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研究成果の概要（和文）：“京”スーパーコンピュータを駆使したシステム生物学と最先端の次世代シーケンス
解析とプロテオミクス解析を用いたがんの分子生物学的研究の融合を通じ、未だほとんど手つかずであった肺が
んの発生・進展に関わるlncRNAの探索・同定とその分子機構の解明を目指してきた。その結果、MYC、TTF-1さら
にはp53といった肺がんの発生・進展に極めて重要な役割を担っている転写因子の制御に関わる、新規lncRNAの
同定とその分子機序の解明につなげることができた。今後は、とくにMLITやTILRを中心に、さらに詳細な分子機
能の解明を進め、肺がんの発生・進展における機能的役割の全貌に迫る予定である。

研究成果の概要（英文）：The involvement of long non-coding RNAs (lncRNAs) in the pathogenesis of 
lung cancers has not been well elucidated, in contrast to great advance in studies on miRNA 
alterations. In this study, we utilized an integrative approach employing systems biology and 
detailed molecular biological analyses, which consequently allowed us to identify novel lncRNAs, 
which forms regulatory network with crucial cancer-related transcription factors including MYC, p53 
and TTF-1. 

研究分野： 分子腫瘍学

キーワード： 癌　システム生物学　ノンコーディングRNA

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
蛋白質に関する情報はヒトゲノムの2%以下に過ぎない一方で、70％を超える領域はRNAに転写されている。ノン
コーティングRNA（ncRNA）の一種であるマイクロRNAに比して、長鎖ncRNA（lncRNA）のがんにおける役割解明は
大きく遅れている。本研究課題の成果は、肺がんの発生・進展に重要な転写因子のMYC, p53, TTF-1の制御に関
わる、新規lncRNAの同定とその分子機能の解明に初めて成功したものであり学術的意義は高い。また、システム
生物学とがん研究を高度に融合した研究アプローチの有用性を端的に示した点でも意義が高い。今後の創薬開発
などへの発展も期待されるなど社会的な意義も高い。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
タンパク質を規定する情報は、ヒトゲノムの僅か 2%にも満たない領域に刻まれている一

方で、70％を超えるゲノム領域は RNA に転写されている。我々はこれまでに、スーパーコン
ピュータを用いたシステム生物学とがん研究の融合によってタンパク質を規定しないノン
コーティング RNA（ncRNA）の一種であるマイクロ RNA のがんにおける役割解明を進めてき
た。その過程において、がんの発生・進展の分子機構をより良く理解するには、マイクロ RNA
に加えて、未だほとんど機能が解明されていない長鎖 ncRNA（lncRNA）を含む、全ゲノム的
な遺伝子制御ネットワークの俯瞰的理解が不可欠であると考えるに至った。 
 
２．研究の目的 
本計画研究課題は、スーパーコンピュータを用いたシステム生物学とがん研究をより高

度に融合し、多様で複雑な分子機序を持つ長鎖 ncRNA (lncRNA) のがんの発生・進展におけ
る役割の全貌に迫ることを目的とした。これまでに肺がんの発生・進展への関与を報告して
きた MYC, p53, TTF-1 等のがん関連転写因子について、“京”による計算リソース面の制
約からの解放のもと、領域長の宮野らが開発した SiGN-BN-NNSR や GIMLET 等のソフトウェ
アを用いて、その発現或いは転写活性の制御に関わる lncRNA の探索を全ゲノム俯瞰的に進
めた。さらに、同定した lncRNA の分子機能の詳細や肺がんの分子病態形成における役割に
ついて、次世代シーケンス解析や最先端のプロテオミクス解析を駆使しつつ解明を目指し
た。 
 
３．研究の方法 
肺がんの生存シグナル維持に必須なリネジ生存がん遺伝子として同定した TTF-1 や、MYC、

p53 等のがん遺伝子、がん抑制遺伝子の発現や転写活性を制御する lncRNA を、肺がん腫瘍
組織や細胞株の網羅的遺伝子発現解析データセットと“京”スーパーコンピュータを用い
たシステム生物学的解析を通じて探索した。さらに、候補 lncRNA について、一般的な分子
細胞生物学的な解析に加えて、lncRNA の機能の多様性に鑑み、合成 RNA を用いて vitro で
プルダウンしてプロテオミクス解析を遂行する lncRNA 結合タンパク質の網羅的な探索や、
lncRNA と結合するゲノム DNA 領域を探索する ChIRP 解析等を用いた検討を進めた。 
 
