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研究成果の概要（和文）：  頭頸部扁平上皮癌細胞株に自己複製能を有する転写因子であるSALL4遺伝子のsiRNA
を導入し、mRNAを抽出し次世代シークエンサー発現解析をおこなった。それぞれの細胞株のsiSALL4導入前と導
入後を比較し、平均で2倍以上の増減を認めたnon-coding RNAを抽出し解析した。SALL4遺伝子は、頭頸部癌にお
いてエピジェネティックな制御をおこなう転写因子であることが分かっている。SALL4遺伝子をsiRNAでノックダ
ウンすることにより、減増するlincRNAはそれぞれ3.8%、3.6%であった。予測より多い遺伝子が減増していた。 

研究成果の概要（英文）：This study examined non-coding RNA profiles of head and neck cancer (HNSCC) 
cell lines by Sal-like protein (SALL)4 siRNA transfection evaluated their significance and value as 
a biomarker.SALL4 siRNA transfection was associated with transcriptional inhibition of 3.8% lincRNA 
and was correlated with transcriptionalincrement of 3.6% lincRNA by next-generation sequencing 
analysis.
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１．研究開始当初の背景 
我々の研究グループは、頭頸部癌において
染色体 18 番長腕の LOH の存在が予後に相関
することを 2000 年に報告した。18 番長腕に
おいて 18q23 の LOH の頻度が D18S 70 におい
て高頻度(75％)であった。この D18S70 に位
置しているGALR1遺伝子に着目し研究をすす
め頭頸部癌におけるDNAメチル化解析ならび
に癌抑制機能を調べた。代表研究者は、2002
－2005 年まで、ミシガン大学 TE Carey ラボ
にて、2005 年からは浜松医科大学にて頭頸部
癌における癌抑制遺伝子のDNAメチル化解析
を継続的に行っており、18q23 に位置してい
る他の遺伝子(ADNP2, CBLN2, CYB5, DOK6, 
NFATC1,TSHZ1, SALL3)についてもメチル化解
析を行ってきた。その中で、SALL3 遺伝子に
おいて高頻度に DNA メチル化を認め、予後と
相関することを確認し現在、癌抑制機能解析
を行っている。また平成 23-25 年度の基盤研
究(研究代表者)では、ポリコーム群複合体
(PRC)と呼ばれる、核内でヒストン修飾や DNA
メチル化などのエピジェネティックな転写
制御するタンパク質複合体について研究を
行い、BMI-1(PRC1 の主要構成分子)と、
EZH2(PRC2)の異常高発現を BMI-1 は 29.6％、
EZH2 は 24.1％に認めた。これらの高発現症
例群は予後不良であり(p＜0.05)、GALR1、
SALL3 などの癌抑制遺伝子の DNA メチル化を
高頻度(p＜0.05)に認め、ポリコーム群複合
と DNA メチル化について調べた。 
最近のゲノム解析からの知見で、タンパク
質情報を持たない non-coding RNA が多数発
見されている。20 塩基程度の低分子量のもの
から、 100 kb にも至るような様々な
non-coding RNA が報告されている。その分子
量の違いから推測されるように、機能分子と
しての non-coding RNA は、その生理機能も
多様であることが分かっている。低分子量の
micro-RNA は、細胞内に存在する長さ 20 から
25 塩基ほどの RNA をいい、他の遺伝子の発現
を調節する機能を有しており癌の研究にお
いて最近数多くの報告がある。 
一方、比較的長い配列の長鎖遺伝子間
non-coding RNA(Large intergenic 
non-coding RNA)の分子機能は不明な点が多
かったが、種の多様性を生み出す重要な要素
の一つと考えられ最近注目されている。 
２．研究の目的 
DNA のメチル化を始めとするエピジェネテ
ィックな変化が、RNA 合成、ひいてはタンパ
ク質の発現を抑制することから、癌化機構の
一つとして認識されている。近年、トランス
クリプトーム解析によって同定された遺伝
子間領域から転写される大小さまざまな非
コード RNA(non-coding RNA)群が、ヒストン
修飾酵素複合体と結合し、特異的な標的遺伝
子の発現制御にかかわっていることが明ら
かにされつつある。 
今回我々は、長鎖遺伝子間 non-coding 
RNA(lincRNA)に注目し、頭頸部癌におけるエ

ピジェネティック制御におけるlincRNAの役
割について調べ、エピゲノム異常の知見を蓄
積していきたい。 
３．研究の方法 
 頭頸部扁平上皮癌細胞株 FaDu, UM-SCC-6, 
UM-SCC-6 に自己複製能を有する転写因子で
ある SALL4 遺伝子の siRNA を導入し、mRNA を
抽出し次世代シークエンサー発現解析をお
こなった。それぞれの細胞株の siSALL4 導入
前と導入後を比較し、平均で 2倍以上の増減
を認めた non-coding RNA を抽出し解析した。 
４．研究成果 
（1）SALL 遺伝子は SALL1 から SALL4 がヒト
には存在する転写因子である。頭頸部癌 94
症例の癌部、正常部の mRNA 発現解析では、
SALL1、SALL3 は癌部で有意に発現低下、SALL4
遺伝子蛋白は癌部で有意に発現上昇を認め
た。（図 1）  
図 1 SALL4 遺伝子の免疫染色（舌癌症例） 

 
（2）SALL4mRNA の発現上昇している症例は予
後不良であることを確認した。（図 2） 
 
図 2 SALL4 mRNA 発現による予後解析。 
 

（3）siRNA で SALL4 をノックダウンすると癌
細胞の増殖能低下を認めた。そして、mRNA を
抽出し次世代シークエンサー発現解析をお
こなった。（図３、図４、図５、図６） 
 
図 3. Fadu の散布図。 
SALL4siRNA の導入により減少する遺伝子、
増加する遺伝子は大きな偏りがないことが
分かった。 
 
 



 
図 4.シークエンスした RNA の内訳 
 ｍRNA が 70.9％と大部分を占めた。その次
に、miRNA が 7.1％、lincRNA が 3.3％、snRNA
が 1.4％であった。 
 

 
図 5.減少した RNA の内訳 
 3 細胞株の siSALL4 導入前と導入後を比較
し、平均で 2倍上の増減を認めたものは、増
加 3.2%、減少 6.7%だった。減少した RNA の
内訳は、mRNA 61.7%、miRNA 11.2%、lincRNA 
3.8%、snRNA 3.5%であった。 
 

 

図 6.増加した RNA の内訳 
3 細胞株の siSALL4 導入前と導入後を比較
し、平均で 2 倍上の増加した RNA の内訳は、
mRNA 52.3%、miRNA 15.7%、lincRNA 3.6%、
snRNA 5.9%であった。 
 

 
考察：ALL4 遺伝子は、頭頸部癌においてエピ
ジェネティックな制御をおこなう転写因子
であることが分かっている。SALL4 遺伝子を
siRNA でノックダウンすることにより、減増
するlincRNAはそれぞれ3.8%、3.6%であった。
予測より多い遺伝子が減増しており、SALL4
遺伝子とlincRNAが相互に細胞内で遺伝子の
発現調整を行い、頭頸部癌の発生、進行に関
わっていることが予想された。 
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