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研究成果の概要（和文）：我々は、11種類の消化管腫瘍の細胞株のRHOAの遺伝子型を確認した。RHOAノックダウ
ンによる増殖抑制はRHOA野生株・変異株ともにみられ、逆もまた然りであった。しかし、トランスクリプトーム
解析により、RHOA変異株のRHOAノックダウンでは、lnc-DERA-1が共通して発現低下することを発見した。さらに
RHOAノックダウンで増殖抑制を示した細胞株では、小分子代謝と酸化還元に関与する遺伝子群が共通して発現低
下することを発見した。本研究によって、RHOAノックダウンは、代謝の必須分子の発現低下からの代謝性ストレ
スを引き起こし、細胞増殖の抑制を誘導することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We determined genotypes of RHOA in 11 gastrointestinal cancer cell lines. 
Attenuated proliferation was observed both in RHOA knockdown cells with RHOA mutation and in those 
without RHOA mutation, and vice versa. However, through transcriptome analyses, we revealed that 
downregulation of lnc-DERA-1 was common after the RHOA knockdown in the RHOA-mutated cell lines. We 
also found that the genes associated with metabolism of small molecules and oxidation-reduction 
process were commonly downregulated in cells whose proliferation was attenuated by the knockdown of 
RHOA. These results suggest that knockdown of RHOA may induce metabolic stress by downregulating the
 essential cellular metabolic molecules and attenuation of cellular proliferation.

研究分野： 消化器外科学

キーワード： RHOA　消化管腫瘍　増殖抑制　3次元スフェロイド培養　RNA干渉
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、RHOA・変異RHOAの機能が消化管腫瘍のtumorigenicityに与える影響が明らかとなり、治療標的
の候補となり得る経路・下流遺伝子の情報を網羅的な解析の中より得ることができた。このことは、今後消化管
腫瘍のRHOA機能に関連する分子標的治療のstrategyを決定する上で不可欠と考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
胃癌は本邦における臓器別癌罹患数で第 1 位、死亡数で第 2 位（最新がん統計、国立がん研究

