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研究成果の概要（和文）：挿入変異によって発がんモデルマウスに発症した腫瘍から、挿入エレメントを手掛か
りに新しいがん関連遺伝子群の探索を進めた。その結果、ヒストンの翻訳後修飾やRNAのメチル化修飾を担う酵
素、長鎖非コードRNAなどをコードする遺伝子を多数同定できた。さらに、こうしたエピジェネティック制御因
子が、がん細胞の増殖だけでなく、がん悪性進展の様々な局面（細胞浸潤、転移、上皮間葉転換、薬剤耐性、幹
細胞性維持など）において重要な役割を果たすことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Retroviral insertional mutagenesis in mice is one of the powerful strategies
 for high-throughput identification of novel cancer genes. Using this system, we have identified 
many genes encoding epigenetic regulators such as histone modifying enzymes, RNA methyl-modifying 
enzymes and long noncoding RNAs. We discovered that these epigenetic regulators are involved not 
only in the tumor initiation but also in the tumor progression such as cell invasion, metastasis, 
epithelial mesenchymal transition, drug resistance and maintenance of stem cell properties. Based on
 the functional characterization of these factors, we aim to develop novel molecular targeted 
therapeutic strategies, which should be applied to clinical studies. 

研究分野：分子生物学

キーワード： がん遺伝子　エピジェネティクス　挿入変異　非コードRNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がんの転移や薬剤耐性に代表される「がんの悪性進展」を制御することは, がんの克服にとって重要な課題であ
る。本研究は、悪性進展を誘導するがん細胞の特性（幹細胞的特性、シグナル伝達異常、エピジェネティック制
御など）を分子レベルで解明することを目的とする。こうした機能解析を基盤として、悪性進展を阻止するため
の鍵となる分子標的を同定して、臨床応用を視野に入れた新しい分子標的治療戦略を構築することを目指す。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
 高次生命現象や疾患発症の分子メカニズムを理解するためには、それらに関与する遺伝子ネ
ットワークを効率よく同定できる研究手法が必要である。ウイルスやトランスポゾンなどのモ
バイルエレメントを用いたゲノム挿入変異は、そのために大変有益な手法のひとつである。マウ
スレトロウイルス感染による血液腫瘍の発症には、ウイルスのゲノムへの挿入が引き起こす遺
伝子の変異や発現変化が深く関係するため、ウイルス挿入部位を特定すれば原因遺伝子の候補
が同定可能となる。これまでに私たちは、ウイルス感染発がんモデルマウスにおいて、ウイルス
挿入部位の大規模同定によるがん関連遺伝子の網羅的解析を最初に報告し《文献：Suzuki T et 
al. Nature Genetics, 32, 164-74, 2002.》、ゲノムワイドに分布する 3,000箇所以上の挿入部位か
ら構成されるがん関連遺伝子のデータベースを作成し公開してきた《文献：Akagi K, Suzuki T 
et al. Nucleic Acids Res. 32, D523-7, 2004.》。さらに、分裂組換えを頻発するブルーム症候群モ
デルマウス（Blm遺伝子変異マウス）を用いて、ウイルス挿入変異を行うことによって、両アリ
ルへの変異導入効率を高めて、劣性表現系を示す疾患原因遺伝子を優先的に単離する独自の実
験系を構築し、従来の挿入変異法の問題点を克服してきた《文献：Suzuki T et al. EMBO Journal, 
25, 3411-21,2006.》。 
 こうした解析から、高頻度に単離される候補因子として、エピジェネティック制御に関わる因
子（ヒストンの翻訳後修飾を制御する酵素、microRNA、長鎖非コード RNA（lncRNA）など）
を同定した。特に、長鎖非コード RNA（lncRNA：タンパク質をコードしない長さ 200 塩基以
上の RNA）は、様々な疾患で発現異常が検出され、疾患との関係性が注目されている。しかし、
その機能はまだ不明な点が多い。microRNA の発現を調節する miRNA スポンジとしての役割
（競合的内在性 RNA : ceRNA）は詳細に解析されているものの、それ以外の Signal, Decoy, 
Guideなどとしての機能に関する具体的な報告は比較的少ない。lncRNAと物理的に相互作用し
て機能するエフェクター分子（主としてタンパク質）を同定することが技術的に容易でないため、
lncRNAの重要な機能の解明に十分にアプローチできていない現状である。申請者らは、モバイ
ルエレメント挿入変異による疾患関連遺伝子の網羅的解析を進める過程で、単一細胞への複数
の挿入変異を解析することによって、疾患発症に協調的に作用する遺伝子の組み合わせを同定
する方法（インタラクティブ挿入変異解析）を見いだした。この解析方法を利用すれば、疾患関
連 lncRNA と機能的に相互作用するエフェクター分子の候補を同定することができる。こうし
た相互作用を基盤として、疾患発症における lncRNA の新しい作用メカニズムを明らかにでき
ると考えた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、ゲノムワイドな挿入変異解析を利用して、腫瘍関連 lncRNA を含むエピジェネテ
ィック制御因子群を同定し、それらの相互作用に注目して、腫瘍の発症・悪性進展過程における
エピジェネティック制御因子の新しい役割と作用機構を明らかにすることを目指している。特
に、腫瘍の悪性進展の様々なステップ（上皮間葉転換 EMT、浸潤・転移、薬剤耐性獲得、幹細
胞性維持、低酸素応答など）を司る遺伝子発現プログラムの制御には、特定の lncRNAとエピジ
ェネティック制御因子の相互作用が関与するという複数の予備的結果を既に得ている。lncRNA
を含むエピジェネティック因子による制御の新しい局面を解析し、悪性進展の分子メカニズム
を理解することは、それらを標的として“正常状態に戻す”という革新的な治療戦略の開発にも
貢献できると考える。 
 
