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研究成果の概要（和文）：膵癌早期からヘテロクロマチン領域から反復配列をもつRNAが発現してくることに着
目し、その生物学的意義を検討した。反復配列RNAの過剰発現は、YBX1蛋白との結合を介して、DNA損傷の蓄積や
染色体分裂異常を惹起し、それにより癌化のポテンシャルを上げていることが示された。さらに反復配列RNAを
高感度に血中から検出することで、膵癌早期診断マーカーとして有用であることが示唆された。さらに特殊な非
コードRNAとして 膵癌特異的な環状RNAを同定し全長配列を決定したうえでその組織内発現を確認し、今後の複
雑系の解析次第では、新規の膵癌マーカーとして有用になる可能性が考えられた

研究成果の概要（英文）：By focusing the expression of repetitive RNA from heterochromatin region 
from the early stage of pancreatic cancer, its biological function was examined. Repetitive RNA 
expression resulted in the accumulation of DNA damages and chromosomal instability through binding 
with YBX-1 protein. By detecting the repetitive RNA from the patinets’ sera, this may be a novel 
biomarker for the detection of early pancreatic cancer. In addition, we newly identified a novel 
circular RNA expressing specifically in pancreatic cancer and its expression in the tissues were 
examined. Through the analyses of complexed system involving DNA, RNA, and protein, clinically 
useful biomarkers can be developed. 

研究分野： 消化器内科学
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  １版

平成

研究成果の学術的意義や社会的意義
膵癌は予後の悪いがんの筆頭ともいえるが、それは 発癌メカニズムが不明である点と、早期発見がしにくい点
が 理由として挙げられる。膵癌早期から、通常では発現していない一定の配列の繰り返しを持つ特殊なRNAが発
現してくることが分かっている。本研究によって、この反復配列RNAの発現が複雑な系を介して細胞の遺伝子異
常を惹起し、癌化に絡んでいることが判明した。今後 反復配列RNAの血中での検出による膵癌早期発見への応用
や、このRNAを標的とした新規治療法の開発がのぞまれる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
研究開始当初は、慢性炎症に続発する癌（炎症性発癌）の病態として「炎症性ストレスによる
慢性的な『miRNA 機能阻害』が原因の一端である」ことを明らかにし、miRNA 機能を増強す
る薬剤によって炎症性発癌の予防が可能になることを同定してきた。いっぽう、炎症性発癌で
はなく、もうひとつの主要な発癌経路である sporadic な発癌については癌遺伝子・癌抑制遺伝
子の変異に伴う多段階発癌が主要な発癌経路であると推定されているが、なぜそれらの遺伝子
変異が最終的に雑多な遺伝子異常を伴う細胞癌化に結びつくのかは、いまだ明確になっていな
かった。研究代表者は、多段階発癌の初期の遺伝子異常の段階から非コード反復配列 RNA が
発現してくる事象に着目し、膵癌のマウスモデルを用いて、前癌病態である PanIN（Pancreatic 
intraepithelial neoplasia）の段階から発現してくる反復配列 RNA の細胞の悪性転化の観点か
ら見た生物学的意義を解析し、翻訳されることのないこの反復配列 RNA が、染色体分裂異常
等の癌化能の獲得に関連する表現型をもたらすことを観察していた。このような反復配列 RNA
がなぜ転写されるのか、転写後どのように機能しているのか、は現時点では不明であるが、も
ともとゲノムのヘテロクロマチン部位にコードされているため、前癌病態ではクロマチンリモ
デリングなどの epigenetiic な変化を介して転写されてくるのではないか、と想定される。また、
発現した反復配列 RNA は、他の non-coding RNA の大部分がそうであるように、特定の蛋白
と相互作用しその蛋白の機能を修飾し、その結果、DNA 障害や染色体分裂異常が惹起されて
いるのではないかと考えられる。さらにこの機能変化がさらなるヘテロクロマチンの開裂をも
たらし反復配列 RNA の発現を増幅する可能性もある。そこで、これまでの研究内容をベース
に「エピゲノム修飾－ゲノム DNA－非コード RNA－蛋白機能修飾－DNA damage・染色体異
常」といった「非コード RNA 発現を主体にした DNA-RNA-蛋白－細胞機能といった多階層に
わたる複雑系の機能攪乱によって生じる発癌ポテンシャル獲得の分子機構」を明らかにしたう
えで、これを「臓器組織に関わらず病態として普遍的な発癌性獲得機構のひとつであること」
を in vivo・in vitro での検討で証明しようと発想した。 
 
２．研究の目的 
「前癌病態からの過程で特異的に発現してくる反復配列 RNA を、血中で高感度に検出し個人
の発癌ポテンシャルを予測する手段とする」こと、および「反復配列 RNA の機能に対する介
入による発癌予防法開発」までを目的とする。これらの検討によって、異常 RNA 発現に伴う
DNA-RNA-蛋白の多階層をまき込んだ複雑系の恒常性破たんが惹起する発癌系の分子機構を
明らかにするとともに、発癌前段階の予知を臨床的に可能とする方法、あるいは分子機構に対
する介入制御による発癌予防法を確立することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）培養細胞における強制発現系での表現型解析： 
 マウス膵管上皮細胞に反復配列 RNA の強制発現系を導入し、それによる表現型の変化
を解析する。 
（２）発癌ポテンシャル獲得機構への介入（標的分子の同定とレスキュー）・その in vivo での
検討： 
 反復配列 RNA と結合する宿主蛋白を質量分析で同定し、その分子機構を解明する。さ
らに、反復配列を発現するトランスジェニックマウスを作製し、異常発現 RNA による表現型を
in vivo で解析する。 
（３）反復配列 RNA のユニークな高感度検出法の発明・樹立と、臨床検体を用いた応用： 
 反復配列 RNA を血中から高感度に検出する方法を確立し、臨床検体を用いてその測定
による膵癌の高感度検出法を確立する。 
（４）その他の RNA の応用： 
 反復配列 RNA と同様に、膵癌で特異的に発現する non-coding RNA を同定し、あらた
なマーカーとしての有用性や病態への関与について検証する。 
 
