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研究成果の概要（和文）：INK4 遺伝子座は、癌抑制遺伝子 p15/p16/ARF をコードしており、

ヒトの癌の 30-40%で変異が見つかっていることから、癌抑制において重要な領域と考えられ

ている。しかし、この領域の発現制御機構はほとんど明らかとされていない。本研究により、

INK4 遺伝子座が、ポリコームタンパク質、p53 及び長鎖ノンコーディング RNA によって、統

合的に転写制御されていることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：INK4 locus encodes for three distinct tumor suppressors, p15, p16 
and ARF, and is altered in an estimated 30-40% of human tumors. However, the 
mechanism of regulation of INK4 locus is unclear. In this study, we revealed that INK4 
locus is regulated by Polycomb proteins, p53 and long noncoding RNA. 
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１．研究開始当初の背景 
 細胞周期を負に制御する CDKインヒビター
p15、p16 及び p53 安定化因子 ARF をコードす
る INK4 遺伝子座は、肺癌、乳癌、大腸癌、
食道癌及び悪性黒色腫等で高頻度に遺伝子
欠損や転写抑制されていることが報告され
ており、癌抑制において重要な領域であると
考えられている。この p16、p15 及び ARF は
非常に安定性の高いタンパクであり、その発
現制御は主に転写レベルで行われている。継
代の若い正常線維芽細胞や胎児期において
p16 及び ARF の転写は抑制されているが、培

養継代を重ねるにつれ転写活性化され、pRB
経路を介した不可逆的な細胞周期停止（細胞
老化）を引き起こす。また、Ras の活性化変
異等による癌化シグナルによって p15、p16
及び ARF の転写は活性化し、一過性に過増殖
した細胞を早期細胞老化へと誘導する。 
 
２．研究の目的 
 INK4 遺伝子座は細胞老化や発癌ストレス
に対する防御において重要な役割を担って
いるにも関わらず、その転写制御機構に関し
てはほとんど明らかとされていなかった。そ
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こで本研究では、INK4 遺伝子座の転写制御機
構の全容を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 (1)INK4 遺伝子座は老化に伴ってその転写

が活性化されることから、これら遺伝子の生

理的な転写制御機構を解析するためには、不

死化した細胞株を用いることは不適切であ

ると考えられる。従って、本研究ではヒト正

常線維芽細胞である WI38 を用いる。各種遺

伝子はレトロウイルスを用いてノックダウ

ン(pSuper-retro.shRNA ベクター使用)ある

いは過剰発現（pBabe-puro ベクター使用）し、

p16/ARF/p15 mRNA量をQ-RT-PCR及びWestern 

Blot により検討する。 

(2)転写制御因子のINK4遺伝子座への結合を

検討するため、INK4 遺伝子座全体（約 40 kb）

をカバーする PCR 用プラマーセットを作成

し、ChIP アッセイ（クロマチン免疫沈降法）

あるいは Q-PCR を組み合わせた実験系

（ChIP-Q-PCR）で検討する。 
 
４．研究成果 
 (1)高解像度タイリングアレイ解析に
より、INK4 遺伝子座近隣に複数の新規ノン
コーディング RNAが存在することを明らかと
した。同定したノンコーディング RNA の一つ
が、 ARF の転写活性化に関与することを明ら
かとした。 
(2)クロマチンサイレンシング因子であるポ
リコームタンパク質が、直接マウス ARF 遺伝
子座に結合し、ARF 遺伝子の転写を抑制する
ことを明らかとした（雑誌論文④）。さらに
ARF 遺伝子座上へのポリコームタンパク質リ
クルートメントを、癌抑制因子 p53 及びヒス
トン脱アセチル化酵素（HDAC）が促進するこ
とを明らかとした。 
(3)ポリコームタンパク質によって p15、p16
遺伝子座の転写が抑制されていることを明
らかとした。さらに INK4 遺伝子座から転写
される長鎖ノンコーディング RNA ANRIL が、
ポリコーム複合体構成因子 SUZ12 と結合し、
p15、p16 遺伝子座へのポリコームタンパク質
リクルートメントを促進していることを明
らかとした。また ANRIL は、p15、p16 転写を
抑制することにより、細胞老化を抑制する機
能を持つことを明らかとした（発表論文②） 
 以上本研究により、ポリコームタンパク、
p53、長鎖ノンコーディング RNA ANRIL によ
って、INK4 遺伝子座の転写が統合的に制御さ
れていることが明らかとなった。INK4 遺伝子
座は、癌抑制において重要な役割を担う領域
である。従って、本研究によって明らかとな
った INK4 遺伝子座制御因子は、癌化との関

連が高いと予想される。今後、明らかとした
INK4 遺伝子座制御因子と癌化との関連を解
析することにより、新たな発癌機序を提唱で
きると期待される。 
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