４．研究成果 
１）肺がん分子病因関連 lncRNA のシステム生物学的な探索・同定 
肺がんの発生・進展に関わるノンコーディング RNA の全ゲノム俯瞰的な探索を、スーパー

コンピュータ“京”に実装した、local 
distance correlation 統計量を基盤とする
GIMLET ソフトウェアを用いて進めた。ヒト肺が
ん腫瘍組織或いは培養細胞株の大規模な遺伝
子発現プロファイルと、Ingenuity Pathway 
Analysis（IPA）の遺伝子セットをもとに MYC の
転写制御活性を反映するMYCモジュールを規定
し、MYC 遺伝子の活性に影響を与える候補
lncRNA を全ゲノム的に網羅的に探索した結果、
最上位候補遺伝子として機能未知の新規
lncRNA を同定し、 MYC-modulating lncRNA 
(MYMLR)と名付けた（図１）。 
 
肺がん細胞株を用いて MYMLR のノックダウンの増殖への影響を検討したところ、MYC のノ

ックダウンと同様に増殖および細胞周期の進行の抑制が観察された。また、MYMLR をノック
ダウンした肺がん細胞株から RNA を回収してマイクロアレイ解析を行い、gene set 
enrichment analysis （GSEA）解析を行ったところ、HALLMARK MYC TARGETS などの MYC 関
連遺伝子セットへの強い影響が検出された。興味深いことに、MYMLR のノックダウンによっ
て MYC の発現が著しく低下したことから、MYMLR は MYC の発現を制御することにより、その
活性の維持に必須の働きをすることが明らかとなった（図２）。 
 
次に、我々が肺がんのリネジ生存がん遺伝

子として報告した TTF-1 遺伝子 (Tanaka H, 
et al., Cancer Res., 2007) の転写活性を
制御する lncRNA、あるいは TTF-1 によって
制御される lncRNA の網羅的探索を進めた。
TTF-1 低発現の肺がん細胞株に、テトラサイ
クリン誘導型 TTF-1 を導入し、TTF-1 のテト
ラサイクリン依存性の発現誘導に応じて変
動する遺伝子群を選択し、TTF-1 の活性を反



映する TTF-1 モジュールとして規定した。GIMLET ソフトウェアを用いて TTF-1 を制御する、
あるいは TTF-1 によって制御される lncRNA の網羅的な探索を行った結果、機能未知の新規
lncRNA を同定した。この新規 lncRNA は TTF-1 による直接の転写活性化によって発現誘導さ
れ、肺がん細胞株の運動能の維持に関わることが明らかとなった。Motility-regulating 
lncRNA induced by TTF-1 (MLIT) と名付け、その分子機能についてさらなる検討を開始し
た。 
このようにして我々は、“京”スーパーコンピュータを用いたシステム生物学的解析を通

じて、数千から２万種以上も存在すると考えられている機能未知の lncRNA の中に、肺がん
の分子病態の形成に重要な転写因子を制御する lncRNA、或いは逆に下流において発現制御
される lncRNA が存在することを明らかとすることに成功した。 
 

２）肺がん分子病因関連 lncRNA の分子細胞生物学的な機能解明 
lncRNA の機能は極めて多様であり、近年ごく一部ではあるが、その作用機序が明らかに

なりつつある。タンパク質と結合して下流の遺伝子発現を制御する HOTAIR などの lncRNA
や、mRNA あるいはマイクロ RNA と結合してその機能や安定性に関わる H19 などの lncRNA が
知られている。本研究課題を通じて肺がんに関わる lncRNA として探索・同定した MYMLR, 
MLIT, TILR について、その分子機能を明らかにするべく、以下の検討を行った。  
ヒト肺がん細胞における MYMLR による MYC の発現制御機構の詳細を解明するために、マ

ススペクトロメトリーを用いて MYMLR 結合タンパク質を網羅的に探索した。その結果、MYMLR
結合タンパク質として PCBP2 を同定した。in vitro における合成 RNA と蛋白を用いた実験
によって MYMLR と PCBP2 の直接結合を、また RNA immunoprecipitation (RIP)法よって細胞
内在性の MYMLR と PCBP2 の結合を明らかにした。肺がん細胞株における PCBP2 のノックダ
ウンは、MYMLR のノックダウンと同様に MYC の発現を抑制した。また、GSEA 解析は PCBP2 の
ノックダウンは、MYMLR 同様に MYC 関連遺伝子セットに有意な影響を及ぼした。 
MYMLR の発現が、肺がん細胞株において１細胞あたり１コピー以下と非常に低発現なこと

