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研究成果の概要（和文）：　研究代表者らはこれまでに、がん悪性化機構の1つとして考えられている上皮間葉
転換（EMT）に着目し、エピジェネティクス制御因子であるポリコーム抑制複合体（PRC2）が、上皮系遺伝子の
発現を抑制することで、EMTを誘導すること、さらに、長鎖非コードRNA（lncRNA）の1つであるMEG3が、PRC2が
標的遺伝子座へ近づく際のガイドとして機能することを示した。本研究では、ゲノム上でMEG3と隣接するlncRNA
であるRIAN（MEG8）が、MEG3とは異なる機構でEMTに関わることを示唆する結果を得た。本研究成果は、lncRNA
が関わるがん悪性化機構の理解につながることが期待される。

研究成果の概要（英文）： We have focused on epithelial-mesenchymal transition (EMT) as a mechanism 
of cancer progression and reported that polycomb repressive complex (PRC2), which is one of 
epigenetic regulators, induces EMT by repressing the expression of epithelial genes. Furthermore, 
MEG3 long noncoding RNA contributes to epigenetic regulation of EMT by guiding PRC2 to its target 
gene loci. In this study, we proposed that RIAN (MEG8) long noncoding RNA, which shares the 
DLK1-DIO3 locus with MEG3, is involved in EMT in a different manner from MEG3. These results 
contribute to understanding of long noncoding RNA involved in cancer progression.

研究分野： 分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究は、EMTの制御に関与するlncRNAの探索・同定とその機能解析から、EMTのエピジェネティック調節を司
る新しい機能性分子としてのlncRNAの役割を明らかにする。これは、腫瘍の悪性進展を導くlncRNAの機能を解明
するものであり、この成果を基盤として、lncRNAの新しいがん治療標的としての可能性を開拓できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 がん細胞の悪性化機構の 1 つである EMT（上皮間葉転換；上皮細胞
が上皮性を失い、浸潤、転移しやすい間葉系細胞の性質を獲得すること）
が引き起こされる際に、エピジェネティクス制御がどのようにして行わ
れているかに着目して研究を行っている。研究開始当初、TGFβ（トラ
ンスフォーミング増殖因子β）を添加することにより EMT を引き起こ
す EMT モデル細胞を用いて、以下の事を示唆する結果が得られていた。 
 エピジェネティック制御因子であるポリコーム抑制複合体

（PRC2）、および PRC2 結合タンパク質の 1 つである JARID2 が
上皮系遺伝子の発現を抑制することにより EMT を誘導すること。 

 PRC2-JARID2 複合体が E-カドヘリンなどの上皮系遺伝子座を認
識して結合する際に、lncRNA（長鎖非コード RNA；タンパク質
をコードしない 200 塩基以上に RNA）の 1 つである MEG3 がガ
イドとして機能する可能性があること。 

 ゲノム上で MEG3 と隣接する lncRNA である RIAN（MEG8）も
MEG3 と同様、EMT 誘導時に発現が上昇し、RIAN をノックダウ
ンすると EMT が阻害されることから、EMT に重要な役割を果た
す可能性があること。一方で、RIAN をノックダウンした時の細胞
形態や、上皮・間葉系遺伝子の発現への影響から、RIAN の作用点
は MEG3 と異なっており、EMT における機能は MEG3 とは異な
っている可能性があること。 

 
２．研究の目的 
本研究では、EMT における RIAN（MEG8）の機能を調べ、EMT プ

ロセスにおける上皮・間葉系遺伝子の発現スイッチを司る制御因子とし
て、RIAN の作用機序と、MEG3 との機能分担を明らかにすることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) （定量 PCR 法）RIAN（MEG8）などの lncRNA および、E-カドヘ
リンなどの上皮マーカーの RNA 発現量を、定量 PCR によって検出す
る。 
(2)（ウエスタンブロット法）上皮マーカー、間葉マーカーのタンパク質
発現レベルを、それぞれの抗体を用いたウエスタンブロットにより検出
する。 
(3)（クロマチン免疫沈降（ChIP）法）E-カドヘリンなどの遺伝子座に
おけるヒストンのメチル化レベル、PRC2 や JARID2 のリクルートメン
トレベルを、ChIP アッセイによって確かめる。 
(4)（RNA 免疫沈降（RIP）法）PRC2 や JARID2 に対する RIAN（MEG8）
の相互作用の有無を確かめる。 
(5)（RNA 精製によるクロマチン分離（ChIRP）法）E-カドヘリンなど
の遺伝子座における RIAN（MEG8）のリクルートメントレベルを確か
める。RIAN（MEG8）特異的に結合できるビオチン化したオリゴによ
り RIAN（MEG8）をプルダウンし、一緒に共沈してくるゲノム領域を
定量 PCR により測定する。 
 
４．研究成果 
まず、RIAN（MEG8）が EMT プロセスに関わる可能性があるかどう

かを確かめるために、EMT モデル細胞における発現を調べた。モデル
細胞が TGFによって間葉細胞へ移行する際に、RIAN（MEG8）は顕著
に発現上昇していた（図１）。 
次に、EMT における RIAN（MEG8）の影響を確かめる

