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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒトiPS細胞、及び、タンパク質に翻訳されない長鎖ノンコーディング
RNAに着目することで、化学物質等のヒトへの直接的影響評価を可能とする、次世代環境センシングシステムの
開発を目的として研究を進めた。まず我々は、フィーダー細胞を用いないヒトiPS細胞の安定的な培養法を確立
した後、本細胞にモデル環境ストレスとして、複数の化学物質を24時間暴露することで、暴露後RNA発現量が著
しく増加する長鎖ノンコーディングRNAとして、8つの新規RNAを同定した。以上より、ヒトiPS細胞において、長
鎖ノンコーディングRNAが環境ストレスに対するサロゲート分子として有用であることが示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on two biological products as ideal tools for 
toxicological assessment: long non-coding RNAs (lncRNAs) and human-induced pluripotent stem cells 
(hiPSCs). lncRNAs are an important class of pervasive non-protein-coding transcripts involved in the
 molecular mechanisms associated with responses to cellular stresses. hiPSCs possess the 
capabilities of self-renewal and differentiation into multiple cell types, and they are free of the 
ethical issues associated with human embryonic stem cells. Here, we identified eight novel lncRNAs 
that respond to model chemical stresses in hiPSCs. Our results indicated that the lncRNAs responded 
to general and specific chemical stresses. We propose that these lncRNAs have the potential to be 
surrogate indicators of chemical stress responses in hiPSCs.

研究分野：分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトiPS細胞由来の分化細胞を用いた化学物質の生体影響評価において、新規生体分子である長鎖ノンコーティ
ングRNAが毒性バイオマーカー、すなわち、サロゲート分子として有用であることを世界で初めて明らかにし
た。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 我々の身の回りでは、数十万種を超える化学物質が存在しており、これら環境中の化学物質が
生体に与える影響性を十分に理解した上で安全に利用することが求められている。化学物質の
生体影響評価には動物試験が使用されてきたが、コスト・スピード・倫理面で問題があり、2013
年に始まった EU 諸国における化粧品規制では、動物試験に基づいて開発された製品の販売が
全面的に禁止されている。そのため、動物試験を低減する新規技術の開発が国内外で急務となっ
ており、世界中で細胞試験が開発され始めている（Nature, 518, 285-286, 2015）。細胞試験は、
コストが安く、迅速かつ多検体処理が可能で、動物に苦痛を与えることもないため、非常に期待
されている技術である。しかしながら、適切な細胞試験系は確立されておらず、動物試験を低減
するには程遠いのが現状である。というのも、これまでの細胞試験では、ガン細胞をはじめとす
る樹立細胞株、もしくは、受精卵由来のヒト ES細胞が用いられているのだが、ガン細胞では遺
伝的な異常があるため正確な評価が困難であり、ヒト ES細胞では倫理面で問題があるためであ
る。 
 このような状況を打破すべく、申請者はヒト iPS 細胞に着目した。ヒト iPS 細胞は、①無限
