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研究成果の概要（和文）：DNAメチル化修飾は、遺伝子発現制御機構として知られるエピジェネティクス機構の
１つであるが、RNAも同様にメチル化を受けることが知られている。本研究課題ではRNAメチル化関連遺伝子に着
目し、ノックダウンを誘導した結果、腫瘍形成能が抑制されることが明らかとなった。現在、網羅的発現解析に
よりスプライシングパターンの変化する遺伝子群の探索と、腫瘍形成能に関わる遺伝子群の探索を行うと共に、
発がん過程に見られる代謝経路の変化に関わる遺伝子群の同定を行っている。

研究成果の概要（英文）：DNA methylation is one of the epigenetic modifications known as the 
regulator of gene expression, but RNA is also known to be methylated. In this study, we focused on 
RNA methylation related genes and found that the knockdown of RNA methylation related genes 
suppressed the ability of tumor formation in vivo. Currently, we are searching for genes with 
altered splicing patterns and genes related to tumorigenicity by RNA-seq analysis, as well as 
identifying genes related to metabolic pathway observed in oncogenic processes.

研究分野： エピジェネティクス

キーワード： がん　エピトランスクリプトーム

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、スプライシングを標的とした抗がん剤に注目が集まっている。抗がん活性を持つスプライソスタチンAや
ブラジエノライドBが、スプライソソームの構成因子を抑制していることが明らかになるなど、がんの生存にお
いて、スプライシングが重要な役割を占めていることが明らかになりつつある。がん細胞特異的なスプライシン
グ変化とその誘導メカニズムを明らかにすることは、新規の抗がん剤治療標的の探索にもつながると考えられ
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
がんは遺伝子変異の蓄積によって発症する疾患であるが、近年の研究から、遺伝子変異の解析

だけでなく、エピゲノム異常の解析が極めて重要であることが明らかになりつつある。しかし
ながら、mRNA は転写後修飾を介したプロセシング過程において、その配列が変化することが知
られている。既報では mRNA のスプライシングを介した発がんや薬剤耐性機構が示されている。
これらの点は、複雑な生命現象を解析するためにはエピゲノム解析だけでは不十分であること
を示している。特に、mRNA のプロセシング機構の 1つであるスプライシングは、同一の転写産
物から様々なスプライシングバリアントを産生することで、異なる機能を有するタンパク質を
産生することが可能である。これまで、このスプライシングパターンがどのように制御されて
いるか、その詳細なメカニズムは明らかにされていなかった。近年、mRNA のメチル化修飾がス
プライシングパターンの形成に影響を与えることが示された。RNA メチル化(N6 メチルアデニ
ン)は、1974 年に肝がん細胞において初めて報告された RNA 化学修飾の１つである。近年の報
告から、RNA メチル化は mRNA に対する RNA 結合たんぱく質の結合能を変化させることが報告さ
れている。さらに、RNA メチル化酵素 METTL3 のノックダウン実験により、30%程度の RNA メチ
ル化レベルの低下でも、体細胞リプログラミングの抑制や未分化性の破綻など、細胞の機能に
様々な影響を与えることが知られている。がん細胞においても同様で、ヒト肝がん細胞におけ
るMETTL3のノックダウンは、p53の活性化によるアポトーシスを誘導することが知られている。
これは、p53 の不活性化に働く MDM4 のスプライシングパターンを変化させ、p53 結合ドメイン
を欠失した MDM4 を産生することが原因であり、スプライシングパターンのコントロールががん
治療に応用できる可能性を示していると考えられる。 
 
２．研究の目的 
がんにおける RNA メチル化の役割を探索するとともに、スプラシングとの関連性について
検討することで、がんに特徴的なスプラシングパターンを構築するメカニズムを明らかに
する。さらに、RNA メチル化解析から、がん治療に向けた新規標的遺伝子の同定を試みる。
また、ヒトプライム型、及びナイーブ型多能性幹細胞を用いて、発がん過程に見られる代
謝様式の変化に関わる遺伝子群の同定とスプライシングパターンの変化を観察する。 
 
