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研究成果の概要（和文）：本研究では、長鎖シークエンス法を用いた癌と非癌部の転写産物の全長解析から、非
コード領域に存在する新規タンパク質コード遺伝子候補を同定し機能を解明することを目的とした。ロングリー
ドシークエンサーを用いて複数の腫瘍の転写産物全長解析を行い、癌部で発現量が上昇している転写産物を複数
同定した。また、アミノ酸配列からタンパク質のドメイン構造を予測するプログラムを自動化とin houseのプロ
グラムを組み合わせて、発現差がある転写産物に存在するドメインを抽出するプログラムを開発した。これらの
アプローチで検出した候補について、さらに詳細な解析を行うとともに、細胞を用いた実験を行う予定である。

研究成果の概要（英文）：The objective of this study was to identify and elucidate the function of 
candidate novel protein-coding genes in non-coding regions from full-length analysis of transcripts 
in cancer and noncancerous areas of multiple tumors using long-read sequencing. Using a long-read 
sequencer, we performed full-length analysis of transcripts from multiple tumors and identified 
several transcripts whose expression levels were elevated in cancerous areas. We also developed a 
program to extract domains present in transcripts with differential expression by combining 
automated and in house programs to predict protein domain structures from amino acid sequences. 
Further detailed analysis of the candidates detected by these approaches will be performed, as well 
as cell-based experiments.

研究分野：腫瘍学

キーワード： ロングリード　トランスクリプトーム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子発現の研究は、発癌機構の理解や新たな創薬標的の発見に貢献する。古くから、多数の遺伝子発現研究が
行われてきたが、そのほとんどはアイソフォーム（同じ遺伝子の異なる転写産物）ではなく遺伝子全体の発現に
注目している。しかし、アイソフォームは全く異なる機能を持つタンパク質を作り出す可能性があり、アイソフ
ォーム発現の変化はがんを含む疾患の原因となりうる。
本研究で、我々はタンパク質コード遺伝子、非コード遺伝子の発現量の比較による発癌に寄与するアイソフォー
ムの検出と機能的意義推定のためのプログラムを開発した。現在、複数の癌種において機能解析を行なってい
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 
申請者のチームでは、発癌のメカニズム解明を目的とし

て長鎖シークエンス技術を用いた転写産物解析を行って

いる（申請者が代表の基盤(B)と AMED の研究で実施）。現

在までに、Oxford Nanopore シークエンサーを用いた転

写産物（cDNA）シークエンス法を確立し、解析ソフトウエ

アを開発した（Kiyose et al. PLoS Genetics (2022)）

(図１)。42 人の患者由来の肝癌と非癌部肝臓の転写産物

の解析を行った結果、63,629 種類（癌部）および 44,399

種類（非癌部）のスプライシイングバリアントを検出し

た。タンパク質コード遺伝子について発現量の比較を行

った結果、9,965 種類のスプライシイングバリアントに

おいて、癌部と非癌部で発現量の有意な差が認められた。

これらの中には、MET 遺伝子等の癌遺伝子のスプライシ

ングバリアントも含まれていた。 

 
２．研究の目的 

我々の解析結果から非コード領域にある未発見のアミノ酸コード遺伝子を探索するため、我々

が取得したデータに対してバイオインフォマティクス解析を行い、候補を絞り、分子生物学的な

実験を行う。 

 
３．研究の方法 
発現している領域から、ORF（Open Reading Frame）を探索し、機能的アミノ酸配列をコードし
ている可能性が高い転写産物し、癌で発現量が変化している ORF を同定する。それらについて、
ノックダウン、過剰発現実験等を行い、発癌に寄与する新規遺伝子の同定を目指した。 
 