に増殖することが可能であるため、大量の細胞供給が可能であり、②どのような臓器の細胞にで
も変化できる分化万能性を持つため、各組織・器官への影響評価が可能であり、③従来用いられ
てきたガン細胞等とは異なり、元の細胞の性質・機能を維持していることから、ヒト iPS細胞は
細胞試験用として非常に理想的なリソースであるといえる（Cell, 131, 861-872, 2007）。 
 上記の利点に加え、申請者は、細胞内マーカーの新規分子として、そのユニークな特性から近
年注目を集めている、タンパク質に翻訳されない RNA：ノンコーディング RNA に着目した。
ノンコーディング RNAは、タンパク質に翻訳される RNA：メッセンジャーRNAを含む生体分
子を制御する分子である証拠を示す報告がなされ始めており、ノンコーディング RNAはこれら
生体分子の上流に位置するものと考えられている（Nature, 482, 229-246, 2012）。これまでの申
請者の研究成果から、未分化のヒト iPS 細胞等が環境中の化学物質に暴露されると、細胞内に
存在する特定のノンコーディング RNA量が顕著に増加することを見出している（谷, 科研費・
若手 B, H26〜H27、Tani et al., J Biosci Bioeng, 2016、Tani et al., PLoS One, 2014）。以上よ
り、ヒト iPS細胞を神経細胞等に分化させた後、化学物質を暴露した際、どのようなノンコーデ
ィング RNAが顕著に増加するかを網羅的に調査することを通して、化学物質応答データベース
を作成することで、「次世代環境診断システム」の構築を着想するに至った。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、分化させたヒト iPS細胞に化学物質を暴露した際に、化学物質に応答して顕著に
発現量が増加するノンコーディング RNA を網羅的に同定し、増加したノンコーディング RNA
について、その化学物質応答メカニズムを明らかにすることを通して、ヒト iPS 細胞を用いた
「次世代環境診断システム」の確立を目指す。 
 申請者のよるこれまでの解析から、未分化のヒト iPS細胞に、モデル化学物質として、抗菌剤
として使用され、生殖への影響が懸念されているシクロヘキシミドを 24時間暴露した後、細胞
から全 RNAを抽出し、定量 PCR法により細胞内に発現している複数の RNAを定量した結果、
シクロヘキシミドを暴露しなかった時に比べて、5〜10倍に発現量が増加するノンコーディング
RNAを見出している（Tani et al., PLoS One, 2014）。大変興味深いことに、従来マーカーとし
て用いられている複数のメッセンジャーRNA に比べて、ノンコーディング RNA の方が強い増
加が見られた。これは、ノンコーディング RNA はメッセンジャーRNA よりも化学物質に対し
て鋭敏に存在量が増加することを示しており、ノンコーディング RNAが有用なバイオマーカー
であることを示している。本知見をもとに研究期間内に以下のことを明らかにする。 
（1）ヒト iPS細胞を神経幹細胞、肝細胞に分化させた後、代表的な環境負荷物質として、塩化
水銀（重金属ストレス）、過酸化水素（酸化ストレス）等を細胞に暴露した際に、発現量が顕著
に増加するノンコーディング RNAをスクリーニングする。並行して、肝細胞への分化が困難で
あったことを想定して、毒性評価用細胞として有用なヒト肝がん細胞 HepG2を用いて、同様な
検討を行う。 
（2）（1）で見出したノンコーディング RNAについて、RNA生成速度および分解速度の両方を
測定することで、RNA増加メカニズムを明らかにする。 
（3）（2）に続いて、ノンコーディング RNAの細胞内での局在場所、RNA結合タンパク質等を
同定することで、化学物質に対するノンコーディング RNA の応答メカニズムを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
ヒト iPS 細胞を分化させた後、代表的な環境負荷物質を暴露して、次世代シーケンサを用いる
ことで、細胞内で顕著に発現量が増加するノンコーディング RNA を網羅的に同定する。 
（１）京都大学 iPS 細胞研究所（CiRA）のプロトコールに従い、京都大学の山中伸弥教授らが確
立したヒト iPS 細胞株（201B7）（Nat Biotechnol, 26, 101-106, 2008）の培養を開始する。フ
ィーダー細胞としてマウス細胞株（SNL 76/7）を用いる。その後、WiCell Research Institute



