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研究成果の概要（和文）：本研究では、DNA脱メチル化剤（5-aza-dC）の高感受性と関連するlong-noncoding 
RNA linc00162 (lnc162)の分子機構の解明と、他の固形腫瘍における役割を解析した。lnc162と相互作用する因
子としてHNRP1を同定した。HNRP1はアポトーシス関連遺伝子のスプライシングを調節し、5-aza-dC感受性を制御
していた。lnc162はin vivoにおいても5-aza-dC治療の感受性に関与した。脂肪肉腫においては5-aza-dC投与で
lnc162の発現が誘導され、その普遍性が示された。本研究成果を原著論文として発表した。

研究成果の概要（英文）：DNA demethylation therapy is now expanding from hematological tumors to 
solid tumors. Previously, we have identified a long noncoding RNA, linc00162 (lnc162), as highly
and frequently expressed in gastric cancer cell lines sensitive to 5-aza-2′-deoxycytidine 
(5-aza-dC). Here, we aimed to reveal the molecular mechanisms how lnc162 is involved in 5-aza-dC 
sensitivity and the function of lnc162 in other solid tumors. In vivo experiments showed that lnc162
overexpression increased the sensitivity. Mechanistically, lnc162 interacted with an RNA splicing 
protein, HNRNPH1, and decreased splicing of an anti-apoptotic splicing variant, BCL-XL. In 
liposarcomas cell lines, lnc162 expression was induced by the treatment of 5-aza-dC, meaning that 
the involvement of lnc162 in 5-aza-dC sensitivity is universally applicable to solid tumors. lnc162 
may have translational value to predict patients who will respond to 5-aza-dC. We have published 
these findings as an original paper.

研究分野：分子生物学、エピジェネティクス

キーワード： DNA脱メチル化治療　効果予測マーカー　lncRNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、固形腫瘍へのDNA脱メチル化剤治療の効果予測マーカーであるlnc162が同定された。また、今
回明らかとなった作用機序を考慮すると、lnc162を標的とすることによって、DNA脱メチル化剤を増強する治療
戦略の開発につながる可能性もあることが示された。この研究成果によって、停滞している固形腫瘍へのDNA脱
メチル化剤治療が促進すると考えられる。

※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 
（１）DNA 脱メチル化治療は特定の固形腫瘍にも重要 

DNA メチル化異常は遺伝子機能の非可逆的な変化を誘発し、圧倒的に多くの成人腫瘍では突
然変異と DNA メチル化異常とが存在する。特に、胃がんなど慢性炎症の関与が深いがんでは、
全ゲノム解析によってもドライバー変異が見つからない症例も多い[Wang, Nat Genet 46:573, 
2014]。一方で、DNA メチル化異常によるドライバーパスウェイの変化は高頻度に認められる
（申請者らの成果）[Yoda, Gastric Cancer, 18:65, 2015]。 

DNA メチル化は DNA 脱メチル化剤（5-azacitidine 及び 5-aza-2'-deoxycytidine: 5-aza-dC）
により取り除くことが可能である。これら薬剤は血液腫瘍においては既に臨床導入されている
（我が国では 5-azacitidine のみ）。また、固形腫瘍でも多くの臨床試験が実施され、有望な成績
が報告され始めている[Juergens, Cancer Discov, 1:598, 2011; Schneider, Clin Cancer Res, 
23:2673, 2016]。 

固形腫瘍に応用する際には DNA 脱メチル化作用を最大にすることが必要で、そのためには低
濃度処理・長期休薬が重要であることが知られるようになってきている[Tsai, Cancer Cell, 
21:430, 2012; Jones, Nat Rev Genet, 17:630, 2016]。 
 
（２）DNA 脱メチル化治療の効果予測と機序解明は重要 

DNA 脱メチル化剤が実用化されている血液腫瘍で
は一次・二次の耐性を示す症例が存在する。また、固
形腫瘍の細胞株も様々なレベルの感受性を示す（図
1）。従って、DNA 脱メチル化剤の有用性向上のため
に効果予測マーカーが重要となるが、既報マーカーは
再現性に乏しい。 

DNA 脱メチル化治療の機序には未だ不明の点が多
い。最近、I 型インターフェロン産生誘導（内在性レ
トロウイルスの活性化による）が報告された
[Chiappinelli, Cell, 162:974, 2015]。申請者は間質細
胞での DNA メチル化異常も見いだしており、間質へ
の効果が重要な可能性もある。新たな作用機序解明は
重要な課題である。 
 
（３）DNA 脱メチル化治療効果を規定する lnc162 

申請者は、胃がん細胞株について 5-aza-dC 長期処
理に対する感受性を検討、高発現と感受性が関連する
遺伝子として linc00162 (lnc162)を見いだした。この
遺伝子のノックダウンは感受性を低下、過剰発現は感
受性を増加させ、lnc162 の高発現は DNA 脱メチル化
剤への感受性を増強させることが確認された（図 2）。 
 
 
２．研究の目的 

DNA 脱メチル化治療は血液腫瘍で実用化され、米
国では固形腫瘍での臨床研究も盛んである。一方、効
果予測マーカーで信頼性が高いものはなく、DNA 脱
メチル化剤の作用機序にも不明の点が数多く残る。 

