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研究成果の概要（和文）：非B非C肝癌患者における血清エクソソーム中のアンチセンスRNA発現異常の解析と新しい治
療法への応用を検討する。本研究の同意を得た非B非C肝癌患者約30名から末梢血を採取して血清の分離を行い、対照群
として肝癌患者と健常人からも同意を得た上で血清を採取している。アンチセンスRNAのマイクロアレイを用いた網羅
的発現解析を行った。差があった個別アンチセンスRNAのリアルタイムPCRおよびISHを用いた発現解析を行っている。

研究成果の概要（英文）：Recent studies have shown that circulating non-coding RNAs are a potential 
biomarker in various types of malignancies. Natural antisense transcripts have important cellular 
functions such as the stabilization and silencing of mRNA. The aim of this study was to investigate the 
feasibility of using serum exosomal natural antisense RNAs as novel serological biomarkers for non-viral 
hepatocellular carcinoma (HCC) in patients. We measured the serum exosomal natural antisense RNAs in 
patients with non-viral HCC(n=30). The expression levels of natural antisense RNA was subjected to 
expression profile analysis of sense and antisense transcripts using a human custom microarray. The 
expression of the natural antisense transcripts found to be clearly separated into different clusters. 
The expression levels are quantified by real-time PCR.
This study suggests that serum exosomal natural antisense RNAs may be used as novel serological 
biomarkers for non-viral HCC.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質をコードしない non-coding 

RNA(ncRNA)が大量に転写されていることが
明らかになってから約 10 年が経過した。
microRNA(miRNA)に代表される ncRNA のなか
の 20〜30 塩基の「小さな RNA」が「RNA サイ
レンシング」と総称される遺伝子発現抑制機
構で癌の発生・進展に非常に重要な役割を果
たしていることがわかってきた。一方ここ数
年、それ以外の長鎖 ncRNA の細胞・生命活動
における重要性が次々と明らかになってい
るが、癌におけるその病的意義に関しては一
部の例を除きほとんど分かっていない。 
肝癌は肝炎治療の進歩によりC型肝炎由来の
肝癌は確実に減少しているが、高齢者肝癌や
非 B非 C型肝癌は発症数、死亡者数が増加傾
向にあり、より早期発見につながる診断法や
効果の高い治療法の開発が急がれる。肝炎ウ
ィルスが原因ではないと思われる非 B非 C肝
癌の多くは大量飲酒や非アルコール性脂肪
性肝炎(NASH)由来と想定され、我が国では過
去 10 年間で倍増している。 
我々はこれまで長鎖 ncRNA の 1種であるアン
チセンス RNA に注目して研究を行ってきた。
ヒト大腸癌・肝癌(C 型)組織に関して、4 万
種類を超えるセンス/アンチセンス RNA の発
現を網羅的に解析し、個別のセンス/アンチ
センス RNA が大腸癌・肝癌（C 型）の発生・
進行に伴って増加又は減少していることを
確認した。ヒト癌組織のアンチセンス RNA の
網羅的発現解析は、我々の報告が世界初であ
る。 

 
癌におけるアンチセンスRNAの発現異常の解
析は、癌の発生・進展のメカニズムの解明に
非常に重要であるだけでなく、新しい治療法
開発に向けてその研究の進展が期待されて
いる。肝癌(C 型)において、癌の分化度によ
ってアンチセンス発現が違うことや血液に
おいて癌切除前後でそれらの発現が大きく
変化することを明らかにした。 
 

 
近年エクソソーム由来分泌型ncRNAはさま

ざまな癌のバイオマーカーとして注目を集
めている。その中心は miRNA であるが肝癌に
おいてはその詳細なメカニズムは未だ不明
であり、アンチセンス RNA が関与している可
能性が考えられる。我々はこれまで培ってき
た解析技術を用いて、血清エクソソーム中に
アンチセンスRNAが存在するか非かに注目し
た。すでに予備的実験で、健常人の末梢血清
に存在するエクソソームを単離し、アンチセ
ンス RNA が存在することを確認した。 
これらの予備実験の結果を踏まえて、本研究
の目的は、非 B非 C肝癌患者における血清エ
クソソーム中のアンチセンス RNA および 
miRNA の発現異常の解析と新しい治療法への
応用を検討することである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
近年長鎖 non-coding RNA(ncRNA)の細胞・