４．研究成果 
（１）培養細胞における強制発現系での表現型解析： 

まず、遺伝子改変によって膵臓特異的に Kras 遺伝子（注３）に変異を持つマウスを用いて、
膵臓に形成された腫瘍から細胞株を樹立した。マウスの場合は major satellite RNA （MajSAT 
RNA） と呼ばれるサテライト RNA が前癌段階で発現してくるので、この細胞に MajSAT RNA を強
制的に発現させることで、組織中で起こる変化を培養環境で観察する系を樹立した。その結果、
MajSAT RNA 発現細胞は足場のない場所での増殖や、細胞密度に捉
われない無秩序な増殖など、癌細胞に見られる表現型を獲得する
ことが分かった。さらに MajSAT RNA を発現させたまま 1 カ月間
継続して培養した細胞を用いて、新たに蓄積した突然変異の数を
次世代シークエンス解析によって調べたところ、MajSATRNA を発
現していない細胞よりも、ゲノム DNA に変異が多く蓄積している
ことが分かった。またミトコンドリア DNA についても、やはり



MajSAT RNA を発現する細胞の方で変異が多く、かつゲノムコピー数が減少していることが分か
った。また染色体の分裂以上も惹起されることが染色で明らかとなった（前頁右下図） 
 
（２）発癌ポテンシャル獲得機構への介入（標的分子の同定とレスキュー） 
次に、MajSAT RNA 発現細胞で DNA 変異が蓄積するメカニズムを調べるために、MajSAT RNA と結
合するタンパク質を質量分析法によって検索したところ、YBX1 という多機能タンパク質が同定
された。YBX1 は通常時は細胞質に存在しているが、酸化ストレスなどのダメージ刺激を受ける
と核内に移動し、DNA 修復や転写調整などの役割を果たすことが知られている。MajSAT RNA は
細胞質でこの YBX1 と結合することによって、ストレス刺激後の YBX1 の核内移行を阻害するこ

とが分かった。その結果、細胞内の酸化ストレスレベルは変わらな
いのに対して、塩基除去修復とよばれる DNA 修復機構の遅延が起こ
ることが示された。またこれらの変化は MajSAT RNA 発現細胞に YBX1
を過剰に発現させ、核内移行機能を回復することによって、あるい
は、MajSAT RNA と結合しない変異型の YBX1 を発現させることによっ
てキャン
セルされ

ることから、YBX1 の機能阻害は
MajSAT RNA によって生じているこ
とが示された。 
（右図）反復配列 RNA が YBX1 蛋白
と結合し細胞質に局在する図。 
 
 
 
さらに、反復配列 RNA を発現するトランスジェニックマウスを作製して、kRas 変異マウスとの
交配で膵病変の進展をみたところ、膵癌前がん病態である PanIN の形成が、Kras 変異単独に比
べて反復配列 RNA が発現しているときのほうが早まることが確認された。 
これは、反復配列 RNA の発現による DNA damage の蓄積が、kRas 変異単独の時に比べて早まり、
したがって PanIN の形成は早まるものの、その後は反復配列 RNA が自然に発現してくるため癌
化に関しては 大きくは変わらなかったと考えられた。 
以上のことから、癌化の初期段階で発現してくる MajSAT RNA の存在によって、酸化ストレスな
どで細胞に日常的に加わる DNA ダメージからの回復が遅延し、結果的にゲノムやミトコンドリ
ア DNA の突然変異が蓄積されて、その後の細胞癌化を促進していることが示唆された。 
 
（３）反復配列 RNA のユニークな高感度検出法の発明・樹立と、臨床検体を用いた応用： 
マウスの反復配列に相当するヒト配列は HSATII とよばれるが、その血中での高感度検出によ
る膵癌早期診断法を確立するべく検討を行った。すなわち反復する配列を高感度に検出するた
めに TRAP 法と呼ぶ独特の方法を考案し、反復する RNA 配列を束ねて digital PCR で高感度に検
出する方法をデザインした。この方法を用いて、HSATII RNA の高感度検出による膵癌スクリー
ニング法を確立し、現在多数検体を用いた有効性の検証に進んでいる。 
 
（４）その他の RNA の応用： 
さらに興味深いことに、膵癌組織でユニークには発現している非コード RNA として環状 RNA に
着目した。直線状の通常の RNA をすべて RNase 処理して分解したのち、環状 RNA のみを集約し
て次世代シークエンスにかけて、得られた配列から、どの遺伝子部分から発現してきた RNA か
を推定した上で、これまでに報告のない 環状 RNA の全長配列を決定した。非コード RNA 遺伝子
座から出てくる環状 RNA で、これを用いた膵癌早期診断法の開発を目標に血中での検出を試み
たが、おそらく発現量が極めて微小なため、じゅうぶんな感度で検出することができず、スク
リーニング法としては現時点では感度の問題で困難であるが、組織内での発現状況は高感度 in 
situ hybridization を用いることで把握できるため、採取検体を用いた鑑別診断には応用でき
る可能性があると考えている。 
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