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研究成果の概要（和文）：TCGAの大腸癌RNA-seqデータを用いて長鎖非コードRNA(lncRNA)の発現量を定量し，正
常と比較して腫瘍で発現上昇かつ高発現群で生存率が低下しているlncRNAを抽出した．大腸癌細胞において
lncRNAをsiRNAでノックダウンしたところ複数のlncRNAで有意に増殖抑制を認めた．最も増殖抑制の強いlncRNA
のノックダウンではアポトーシスの増強を認めた．ノックダウン時の網羅的な遺伝子発現変化をRNA-seqで解析
したところ，p53転写標的であるアポトーシス関連遺伝子の発現が有意に変化しており，これらを介して消化器
癌細胞の増殖・進展に寄与していることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：Recently, many studies have revealed that long non-coding RNAs (lncRNAs) 
play important roles in cancers. To find lncRNAs contributing to colorectal cancers, we performed 
the screening of lncRNAs through the expression and survival analysis in TCGA dataset. The screening
 revealed that the expression of several lncRNAs is significantly increased in colorectal cancers 
compared with normal tissues and its high expression correlates with poor prognosis. The knockdown 
of these lncRNAs inhibited cell growth and promoted apoptosis in colorectal cancer cells. To confirm
 the effects of the most growth-suppressive lncRNA on gene expression, RNA-seq was performed. the 
lncRNA knockdown modified the expression of several p53-targeting apoptosis-related genes. These 
results suggest that the lncRNA contributes to colorectal cancer progression by promoting cell 
growth and inhibiting apoptosis via the expression change of p53-targeting genes.

研究分野：癌

キーワード： 非コードRNA　癌　non-coding RNA　RNA-seq

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
癌の罹患数は年々増加の一途をたどっており，その診断治療法の開発が急務となっている．これまでゲノムDNA
から転写されたメッセンジャーRNAから蛋白が作られることが知られていたが，近年，メッセンジャーRNAに似て
いるが蛋白が作られないRNAが多数存在し，それらが癌の進展に関わっていることが明らかとなった．本研究で
はそのようなRNAに着目し，大腸癌における役割の一端を明らかにした．

※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 
 
ゲノムプロジェクトにより 30 億塩基に及ぶヒトの全ゲノム配列が解読され，ヒトゲノムの全貌が明らか

となった．しかし，蛋白質をコードする遺伝子は２～３万程度でゲノム上に散在しており，その数は下等

生物と比べても著しく多いわけではなく，ヒトの生命としての複雑さがその他の因子によって規定され

ることが推察される．これまで，蛋白質をコードする遺伝子間（intergenic）のゲノム領域は何の機能も

持たない DNA 配列（junk DNA）と考えられてきた．しかし近年のトランスクリプトームの解析により，そ

のような領域の多くが転写され mRNA のように発現していることが明らかとなった．なかでも mRNA

と同様にエクソンや 5’キャップ，polyA 構造を持つ数万もの長鎖非コード RNA（long non-coding RNA, 

lncRNA）が，発生や幹細胞性などの生理的な現象のみならず，癌や炎症，神経変性など疾患病態にお

いても重要な役割を果たしていることが明らかとなり，ヒトの生命現象の複雑性を説明する論拠となり

つつある． 研究代表者は，消化器癌において高頻度に変異が認められる癌抑制遺伝子 p53 の標的遺

伝子として多数の lncRNA が発現誘導されることを明らかにした（Idogawa, et al. Hum Mol Genet 2014，

Idogawa, et al. Int J Cancer 2017）．lncRNA は転写制御に影響を与える報告が多数あることから， 

lncRNA による遺伝子発現変化が消化器癌の病態に大きく関与していることが想定され，その解析が

急務とされている． 

 