ために、モデル細胞の RIAN（MEG8）をノックダウンし、
上皮、間葉マーカーの発現を調べた。コントロール細胞で
は、TGF添加によって、上皮マーカー（E-カドヘリン）
や miR-34a、miR-203（SNAI1、SNAI2 を標的とするマイ
クロ RNA）の発現は抑制され、間葉マーカー（ファイブロ
ネクチン、ビメンチン、SNAI1、SNAI2、ZEB1）の発現
は誘導されるが、RIAN（MEG8）をノックダウンした細 
 

図 1；TGFによって誘導さ

れる EMT において、RIAN

（MEG8）の発現は上昇す

る。Control（TGF添加

前）とそれに、TGFを添

加して間葉転換した細

胞における RIAN（MEG8）

の発現レベルを定量

PCR によって、調べた。 

図 2；RIAN（MEG8）のノックダウン（KD）によ

り EMT の進行が阻害される。Control、そ

れに TGFを添加した細胞（+TGF）、
RIAN （ MEG8 ） ノ ッ ク ダ ウ ン 細 胞

（MEG8 KD）、それに TGFを添加した

細胞（MEG8 KD+TGF）における上皮

マーカー、間葉マーカーの発現レベル。 



胞では上皮マーカーの発現は抑制されず、間
葉マーカーの発現は誘導されなかった（図 2）。
さらに、RIAN（MEG8）を大量発現させると、
TGFを添加しなくても、E-カドヘリンや
miR-34a、miR-203 の発現が抑制されたこと
から、RIAN（MEG8）は上皮マーカーや miR-
34a、miR-203 の発現を抑制することにより
EMT の進行に関わることが示唆された（デー
タ省略）。 
これまでに、miR-200 ファミリーなどの発現

抑制には、PRC2-JARID2 複合体が関わるこ
とが分かっていたので、miR-34a、miR-203 の
遺伝子座における PRC2 リクルートメント、
および PRC2 によって引き起こされる
H3K27 のメチル化レベルを、PRC2 を構成す
る タ ン パ ク 質 で あ る EZH2 、 お よ び
H3K27me3 抗体を用いたChIP法によって調
べた。Control 細胞では、TGF添加によって、
EZH2 を含む PRC2 が miR-34a、miR-203 遺
伝子座へリクルートされ、H3K27 のメチル化
レベルが上昇するが、RIAN（MEG8）を大量
発現させた細胞では、TGFを添加しなくても
PRC2 がリクルートされ、H3K27 のメチル化
レベルが上昇した（図 3）。よって、RIAN
（MEG8）は PRC2-JARID2 複合体を miR-
34a、miR-203 の遺伝子座へリクルートするこ
とに関わることによって、EMT を制御してい
る可能性が示唆された。 
そこで、RIAN（MEG8）が直接 PRC2-

JARID2 複合体と相互作用することによっ
て、複合体のリクルートメントに関わってい
るかどうかを、RIP 法により調べた。JARID2-
FLAG を FLAG 抗体により免疫
沈降すると、RIAN（MEG8）はほ
とんど検出されなかったが、
EZH2 抗体により免疫沈降する
と、RIAN（MEG8）が検出された
の で 、 EZH2 お よ び RIAN
（MEG8）は相互作用することが
示唆された（図 4）。 
最後に、RIAN（MEG8）自体が

miR-34a、miR-203 遺伝子座へリ
クルートされているかを ChIRP
法 に よ り 確 か め た 。 RIAN
（MEG8）は TGFを添加した時、
および RIAN（MEG8）を大量発
現させたときに miR-34a、miR-203 遺伝子座へリクルートされた（図 5）。 
以上より、RIAN（MEG8）は PRC2-JARID2 複合体と共に miR-34a、miR-203 の遺伝子座へ

リクルートされ、それらの遺伝子発現制御に関わることにより、EMT の進行に寄与することが
示された。研究開始当初に発見していた MEG3 は、PRC2-JARID2 複合体と共に E-カドヘリ
ン、miR-200 などの遺伝子座へリクルートされ、それらの遺伝子発現を制御することによって
EMT に関わるが、RIAN（MEG8）は PRC2-JARID2 複合体を MEG3 とは異なる遺伝子座への
リクルートに寄与することによって EMT に関わることが明らかになった。これらの結果を含ん
だ成果を、2018 年 JBC 誌へ報告した。 

図 3；RIAN（MEG8）の大量発現により PRC2 が miR-34a、

miR-203 遺伝子座にリクルートされ、H3K27me3 のレベルが

上 昇 す る 。 Control、それに TGFを添加した細胞

（TGF）、RIAN 大量発現細胞（MEG8）、それに TGF
を添加した細胞（MEG8 plus TGF）における miR-34a、
miR-203 遺伝子座の PRC2 リクルートメントおよび

H3K27 のトリメチル化レベル。 

図 4 ； RIAN（MEG8）は EZH2 と相互

作用する。JARID2-FLAG を大量発

現細胞させた細胞（＋）とさせてい

ない細胞（-）から、マウス IgG（C）、
EZH2（E）、もしくは FLAG（F）抗

体によってEZH2もしくはJARID2
を免疫沈降し、一緒に沈殿してくる

MEG8 を定量 PCR によって検出。 

図 5 ； RIAN（MEG8）は miR-34a、miR-203 遺伝子座へ TGFβ依存的にリク

ルートされる。Control、それに TGFを添加した細胞（TGF）、RIAN 大

量発現細胞（MEG8）、それに TGFを添加した細胞（MEG8 plus TGF）
における miR-34a、miR-203 遺伝子座の RIAN（MEG8）リクルートメ

ントレベル。 
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