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研究成果の概要（和文）：結腸直腸癌臨床検体でpolyadenylation関連因子を免疫組織化学法で評価した。
Polyadenylation関連因子のうちPABPN1とNUDT21の過剰発現が多くの症例で認められた。引き続いて大腸癌細胞
株をもちいてPABPN1またはNUDT21のノックダウン細胞を作成した。PABPN1またはNUDT21のノックダウンにより細
胞増殖の抑制が認められた。RNAシーケンスによりpolyadenylationの異常がPABPN1またはNUDT21のノックダウン
細胞でおきたことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We evaluated the expression of polyadenylation-related factors in colorectal
 cancer by immunohistochemistry. Overexpression of PABPN1 and NUDT21 was observed in many cases. 
Subsequently, PABPN1 or NUDT21 knockdown colorectal cell lines were established. Suppression of 
PABPN1 or NUDT21 in colon cancer cell lines inhibited proliferation. RNA sequencing revealed that 
alternative polyadenylation occurred in PABPN1 or NUDT21 knockdown colorectal cell lines.

研究分野：消化器病学

キーワード： 大腸癌　転写後調節　Polyadenylation　3'　非翻訳領域

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
大腸癌においてNUDT21、PABPN1の過剰発現が腫瘍増殖に関連している可能性が本研究から考えられた。とくに
PABPN1は肺癌や膀胱癌では癌部で発現が低下していることが報告されていたため、大腸癌におけるPABPN1の過剰
発現は特異的と考えられる。RNAシーケンスの結果をさらに発展させ、大腸癌のPABPN1の転写後調節に与える影
響が将来的に明らかになれば、
診断および治療法などのバイオマーカーの開発につながり大腸がん診療に寄与す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 
大腸癌に対しては臨床病理学的な進行度により治療法が決定されているが、予期しない早期
再発を経験することも多い。予後予測や経過観察に CT検査などの画像診断や腫瘍マーカーが臨
床的に用いられているが、十分とはいえない。 
大腸癌では様々なmRNA発現の異常がおこっているが、最近はmicroRNA(miRNA)による転
写後調節に関する研究が広く行われている。miRNA発現の異常が癌でおこっていることは広く
知られているが、そのmiRNAの結合部位であるmRNAの 3' UTRの変化は転写後調節の観点
から大きな役割をもち注目を集めている。mRNA の 3' UTR の長さは数百から数千塩基におよ
ぶ。半数以上の遺伝子は 2個以上の polyadenylation signalとなる配列をもつ。前駆体mRNA
のプロセシング過程で通常と異なる polyadenylation signal の選択がおこり(Alternative 
polyadenylation (APA))、3' UTRの長さが異なったmRNA発現がおこることが知られている。
3' UTRには RNA結合蛋白やmiRNAが結合するため、3' UTRを介した転写後調節は細胞の蛋
白発現に重要な役割をもつ。例えば通常より短縮した 3' UTRをもつ mRNAは RNA結合蛋白
や non-coding RNA(miRNA や lncRNA)の結合部位を欠くため転写後調節が変化し、その結果
としてタンパク質発現が変化する（左図）。 
以前から癌細胞株と正常組織での APAを検討した報告が多くなされていたが様々な癌細胞株
で APAを包括的に検討した報告が 2009年になされた。癌細胞株では正常組織と比べると APA
により様々な oncogeneでの 3' UTRの短縮が認められることや 3' UTRの短縮によりmRNAは
miRNAの制御を逃れ浸潤、転移や細胞増殖などが変化するなどが報告されていた。 

APAの原因は長い間、不明であったが徐々に解明されつつあった。近年の APAに関する基礎
的な検討により、癌や随伴する炎症によってもたらされる低分子リボヌクレオ蛋白や RNA切断
因子などの polyadenylation関連因子(CFI、PABPN1、CTSF、CPSFなど)の発現異常が APA
と関連していることが解明されてきていた。しかし、polyadenylation 関連因や APA の検討は
in vitroでの検討が大多数であった。肺癌、前立腺癌や乳癌などでの報告はなされていたが、大
腸癌における検討はごく限られており、それらの臨床的な位置づけは依然不明であった。 
 