生命活動における重要性が次々と明らかに
なっているが、癌におけるその病的意義に関
しては一部の例を除きほとんどわかってい
ない。我々はこれまで長鎖 ncRNA の 1種であ
るアンチセンスRNAに注目して研究を行って
きた。ヒト癌組織の内在性アンチセンス RNA
の網羅的発現解析は、我々の報告が世界初で
ある。また、近年エクソソーム由来分泌型
ncRNA はさまざまな癌のバイオマーカーとし
て注目を集めている。そこで我々はこれまで
培ってきた解析技術を用いて、非 B非 C肝癌
患者における血清エクソソーム中のアンチ
センス RNAおよび miRNA の発現異常の解析を
行いその機能を解析し、全く新しい非 B 非 C
肝癌の血清バイオマーカーを同定し、さらに
新しい治療法への応用を検討することであ
る。 
本研究の目的が達成することで、血液検査と
いう簡便な検査で過去 10 年間で倍増してい
る非 B非 C肝癌の早期発見が可能になり、世
界的な健康増進に大きく寄与する。将来的に

エクソソーム電顕像 



は肝癌だけでなく各種の癌に関しても本法
を用いた新規の診断法が可能となり、より無
駄のない医療が実現、癌の予後改善と医療費
削減、さらには患者の身体的負担軽減に大き
く貢献できる。 
アンチセンスRNAの機能解析を行うことに

より、これまで機能が解明されていなかった
長鎖ncRNAが生体内でどのような役割を果た
しているかを解明できる。カスタムマイクロ
アレイ等の技術を用いて癌以外の難治性疾
患へのアンチセンスRNAの関与についても今
後さらに研究を発展させていくことが可能
になる。 
 
３．研究の方法 
（1）非 B 非 C 肝癌患者および健常人の末梢

血からのエクソソーム単離と RNA 抽出 
本研究の同意を得た非 B非 C肝癌患者から

末梢血を採取して血清を分離する。血清から
のエクソソーム回収は超遠心法および
ExoMir Plus Kit (Bioo Scientific 社)を使
用して行う。対照群として肝癌患者と同年代
の健常人からも同意を得た上で血清を採取
する。血清中エクソソームから RNA 抽出は、
BiooPure 試薬 (Bioo Scientific 社)および
ISOGEN II (ニッポンジーン社)を使用して行
う。エクソソーム RNA には small RNA が多い
た め 、 バ イ オ ア ナ ラ イ ザ (Agilent 
Technologies 社)により small RNA の存在を
確認する。 
（2）センス/アンチセンスRNAのカスタムマ

イクロアレイを用いたアンチセンスRNA発
現の網羅的解析 
肝癌の発生、進展、再発に関連するエクソ

ソーム中の miRNA およびアンチセンス RNAを
同定するためにカスタムマイクロアレイを
用いた発現の網羅的解析を行う。血清エクソ
ソーム中の RNA は微量であるため、そのまま
ではマイクロアレイ解析を行うことができ
ない。そこで、Ovation Pico WTA System V2 
(NuGEN 社)を使用して血清エクソソーム RNA
を増幅する。増幅された RNA を Genomic DNA 
Enzymatic Labeling Kit (Agilent 
Technologies 社)を使用して Cy3 蛍光色素を
標識した cDNA を合成する。マイクロアレイ
解析は、我々が設計した 22,000 対のセンス/
アンチセンス RNA 検出プローブ(in situ 
hybridization と共通のプローブ領域を使
用)を搭載したカスタムマイクロアレイを用
い、センス/アンチセンス RNA の発現を網羅
的に解析し、肝癌の発生、進展に関連して特
異的に発現が変化する血清エクソソーム中
のセンス/アンチセンス RNA を同定する（非 B
非 C肝癌 50 症例を予定）。 
（3）リアルタイム PCR を用いた個別アンチ

