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研究成果の概要（和文）：ヒト肺がん組織内のm6Aの測定をおこなったところ、腫瘍部でm6Aが有意に多く観察さ
れ、さらに、予後と比較をするとm6A/Aの比が高い肺がんは予後が悪かった。生物学的原因探索のため基礎data
として肺がん細胞株でm6Aの修飾酵素METTL14, METTL3, WTAP, FTO, ALKBH5, YTHDF1, YTHDF2の発現を調べた。
不死化気管支上皮で発現無く、肺がんで高発現するWTAPのsiRNAによる発育抑制効果・m6A/Aの減少を確認した。
逆にWTAP過剰発現ではgrowthの亢進がみられた。最後に641例の自験例を用いてWTAPの肺がん組織での発現とそ
の予後との相関を見いだした。

研究成果の概要（英文）：m6A measurement in human cancer tissue revealed m6A is relatively abundant 
in tumor portion of the lung and high m6A/A was related to the worse prognosis of the lung cancer. 
To elucidate the biological basis of this observation, modifying enzymes  METTL14, METTL3, WTAP, 
FTO, ALKBH5, YTHDF1, YTHDF2 expression were investigated in 8 lung cancer cell lines and 
immortalized bronchial epithelium. Among them, WTAP, which is not expressed in immortalized 
bronchial epithelium and over expressed in lung cancer cell lines was investigated on its effect of 
siRNA and enforced overexpresssion. SiRNA experiment showed growth inhibition and decrease of m6A/A 
whereas over expression induced growth promotion. Immunoprecipitation analysis confirm its 
modification on EGFR 3UTR mA. Finally using our clinical cohort of 642 lung cancer cases, expression
 of WTAP in human lung cancer tissues are related to the prognosis including performance status and 
overall survival.

研究分野：分子病理学

キーワード： RNA修飾　肺がん
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１．研究開始当初の背景 
ヒトゲノム計画が終了して、すでに十数年た
ち、ヒト腫瘍におこる DNA の変化というのは
広汎、大規模、また国際的共同研究によって
膨大な情報が蓄積されている。話題になりや
すいのは、点突然変異で、その mutation 
signature によりヒト腫瘍の発癌過程も含め
た分類が Sanger から提案されており、よく
知られる様にもなった。いっぽう、copy 
number の変化や DNA の修飾などについても、
多くの情報が得られている。メチル化の
landscape は一部の腫瘍の分類や治療戦略と
いった系統的な分類の基盤になりうるが、実
用段階になっているものは少ない。copy 
number についても。ゲノムベースの個別化医
療に現場で役立っている HER2 増幅以外では
それを治療の標的にしている薬剤はまだわ
ずかで、かつ研究段階である。fusion を起こ
すような変化つまりrearrangementが診断面
でも治療面でも実施の症例の中での個々の
頻度が低いながら多くの研臨床研究がされ、
実際の薬剤が使われつつあるのとは対照的
である。 
ヒトの核酸の塩基は、種々の修飾をうけてい
ることが近年分かってきた。上述のようにシ
トシン塩基のメチル化をはじめとするDNA修
飾は、大変広汎な promoter のメチル化とい
った研究が展開され、ゲノムワイドにも多く
の情報がある。いっぽう、メチル化が酸化を
うけた状態である hydroxy methylation や、
さらにそれが進んだ carboxyl 化、formyl 化
などといった修飾がある。これらの修飾塩基
の実際のヒト組織内での検討はあるが、まだ、
比較的少ない。 
もうひとつの DNA 変化として、いままで、ヒ
ト組織の中での状態があまりわからなかっ
たと言わざるをえないのが、DNA 付加体であ
る。多くの環境変異原や酸化的 DNA 障害のひ
とつとしての DNA の塩基修飾は、主に動物を
用いた発癌実験の分野で研究がすすみ、その
化学的性質、実験的生成機構が知られる様に
なっていた。この修飾塩基は、発癌物質によ
っても異なるし、同じ発癌物質が異なる DNA
付加体を生じせしめたり、異なった化学物質
で同様の塩基修飾が起こったりする。近年、
主に測定法の進歩もあって、このような多数
の DNA 付加体を網羅的に検出・解析しようと
いう試みが DNA adductomics が行われつつあ
る。つまり、４種（あるいは RNA の場合をい
れると 5種）の塩基で、種々の生命現象を説
明できた状況は過去ものとなっている。 
一方 RNAのほうにも各種の塩基修飾が知られ
る様になり、その生物学的意義やそれに関わ
る酵素群などが分かってきた。methyl 化
cytosine, pseudouridine, N6-methyl 
adenosineについてはそのmRNA上でのよくみ
られる部位(enriched position)なども提唱
されている。 m6A に 対する抗体で、
immunopreipitation(metagene analysis of 
methylated RNA immuno-precipitation) を

