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研究成果の概要（和文）：　非翻訳RNAは腫瘍の増悪化に関与することが知られている。本研究で、非翻訳RNAの一種で
あるmiR-10bとHOTAIRがHOXD10遺伝子の発現を抑制し、卵巣がんの転移能を制御することを明らかとした。また、悪性
黒色腫細胞、臨床検体で、KEAP1遺伝子についての新規フレームシフト変異を見出した。その結果、NRF2が恒常的に安
定化すること、各種抗がん剤に対して耐性を獲得することを明らかにした。さらに肺がん培養細胞株での遺伝子発現相
関の解析から、NRF2の発現と逆相関する遺伝子群も見出しており、NRF2は、腫瘍生物学的形質を獲得する過程で、何ら
かの非翻訳RNAの転写を介している可能性が示された。

研究成果の概要（英文）： In epithelial ovarian cancer cell lines and primary tumors, we investigated that 
miR-10b and/or HOTAIR can regulate the HOXD10 expression, and that it permit gain of pro-metastatic gene 
products. Our results suggested that downregulation of HOXD10 expression by miR-10b overexpression might 
induce increase of pro-metastatic gene products, such as MMP14 and RHOC, and contribute to the 
acquisition of metastatic phenotypes in epithelial ovarian cancer cells. Moreover, We identified a novel 
single-nucleotide deletion in codon 507 of exon 4 of the KEAP1 gene that resulted in a frameshift 
mutation in malignant melanoma. KEAP1-FSM cells exhibited significant resistance to hydrogen peroxide and 
anti-cancer agents such as cisplatin and dacarbazine, which are mostly used for melanoma chemotherapy. 
These data suggest that NRF2 may have potential value as a therapeutic target in malignant melanoma in 
order to improve the rate of clinical response to anti-cancer agents.

研究分野：分子生物学

キーワード： 非翻訳RNA　腫瘍化
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）正常組織では、数万のトランスクリプ
トームの中からジェネティック/エピジェネ
ティックな機構を利用し特定の遺伝子セッ
トを発現することで、時間的・空間的に厳密
かつ正確な分化・増殖制御がなされている。
これら機構の破綻は全体的な遺伝子発現の
不均衡をもたらし、腫瘍など病態に直結する
と考えられている。このような仮説の基に、
申請者はこれまで、エピジェネティックな遺
伝子発現制御機構と腫瘍の関係について、ヒ
ストンのアセチル化を介した機構について
解析してきた。  
（２）エピジェネティックによる遺伝子発現
制御には、DNA に結合し近傍クロマチンの修
飾状態を制御する数多くのたんぱく質が関
与している。エピジェネティックのマスター
制御因子 REST はヒストン脱アセチル化酵素
群 HDAC と CoREST を介した相互作用により標
的遺伝子近傍のヒストンの脱アセチル化状
態を維持しているが、同時にクロマチン制御
因子ポリコームもリクルートすることが知
られていた。しかしポリコームは、REST 複合
体とタンパク質を介した相互作用がないこ
とから、何らかの非タンパク性の足場の存在
が示唆されていた。 
（３）近年 Tsai らにより、lincRNAs (Large 
intergenic noncoding RNAs)と呼ばれる非翻
訳性 RNA が、ポリコームと REST を介在する
足場として機能することが明らかとなった
（Tsai et al., Science 2010）。lincRNA は
数千種類存在するが、機能と作用遺伝子が明
らかとなっているものはわずかである。既知
lincRNA のうち、X 染色体の不活化に関与す
る Xist や、インプリンティングに関与する
Air、Kcnq1 は、それらが転写された近傍に存
在する遺伝子（シス領域）の転写制御に関与
している。 
（４）申請者は上記の背景をもとに、「腫瘍
としての生物学的特性を獲得・維持する過程
で、何らかの lincRNA の発現変化が関与して
いる」と仮定し、次世代シークエンサーを用
いて lincRNA の網羅的解析を行った。その結
果、腫瘍生物学的意義が示唆されている遺伝
子近傍に存在する lincRNA で、さらに 50 倍
以 上 発 現 変 化 す る も の と し て 、 
lincRNA-S100B、linc-DHRS7、lincRNA-EPHA6
など数種類がスクリーニングされた。S100 は
皮膚がんをはじめ肺や消化器の腺がんで強
い発現がみられ、p53 経路への関与が示唆さ
れている。また DHRS7 はステロイド代謝経路
の酵素で、前立腺がんとの関連が知られてお
り、 EPHA6 はネフリン受容体として脳腫瘍や
乳がんでの高発現が知られている。しかしこ
れらの発現制御機構は不明である。多くの
lincRNA がシス領域に作用する点を考慮する