３．研究の方法 
 
（１）挿入変異を利用した疾患関連遺伝子の単離 
 モバイルエレメント導入発がんモデルマウスに発症した腫瘍を採取する。腫瘍のゲノム DNA
を鋳型に Inverse PCRを行い、エレメント挿入部位を含むゲノム断片を増幅する。この塩基配
列を決定し、ゲノム上に挿入変異部位をマップして、疾患に関連する新規候補遺伝子の探索を行
う。複数の腫瘍由来のコモンサイト（共通挿入部位）の遺伝子が、腫瘍の発症及び悪性進展に重
要であると判断されるため、これらを解析の対象とする。本スクリーニングでは、主に gain of 
functionのがん遺伝子の候補が単離される。一方で頻度は比較的多くないものの、遺伝子の翻訳
領域の内部に挿入をもち、対立遺伝子の両方で変異が確認されたものが、がん抑制遺伝子の候補
となる。 
 
（２）候補遺伝子の機能解析（全般） 
 単離された候補遺伝子の発現を恒常的に発現する cDNA 発現レトロウイルスや、ノックダウ
ンできる shRNA発現ウイルスを構築する。作製したウイルスを培養細胞に感染させて、細胞増



殖、細胞周期制御、アポトーシスなどにおける機能を解析する。また、感染細胞の mutator 表
現型や UV・放射線に対する感受性や抵抗性を調べる実験も実施する。さらに、がんの悪性化の
重要なステップである細胞の運動能、浸潤能、上皮間葉転換（EMT）、薬剤耐性、スフィア形成
能についてもそれぞれ解析する。また、候補遺伝子の発現変化が、トランスクリプトーム全体に
及ぼす影響をマイクロアレイ法や RNA-seq法で調べることを検討する。候補遺伝子がタンパク
質をコードする遺伝子の場合には、FLAG および His タグを融合した候補遺伝子産物を発現す
る細胞株を樹立し、その細胞抽出液から、抗タグ抗体を用いて遺伝子産物を含む複合体を精製す
る。複合体の構成要素を質量分析で解析して、相互作用する分子を同定し、候補遺伝子の生物学
的な役割の解析に活用する。 
 
４．研究成果 
 
がん細胞の浸潤、上皮間葉転換（EMT）、薬剤耐性、低酸素応答、幹細胞性の維持などは、がん
の悪性化や難治性の本態であり、これらを理解し制御するがんの治療法の開発は極めて重要で
ある。挿入変異の標的として同定したエピジェネティック制御因子（ヒストンの翻訳後修飾を制
御する酵素、RNAのメチル化修飾を制御する酵素、マイクロRNA、長鎖非コードRNA（lncRNA）
など）について、さまざまながん細胞株を用いて解析を行った結果、次のような新しい知見が得
られた。 
 
