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研究成果の概要（和文）：幹細胞複製に重要なWntシグナルの制御に関わる長鎖ノンコーディング（lnc）RNAを
同定された。それ自身がβカテニンの直接標的であり、LGR5やASCL2の転写制御領域のアクセシビリティに関与
し、新たな転写因子との協調作用も示唆される。一方で抗がん剤処理後に再増殖細胞集団の1細胞トランスクリ
プトームおよびクロマチン解析によって増殖に先立ち活性化する制御領域に結合するパイオニア因子候補が特定
された。

研究成果の概要（英文）：We identified a long noncoding (lnc) RNA involved in the regulation of Wnt 
signaling that is important for stem cell replication. This lncRNA is a direct target of β-catenin,
 is involved in the accessibility of the transcriptional regulatory regions of a subset of CTNNB1 
targets, such as LGR5 and ASCL2, where additional transcription factor seems to bind and co-operate 
with CTNNB1. On the other hand, single-cell transcriptome and chromatin analyzes of reproliferating 
cell populations after anticancer drug treatment identified pioneer factor candidates that bind to 
regulatory regions that are activated prior to proliferation.

研究分野： ゲノム科学

キーワード： エピゲノム　一細胞解析　クロマチン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
抗がん剤治療により増殖を停止した状態でパーシスターとして残存する腫瘍細胞のコントロールはがん治療の大
きな課題である。本課題において同定された幹細胞増殖に関与する新規lncRNAおよびCTNNB1と協調する転写因
子、再増殖に先だって活性化されるパイオニア因子により形成される細胞増殖に関わる制御ネットワークの解明
が腫瘍細胞の制御につながることが期待される。

※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 
 
腫瘍細胞の分化の度合いは腫瘍の悪性度とも相関し、同一腫瘍内でも組織像は多様なことから
エピゲノム不均一性が存在することが示唆される。近年の１細胞トランスクリプトーム解析に
より分化度の異なる多様な腫瘍細胞によって構成されることが明らかになってきた。抗がん剤
治療に際して腫瘍組織内に残存するパーシスター細胞の存在は治療効果に関わることから、腫
瘍組織内の幹細胞のサバイバル及び増殖を理解するにはクロマチンレベルでの制御の解明が求
められる。増殖開始は単独の転写因子のみで制御されるものではなく、増殖シグナルの制御に関
わる新たなメカニズムとしての長鎖ノンコーディング（lnc）RNA の関与および、増殖開始に際
してのクロマチン活性化など新たな制御レイヤーの理解が期待された。 
 
２．研究の目的 
 
（１）腫瘍細胞が複製を開始するにあたっての増殖刺激として WNT シグナルが重要である。近
年長鎖ノンコーディング（lnc）RNA がクロマチン制御に関わることが知られており、WNT シ
グナルをつかさどる転写因子であるβカテニンの制御にかかわる lncRNA を同定することによ
り、腫瘍細胞増殖の制御が期待される。 
 
（２）抗がん剤治療に対して増殖を停止した状態で腫瘍細胞が残存することが知られている。ヒ
ト大腸がん由来オルガノイド細胞株を抗がん剤処理することで細胞周期を停止した後、抗がん
剤を OFF することで再増殖させた直後には LGR5 陽性細胞が多数出現する。腫瘍細胞が増殖停
止状態から細胞周期にエントリーするにあたって活性化される遺伝子ネットワークの解明には
一細胞レベルの解析が求められる。 
 
３．研究の方法 
 
（１）ヒト大腸がん細胞株を siRNA 処理したスクリーニングによりβカテニンの標的遺伝子の
発現制御に関わる lncRNA 候補を同定した。同細胞株において CTNNB1 や ASCL2 などの転写因子、
ヒストン修飾（H3K4me3, K27Ac, K27me3）のクロマチン免疫沈降（ChIP-seq）によってクロマチ
ン状態を評価した。lncRNA をノックダウンすることによって活性が変化するエンハンサー領域
の配列に含まれる転写因子結合モチーフの解析を行うことで CTNNB1 と共役して働く因子の同定
を試みた。加えてノックダウンによって培養がん細胞の増殖、ゼノグラフト腫瘍の増殖への影響
を調べた。全長配列を決定するために長鎖シーケンサー（PacBio およびナノポア）を用いた ISO-
seq を行った。 
 
（２）イリノテカン活性代謝物である SN-38 処理により大腸がんオルガノイドは増殖停止し、再
増殖させた直後には LGR5 陽性細胞が多数出現することをみいだした。細胞分裂を停止した細胞
が再増殖開始する際の一細胞トランスクリプトーム解析により、停止状態から細胞周期にエン
トリーするにあたって活性化される遺伝子群同定を行った。さらに ATAC (Assay for 
Transposase-Accessible Chromatin Sequencing）を行うことでアクセシビリティが上昇するゲ
ノム領域の特定を行った。 
 
４．研究成果 
 
（１）同定された lncRNAは全長が４〜５kb におよび、ISO-seq によっても複数のアイソフォー
ムが存在することが判明した。配列解析ではマウスには配列類似性が高い転写産物は認められ
なかった。RNA_FISH解析により主に核内に局在することが認められた。当該lncRNA自体がCTNNB1
の直接標的遺伝子である一方、そのノックダウンにより CTNNB１の標的として知られる ASCL2 の
発現が低下した。lncRNA ノックダウンにより活性化エンハンサーに伴う H3K27ac 修飾が減少す
る領域には、カテニンが結合する TCF 結合配列とは異なる新たな転写因子結合モチーフが濃縮
されていることを見出した。この転写因子は CTNNB1 と共役して標的遺伝子群を制御すると予想
された。ノックダウンした大腸がん細胞を用いたゼノグラフト腫瘍の増殖が著しく低下したこ
とから、本 lncRNA は幹細胞増殖に関与する可能性が示唆された。 
 
（２）腫瘍細胞の増殖制御に関わる新たな lncRNA が同定され、アンチセンスオリゴや siRNA な
どの核酸医薬の標的として有望と考えられるものの、多様なアイソフォームの存在、腫瘍細胞へ
のデリバリーなどが解決すべき課題として挙げられる。 
 
（３）再増殖後の一細胞トランスクリプトーム解析によって、LGR5 の発現上昇に先立ち発現誘



導される遺伝子群が存在することが認められた。また ATAC 解析により複製開始に先立ち ATAC 陽
性となる領域が認められ、モチーフ解析からパイオニア因子の存在が示唆された。 
 
（４）再増殖時に作動するパイオニア因子の存在が示唆されたことから、新たな創薬ポイントと
してクロマチン制御因子複合体におけるタンパク相互作用の制御が期待される。 
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