や、MYMLR と PCBP2 の両者が MYC 遺伝子の mRNA の新規合成の維持に必要なことを明らかに
した。さらに MYMLR がゲノム上の MYC のエンハンサー領域と結合して MYC の転写を維持し
ている可能性について、以下の如くに検討した。肺がん細胞株をグルタルアルデヒド固定し
た後に、MYMLR に対するビオチン化アンチセンスオリゴを用いて細胞内在性の MYMLR をプル
ダウンする chromatin isolation by RNA purification 法 (ChIRP)による解析を行ったと
ころ、MYMLR が MYC のエンハンサーとプロモーターの双方に結合することを明らかにした。
さらに PCBP2 のノックダウンを行った結果、MYMLR は PCBP2 依存的に MYC のエンハンサーに
結合し、一方で MYC プロモーターへの MYMLR
の結合はPCBP2に依存しないことを明らかに
した。次に、この MYC のエンハンサー領域と
プロモーター領域の近接化について、
Chromatin Conformation Capture 法 (3C ア
ッセイ)を用いて検討し、MYMLR と PCBP2 は
MYC のエンハンサーとプロモーターのループ
構造の形成に必須の働きをすることを明ら
かにした（図３）。 
 
以上、得られた結果を総合すると、システム生物学的に手法を用い、MYC 遺伝子の転写活

性を制御する lncRNA を全ゲノム網羅的に探索して同定した MYMLR は、PCBP2 タンパク質と
結合して協調的にゲノムを屈曲させ、MYC 遺伝子上流のエンハンサー領域をプロモーター領
域に近接させることによって、MYC の転写活性化を維持することを明らかにした（Kajino T 
et al., EMBO J., 2019）。 
また、肺がん細胞において“諸刃の剣”の機能を持つリネッジ生存がん遺伝子であること

を明らかにしてきた TTF-1 の新たな標的 lncRNA、MLIT についても分子機構の検討を進めた。
MLIT がどのようにして細胞の運動能を制御するのか検討するために、MLIT をノックダウン
したのちに RNA を回収し、マイクロアレイ法を用いて MLIT の標的遺伝子の探索を行った。
その結果、興味深いことに、我々がこれまで
に TTF-1 の標的遺伝子であり ROCK1 と結合し
て機能を抑制し、がん細胞の運動能を強く抑
制することを明らかとしてきた MYBPH 
(Hosono Y et al., EMBO J., 2012) の発現
を、MILIT が抑制することを見出した。そこで
MLITによる細胞の運動能の抑制が MYBPHを介
した制御によるものかを MLIT と MYBPH の両
者のノックダウンによって検討したところ、
MLITの発現抑制によって抑制された細胞の運
動能が、MYBPH のノックダウンによってレス
キューされた（図４）。 



 
さらに、分子生物学的な解析から、MLIT のノックダウンは TTF-1 自身の発現にはほとんど

影響を与えなかったことから、MLIT は TTF-1 によって発現誘導を受け、TTF-1 による MYBPH
の転写活性を抑制する modulator lncRNA である可能性が示唆される。つまり、TTF-1 は、
肺がん細胞の運動能を抑制する MYBPH の発現を誘導すると同時に、その MYBPH の発現を抑
制する MLIT の発現も誘導しており、我々がこれまで TTF-1 について示してきた相反する二
面性を持つ転写因子としての特性が、ここにも見出される結果となった。 
上述したような“京”スーパーコンピュータと GIMLET ソフトウェアを用いた検討は、MYMLR

や MLIT という肺がんの発生・進展に重要な役割を持つ MYC や TTF-1 などの転写因子の制御
lncRNA の同定につながったが、本研究課題では他にもとくに lncRNA と miRNA との間の制御
機構に着目した検討も進めた。我々が肺がんにおいてしばしば遺伝子増幅を伴って高発現
することを見出した miR17-92 miRNA クラスター (Hayashita Y et al., Cancer Res., 
2005) に着目し、そのクラスターの中でも肺がんにおいて特に中心的な役割を担う miR-20a
に焦点を当てて検討を加えた。miR-20a の発現が低い三種の肺がん細胞株に miR-20a を導入
して RNA を回収したのちに、マイクロアレイ法を用いて網羅的な遺伝子発現解析を行った
ところ、miR-20a によって顕著に抑制される 14 の lncRNA を同定した。その中でも最も顕著
に miR-20a による制御を受ける新規 lncRNA に着目してノックダウンを行ったところ、興味
深いことに p53 欠損変異細胞株と比較して p53 野生型細胞株において顕著な細胞死が誘導
されることを見出し、後述の分子機序より TP53-inhibiting lncRNA（TILR）と名付けて解
析を進めた。miR-20a と TILR の制御機構を明らかにするために、miR-20a の発現が高い細胞
株に miR-20a のアンチセンスオリゴを導入したところ、TILR の発現が上昇した。TILR は
miR-20a の標的部位を有しており、TILR のプルダウンによって miR-20a が共沈された。した
がって、miR-20a は TILR と直接結合し、その発現を抑制していると考えられた。 
次に、TILR が肺がん細胞の増殖に及ぼす影響につい