すると、 m6A は mRNA transcript の特定の
領域に、全体（あくまでも仮想的な mRNA が
あったとして）としては 3’ UTRの stop codon
のそばにあることが多いというような主張
がされている。さらに、これらの修飾には
writer, eraser, reader というように呼び慣
わされている修飾酵素が知られている。Base 
excision repair などの系でも時折話題にな
るようなものと同じ群の酵素も含まれてお
り、核酸修飾の付加と除去とのダイナミクス
にかかわる修復酵素群の特性が研究されつ
つある。このように、分子生物学的動態が、
この研究領域の中心課題であるが、やはり、
ヒト腫瘍など、ヒト組織のなかで、多少とも
意義のある役割をしているのかという視点
での研究は少なく、また、一般にこの分野の
研究者のヒト組織への access も popular で
はない。介在する不確定要因の多さを考える
と、研究開始当初から、ヒト組織内の核酸の
修飾の実態は、現在の暗黒大陸という認識で
臨んできたが、いまだに、測定法や標準品な
どの課題も多い分野である。本研究の 2年間
では、まず、ヒト組織のなかで、RNA 修飾自
体が認識できるのかという基本的な問題か
らアプローチを試みた。 
 
２．研究の目的 
前述のように、RNA の修飾として、現在手が
かりになりやすいのは mRNA のなかにある、
adenine の 6 位 N のメチル化であり、
N6-methyladenosine, m6Aと書くことにする。 
ヒト腫瘍とその周辺部の組織からのRNA中に
m6A が存在しているか、その検出方法はどう
すればよいか、また、臨床的意義があるのか、
あるとしたらどのような機構があるのかに
ついて、主に手術でとられた肺腫瘍、 
特に non-small cell lung cancer を対象と
してm6Aなどの修飾酵素などとともに実態を
明らかにすることを目的とする。 
特に、修飾酵素のうち、肺の非腫瘍不死化上
皮で発現がなく、いくつかの腫瘍細胞株で発
現のみられる WTAP に着目して、その動態や
臨床的意義を解析することにした。 
３．研究の方法 
手術でとられた肺がんの切除検体について、
日本病理学会のゲノム研究用病理検体取り
扱い規定したがい、腫瘍部と非腫瘍部を液体
窒素で急速凍結する。これらから Total RNA
および polyA column で mRNA を抽出する。
nuclease P 処理(WAKO)後 m6A および Aは標準
品を流しながら LC-MSMS で定量する。 
RNA および mRNA は RIN 値をだして、その質を
担保する。m6A/A を指標に各臨床所見との関
連を見る。臨床所見としては年齢、性、喫煙
歴、組織型、病理学的ステージ、変異 EGFR
の発現である。 
細胞株は、気管支上皮不死化細胞 BEAS2B, 
肺がん細胞株として、H1299, H460, A549 (以
上 3つは large cell type), ABC1, H358, PC3, 
PC)9, ACC-LC176 (以上は腺がん株)を用いる。 



