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研究成果の概要（和文）：Meis1ノックダウン細胞株を正常皮膚ケラチノサイト由来細胞C5N、皮膚扁平上皮がん
由来細胞B9、D3の3種類の細胞株を用いて作成し、RNA sequencingを行った。その結果、上皮性細胞マーカーに
も用いられる高分子型のKeratin5/6a/6b/14/15 がC5N およびB9-Meis1 ノックダウン細胞株 で発現上昇してい
た。さらにEMT 関連転写因子のSnai1/2 や間葉系細胞マーカーのVimentin がMeis1 ノックダウン細胞株で で発
現低下する傾向が認められた。Meis1-ChIP-seq データと併せて解析した結果、RNA sequencingの結果が確認さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Meis1 knockdown cell lines were generated using three cell lines: C5N, 
derived from normal skin keratinocytes, and B9 and D3, derived from squamous cell carcinoma of the 
skin, and RNA sequencing was performed. The results showed that high-molecular-weight 
Keratin5/6a/6b/14/15, which are also used as epithelial cell markers, were upregulated in the C5N 
and B9-Meis1 knockdown cell lines. The results of RNA sequencing were confirmed when analyzed in 
conjunction with the Meis1-ChIP-seq data.

研究分野： 実験病理学

キーワード： 化学はつがん　Meis1　RNA sequencing　Chip sequencing

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、ヒトがんの大規模次世代sequenceが行われているが本課題はそれらとは一線を画し、再現性良くマウスに
腫瘍を誘導することのできるマウス皮膚化学発がんモデルを中心にすえたものである。Meis1は古くから研究さ
れているがその機能に関しては不明な点が多く治療標的とすることが困難ながん遺伝子である。その経路を解明
することは新たながん治療標的の解明へとつながり、本課題の遂行は基礎科学的解明にとどまらずライフイノベ
ーションの実現に寄与するものである。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

申請者らの研究グループは以前、マウス皮膚全体で Meis1 を欠損させた後に、化学発
がん剤である DMBA (dimethylbenz(a)anthracene)-TPA (tetradecanoyl-phorbol-acetone)によ
る多段階皮膚発がん実験を行い、Meis1 欠損が良性腫瘍数の減少および扁平上皮がんへ
の悪性化率の有意な低下を引き起こすことを報告した。さらに、各ステージにおける
Meis1 の転写制御の網羅的解析を行うため、マウス各皮膚腫瘍からクロマチンの抽出と
抗 Meis1 特異抗体による ChIP-sequencing (ChIP-seq)を実施した。その結果、正常皮膚の
シークエンスリードのピークをコントロールとした場合、早期良性腫瘍において 9,314
箇所、後期良性腫瘍においては 581 箇所および扁平上皮がんにおいては 48 箇所のピー
クが検出された。次に、これらのピークがシス領域に存在すると考えられる 10 個の遺
伝子を抽出した。マウス皮膚扁平上皮がん細胞である B9 とその Meis1 ノックダウン細
胞株において 10 遺伝子の qRT-PCR を行い、4 つの遺伝子(Dedd2、Sh2b1、Cep120、Stk25)
発現が Meis1 の発現と連動することを確認した。 
 
２．研究の目的 
 以上の Meis1 下流候補遺伝子の強制発現細胞やノックダウン細胞を用いた細胞増殖ア
ッセイ等を中心とした機能解析を培養細胞を用いて行うことを本申請課題の目的のひ
とつとする。また、データのバリデーションも兼ねて腫瘍細胞株由来の RNA を用いて、
同様の RNA-seq を再度行い、さらなる新規の Meis1 下流候補遺伝子の探索を行う。こ
れらのデータと ChIP-seq のデータとを統合して Meis1 が制御する網羅的な下流因子の
同定およびそれらの遺伝子ネットワーク解析と機能解析を実施することで、Meis1 を中
心とした腫瘍悪性化機構の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）Meis1 下流候補遺伝子の機能解析 

既に行った ChIP-seq により Meis1 下流候補遺伝子として同定されている Stk25 のノ
ックダウン細胞株を B9 細胞を用いて作製する。既に作製済みの Meis1 ノックダウン細
胞株と同時に培養し、XTT (細胞増殖)アッセイ、TUNEL アッセイ、酸性βGal (細胞老
化)アッセイ、マイグレーションアッセイ等を行う。 

