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研究成果の概要（和文）：本研究では、研究代表者らが発見したがん細胞の複製ストレスの調節に関わるlncRNA
 ”TUG1”に着目し、その機能の詳細および治療への応用について研究を進めた。TUG1はDNAの領域において異な
るヘリカーゼと結合することを発見した。TUG1に対するアンチセンスオリゴ（ASO）とドラッグデリバリーシス
テム (DDS) を組み合わせたTUG1 ASO-DDSのがんへ効率的に送達について検討を行った。複製ストレスの調節機
構は、染色体不安定性を伴うがん細胞にとって恒常的に分裂・増殖をするための分子基盤として必須の機構であ
り、本調節機構を治療標的とすることで革新的がん治療法への展開が期待できる。

研究成果の概要（英文）：Oncogene-induced DNA replication stress (RS) and consequent pathogenic 
R-loop formation is known to impede S phase progression. Nonetheless, cancer cells continuously 
proliferate under such high-stressed conditions through incompletely understood mechanisms. We 
studied taurine upregulated gene 1 (TUG1) long noncoding RNA (lncRNA). Under RS conditions, TUG1 was
 rapidly upregulated via activation of the ATR-CHK1 signaling pathway, interacted with RPA and DHX9,
 and engaged in resolving R-loops at certain loci, particularly at the CA repeat microsatellite 
loci. Depletion of TUG1 led to an overabundant R-loops and enhanced RS, leading to substantial 
inhibition of tumor growth. Our data reveal a novel role of TUG1 as an indispensable molecule for 
resolving the problem of R-loop accumulation in cancer cells and a strong rationale for targeting 
TUG1 as a potent therapeutic approach for cancer treatment.

研究分野：腫瘍生物学

キーワード： 非翻訳RNA　がん　DNA損傷　R-loop

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究結果を基盤として、TUG1に対する核酸医薬は、がんの新規治療薬として企業との共同開発に至っている。
TUG1に対する核酸医薬が実用化に至れば、核酸医薬としての先駆的位置づけに加えて、lncRNAというこれまで治
療標的とされてこなかった分子を標的とした新しいクラスの治療法になる。

※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 

細胞が分裂する際の DNA 複製フォークの進行は厳密に調節されているが、dNTP の枯渇や

DNA 鎖架橋、DNA ポリメラーゼの機能不全、がん遺伝子の活性化などがあるとその進行は阻

害される。このように複製フォークの進行が阻害された状態を「複製ストレス」と呼ぶ。通常は

細胞には複製ストレスを調節する機構が存在するが、何らかの原因で複製ストレスが過度に蓄

積すると細胞老化やがん化につながる。特に腫瘍形成過程で、複製ストレスは、がんの悪性化の

ための重要な事象の一つとして認識されており、染色体の構造異常や不安定性を誘導して組織

多様性の形成に寄与している。一方で、染色体の構造異常や不安定性を伴ったがん細胞では、複

製ストレスによる DNA損傷修復や複製の異常などの分裂期前の障害（pre-mitotic defect）が高

頻度に見られ、より過剰な複製ストレスに曝されている。この際、調節がうまくできず複製スト

レスが過剰に蓄積すると複製カタストロフィを惹起し、がん細胞は死滅する。従ってがん細胞は

過剰の複製ストレスを調節する機構を最大限に利用して生存すると考えられる。 

本研究では長鎖非翻訳 RNA（lncRNA）に着目し研究を進める。lncRNAは非翻訳 RNAのう

ち 200bp以上の長さの RNAであり、様々な生物学的作用に関わっている知見が蓄積してきた。

さらに最近 lncRNA とDNA修復や複製ストレスとの関連が少しずつ明らかにされつつあるが、

その全体像を含めて詳細な機序はほとんど理解されていない。本研究の推進によりいまだ不明

な点が多いがん細胞の複製ストレスの理解を進める。 

 

２．研究の目的 

固形がんの特徴として染色体の構造異常や不安定性が高頻度に見られるが、こうしたがん細

胞は正常の細胞よりも高い DNA複製ストレスに曝されている。さらに過度の複製ストレスが蓄

積すると、replication catastrophe (複製カタストロフィ) を惹起しがん細胞は死滅する。したが

って急速に増殖するがん細胞にとって複製ストレスの調節は必須である。本研究では複製スト

レスの調節に長鎖非翻訳 RNA (lncRNA) TUG1 が関与することに着目し、① 脳腫瘍細胞におけ

る TUG1 誘導機構と細胞内動態および作用機序の解明 ② TUG1 KO マウスモデルの解析 ③ 

アンチセンス核酸を用いた治療への応用 について研究を進める。複製ストレスの調節機構は、

がん細胞が恒常的に分裂・増殖をするための分子基盤として必須であり、がん細胞の“アキレス

腱”とも言えることから、本調節機構を治療標的とすることは合理的アプローチであり、革新的

がん治療法の開発が期待できる。 

 