４．研究成果 
血液腫瘍と肝癌を対象とした解析を行った。以下に肝癌の研究の結果を報告する。 

本研究では国立国際医療センターと理研において取得された、B型肝炎ウイルス（HBV）

関連肝細胞癌（HCC）組織及び肝臓非癌部から抽出した RNA サンプルを用いて cDNA シークエンス

を行った。HCC を 96 例、非癌を 54 例新規にシークエンスした。さらに、以前我々がシークエン

スした（Kiyose et al. Plos Genet., 2022）HBV 関連 HCC および非癌の Nanopore cDNA-seq デ

ータ 18 ペアも加え、合計 186 例（HCC 114 例、非癌 72 例）を本研究の解析対象とした。 

本研究で得た遺伝子アイソフォームデータを gtf ファイルに変換したのち、SQANTI3

（Pardo-Palacios et al., Nat. Methods, 2024）を用いて既知転写産物（FSM, ISM）と新規転

写産物（NIC, NNC）に分類した。新規スプライス部位を持つ NNC クラスの転写産物については、

品質管理のため、スプライスジャンクションが全てカノニカル（GT-AG 則）であり、転写終結点

が既知のポリアデニル化サイトであるもののみをトランスクリプトームに含めた。最終的な HCC

トランスクリプトームは、遺伝子数が 26217、転写産物数が 52997 であった。内 77%が既知転写

産物、16%が新規転写産物であり、多数の未知の転写産物の存在が示唆された(図 2)。また、約

半数の遺伝子は複数アイソフォームを発現していることが明らかとなり、その中には既知の HCC

ドライバー遺伝子（例 CTNNB1, TP53）も含まれていた。これらより、転写産物単位の HCC トラ

ンスクリプトーム解析の重要性が示唆された。 



 HBV 関連 HCC においては、cccDNA や宿主ゲノム DNA に組み込まれたウイルス DNA 断片

が発現することで HCC 進展に寄与すると考えられる。我々は、HBV の DNA 配列を含む転写産物を

網羅的に検出し、その全長転写産物モデルを構成し発現パターンを調査した。全サンプルの 55%

（102/186）から HBV 転写産物が検出された。HBV の転写開始点は先行研究と概ね一致し、肝繊

維化に関連すると推測される HBV-FN1 融合転写産物は非癌部 8 例で検出された。さらに我々の

解析では、HBV-ヒト融合転写産物の内約 8割は 5’側に HBV+鎖由来の配列、3’側にヒト配列を

持つことが明らかになり、HBV 内在性プロモーターを用いた遺伝子発現メカニズムが示唆された。

その中には、特定の HCC 症例で高発現する HBV と HCC ドライバー遺伝子の融合遺伝子も確認さ

れた。また、これらの融合転写産物の HBV とヒト遺伝子間のスプライスジャンクションはカノニ

カルなスプライスパターンに従うことが多く、HBV 自体のスプライシングパターンに関する綿密

な調査の必要性が示唆されたため、現在より詳細な構造解明のための解析に取り組んでいる。 

 edgeR（4.2.0）で発現変動遺伝子の同定を行った。Benjamini-Hochberg 法で偽陽性率

を 0.01 とした。全長転写産物データであるのでアイソフォーム単位の解析が可能である。我々

はアイソフォームごとの発現変動を調べることにより、HCC に特徴的な遺伝子発現パターンを調

査した。コーディング遺伝子に限ると、発現変動転写産物は 11469 個（発現上昇転写産物が 7956

個、発現低下転写産物が 3513 個）同定された（図 3）。転写産物単位の発現変動解析は、遺伝子

単位の解析で見つかる遺伝子の 96%をカバーする一方で、1036 個もの転写産物単位特異的に同

定される発現変動遺伝子を新規に捉えた。その中には CTNNB1 などを含む構造ドメイン遺伝子セ

ットが濃縮するなど HCC に機能的意義を持つ遺伝子が含まれる可能性が示唆された。 

 現在は、これまでの解析から絞り込んだ複数の HCC 関連遺伝子候補に対して siRNA ノ

ックダウンを行い、候補遺伝子が細胞増殖へ及ぼす影響などを調査している。データ取得および

発現量の解析はほぼ終了した。現在、遺伝子のノックダウン実験を行っている。ロングリードの

アイソフォーム全長解析は、解析手法が確立されていない分野であり、解析手法開発に時間がか

かった点は問題である。しかし、本研究は完全長トランスクリプトーム研究において世界最大級

のデータを産出しており、学問的価値は高いと考えている。ノックダウンにより細胞増殖に大き

な影響を与える候補も見出されており、新規発見に至る可能性は高いと考えている。来年度論文

の作成を行うとともに、解析結果を公開し、日本の肝癌/肝炎研究に貢献していと考えている。 

 

 

図２ 転写産物の内訳 

FSM

ISM

NIC

NNC

Genic Genomic

Antisense

Fusion

Intergenic

Genic Intron
FSM 76.5%

NIC 8.9%

NNC 6.9%

ISM 0.4%



 
図３ 発現量比較の結果 x 軸が log(発現量の fold change)、y 軸が P値を示す。HCC で発現上昇
したアイソフォームを赤、低下したアイソフォームを青で示す。 
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