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研究成果の概要（和文）：超保存領域 (transcribed-ultraconserved regions: T-UCRs)コード非翻訳RNAの胃癌、前立
腺癌における解析の結果、癌において発現の変動するいくつかのT-UCRを見いだした。特に、発現亢進を示すUc.416+A
はmiR-153によって制御を受けており、IGFBP6, HOXB5/B6を介して増殖に関わることを明らかにした。さらに、Uc.416+
Aは細胞外に分泌され、癌患者血清ではレベルの高い傾向にあった。Liquid biopsy系への応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：By the analysis of Transcribed ultraconserved region (T-UCR) transcripts, the 
levels of many T-UCRs are found to be altered in cancers. Among those, Uc.416+A,up-regulated in cancer, 
was negatively regulated by miR-153 and participated in cell growth through IGFBP6 and HOXB5/B6. Uc.416+A 
was secreted from cancer cells and high levels were detected in the sera of cancer patients. Application 
to liquid biopsy system is expected.
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１．研究開始当初の背景 
Exsosomeは分泌型miRNAの輸送による新しい
情報伝達機構として注目されおり、微小環境
における癌細胞の適応やパラクリン的な細
胞間相互作用に関して、中心的な役割を担う
可能性が示唆されている。Exosome が内包す
るのは、miRNA のみならず、種々の mRNA や
DNA 断片、機能性タンパク質であり、免疫制
御、薬剤耐性、浸潤・転移、血管新生にも関
わっている。これを標的とした診断・治療戦
略が考えられつつある。一方、ヒトゲノムに
は T-UCR が 500 個程度存在しており、名のと
おりマウス、ラットでも 100％保存されてい
る。T-UCR がコードする ncRNA は、遺伝子あ
るいは ncRNA 自身の発現を制御することが示
されているが、生物学的機能に関しては不明
な点が多い。近年、種々の T-UCR-ncRNA の発
現異常がいくつかの癌で見出され、新しい診
断マ−カーとして注目される。	 
	 しかし、胃癌、前立腺癌はもちろんのこと、
他の癌においても Exosome を介して分泌され
る T-UCR-ncRNA に関する研究は全くなされて
いない。Exosome が様々な生物現象を仲介す
ること、T-UCR-ncRNA ががん抑制的とがん促
進的の 2面性をもつことから、これまで全く
知られていないがんの発生・進展のメカニズ
ムを明らかにする斬新なアイデアであり、画
期的な診断・治療展開が拓ける可能性がある。	 
	 
２．研究の目的 
本研究では、胃癌・前立腺癌におけるエクソ
ソーム内に存在する T-UCR-ncRNA の発現とそ
の機能を明らかにした上で、T-UCR-ncRNA を
標的とした診断・治療への展開を目的とする。
胃癌・前立腺癌において、癌細胞内およびそ
こから分泌される T-UCR-ncRNA の発現を解析
し、特徴的な発現態度を示す T-UCR について
は生物学的機能解析を行なうとともに、シー
クエンスによる変異解析を行なう。同時に
miRNA の発現解析と T-UCR との相関から制御
に関わる miRNA を同定し、転写活性に及ぼす
影響を明らかにする。同定された特徴的な
T-UCR-ncRNA、miRNA については、臨床病理学
的事項との関連、Liquid	 biopsy系への応用、
siRNA 等による治療実験を行なう。これらに
より、胃癌・前立腺癌の発生・進展における
T-UCR-ncRNA の役割が明らかになるとともに、
全く新しい切り口の診断・治療展開が広がる。
当該癌に留まらず、癌の広い領域における分
泌型 T-UCR-ncRNA の理解にも大いに役立ち、
波及効果は大きい。	 
 
３．研究の方法 
胃癌細胞株、前立腺癌細胞株および臨床検体
（胃癌、前立腺癌、非癌部）新鮮凍結組織を
用いる。T-UCR-ncRNA プロファイルを比較し、
胃癌、前立腺癌のそれぞれに特徴的な発現を
示す T-UCR-ncRNA を抽出する。Exosome の抽
出は超遠心法によって行う。Exosome の確認
は、CD9 および CD63 にて行う。回収した

