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研究成果の概要（和文）：ヘリコバクターピロリ菌感染による慢性胃炎は胃がんの進展に影響する。近年長鎖
non-coding RNA (lncRNA)とがんとの関連が注目されるが、胃がんの発症においてlncRNAの役割は不明な点が多
い。慢性胃炎・胃がん関連lncRNAとして同定したTM4SF1AS1による腫瘍形成に関連したパスウェイや分子ネット
ワークおよび分子機序を明らかにするため、TM4SF1AS1の結合タンパク質を網羅的に検索した。ストレス顆粒関
連タンパク質を複数同定し、TM4SF1AS1による顆粒構造の形成促進を見出した。またTM4SF1AS1がストレス応答性
MAPKを介するアポトーシスを抑制することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Gastric cancers (GCs) develop through Helicobacter Pylori-induced chronic 
gastritis. The involvement of long noncoding RNAs (lncRNAs) in inflammation-related carcinogenesis 
remains unclear. We have identified a lncRNA TM4SF1AS1, which promotes GC cell proliferation and 
tumor formation. To unravel pathways and molecular networks associated with TM4SF1AS1 in the 
tumorigenesis, we comprehensively screened a series of TM4SF1AS1-binding proteins. We identified 
many stress granule-associated molecules and found that TM4SF1AS1 promoted stress granule-like 
bodyformation in GC cells. Moreover, TM4SF1AS1 inhibited apoptosis mediated by stress-responsive 
MAPK. It suggested that TM4SF1AS1 might be a lncRNA link between tumorigenesis and stress granule 
and a potential therapeutic target.

研究分野： 分子腫瘍学

キーワード： 胃がん　長鎖non-coding RNA　ストレス顆粒
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでlncRNA研究において慢性炎症とがんに関わるlncRNAの報告は少なく、 TM4SF1AS1のようにストレス顆粒
と発がんを結びつけるlncRNAの報告はない。また、TM4SF1AS1の阻害は胃がんのみならず他のがん細胞において
も細胞増殖の抑制効果があることを確認している。TM4SF1AS1のがん遺伝子的機能とその作用機序は、様々なが
んに共通する可能性があり、新たながん治療標的分子となりうることが今後期待される。以上より、本研究の成
果は学術的にも社会的にも意義は高いものと考える。

※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 
 慢性炎症は様々な臓器において発がんと相関しており、その分子機構の解明はリスク予測・超
早期診断や予防方法の開発につながることが期待される。また近年、タンパク質をコードしない
長鎖 non-coding RNA (lncRNA)が、様々な生命現象、疾患、中でも腫瘍の発生や悪性度などに関
わることが明らかにされつつある。 
 申請者は、これまで慢性胃炎から胃がんの発生に関わる lncRNA の同定を試みてきた。まず健
常者の胃粘膜と胃がん患者の非がん部背景粘膜を対象に、転写活性化マーカーであるヒストン
H3 リジン 4 トリメチル化(H3K4me3)を、クロマチン免疫沈降シークエンス(ChIP-seq)により解析
した。数万の遺伝子プロモーター領域における H3K4me3 レベルを網羅的に解析した結果、胃が
ん高リスク群の胃粘膜において転写が活性化する lncRNA 遺伝子を複数同定した。その中でも
TM4SF1AS1 は胃がん細胞において高頻度に過剰発現し、細胞増殖、遊走・浸潤能を促進するこ
とから、がん遺伝子的に機能する lncRNA であると考えられた。また TM4SF1AS1 のノックダウ
ンが免疫応答遺伝子の発現を抑制したことから、TM4SF1AS1 が何らかの免疫反応に関与する可
能性が示唆された。さらに TM4SF1AS1 と結合するタンパクとして、転写制御・翻訳調節・RNA
輸送・ストレス応答などへの関与が知られる PUR-α、PUR-βおよび YB1 を RNA pull-down 法に
より同定した。PUR-α、PUR-β は一本鎖 DNA および RNA に結合するタンパクであり、YB1 と
相互作用して p53 による Bax の転写制御に関与すること、PUR-αと PUR-βが Sp3 と共同し骨格
筋の β ミオシン重鎖の発現制御に関わることなど、転写制御への関与が知られている(Kim K et 
al. J Biol Chem, 2008; Ji J et al. Mol Cell Biol, 2007)。これらの知見から TM4SF1AS1 が転写関連タ
ンパクをリクルートし複合体を形成して、発がんや免疫応答の遺伝子の転写制御に関わるとい
う仮説を立てるに至った。 
 これまでの解析から、TM4SF1AS1 が胃がん以外にも膵がん、乳がん、肝がんなど様々ながん
細胞で発現亢進していること、そして TM4SF1AS1 のノックダウンが増殖を抑制することを見い
だしている。このことから TM4SF1AS1 は様々ながん種において治療標的分子となりうる可能性
が期待される。この知見をより確実なものにするためには、TM4SF1AS1 の機能、特に
TM4SF1AS1と相互作用する分子とシグナルネットワークを網羅的に明らかにする必要があった。 
 