m6A 修飾酵素として、METLL14, METTL3, WTAP 
(以上 writer), FTO, ALKBH5 (以上 eraser), 
YTHDF1, YTHDF2 (以上 reader)について、そ
れぞれ、Western blot に使用できる抗体を用
いてタンパク質としての発現を評価する。 
これらの酵素群の発現量の評価は、
quantitative RT-PCR を用いる。 
肺がんの組織 cohort 670 例は、Tissue 
Microarray を 作 成 し て 、 WTAP の
immunohistochemistry 用の抗体を用いて評
価した。 
発現抑制実験は、WTAP の siRNA を２種設計し
て、高発現株に trnasfection した。growth
は 4 日間毎日細胞数をカウント、また、
apoptotic cell の assay と、migration assay
をおこなった。 
WTAP の標的のひとつとして EGFR の 3-UTR 部
分の adenine 修飾が知られているが、この確
認のために immunoprecipitation を行った。 
４．研究成果 
肺がん組織で検討すると、腫瘍部と非腫瘍部
〔比較的近接〕の m6A/A 値の非 T/N を検討す
ると、腫瘍部で m6A が増加している症例が有
意に多い。m6A/A の値を二分して臨床情報を
比較すると、年齢、性、組織型、病理学的ス
テージ、喫煙歴などとの関連はなかったが、
5年生存率で、marginal ながら有意な差が生
じた。つまりm6A/Aの高いほうが予後が悪い。
多変量解析をおこなっても、年齢、性、喫煙、
組織型（腺がんかそうでないか）、病気、EGFR
変異などとともに、独立して予後因子に残る
ことが明らかになった。 
つぎに、この m6A/A の比を決める各種修飾酵
素の発現により肺がんの予後がどうなって
いるのかを TCGA の data で確認すると、
METTL14, METTL3, WTAP の writer では、高発
現のほうが予後がよい。YTHDF1, YTHDF2 の
reader でも高発現で予後が良い。eraser 
FTO でも高発現で予後がよい。eraser のひと
つ ALKBH5 のみ高発現で予後が悪いという状
況であった。 
実際の肺の症例で、多くの場合、これらの酵
素は腫瘍で低発現しているように見える。こ
れらの酵素の発現量と m6A/A の T/N 比をみて
いみると、多くの酵素で、発現が高いと値は
低くなるが、有意になったのはMETLL14とFTO。
発現自体とm6A/A比との関係性はあまりはっ
きり見えなかったが、酵素発現の定量性の評
価(qRT-PCR)の robustnessにやや疑問をもっ
ている。 
修飾酵素群 METTL14, METTL3, WTAP, FTO, 
ALKBH5, YTHDF1, YTHDF2 の発現を BEAS2B, 
H-1299, H460, A540, ABC1, H358, PC3, PC), 
ACC-LC176 における発現では、WTAP は BEAS2B
や、H460で発現がなく、また、H460はMETTl14, 
METTL3, FTO の発現もない。その他、多少量
の多寡はあるものの、その他の腫瘍細胞株で
は概ねすべてのここにあげた酵素が発現し
ている。厳密な定量をしてはいないが、
BEAS2BではWTAPやYTHDF2などの発現量が少

ないように見える。既報とやや齟齬のある部
分もあるため、H460 などは細胞を再注文した
が、結果は変わらなかった。 
WTAP は不死化気管支上皮細胞では発現が弱
く大多数の腫瘍細胞株では強発現していた
ので、siRNA による増殖抑制実験試みた。PC9
では４日間の培養で顕著な増殖の抑制をみ
とめ、また、wound healing assay でも
migration assay でも抑制効果をみとめた。
さらに siRNA 投与により、mRNA の中の m6A/A
比が減少し、PC3, PC9, H1299 いずれも同様
の所見であった。 
つぎに過剰発現についての検討をおこなっ
た。WTAP を外から A549 に導入すると、m6A/A
の比率はそれほどかわらず、また、増殖もわ
ずかにふえるのみであった。細胞株によって
context がかなり変わるようであった。 
つぎにWTAPの標的遺伝子の候補である、EGFR, 
MAPKAPK2, AKT について PC９を用いて抑制実
験を行うと、EGFR の発現、リン酸化 EGFR の
発現、MAPPLAPK2 の発現、AKT の発現いずれ
も減弱した。これらの標的あるいは新規の標
的についてさらに探索を行っている。 
WTAP の肺がん組織での発現を評価するため
に、641 例の自験例コホートを用いて染色強
度を評価すると、overall survival でも
Recurrence Free Survival でも WTAP の発現
が高いほうが予後がよかった。TCGA の in 
silico の発現 data でも同様の結果であり、
多変量解析でもstageなどとともに独立因子
として有意に残るものであった。 
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