的 PCRをかけたところ、
RnaseR 処理前よりも環状 RNA が enrich され
ていることを確認した。これら total RNA を
用いて、circRNA array (Arraystar)による
網羅的解析を検討した。胃癌組織で正常胃組
織より有意に環状RNAの発現が低下していた。 
その中で数少なく癌部で上昇している環状
RNA(USP22)特異的な primer を用いて胃癌組
織から抽出した 50例で validation を行なっ
たが、癌部非癌部で有意な変化を認めず、び
まん性胃癌に特異的に上昇している環状 RNA
の検出は困難であった。その他、他癌腫で固
形癌との関連が示唆されている cirs-7 
(CDR1as) (Cancer Res. 2013, J Cancer Res 
Clin Oncol. 2017, Onco Targets Ther. 2017)
の発現量を胃癌組織 50 例で検討し、臨床病
理学的因子との検討を行なった。癌部非癌部
の比較的では非癌部で発現が高い傾向であ
ったが、癌部で上昇している症例では脈管浸
潤が高度である傾向を認めた。 
 
(２）液体生検を用いた DGC 特異的に発現す
る環状 RNA 探索 
 
胃癌患者血漿中 RNA は微量であり、
preamplification を用いた解析手法で検討
した。組織で発現が高い症例においては
cirs-7をはじめ環状RNAの安定した検出が可
能であった。術前術後の検討では術前高発現
であった症例で術後の有意な低下を認め、胃
癌組織での発現が高い症例においてはバイ
オマーカーとして有用である可能性が示唆
された(投稿準備中)。 
胃癌患者血漿遊離 RNA中の環状 RNAの検出は
可能であるが微量な発現量であるため、より



安定した解析手法の確立のために、新たな手
法により検討する必要がある。 
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