２．研究の目的 
 慢性胃炎から進展する胃がんをモデルに、健常者と胃がん患者の胃粘膜におけるエピゲノム
の網羅的解析から、胃がんリスクと強く相関する lncRNA として TM4SF1AS1 を同定した。これ
までの解析から、TM4SF1AS1 は胃がんで高発現し、がん遺伝子的に機能すること、複数のタン
パクと複合体を形成し免疫応答に関わることが示唆された。本研究では、がん予防・診断・分子
標的治療法の開発につなげることを目指し、新規の慢性炎症・胃がん関連 lncRNA として同定し
た TM4SF1AS1 の機能、相互作用因子、関連するシグナルパスウェイや分子ネットワークを明ら
かにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) テトラサイクリン誘導系(tet-on) shRNA による TM4SF1AS1 安定ノックダウン胃がん細胞株
の樹立とマウスゼノグラフトモデルの作成 
 TM4SF1AS1 に対する 2 種の shRNA を設計・構築したテトラサイクリン誘導系 (tet-on) レン
チウイルスベクターからレンチウイルス粒子を作成した。TM4SF1AS1 を高発現する胃がん細胞
株にレンチウイルス粒子を感染させ、ピューロマイシンで選抜した細胞プールをノックダウン
安定発現株とした。樹立した細胞株をヌードマウス(BALB / cAJcl-nu)の皮下に移植し、通常食餌
群（対照群）とドキシサイクリン含有食餌群（TM4SF1AS1 の shRNA 誘導ノックダウン）に分
け、TM4SF1AS1 ノックダウンによる in vivo での経時的な腫瘍形成に与える影響を評価した。 
 
(2) 臨床胃がんにおけるTM4SF1AS1発現の解析 
 臨床がんにおける TM4SF1AS1 の重要性を明らかにするため、胃がん検体を用いて発現を解析
した。検体は新学術領域研究コホート生体試料支援プラットフォームから検体提供の支援を獲
得した。また The Cancer Genome Atlas (TCGA)や the Genotype Tissue Expression project (GTEx)に
公開された RNA-seq データも活用した。 
 
(3) ChIRP-MS による TM4SF1AS1 の結合タンパク質の網羅的同定 

ChIRP (Chromatin isolation by RNA purification)法は、標的 RNA に対するビオチン標識タイリン
グプローブを用いたキャプチャーハイブリダイゼーション法の一種で、標的 RNA と細胞内在的
に相互作用するゲノム DNA、RNA およびタンパクを網羅的に解析する手法である(Chu C et al. 
Moll Cell, 2011)。TM4SF1AS1 に対するビオチン標識タイリングプローブを設計し、ChIRP 法に
より回収した RNA に TM4SF1AS1 が濃縮されるか否かで、本実験系の確立の目安とした。さら
に ChIRP 法と質量分析を組み合わせた ChIRP-MS を確立し、TM4SF1AS1 安定発現胃がん細胞株
を用いて、TM4SF1AS1 結合タンパク質を網羅的に同定した。同定した個別のタンパク質と