て検討した。TILR を p53 野生型の肺がん細胞株におい
てノックダウンすると、p53 の発現が著しく上昇し、
p53 の標的遺伝子である p21 及び MDM2 の発現もまた誘
導された（図５）。この p53標的遺伝子の発現誘導が p53
依存的な転写活性化によるものかを検討するために、
p21 遺伝子のプロモーター領域を用いた luciferase 法
による検討を行った。その結果、TILR のノックダウン
によって p21 のプロモーター活性が著しく上昇し、そ
の活性化は p53 結合領域に依存的であることが明らか
となった。さらに細胞内在性の p53 の Chromatin 
Immunoprecipitation 法 (ChIP) を行ったところ、p53 の p21 プロモーターへの結合が TILR
のノックダウンによって顕著に促進された。また、TILR をノックダウンした肺がん細胞株
より RNA を抽出してマイクロアレイ法による網羅的な遺伝子発現解析を行い、KEGG を用い
たパスウェイ解析を行ったところ、p53 の標的遺伝子群の顕著な誘導が検出された。以上の
結果は、TILR が p53 の発現そのものを抑制することによって、p53 の転写活性を抑制して
いることを示している。 
TILRのノックダウンはp53野生型細胞株において顕著な細胞死を誘導すること、及びTILR

が p53 を誘導して下流標的遺伝子を転写活性化していることから、p53 の誘導が TILR の主
要な機能である可能性について、両者を共にノックダウンして検討した。その結果、TILR の
ノックダウンによって誘導される caspase の活性化と細胞死が、p53 を合わせてノックダウ
ンすることによってレスキューされた。本研究課題で得られた研究成果から、p53 の発現誘
導が、TILR の分子機能における主要な作用点であることが示唆された（図６）。 
 
TILR は p53 タンパク質の発現を抑制する一方で p53 

mRNA の発現にはほとんど影響を与えなかった。そこで次
に TILR による p53 制御機構の分子機序を明らかにする
ために、TILR 結合タンパク質の網羅的な探索を行った。
細胞抽出液に BrU ラベルした TILR を混ぜた後に TILR を
プルダウンし、TILR 結合タンパク質をマススペクトロメ
トリーにて探索した結果、TILR-binding protein 1 
(TBP1)を同定した。In vitro の実験より、TILR は TBP1
と直接結合することを明らかにするとともに、RIP 法に
より細胞内在性の TILR と TBP1 が結合することを見出し
た。次に TBP1 のノックダウンを行ったところ、TBP1 は
TILR 同様に p53 の発現を抑制しており、標的遺伝子の
p21 および MDM2 などの遺伝子発現を抑制していることを明らかにした。大変興味深いこと
に、RIP 法の結果より TBP1 は p53 mRNA とも結合したことから、次に、TILR と TBP1 が p53
の翻訳を制御する可能性について検討した。細胞抽出液を超遠心によるスクロース濃度勾
配によって分画し、翻訳活性の高いポリソーム画分と翻訳活性の低いモノソーム画分に分



画した。各分画より RNA を調整して qRT-PCR を行ったところ、TILR のノックダウンおよび
TBP1 のノックダウンによって翻訳活性が高い画分における p53 mRNA の量が増大すること
を見出した。つまり、TILR と TBP1 による p53 標的遺伝子群の発現抑制に関わる分子機構に
ついて、少なくともその一部は p53 蛋白の翻訳レベルの抑制によることが示唆された。 
本研究課題においては“京”スーパーコンピュータを駆使したシステム生物学と最先端の

次世代シーケンス解析とプロテオミクス解析を用いたがんの分子生物学的研究の融合を通
じ、未だほとんど手つかずであった肺がんの発生・進展に関わる lncRNA の探索・同定とそ
の分子機構の解明を目指してきた。その結果、MYC、TTF-1 さらには p53 といった肺がんに
おいて極めて重要な役割を担っている転写因子の制御に関わる lncRNA の同定とその分子機
序の解明につなげることができた。今後は、とくに MLIT や TILR を中心に、さらに詳細な分
子機能の解明を進め、肺がんの発生・進展における機能的役割の全貌に迫る予定である。 
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