１． がん細胞の上皮間葉転換 EMTにおける RNAメチル化酵素METTL3の役割 
RNAの A塩基のメチル化修飾であるm6A修飾は、RNAの安定性や翻訳効率に影響を与え、個
体発生、細胞分化、エネルギー代謝など多くの生命現象に関与する新しいカテゴリーのエピジェ
ネティック制御、すなわちエピトランスクリプトーム制御の本体である。私たちは、肺がん細胞
の EMT 進行過程において、m6A 修飾を担う METTL3 酵素が重要な役割を果たすことを発見
した。TGF-beta処理で誘導される EMTの過程で、RNAのm6A修飾とMETTL3の発現は有
意に増加する。METTL3の発現をノックダウンすると、TGF-betaによる EMTの進行や細胞の
運動性の上昇がほぼ完全にブロックされ、これは EMT進行に必要な遺伝子発現プログラムが阻
害されることが原因と示唆された。そこで、METTL3 酵素によって m6A 修飾を受ける標的遺
伝子候補のうち、EMT 誘導遺伝子発現プログラムに関わる転写制御因子を重点的に探索した。
これまでに、JUNB転写制御因子がその最重要候補のひとつであることを見いだした。METTL3
酵素による JUNBのm6A修飾は、JUNB mRNAの安定化を引き起こし、EMTにおける JUNB
転写制御因子の機能を保証することがわかった。すなわち、がん悪性進展のエピジェネティック
制御においてメッセンジャーRNAの化学修飾は重要な役割を担っており、その機能解明は新し
いアプローチによるがん治療戦略の開発に貢献できると期待される。 
 
２． 肺がん細胞の EGFR-TKI耐性獲得に関与するエピジェネティック制御因子 
EGFR変異を持つ非小細胞肺がんのうち、シグナル因子 AXL低発現のがん細胞は、高発現のも
のに比べてオシメルチニブ（EGFR-TKI）に対する感受性が一般的に高いが、それでもやはり薬
剤耐性細胞が出現することが問題となっている。この耐性獲得の分子メカニズムを解析した。ま
ず、薬剤耐性の獲得には、オシメルチニブによるインシュリン様増殖因子受容体 IGF-1Rの発現
上昇と活性化が関与することを見いだした。次に、IGF-1R遺伝子発現調節領域のエピジェネテ
ィック解析によって、オシメルチニブによる IGF-1Rの発現上昇を誘導するのは、オープンクロ
マチン構造形成を担うエピジェネティック制御因子として知られる FOXA1 パイオニア転写因
子であることを発見した。FOXA1転写因子をノックダウンすると、オシメルチニブ耐性細胞の
出現を著しく抑制することができた。現在、薬剤耐性克服のための有望な治療標的として
FOXA1 に注目し、FOXA1 の発現や転写制御因子としての機能を阻害することのできる低分子
化合物の探索を開始している。 
 
３． がん細胞の EMTにおけるヒストンユビキチン化酵素複合体 PRC1の役割 
TGF-beta 誘導 EMT の進行において、ヒストンメチル化（ヒストン H3 の 27 番目のリジン残
基のメチル化修飾：H3K27me）酵素複合体 PRC2の必須の役割をこれまでに明らかにしてきた。
それに引き続き、PRC2 複合体と協調して作用しうる PRC1 ヒストンユビキチン化
（H2AK119Ub）酵素複合体の関与を調べた。CRISPR/Cas9スクリーニングによって、 PRC1
関連因子 23 種類の中から、発現抑制が EMT に最も影響を与える因子 KDM2B を同定した。
KDM2B は、一部の上皮系遺伝子（CDH1, miR200a, CGN など）の発現抑制制御を介して、
EMT進行や細胞運動性上昇に関与することが示された。変異体解析から、KDM2Bの DNA認
識活性が PRC1によるヒストンユビキチン化と、それに続く PRC2によるヒストンメチル化、
その結果としての上皮系遺伝子の特異的発現抑制に必要であることがわかった。すなわち、EMT
誘導遺伝子発現プログラムのエピジェネティック制御において、KDM2Bによる特異的 DNA部
位の認識とヒストンユビキチン化修飾が先導的な役割を担うことが明らかになった。 
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