２．研究の目的 
そこで大腸癌における polyadenylation 関連因子の発現並びにそれら因子によりもたらされ
る mRNA の APA を検討し、それらが化学療法や予後予測因子となりえるか検討することにし
た。転写後調節に関する研究については現在では主にmiRNA発現や RNA結合蛋白についての
検討が広く行われており、特に miRNA は癌の悪性度や抗癌剤感受性を予測する新たなバイオ
マーカーとして将来的な臨床応用が期待されている。したがってmiRNAが結合する 3' UTRの
変化である APA を検討することは、miRNA 研究と同様に臨床的意義が大きいと判断し、転写
後調節に関わる因子のうちで、広く検討されている miRNA だけではなく miRNA の結合部位
である 3' UTRの変化（APA）を検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
臨床研究の対象は、当院で外科治療や内視鏡治療をうけ病理学的に診断がなされているステ
ージ 0～IV の大腸癌患者とした。内視鏡検査や外科治療時に病変部と近傍正常部から採取し新
鮮凍結検体についても保管されている症例を対象とした。Polyadenylation 関連因子をホルマリ
ン固定パラフィン包埋（FFPE）組織標本サンプルを用いて免疫組織化学染色でタンパク発現を行
った。同一患者で正常部と癌部を比較した。 
細胞株の実験にはSW480, HCT-116, RKO, HT-29などの代表的な大腸癌細胞株を用いた。NUDT21
の polyadenylation 関連因子のノックアウトは CRISPR-CAS9 法で行った。市販のレンチウィル
スベクターを用いて polyadenylation 関連因子のノックダウンも行った。ピューロマイシンセ
レクション、レポーター遺伝子発現でシングルセルセレクションし、各細胞で複数のクローンを
樹立した。細胞増殖はレサズリンアッセイや clonogenic assay を用いて評価した。APA の評価
は 3' UTR を標的とした RNA シーケンスを用いて評価した。 
 
４．研究成果 
(1)大腸癌臨床検体を用いた検討結果 
質の良い RNA の抽出ができたステージ I/II/III/IV 14/23/28/17 例、合計 81 症例の大腸癌
患者の polyadenylation 関連因
子を免疫組織化学染色で行っ
た。PABPN1 と NUDT21 の癌部で
の発現を近傍の正常部と比較し
たが大多数の症例で発現亢進が
認められた（右図、PABPN1 発現
を癌部と近傍正常部で評価）。 



 
なお臨床病理学的な因子との関連を検討したがステージ I の患者においても発現が亢進が認め
られたため、進行度や予後との関連は認められなかった。 
（2）大腸癌細胞株を用いた検討 
①大腸癌細胞株でも臨床検体と同様に PABPN1 および NUDT21 のタンパク発現の亢進が認めら
れた。最初に NUDT21 を CRISPR-CAS9 法でノックダウンした。両アリルのノックアウトがなされ
ると細胞の生存率が極端に低下しクローンを得ることができなかった。そのため片アリルのコ
ンディショナルノックアウトとしたがやはり生存率が極端に低下し、RNA シーケンスや薬剤感受
性の評価にそれらの細胞を用いることができなかった。 
引き続いてノックダウンによる発現低下を行い細胞増殖に与える
影響を評価した。ノックアウトで著明に細胞死が認められたため、定
常発現ではなくドキシサイクリンによる発現誘導システムを有する
レンチウィルスベースの shRNA 発現ベクターを用い複数のクローン
を得ることができた（右図、ドキシサイクリン投与による PABPN1 
shRNA 発現により RKO 細胞で PABPN1 タンパク発現が低下した）。 
 
 
 
 
 
様々な細胞で数クローンのノックダウン細胞を作成することができ
た。それら細胞を用いて細胞増殖に NUDT21 または PABPN1 の発現低下が与える影響を検討した
ところ、細胞増殖の抑制が認められた（下図、PABPN1 ノックダウンした RKO 細胞の増殖を
clonogenic assay を用いて比較した）。 
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②細胞株にトポイソメラーゼ阻害薬を投与すると PABPN1 に関連した APA が誘導されるとの報
告が過去にあったため PABPN1 のノックダウン細胞にトポイソメラーゼ阻害薬 SN-38 を投与した
が、コントロールと比較して薬剤感受性は変化が認められなかった。 
③NUDT21またはPABPN1ノックダウン細胞とコントロール細胞を用いてRNAシーケンスにより
APA を評価した。オリゴ(dT)プライマー用いた cDNA 作成後にランダムプライマーを用いて二本
鎖の cDNA を合成しシーケンスを 2.1Gb のリードを行った。過去の報告になかった APA を含め複
数の遺伝子の APA を検出することができた。 
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