２．研究の目的 
 
そこで公共データベースにある次世代シーケンサーによる消化器癌トランスクリプトーム情報を解析

することで，lncRNA 発現変化と p53 をはじめとする癌関連転写因子の転写ネットワークへの影響を明

らかにし未知の癌病態を明らかにしたい．これにより，新規の癌診断・治療法の開発につながる知見を

得ることができる． 

これまで多数の研究グループによって癌組織におけるトランスクリプトーム解析が行われており，その

情報が NCBI の GEO などの公共データベースに蓄積されている．しかし，これまでの解析では主とし

て既知の蛋白コード遺伝子のプローブしか搭載されていない cDNA マイクロアレイが多く用いられて

おり，まだ全貌が明らかとなっていない lncRNAの解析には利用することはできない．しかし近年，次世

代シーケンサーの開発により転写産物を網羅的にシーケンス（RNA-seq）することで lncRNA を含む未

知の転写産物の同定，発現量の定量を行うことが可能となった．本研究では，DNA Data Bank of 

Japan（DDBJ），NCBI Sequence Read Archive（SRA），The Cancer Genome Atlas（TCGA）などの公共デ

ータベースにおいて公開されている RNA-seq の一次解析データを新たに解析することで，これまでは

難しかった lncRNA の消化器癌組織における網羅的発現解析を可能にするとともに，単なる発現量比

較では見出すことのできない機能的に重要なハブ lncRNA 群を発現ネットワーク解析によって抽出し，

更に消化器癌細胞株を用いた RNA-seq により転写ネットワークに対する影響を解析する点が特色で

ある．これにより lncRNA の寄与による未知の消化器癌病態を明らかにすることが可能となり，新規の

癌診断・治療法の開発につなげることができる． 

 

 
 



３．研究の方法 
 

A．消化器癌組織のトランスクリプトーム解析による蛋白コード遺伝子および lncRNA 発現量の定量 

(1) DDBJ，SRA，The Cancer Genome Atlas （TCGA）などの公共データベースより，次世代シーケ

ンサーによる mRNA の網羅的なシーケンス，いわゆる RNA-seq の一次解析データ（シーケン

サーが出力したリードおよび質的情報を含むデータ）を消化器癌の組織別にダウンロードし取

得する．（TCGA の非公開データの利用申請はすでに承認済みである） 

(2) 取得した RNA-seq の一次解析データを，シーケンス配列アラインメントソフトウェアである

Bowtie2（Langmead and Salzberg. Nature Methods. 2012）を用いて，ヒトゲノム配列（UCSC 

human genome: hg19 もしくは hg38）上にアラインメントする． 

(3) Bowtie2 により得られたヒトゲノム上のアラインメント情報から，スプライシング接合部位マッピ

ングソフトウェアである HISAT2（Kim, et al. Nature Methods 2015）を用いることにより，エクソン

間のスプライシング接合部位を同定する． 

(4) 転写産物構築（トランスクリプトーム・アセンブリ）ソフトウェアである Cufflinks（Trapnell, et al. 