TM4SF1AS1 との相互作用については、RNA 免疫沈降法により検証した。 
 
４．研究成果 
 TM4SF1AS1 の治療標的としての評価を行うために、テトラサイクリン誘導系 (tet-on) shRNA
による TM4SF1AS1 安定ノックダウン胃がん細胞株を樹立し、マウスゼノグラフトモデルを作成
した。TM4SF1AS1 を shRNA 誘導ノックダウンしたマウスゼノグラフトでは、腫瘍の縮小が認
められた。一方 TM4SF1AS1 過剰発現株を用いたマウスゼノグラフトモデルでは、既に
TM4SF1AS1 の過剰発現により腫瘍形成が促進されることを確認していることから、TM4SF1AS1
は治療標的分子の候補となりうることが in vivo での検証で明らかとなった。 
 胃がん臨床検体における TM4SF1AS1 の発現については、新学術領域研究コホート生体試料支
援プラットフォームによる検体試料の支援を受け、提供された組織から RNA を抽出し qRT-PCR
により解析した。また TCGA および GTEx から胃がんの RNA-seq データを取得し解析した。そ
の結果、正常組織に比べ胃がん組織で TM4SF1AS1 の発現が有意に亢進していることが明らかと
なった。 
 TM4SF1AS1による発がんの分子的な作用機序や関連するシグナルパスウェイや分子ネットワ
ークを明らかにするために、TM4SF1AS1 を標的にした ChIPR-MS を行い、TM4SF1AS1 の結合
タンパク質の網羅的探索を試みた。結果として 143 個のタンパク質のリストが得られ、Gene 
Ontology 解析によりリボソームタンパク質や翻訳開始因子などの特徴が見られた。これはスト
レス下で細胞質に形成され、非膜性構造体として知られるストレス顆粒の特徴に類似していた。
またストレス顆粒の構成因子として知られるタンパク質、がん遺伝子やアポトーシスに関わる
タンパク質が複数含まれていた。ストレス顆粒は多くのタンパク質と RNA から構成される。ス
トレス時に引き起こされた翻訳抑制によってリボソームから mRNA が解放されともに顆粒内に
隔離されることが知られる。我々は同定したタンパク質の中からストレス顆粒形成に重要な役
割をもつ G3BP ファミリーの G3BP2 に着目し、TM4SF1AS1 とストレス顆粒との関連を検証し
た。TM4SF1AS1 過剰発現株を用いて G3BP2 の免疫蛍光染色を行い、TM4SF1AS1 の過剰発現は
ストレス顆粒様構造体の形成を促進することを見出した。一方 TM4SF1AS1 のノックダウンでは
顆粒様構造体が減弱した。以上より、TM4SF1AS1 はストレス顆粒様構造体の形成促進に関与す
ることが示唆された。 
 またストレス顆粒は、ストレス応答性 MAPK シグナルを介するアポトーシスを抑制する 
(Arimoto K et al. Nat Cell Biol, 2008)。そこで、TM4SF1AS1 のノックダウンによる細胞増殖の抑制
効果が、細胞周期またはアポトーシスに起因するものかを検証した。まずは TM4SF1AS1 による
胃がん細胞の細胞周期への影響を検証するため、テトラサイクリン誘導系 (tet-on) shRNA によ
る TM4SF1AS1 のノックダウンを行い、Propium Iodide (PI)で染色しフローサイトメーターで細胞
周期を解析した。その結果、TM4SF1AS1 のノックダウンにより subG1 期にある細胞の増加がみ
られた。引き続き同様にノックダウンした細胞をアネキシンⅤおよび PI で二重染色し、フロー
サイトメーターによるアポトーシス解析を行った。TM4SF1AS1 のノックダウンでは、後期アポ
トーシスを引き起こしている細胞が増加した。従って、TM4SF1AS1 ノックダウンによる細胞増
殖の抑制は、アポトーシスによるものであり、TM4SF1AS1 がアポトーシスを抑制することが示
唆された。さらに TM4SF1AS1 ノックダウンによるストレス応答性 MAPK の活性化への影響を
ウェスタンブロットにて検証した。その結果、TM4SF1AS1 のノックダウンにより p38 のリン酸
化レベルが亢進した。これらの結果から、TM4SF1AS1 はストレス応答性 MAPK シグナルの活
性化を介したアポトーシスを抑制する可能性が考えられた。 
 以上より、TM4SF1AS1 は慢性炎症・胃がん関連の新規 lncRNA として、ストレス顆粒様構造
体を介してがん細胞のストレス耐性を増強し、アポトーシスによる細胞死に対し抑制的に作用
することが示唆された。本研究成果は、当初の作業仮説を大きく覆す結果に至った。 
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