のプロトコールに従い、フィーダー細胞を用いない培養法に切り替え、継代培養を 2回行った細
胞に対し、各種臓器細胞に分化誘導する。テストケースとして、平成 29 年度では神経幹細胞に
分化させ、平成 30 年度以降に肝細胞に分化させたものを用意する。 
（２）分化誘導した神経幹細胞について、神経幹細胞特異的なバイオマーカーを測定し、細胞が
確実に神経幹細胞に分化していることを確認した後、細胞に代表的な環境負荷物質である塩化
水銀、過酸化水素等を 24時間暴露した後、細胞から全 RNA を抽出し、定量 PCR により、化学物
質を添加していないコントロール細胞系に対して、顕著に発現量が増加するノンコーディング
RNA を同定し、データベース化する。 
（３）同定・選抜したノンコーディング RNA について、申請者らが世界に先駆けて開発した、RNA
の生成及び分解速度を求めることが可能な、BRIC 法（Tani et al., Genome Res, 2012）を用い
て、RNA 生成速度および分解速度の両方を測定することで、RNA 増加メカニズムを明らかにする。
もし、BRIC 法が有効に働かない場合には、測定原理の異なる 4sU 法や EU法を用いる（Tani et 
al., RNA Biol, 2012）。 
（４）（３）において、細胞核内の RNA 分解酵素を RNAi 法でノックダウンし、それぞれのノンコ
ーティング RNA の分解速度に影響があるかどうかを調査する。 
 
４．研究成果 
 
本研究では、ヒト人工多能性幹細胞（ヒト iPS 細胞）、及び、タンパク質に翻訳されない長鎖ノ
ンコーディング RNA に着目することで、化学物質等のヒトへの直接的影響評価を可能とする、次
世代環境センシングシステムの開発を目的として研究を進めた。ヒト iPS 細胞は、多くの細胞に
分化できる分化万能性と、分裂増殖を経ても維持が可能な自己複製能を有する細胞であり、胚性
幹細胞（ES 細胞）の有する倫理的な問題をクリアしており、さらに元の細胞の性質・機能を維
持しているという利点を有する。また、長鎖ノンコーディング RNA はタンパク質に翻訳されない
RNA であり、細胞のストレス応答においてダイナミックな制御機構を担うことが近年報告され始
めている。 
 まず我々は、フィーダー細胞を用いないヒト iPS 細胞の安定的な培養法を確立した後、本細胞
を神経幹細胞に分化させ（並行してヒト肝がん細胞 HepG2 を用いて）、にモデル環境ストレスと
して、過酸化水素、塩化水銀、シクロヘキシミド、塩化亜鉛、エトポシド等を 24 時間暴露する
ことで、暴露後 RNA 発現量が著しく増加する長鎖ノンコーディング RNA として、ヒト iPS 細胞
由来の神経幹細胞から 4つの新規分子（TUG1、GAS5、FAM222-AS1、CNHG15）、ヒト肝がん細胞 HepG2
から 4つの新規分子（OIP5-AS1、FLJ46906、LINC01137、GABPB1-AS1）を同定した。本結果より、
長鎖ノンコーディング RNA には、環境ストレス全般に応答するものと、特異的に応答するものが
存在することを見出した。以上より、ヒト iPS 細胞・HepG2 細胞において、長鎖ノンコーディン
グ RNA が環境ストレスに対するサロゲート分子として有用であることが示された。 
 続いて我々は、同定した長鎖ノンコーティング RNA について、化学物質暴露の有無の条件にお
いて、細胞内生成・分解速度を測定した。その結果、RNA 生成速度は変化しなかったが、RNA 分
解速度は抑制されることを見出した。これは、化学物質暴露により、RNA 分解速度が抑制される
ことにより、細胞内 RNA 発現量、すなわち、細胞内 RNA 存在量が増加するメカニズムの解明に成
功した。さらに、これら長鎖ノンコーティング RNA はすべて細胞核内に存在することから、既知
の核内 RNA 分解関連酵素である、Exosome、XRN2、MTR4 を RNAi 法によりノックダウンして、RNA
の分解速度を測定した。その結果、Exosome、XRN2 をノックダウンした場合、長鎖ノンコーティ
ング RNA の分解が抑制されることを見いだした。本結果より、同定した長鎖ノンコーティング
RNA は核内分解酵素により分解を受けており、化学物質暴露時には、RNA 分解酵素が阻害を受け
ることによって、結果として、長鎖ノンコーティング RNA の発現量が増加するというメカニズム
を世界で初めて明らかにした。 
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