センス RNA の発現解析 
肝癌の発生、進展に伴ってセンス/アンチ

センスRNAの発現に差が見られた個別のセン
ス/アンチセンス RNA の血清エクソソーム中
の発現量をリアルタイム RT-PCR で定量的に

評価・確認する。 

 
（4）個別アンチセンス RNA の組織中での発

現部位の解析(In situ Hybridization) 
 血清エクソソーム中の個別センス/アンチ
センス RNA に関して、手術切除組織を用いて
in situ hybridization(ISH)を行い、組織に
おいて発現が見られるのかを確認し、発現が 
見られる場合発現部位を同定する。 

 
（5）Tumorgraft の血清エクソソーム中の個

別アンチセンス RNA の発現の確認 
手術切除組織をマウス背部に移植した二

次移植マウスの血清エクソソーム中の個別
アンチセンス RNA の発現を確認する。 
（6）低コストで迅速診断が可能な新しい癌

診断用カスタムマイクロアレイの開発 
非 B非 C肝癌患者の癌組織および血清中エ

クソソーム内のRNAの解析で明らかになった
センス/アンチセンス RNA の発現プロファイ
リングから、スクリーニング診断および再発
ハイリスク診断に有用と思われる遺伝子を
20～30 個に厳選し、低コストでのスクリーニ
ング検査を実現する。肝癌の血清マーカーと
して層別化診断が可能になる。 

 
（7）個別のアンチセンス RNA の発現解析お

よび機能抑制による治療への応用の検討 
アンチセンスRNAの肝癌における機能を確

認するために肝癌細胞株(Huh7)を使用し、in 
vitro にて機能の解析を行う。個別のアンチ
センスRNAのシークエンスを行い、センスRNA
とオーバーラップしない領域にsiRNAを設計
し、アンチセンス RNA 機能抑制が肝癌細胞に
与える影響（増殖能、浸潤能）を検討する。
さらに、個別のアンチセンス RNA が抑制する
標的遺伝子を検索し、Western blot、ルシフ
ェラーゼアッセイでアンチセンスRNAと標的
遺伝子との関連を明らかにする。 
（8）Tumorgraft を用いた個体レベルでの個

別アンチセンス RNA の loss-of-function
による治療効果判定 
手術切除組織をマウスの背部に移植した

二次移植マウスに Transit hydrodynamic 
delivery system を用いてターゲットアンチ
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センス RNA に対する siRNA を導入し、個体レ
ベルでの抗腫瘍効果を検討する。 

 
 
４．研究成果 
予備的実験で、健常人の末梢血清に存在する
エクソソームを単離し、アンチセンス RNA が
存在することを確認した。予備実験の結果を
踏まえて、本研究の目的は、非 B非 C肝癌患
者における血清エクソソーム中のアンチセ
ンス RNAおよび miRNA の発現異常の解析と新
しい治療法への応用を検討することである。
現在までに本研究の同意を得た非 B非 C肝癌
患者約 30 名から末梢血を採取して血清の分
離を行っている。血清からのエクソソーム回
収は超遠心法および ExoMir Plus Kit (Bioo 
Scientific 社)を使用して行っている。対照
群として肝癌患者と同年代の健常人からも
同意を得た上で血清を採取している。症例が
目標の 30 例に達したため、センス/アンチセ
ンスRNAのカスタムマイクロアレイを用いた
アンチセンスRNA発現の網羅的解析を行った。 

 
網羅的発現解析により発現に差があった個
別アンチセンス RNAのリアルタイム PCRおよ
び ISH を用いた発現解析を行っている。 

 
 
最終的には低コストで迅速診断が可能な新
しい癌診断カスタムマイクロアレイの開発
を行う。 
本研究の目的が達成することで、血液検査と
いう簡便な検査により過去 10 年間で倍増し
ている非 B非 C肝癌の早期発見が可能になり、

世界的な健康増進に大きく寄与すると考え
ている。 
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