申請者は、予備的解析により、DNA 脱メチル化効
果が高い低濃度・長期休薬により胃がん細胞株を処理
した際の高感受性と関連する long-noncoding RNA 
linc00162 (lnc162)を同定した。lnc162 の過剰発現は
5-aza-dC に対する感受性を増強、ノックダウンは低
下させることも確認した。 
本研究では、下記２つの Specific Aim のもと遂行

した。 
【Aim 1】lnc162 の高発現が 5-aza-dC に対する感受
性を増強する分子機構の解明 
【Aim 2】他の固形腫瘍における DNA 脱メチル化作用機序の解明。 

 
 
 

 
図 1 胃がん細胞株 21 個の 5-aza-dC 感受性 

胃がん細胞株を 4 日間処理、4 日間休薬した際の感

受性。 
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図 2 lnc162 の 5-aza-dC 感受性への影響 

2 種類の siRNA によるノックダウン（赤線）により

感受性が低下、過剰発現（赤線）により増加した。 
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３．研究の方法 
【Aim 1】lnc162 の高発現が 5-aza-dC に対する感受性を増強する分子機構の解明 

lnc162 は主に核に存在することが判明しているため、一般的に lncRNA の作用標的として知
られている 1) タンパク質、2) miRNA、及び、3)ゲノム DNA との相互作用に関し、それぞれの
可能性を検討していく。 

 
（１）lnc162 と相互作用するタンパク質の同定 

BrdU でラベルした lnc162 の sense鎖及び anti-sense鎖と、細胞から抽出した核及び細胞質
分画を反応させ、抗 BrdU抗体により免疫沈降する。Sense鎖に特異的に結合したタンパク質を
質量分析により同定する。同定したタンパク質の sense鎖への特異的な結合を Western blot に
より確認する。 
 
（２）lnc162 と相互作用する miRNA の解析 

lnc162 の sense 鎖及び anti-sense 鎖の免疫沈降物から RNA を回収し、RNA-seq 解析を行
う。Sense鎖に特異的に結合をする miRNA を同定する。 
 
（３）lnc162 と相互作用する DNA の解析 

lnc162の cisの調節機構の有無を解析するために、lnc162 (21q22.3)近傍の ITGB2, FAM207A, 
ADARB1 について、lnc162 のノックダウン及び過剰発現細胞株での発現変化を定量する。これ
らの変化が認められた場合、局所ゲノムと相互作用している可能性がある。 
 
（４）5-Aza-dC 感受性への関与の機構の解明 

研究項目(1)-(3)で有力と思われた lnc162 の相互作用の対象（タンパク質、miRNA または、ゲ
ノム DNA）について、5-aza-dC 感受性への関与の機構を明らかにする。タンパク質の場合は、
その発現抑制により lnc162 高発現による 5-aza-dC 感受性増加がキャンセルされるか否かを明
らかにする。miRNA の場合はその標的遺伝子が 5-aza-dC 感受性に関与するか否か、lnc162 と
の結合が細胞内局在等により変化するかを解析する。lnc162 近傍の特定遺伝子の場合、その発
現増加（または低下）が lnc162 高発現による 5-aza-dC 感受性増加に影響を与えるか否かを解
析する。いずれの場合も、培養細胞での評価に加え、nude マウスへの胃がん細胞株移植系を用
いて 5-aza-dC 治療への感受性の変化を明らかにする。 
 
【Aim 2】他の固形腫瘍における DNA 脱メチル化作用機序の解明。 
lnc162 を介した DNA 脱メチル化剤の作用機序が他の固形腫瘍においても普遍的であるかの検
討を進める。当該研究者自身の他の研究で、神経芽腫・骨肉腫に対する 5-aza-dC 治療の有効性
を示したため、脂肪肉腫等を標的とする。まず、細胞株の 5-aza-dC の感受性と lnc162 の発現
との相関を明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
【Aim 1】lnc162 の高発現が 5-aza-dC に対する感受性を増強する分子機構の解明 
 
（１）lnc162 と相互作用するタンパク質の同定（図 3） 
HSC41 及び NUGC3 細胞株を

用いた RNA pull-down assay の
結果から、lnc162 の sense鎖と
核抽出産物を反応させた時に現
れるバンドを検出した。このバ
ンドは、lnc162 の anti-sense鎖
を用いた時及び細胞質抽出産物
を用いた時は検出されなかっ
た。バンドを単離し質量分析を
行ったところ、候補タンパク質
として HNRNPH1 (HNRH1), 
PRP19, RBM34 が同定された。 
Western blottingから、RBM34

は胃がん細胞株で発現していな
いこと、PRP19 は anti-sense lnc162 との結合することが示された。一方、HNRH1 は HSC41
及び NUGC3 細胞において sense lnc162 と結合していることが確認された。 
lnc162 と HNRH1 との相互作用をさらに詳細に調べるために、lnc162 の deletion mutant を