 
（２）Meis1 ノックダウン細胞株由来 RNA を用いた RNA sequencing 
 Meis1 ノックダウン細胞株を正常皮膚ケラチノサイト由来細胞 C5N、皮膚扁平上皮がん
由来細胞 B9、D3 の 3 種類の細胞株を用いて作成し、RNA sequencing を行う。Sequence
データは TopHat2 によるマッピング後、FPKM (Fragments Per Kilobase of exon per Million 
mapped fragments)に変換し、発現解析は Agilent Technologies の GeneSpringGX により網
羅的遺伝子発現解析を実施する。次に発現変動する遺伝子リストと ChIP-Seq の遺伝子
リストから Meis1 標的候補遺伝子を抽出する。それらの遺伝子のアノテーションは
DAVID (https://david.ncifcrf.gov/)による Gene Ontology 解析により実施し、遺伝子ネット
ワーク解析には IPA (QIAGEN)を使用する。候補遺伝子については qRT-PCR や ChIP-
qPCR を行いバリデーションを行う。 
 
（３）Meis1 の神経幹細胞における機能解析 
 Meis1 は表皮幹細胞の維持に働くことが示されていたことから、神経幹細胞で Cre を発
現する Nestin-Cre マウスと Meis1 コンデイショナルノックアウトマウスとの交配を行い、
表現型の解析を行う。 
 
４．研究成果 
（１）Meis1 下流候補遺伝子の機能解析 
Stk25 のノックダウン細胞株を皮膚扁平上皮がん細胞の B9 を用いて作製した。するとこの
細胞株は Meis1 ノックダウン細胞株と同様に細胞遊走と増殖能に異常を来すことが判明し
た。さらにプロモーター領域をクローニングしてルシフェラーゼアッセイを行った。Meis1
の全長 cDNA 配列と Stk25 のプロモーター領域を連結させたルシフェラーゼコンストラク
トを同時に B9 細胞にトランスフェクションしたところ、強いルシフェラーゼ活性が検出さ
れ、Stk25 が Meis1 の下流で機能することが確認された。Meis1 ノックダウン細胞株に
Stk25 を高発現させたところ、遊走能にはそれほど影響を与えなかったが、増殖能はレスキ
ューされるという結果が得られた。 
 
（２）Meis1 ノックダウン細胞株由来 RNA を用いた RNA sequencing 
Meis1 ノックダウン細胞株を正常皮膚ケラチノサイト由来細胞 C5N、皮膚扁平上皮がん由



来細胞 B9、D3 の 3 種類の細胞株を用いて作成し、RNA sequencing を行った。4700 万リ
ードから5500万リードのリード数を得ることができた。アダプター配列等を除去した後に、
ゲノム上にマッピングしたところ、86 パーセントから 96 パーセントのリードをゲノム上
にマッピングすることができた。これらの中から、コントロール細胞とノックダウン細胞と
の間で発現量が 2 倍以上変動した遺伝子を抽出することに成功した。それらの中でも Meis1
の発現減少は表皮細胞株においてサイトケラチンの発現上昇と、EMT(Epithelial-
Mesenchymal Transition)関連遺伝子の発現減少を誘導することがわかった。具体的には、
上皮性細胞マーカーにも用いられる高分子型の Keratin5/6a/6b/14/15 が C5N および B9-
Meis1 ノックダウン細胞株 で発現上昇していた。さらにEMT 関連転写因子の Snai1/2 や
間葉系細胞マーカーの Vimentin が Meis1 ノックダウン細胞株で で発現低下する傾向が
認められた。さらに、すでに取得済みであった多段階悪性化過程の Meis1-ChIP-seq デー
タと併せて解析した結果、Krt5 および Krt15 において正常皮膚および 早期良性腫瘍で両
遺伝子の上流にリードピークが検出された。一方、EMT 関連転写因子 Snai2 においても
同様に検索した結果、早期良性腫瘍においてピークが検出された。そこで Krt5、Krt15 お
よび Snai2 の 5’UTR 上流の配列を検索した結果、1 kb 以内に Meis1 結合モチーフのコ
ンセンサス様配列がそれぞれ 1 つ以上確認できた。 
 
（３）Meis1 の神経幹細胞における機能解析 
神経幹細胞で Cre を発現する Nestin-Cre マウスと Meis1 コンデイショナルノックアウト

マウスとの交配を並行して行った。しかしながら、Nestin-Cre 陽性かつ Meis1flox アレル
ホモのマウスが得られず、胎生致死の可能性も示唆された。交配を進めると若干、ホモ個体
は少ないものの、生まれることはわかった。生まれた個体は野生型に比べてサイズが小さく、
水頭症を発症していることがわかった。さらに大脳皮質の層構造に異常を来していること
がわかった。 
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