Exosome から total	 RNA を準備し、RNA	 
Integrity	 number が 6.0 以上を使用する。	 
	 特徴的な発現を示す T-UCR-ncRNA について、
分子細胞生物学的な機能解析を行なう。胃
癌・前立腺癌細胞株を対象として、強制発現
系あるいは RNA 干渉系を用い、機能解析とし
ては、anchorage-independent	 growth、細胞
増殖、MTT アッセイ、invasion アッセイ、
migration アッセイを行なう。治療感受性（抗
癌剤および放射線）への影響についても検討
する。	 
	 T-UCR-ncRNA と miRNA の発現相関解析とそ
の制御に関わる miRNA の同定ならびに転写活
性への影響を検討する。miRNA の標的は、
miRBase	 Target	 prediction	 algorithm で検
索する。同定された直接相互作用する可能性
のある T-UCR::miRNA の組合せについては、
癌細胞株における miRNA の強制発現およびノ
ックダウンによって T-UCR-ncRNA の発現への
影響を確認する。さらに、転写活性への影響
は luciferase アッセイで検討する。	 
	 特徴的 T-UCR-ncRNA および miRNA に関して
は、in	 situ	 hybridization で胃癌および前
立腺癌組織における発現と局在を検討する。
組織アレイによって多数の臨床検体におけ
る発現を解析し、癌の臨床病理学的事項や予
後等との関連を検討するとともに、胃癌では
抗癌剤治療、前立腺癌では去勢抵抗性との関
連について検討する。	 
	 以上を総合して、	 T-UCR-ncRNA の発現プロ
ファイルあるいは特定の T-UCR-ncRNA による
悪性度診断、治療効果予測診断の可能性を検
証する。ここでは、組織をサンプルとしたい
わゆる Solid	 biopsy 診断への応用に加えて、
液体サンプル（血清、尿、体腔液、胃癌患者
腹水等）を用いた Liquid	 biopsy への応用を
検討する。	 
	 
４．研究成果	 
１）胃癌・前立腺癌におけるエクソソームの
調整：胃癌細胞株について、超遠心法により
エクソソームを準備した。エクソソームの確
認は、CD63 にて行なった。さらに、エクソソ
ーム膜に存在する tetraspanin	 8 の siRNA ノ
ックダウンによっても確認した。	 
２）特徴的 T-UCR-ncRNA の発現解析と機能解
析：胃癌および前立腺癌における T-UCR の発
現とメチル化による制御、癌に特徴的に発現
亢進を示す T-UCR の同定とその発現制御並び
に下流遺伝子の探索を行なった。代表的
T-UCR の発現を胃癌細胞株・前立腺癌細胞株
およびそれぞれの正常組織とで比較したと
ころ、胃癌・前立腺癌ともに癌で発現低下を
示す T-UCR（Uc.118+A,	 Uc.158+A,	 Uc.241+A,	 
Uc.244+,	 Uc.249+,等）の多いことが分かっ
た。その内、Uc.158+A では転写調節領域が癌
において高頻度にメチル化されており、ルシ
フェラーゼアッセイによってメチル化によ
る転写活性低下が確認された。一方、癌で発
現亢進していた 3種の T-UCR の内、Uc.416+A



 

 

では臨床検体においても癌における発現亢
進が確認された。生物学的機能解析では、
siRNA によるノックダウンにより細胞増殖能
が有意に抑制された。	 
３）胃癌・前立腺癌に特徴的 T-UCR-ncRNA の
microRNA による発現制御：これまでの研究結
果から、特に胃癌で発現亢進し、細胞増殖に
関わることが見いだされた Uc.416+A に注目
して研究を進めた。オンラインデータベース
（UCbase,	 miRbase）検索で、miR-153 と
miR-4641 が相補的配列を有することを見い
だした。miR-153 の強制発現で Uc.416+A の発
現は抑制され、ルシフェラーゼアッセイにお
いて転写活性の抑制が確認された。胃癌臨床
検体においても、U.416+A と miR-153 の発現
は有意な逆相関を示した。前立腺癌細胞株で
も同様の結果が得られた。	 
４）特徴的 T-UCR-ncRNA,	 Uc.416+A の下流標
的遺伝子の探索：下流標的遺伝子の探索のた
め、胃癌細胞株において Uc.416+A を siRNA
でノックダウンし、発現変動を示す遺伝子を
GeneChip で網羅的に検索した。その結果、
IGFBP1,	 IGFBP6 の発現上昇、ADH1C,	 HOXB5,	 
HOXB6 の発現低下が認められ、定量的 RT-PCR
でも確認されたた。臨床検体においては、胃
癌組織での IGFBP6 の発現低下、HOXB5,	 HOXB6
の発現上昇を認めた。	 
５）特徴的 T-UCR-ncRNA,	 Uc.416+A の細胞外
分泌とがん患者血清における検出：特徴的
T-UCR-ncRNA,	 Uc.416+A の細胞外分泌と癌患
者血清における検出：培養上清あるいは血清
から Total	 RNA を抽出、RT-PCR 法にて T-UCR
を検出した。胃癌細胞株 MKN-1、MKN-45、
MKN-74、前立腺癌細胞株 DU145 の培養上清か
ら Uc.416+A の分泌を確認した。血清でも
Uc.416+A の検出は可能であり、前立腺癌患者
で高い傾向にあった。	 
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