Nature Biotechnology 2012）を用いて，HISAT2 によって得られたリード数のデータを解析する

ことで，長鎖非コード RNA（lncRNA）を含む遺伝子転写産物の発現量を定量する．この際，転

写産物のリファレンスとして hg19 または hg38 に加えて，LNCipedia（Volders, et al. Nucleic Acid 

Research 2014）などの lncRNA データベースを用いる． 

(5) Cufflinks 付属ソフトウェアの Cuffquant によりデータを最適化しサンプルごとに１ファイルとし

た後，サンプルごとのリード数のばらつきを補正するため，同付属ソフトウェアである

Cuffnorm により，リード数を全サンプルの幾何平均の中央値から調整する手法（Anders and 

Huber．Genome Biology 2010）を用いて組織型ごとに発現量を正規化する． 

B．消化器癌組織の遺伝子変異および臨床属性とｌncRNA 発現の相関解析 

(1) サンプルに付随する属性情報（正常・腫瘍の別，遺伝子変異，生存率など）を同様にデータベース

からダウンロードして取得し，発現情報と統合する． 

(2) 正規化された発現データについて，統計解析ソフト R を用いて消化器癌の組織型ごとに，様々な

属性のグループ間（例： p53 正常 vs p53 変異，あるいは正常 vs 腫瘍，癌関連転写因子低発現

vs 高発現など）の比較を行い，有意に発現差が生ずる lncRNA および蛋白コード遺伝子群を同

定する． 

(3) 更に Kaplan-Meier 法による生存率解析を行い，発現変化が有意に予後とも相関する lncRNA お

よび蛋白コード遺伝子群を同定する． 

C. 蛋白コード遺伝子およびｌncRNA 発現量のネットワーク解析によるハブｌncRNA の抽出 

(1) 正規化された発現データについて，スーパーコンピュータにおいて SiGN（Tamada, et al. Genome 

Inform 2011），ARACNE（Margolin, et al. Nat Protoc 2006）などのアルゴリズムを用いて発現ネット

ワーク解析を行う．この際， B の結果を利用して遺伝子数を絞り込むことでノード数を減らし，利

用できるコンピュータの計算資源（リソース）の節約を図る． 

(2) 構築された発現ネットワークの中で，正常と比較して癌でエッジ（発現相関）のあるノード（子遺伝

子）が大きく増加しているハブｌncRNA 群を抽出する． 

 

 



D．細胞株を用いたｌncRNA の転写ネットワークおよび機能解析 

(1) 同定されたハブ lncRNA について，消化器癌細胞株において，siRNA によるノックダウンを行う． 

(2) これによって生じるトランスクリプトーム変化を RNA-seq を用いて解析し，発現変動遺伝子群を

抽出すると共に，p53 を含む癌関連転写因子の転写ネットワークに対する影響を解析する．同時

に，増殖や細胞死などの細胞生物学的影響についても解析を行う． 

 
４．研究成果 

 

TCGA の大腸癌 RNA-seq データを用いて，長鎖非コード RNA（lncRNA）を含む遺伝子転写産物の

発現量を定量し，大腸癌組織において正常と比較して腫瘍で統計学的に有意に発現が上昇，かつ低

発現群と比べて高発現群で有意に生存率が低下している lncRNA を同定した．更に，網羅的な遺伝子

および lncRNA 発現データを用いたネットワーク解析を行い，正常と比較して，腫瘍で他の遺伝子と発

現関連性を多く持つハブ lncRNA を同定した．以上の解析から得られた情報を組み合わせて，癌進展

に寄与する可能性のある複数の lncRNA を 10 種類抽出した．次に，これらの lncRNA それぞれに対し

て 2 種類の siRNA の設計を行った，この siRNA を大腸癌細胞株 HCT116 および DLD1 に導入したと

ころ，lncRNA 発現のノックダウンが確認された．この条件下において癌細胞の増殖を定量したところ，

複数の lncRNA でそのノックダウンにより有意に増殖の抑制が認められた（図１）． 

 

 

図１ lncRNA ノックダウンによる大腸癌細胞の増殖への影響 

 

これらの lncRNA の中で最も増殖抑制の強かった lncAC1 についてその後の解析を進めた． 

lncAC1 ノックダウンによるアポトーシスへの影響を調べるため，その指標となる caspase-3 活性及び膜

表面の AnnexinV を定量したところ，lncAC1 ノックダウンによりアポトーシスの増強が認められた． 

（図２） 
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図２ lncAC1 ノックダウンによるアポトーシスへの影響 

そこで，lncAC1 ノックダウン時の網羅的な遺伝子発現変化を RNA シーケンスを用いて解析した．そ

の結果，p53 の標的遺伝子である CDKN1A（p21）の発現が大きく変化していた（図３左）．そこで p53

標的遺伝子の発現への影響を階層的クラスタリングにより解析したところ，アポトーシス促進的な

BBC3（PUMA），BAX，PMAIP3（NOXA）といった遺伝子の発現が亢進し，アポトーシス抑制的な

BCL2，BIRC5 の発現が低下していた（図３右）． 

 

図３ RNA-seq による lncAC1 ノックダウン時の遺伝子発現変化 

以上の結果から，lncAC1 のノックダウンによるアポトーシス増強は、p53 活性化だけではなく，更に

p53 の標的選択性に影響を与えることにより，下流のアポトーシス関連遺伝子の転写が活性化または

抑制されたことによるものと考えられた．大腸癌において lncAC1 の高発現は，このような機序を介して

大腸癌の発生・進展に寄与し，予後不良につながることが示唆された． 

一方で，lncAC1 のノックダウンは p53 正常の HCT116 細胞だけでなく，p53 が変異している DLD1

細胞においても細胞増殖の抑制およびアポトーシスの増強を引き起こした（図２）．このため p53 非依

存的な経路の存在も考えられ，さらなる解析を進めたいと考えている． 
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