３．研究の方法 
幾つかのがん細胞株（肺がん、乳がん、腎がん、血液腫瘍）に対して、RNA メチル化酵素の機

能阻害を誘導するために、RNA メチル化酵素複合体に関連する因子群に対するノックダウンを
行なった。また、ノックダウンの影響を観察するために、in vitro における細胞増殖試験、ま
た in vivo における腫瘍形成能の検討を行った。また、幾つかのがん細胞種についてはマイク
ロアレイ解析、及び RNA-seq による網羅的発現解析を行い、発現変動遺伝子やスプライシング
パターンの同定を行っている。スプライシングパターンの同定には過去に報告されているツー
ル(rMATS: http://rnaseq-mats.sourceforge.net/, leafcutter: https://github.com/davidak 
nowles/leafcutter)を使用し、比較検討を行った。さらに、がん細胞の代謝経路が変化するメ
カニズムを解析するために、ヒトプライム型多能性幹細胞、及びヒトナイーブ型多能性幹細胞
を用い、RNA-seq による網羅的発現解析を行った。ヒトナイーブ型多能性幹細胞の誘導は、Guo  
et al., Development 2017 に記載されている方法に従い行った。 
 

４．研究成果 
RNA メチル化関連遺伝子のノックダウンを誘導するために、shRNA ベクターを構築した。その結
果、高効率に目的の遺伝子をノックダウン可能なベクターの開発に成功した（図 1）。 
 

図 1. shRNA を用いた標的遺伝子のノック
ダウン効率の検討 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



このノックダウンベクターを用いて、複数種類のがん細胞株でノックダウンを誘導し、RNA メ
チル化阻害を誘導した結果、既報とは異なり in vitro における細胞増殖に影響が認められなか
った。しかし、ノックダウンを誘導したがん細胞株を用いた in vivo での腫瘍形成能の確認に
より、ノックダウン細胞株は腫瘍形成能が著しく抑制されていることが明らかとなった（図 2）。 
 

 
図 2. ノックダウン誘導がん細胞株を用いた腫瘍形成能実験 
破線部は腫瘍を示す。 
 
この腫瘍形成能の変化がどのようにして誘導されているかを検討するために、マイクロアレイ、
及び RNA-seq を行い発現解析により標的遺伝子の絞込みを行っている。RNA-seq の結果から、
RNA 結合たんぱく質、及びがん関連遺伝などに着目し、スプライシングパターンの変化の同定
を行っている。残念ながら、前所属研究室が移転したため所属を変える必要に迫られた、その
ため、今回得られた結果を論文としてまとめることができなかったが、既に腫瘍形成能に大き
な影響を与えることが明らかになっていることから、将来的に機会が得られた際に論文をまと
め投稿する予定である。さらに、がん細胞の代謝に影響を与える因子を同定するために、がん
細胞と同様の代謝様式を示すヒトプライム型多能性幹細胞、さらにプライム型多能性幹細胞か
ら誘導された着床前胚と類似した性質を有するヒトナイーブ型多能性幹細胞の RNA-seq を行い、
発現解析を行っている。興味深いことに、ナイーブ型多能性幹細胞は、正常体細胞と同じくク
エン酸回路を介した代謝経路により ATP 産生を優位に行っていることが知られている（図 3）。 
 

 
図 3. TMRM 染色によるミトコンドリア膜電位の検討 
 
よって、ヒト繊維芽細胞から樹立されたヒトプライム型 iPS 細胞、さらにプライム型 iPS 細胞
から誘導されたヒトナイーブ型 iPS 細胞の発現比較を行うことで、代謝関連遺伝子の発現変化
を詳細に観察することが可能となる。既にナイーブ型多能性幹細胞、プライム型多能性幹細胞
の RNA-seq を行っており、ミトコンドリア関連遺伝子に着目し、現在解析を進めている。また、
マウスでは体細胞から iPS 細胞へのリプログラミング時にスプライシングパターンの変化が重
要であることが明らかとなっている。これを踏まえ、ナイーブ型多能性幹細胞へのリセットに
よるスプライシングパターンの変化を同時に解析している。さらに、ヒトと同じ霊長類である
マーモセットの多能性幹細胞を用いて、ナイーブ化の解析を進め、ヒト多能性幹細胞との比較
を行っている。 
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