センター）であり、依然として個々の患者の予後及び国民保健上大きな問題となっていた。特に、

diffuse type の胃癌は浸潤傾向が強く、また、腹膜播種を形成する事が多く、予後不良であった。

2010 年には切除不能の HER2 陽性胃癌に対する化学療法において Trastuzumab の上乗せ効果が

示されたものの、diffuse type の胃癌での HER2 陽性率は低く、Trastuzumab 投与の適応となるこ

とは稀であった。近年の癌に対する分子標的治療法の開発には目覚ましいものがあるが、胃癌に

ついてはわずかに前述した HER2 の例があるものの、他には無く、有効な分子標的の同定と治療

薬開発が切望されていた。 

2014 年に胃癌の全ゲノム解析より、diffuse type の胃癌に特異的な遺伝子変異として RHOA 変

異が同定された。RHOA は Ras スーパーファミリーに属する 191 個のアミノ酸からなる small 

GTPase 蛋白 RHOA をコードする遺伝子である。RHOA は GTP と結合して活性化し、①actin 

organization ②cell migration ③cytokinesis ④cell cycle に関与する事が報告されていた。胃癌で見

出された変異 RHOA の機能については loss-of-function とする報告、gain-of-function とする報告

の何れもあり、不明であった。RHOA 変異は N 末側に多く、特に、codon 5、17、42 のミスセン

ス変異が多く hotspots とされていた。 

これら hotspot mutation は gain-of-function であることが示唆されているもののその詳細は

明らかになっていなかった。17、42 番目の codon の変異を持つ細胞では変異 RHOA をノッ

クダウンすることにより細胞増殖の抑制が起こる事が示されているが、その機構は不明で

あった。RHOA が細胞骨格のリモデリング、運動に関与する分子である事からこれら変異

RHOAが浸潤、転移において重要な働きを担っていると仮定されていたが、それについても

gain-of-function か loss-of-function か明らかにはされていなかった。さらには、変異 RHOAを

標的とする事が実際に癌の生存、増殖、浸潤、転移に対し有効な治療法となるか否かについ

ても具体的には示されていなかった。 

よって、変異 RHOA による表現型の変化とその分子機構を明確にし、RHOA が治療標的

として有効か否かを解析することは、今後具体的に RHOA 変異の胃癌に関連する分子標的

治療の strategy を決定する上で不可欠と考えられた。 
 
２．研究の目的 
変異 RHOA が胃癌細胞生存、増殖、浸潤、転移に果たす役割とその分子機構を解明し、RHOA

が胃癌において分子標的として有効か否かを検証する事を目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) 胃癌を含む消化管腫瘍由来の細胞株 (GCIY, HGC-27, KATO III, MKN1, MKN45, AGS, SNU16, 
SNU719, OE19, CCK-81, and SW948) の DNA を回収し、RHOA の変異を Sanger 法で確認した。 
(2) 上記細胞株の内在性 RHOA の発現を Western blotting 法で調べた。 
(3) RHOA 変異株と RHOA 野生株を 3 次元スフェロイド培養し、siRNA にて、RHOA mRNA をノック
ダウンし、Western blotting で RHOA 発現の変化を確認した。 
(4) 変異 RHOA ノックダウン細胞について 96 well low attatchment plate を用いて 3次元スフ
ェロイド培養を行い、増殖抑制を ATP 測定により定量化した。 
(5) RHOA 変異細胞株 (OE19, SW948, AGS)、RHOA 野生細胞株 (HGC-27) の RHOA ノックダウン細
胞と非ノックダウン細胞の RNA を抽出し、マイクロアレイによる網羅的蛋白発現解析を行った。 
(6) RHOA 変異を compound mutations として持つ細胞株 (CCK-81) に対しては、その機能的意義
についての考察のために、trans-compound heterozygous であるか cis-compound heterozygous
であるかを確認する必要があったため、mutant specific primers を作成し、Sanger 法にて確認
した。 
(7) RHOA・変異 RHOA の機能が消化管腫瘍の tumorigenicity に与える影響を知るために、各種細
胞株の RHOA の Genotype、3 次元スフェロイド培養における表現型の変化、RHOA ノックダウン細
胞のマイクロアレイによる網羅的蛋白発現解析の結果を照らし合わせ、RHOA 変異株に対する



RHOA ノックダウンで共通して発現変化した遺伝子群・その ontology の解析、さらに RHOA ノッ
クダウンで増殖抑制を示した細胞株で共通して発現変化した遺伝子群・その ontology の解析を
行った。 
 
４．研究成果 
(1) 胃癌を含む消化管腫瘍由来の細胞株 (GCIY、HGC-27、KATO III、MKN1、MKN45、AGS、SNU16、
SNU719、OE19、CCK-81、SW948) の RHOA を Sanger 法で調べ、CCK-81 に p.R5Q と p.Y42C、SNU16
に p.R5W と p.F39L、SW948 に p.G17E、OE19 に p.Y42S、SNU719 に p.A61V、AGS に p.E64del を確
認した。これらの変異は Catalogue of Somatic Mutations in Cancer database、過去文献の報
告に合致するものであった。また、CCK-81 の p.R5Q と p.Y42C はトランス型であることを明らか
にした。 
(2) 細胞株の内在性 RHOA の発現を Western blotting 法で調べたところ、発現の程度と変異の
有無との明らかな関係を認めなかったが、いずれの細胞株も RHOA を発現しており、その機能が
これら癌細胞株の恒常性に影響・関与している可能性が示唆された。 
(3) RHOA 変異株と RHOA 野生株のうち計 9種類の接着細胞（AGS、CCK-81、GCIY、HGC-27、MKN1、
MKN45、OE19、SNU719、SW948）を 3次元スフェロイド培養し、2種の siRNA にて、RHOA mRNA を
ノックダウンし、Western blotting で RHOA 発現の変化を確認したところ、有効なノックダウン
が得られた。 
(4) そこで、RHOA ノックダウン細胞について 96 well low attatchment plate を用いて 3次元
スフェロイド培養を行ったところ、増殖抑制を呈する細胞（GCIY、MKN1、OE19、SW948）と、呈
さない細胞（HGC-27、SNU719、CCK-81）があることを明らかにした。また、AGS では 2種の siRNA
のうち一方で増殖抑制が起こるという結果を得た。 
(5) 上記の表現型変化をふまえ、RHOA ノックダウンに伴う細胞の変化を網羅的に把握するため
に、マイクロアレイを行い、RHOA 変異細胞株 (OE19, SW948, AGS)、RHOA 野生細胞株 (HGC-27) 
の RHOA ノックダウンに伴う網羅的な蛋白発現変化の解析を行ったところ、増殖抑制を呈した細
胞に共通して、metabolism of small molecules、oxidation-reduction process に関連する遺
伝子の発現低下が起きていることを発見した。また、RHOA 変異株に共通して、RHOA ノックダウ
ン後 lnc-DERA-1 が発現低下することを発見した。 
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