作製し RNA pull-down assay を行なった。5'領域欠損mutant では HNRP1 との結合が弱まっ
たが、3'領域欠損 mutant では全長と比較して変化がなかった。よって、lnc162 の 5'領域が
HNRH1 との結合に重要であることが示された。 

 
図 3 lnc162 と相互作用するタンパク質 HNRH1 の同定 

(a) BrdU でラベルした lnc162 の抗 BrdU 抗体により、核分画との免疫沈降で

のみ検出されるバンドを見出した。(b) 質量分析及び Western blot の結果、

HNRH1 を同定した。(c) lnc162 の 5 末領域が HNRH1 と結合している。 



 

 

（２）5-Aza-dC 感受性への関与の機構の解明（図 4） 
lnc162 の相互作用の対象として、核内でス
プライシングに関わる HNRP1 が同定され
たことから、HNRP1 の 5-aza-dC 感受性へ
の関与の機構を解析した。 
まず、胃がん細胞 20 株における HNRP1

の発現を解析したところ、どの細胞株でも
均一に発現しており、5-aza-dC 感受性との
相関は見出されなかった。5-Aza-dC 高感受
性の MKN74 及び AGS 細胞株を用いて、
HNRP1 をノックダウンすると、薬剤添加無
しでも細胞増殖が減少した。このことから、
HNRP1 は細胞の生存に関わることが示さ
れた。また、通常は lnc162過剰発現によっ
て上昇する 5-aza-dC への感受性が、
HNRP1 ノックダウンによりキャンセルさ
れた。これらの結果から、HNRP1 は lnc162
による 5-aza-dC感受性機構に関わっている
ことが示された。 
HNRP1 と lnc162 の相互作用がいかに 5-

aza-dC 感受性に関わるのかを検討するため
に、HNRP1 タンパク質安定性に着目した。
lnc162 を過剰発現させた細胞株において
も、HNRP1 タンパク質の発現が変化しなか
った。次に HNRP1 のスプライシング機能
に関して、その標的である BCL-XL の
variant 発現の解析を行った。lnc162 ノック
ダウン HSC44 細胞株において、抗アポトー
シス関連の variant である BCL-XL の発現
が上昇し、過剰発現 AGS 及び MKN74 細胞
において、BCL-XL の発現が減少した。この
ことから、lnc162 は、HNRP1 のスプライシ
ング機能を制御することにより、アポトーシ
ス関連遺伝子のスプライシングvariantの発
現を調節し、5-aza-dC 感受性に関与してい
ることが明らかとなった。 
 
（３）in vivo における 5-aza-dC 治療への感
受性の変化（図 5） 
最後に、in vivo での lnc162 の効果を解析

するために、lnc162 過剰発現 MKN74 細胞
を nude mouse に移植し、5-aza-dC による
治療を行った。lnc162過剰発現細胞は、コン
トロール細胞に比較して、5-aza-dC に反応
し、腫瘍増殖抑制効果が観察された。また、
腫瘍重量も有意に減少した。副作用としては
若干の体重減少及び白血球減少が観察され
た。これらの結果から、in vivo における 5-
aza-dC 治療の感受性にも lnc162 が関与していることが示された。 
 
【Aim 2】他の固形腫瘍における DNA 脱メチル化作用機序の解明。 
脂肪肉腫細胞株 LP6 と LPS12 を用いて 5-aza-dC 治療への感受性を検討した。未処理細胞で

は lnc162 は発現が抑制されていたが、5-aza-dC 処理によって LP6 では 26倍、LPS12 では 61
倍と顕著な発現上昇が観察された。脂肪肉腫においては、DNA 脱メチル化剤の投与で感受性増
強因子 lnc162 が発現し、効果が発揮されることが示唆された。このことから、lnc162 の 5-aza-
dC 感受性関与はがん細胞の種類を問わず普遍的であることが示された。 
 
 
まとめ： 
lnc162 は、固形腫瘍への DNA 脱メチル化剤治療の効果予測マーカーとして有望である。ま
た、本研究で明らかとなった作用機序を考慮すると、lnc162 を標的とすることによって、
DNA 脱メチル化剤を増強する治療戦略の開発につながる可能性もあることが示された。 

 
図 4 HNRP1 の 5-Aza-dC 感受性への関与 

(a) HNRP1 タンパク質は 5-aza-dC 高感受性細胞株（青字）にお

いても低感受性細胞株（赤字）においても同程度に発現してい

た。(b) HNRP1 ノックダウンによって細胞増殖が抑制された。

(c) lnc162 過剰発現によって上昇する 5-aza-dC への感受性が、

HNRP1 ノックダウンによりキャンセルされた。(d) lnc162 過剰

発現細胞株においても、HNRP1 タンパク質の発現が変化しなか

った。(e) lnc162 ノックダウン細胞株において、抗アポトーシ

ス関連 variant である BCL-XL の発現が上昇し、過剰発現細胞に

おいて減少した。 

 
図 5 lnc162 の in vivo における 5-aza-dC 治療への効果 

(a, b, c) lnc162 過剰発現細胞は、5-aza-dC に反応して腫瘍

増殖抑制効果が観察された。 (d) 副作用としては若干の体重

減少及び白血球減少が観察された。 
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