３．研究の方法 

① 脳腫瘍細胞における TUG1誘導機構と細胞内動態および作用機序の解明 

1) TUG1誘導機構の解明  

脳腫瘍細胞でヒドロキシウレア（HU, 複製ストレス誘導剤）およびカンプトテシン（CPT, ト

ポイソメラーゼ１阻害剤）で処理すると、TUG1の発現が上昇する。TUG1のプロモーター

解析から転写因子を同定する。 

2) TUG1結合タンパク質の解析  

TUG1 と結合するタンパク質の同定を行う。タグ化 TUG1 を CRISPR-Cas9 を用いて

endogenous に発現させ、タグ化 TUG1 と結合するタンパク質を、質量分析法を用いて網羅

的に解析する。 

3) TUG1の作用機序の解明 

同定した新規タンパク質について、siRNAや強制発現、さらに TUG1との結合部位、複製ス

トレス誘導下での質的・量的変化について詳細に解析を行い、DNA損傷、チェックポイント

の活性化、複製フォークの速度調節への影響についての解析を行う。 

② TUG1 KO マウスモデルの解析 

TUG1 のコンベンショナルノックアウト（KO）マウスおよびコンディショナル KO マウス

を樹立し戻し交配を行う。TUG1 KO マウスの病理学的解析を行う。 

③ アンチセンス核酸を用いた治療への応用  

本研究期間内では、オフターゲット効果を最小限に抑えるための TUG1 アンチセンスオリ

ゴ（ASO）の in silico 解析と分子生物学的解析を組み合わせて、最適な配列塩基長および核

酸修飾を調節する。さらに DDS の組成および作製法の最適化研究を行い、脳腫瘍担がんマ

ウスおよび脳腫瘍自然発生マウスモデルの両方を用いて in vivoで効果を検討する。 

 



４．研究成果 
① 脳腫瘍細胞における TUG1誘導機構と細胞内動
態および作用機序の解明 

1) TUG1誘導機構の解明  

脳腫瘍細胞でヒドロキシウレア（HU, 複製スト
レス誘導剤）およびカンプトテシン（CPT, ト 

ポイソメラーゼ１阻害剤）で処理により、TUG1

のエンハンサー領域から転写抑制因子 E2F6 の
解離と転写活性化因子E2F1の結合がみられた。
転写因子 Mycは、HU、CPT処理に関わらず、
がん細胞 (Hela) で常に結合していた。 

2) TUG1結合タンパク質の解析  

TUG1 と結合するタンパク質の同定を in vitro

および in vivo で行った。 in vitro では
Replication protein A (RPA) 3 量体のうち、
RPA32 と直接結合していた。また RNA ヘリカ
ーゼである DHX9との直接結合も確認できた。
さらに細胞内での結合を CRISPR-assisted 

RNA–protein interaction detection method 法を用いて解析した。DHX9以外のヘリカーゼ
も複数同定することができた。 

3) TUG1の作用機序の解明 

TUG1 の作用機序ついて、siRNA、ASO 処理や強制発現、さらに TUG1 との結合部位、複
製ストレス誘導下での質的・量的変化について詳細に解析を行った。TUG1は DHX9および
RPAと結合し、CAリピート領域で R-loop の解消に関わることを発見した。TUG1の発現抑
制は複製フォークの速度を押さえ、さらに DNA損傷を誘導した。がん細胞では TUG1は増
殖し続けるために必須の分子であることを見出した（図 1）。 

② TUG1 KO マウスモデルの解析 

TUG1 のコンベンショナルノックアウト（KO）マウスおよびコンディショナル KO マウス
を樹立し戻し交配を行った。TUG1 KO マウスは早期老化のフェノタイプを示した。 

③ アンチセンス核酸を用いた治療への応用  

TUG1 に対するアンチセンスオリゴ（ASO）とドラッグデリバリーシステム (DDS) を組み
合わせた TUG1 ASO-DDSが脳腫瘍へ効率的に送達可能なことを示してきた。本研究期間内
では、オフターゲット効果を最小限に抑えるための in silico 解析と分子生物学的解析を組み
合わせ最適な配列塩基長および核酸修飾を調節した。さらに脳腫瘍マウスモデルを用いた治
療実験を実施し、in vivo において TUG1 の抑制は、膠芽腫に用いられているアルキル化剤
（テモゾロミド）やトポイソメラーゼ阻害剤（エトポシド）の抗腫瘍効果を増強させること
を示した（図 2）。 

 

【考察】 
本研究結果を基盤として、企業との共同研究

まで発展させ、TUG1に対する核酸医薬の開発
に至っている。TUG1に対する核酸医薬の実用
化に至れば、核酸医薬としての先駆的位置づけ
に加えて、lncRNAというこれまで治療標的と
されてこなかった分子を標的とした新しいク
ラスの治療法になる。さらに antiTUG1 製剤
は既存の抗腫瘍剤であるテモゾロミド等の
DNA 損傷薬の作用を増強することから併用療
法が期待できる。実際に antiTUG1 製剤との
併用によりテモゾロミドは低濃度でも有意に
アポトーシス誘導することを実験的に確認し
た。TUG1に対する核酸医薬は独自の分子基盤
に基づいた治療薬であり、実用化ができれば国
内のみならず他国の開発と比しても極めて競
争力が高い。本研究の推進は抗 TUG1 核酸医
薬として基盤データを構築するとともに、今後
医療、産業、生活上の波及効果が極めて大きい
と考える。 
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