と、上記の S100B、DHRS7、EPHA6 などの発現
量は、近傍に位置する lincRNA で制御されて
いる可能性が高い。 
 
２．研究の目的 
 本研究は非翻訳 RNA の一種である lincRNA
に注目し、腫瘍生物学的形質への関与を検討
する。多くの lincRNA はクロマチン修飾因子
が特定の遺伝子座にリクルートする足場と
して働き、その標的遺伝子は、lincRNA がコ
ードされている領域の近傍（シス領域）に存
在する例がほとんどである。申請者は乳がん
細胞株で特異的に発現が変化している
lincRNA 群を、次世代シーケンサーを用い網
羅的に検索した。以上の情報を基に、本研究
では lincRNA の腫瘍での役割、特にエピジェ
ネティックな遺伝子発現制御との関連を解
析することで、lincRNA は治療の標的となり
得るか基礎的な知見を得ることを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
（１）各種腫瘍の培養細胞株を用い、対象と
なる lincRNA を siRNA 法によりノックダウン
もしくは強発現した場合について標的遺伝
子の下流シグナルを解析することで、
lincRNA の過不足が腫瘍としての形質にどの
程度影響するか評価する。 
（２）各種腫瘍の手術検体を用いた検討 
 外科的に切除された新鮮検体から
totalRNA を抽出し cDNA を合成する。それを
用い、本研究により腫瘍化に関連することが
明らかになった lincRNA について、その存在
量を RT-PCR 法により比較する。本研究に用
いる予定の totalRNA は、現段階で悪性黒色
腫由来、脳腫瘍由来、乳がん由来、卵巣癌由
来のものがそれぞれ利用可能である。その利
用に際しては、学内の倫理規定に則った手続
きを経る。 
 
４．研究成果 
「HOTAIRとmiR-10bは卵巣がんの浸潤能を制
御する」 
（１）lincRNA の一種である HOTAIR は、クロ
マチン修飾状態を制御する因子の足場とし
て働き、一部腫瘍での高発現が認められる。 
申請者は、次世代シーケンサーの結果を基に、
卵巣がんにおいて、HOTAIR が腫瘍生物学的形
質にどのような変化をもたらすか検討した
（図１）。その結果、一部腫瘍細胞株におい
て、HOTAIR の発現程度を siRNA 法により減弱
することによって、細胞遊走能が有為に抑制
されることを見出した（図２）。すなわち、
腫瘍生物学的形質として重要な浸潤能の制
御に、HOTAIR が積極的に関与していることが
示唆された。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 卵巣がん細胞株における HOTAIR と
miR-10b の発現多様性 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ HOTAIR の遊走能、浸潤能への関与 
 
（２）一方、浸潤能制御に HOTAIR が積極的
に関与していない腫瘍細胞株では、非翻訳
RNA の一種である、microRNA のうち、miR-10b
が主に関与しうることを見出した。microRNA
は標的遺伝子の非翻訳領域に結合し、標的遺
伝子の翻訳を抑制することが知られている。
miR-10bの標的遺伝子として知られるHOXD10
は形態分化に関与する遺伝子群の一種であ
り、ある種の腫瘍細胞において浸潤能を制御
していることが知られている。本研究におい
て、miR-10b を siRNA 法により、減弱させる
と HOXD10 タンパク質が増加すること、逆に
miR-10b を高発現させることで、HOXD10 タン
パク質が増加することから、HOTAIR が関与し
ない腫瘍細胞株では miR-10b が HOXD10 タン
パク質の発現量を制御することにより、結果
的に浸潤能を制御しうることが明らかとな
った（図３）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ miR-10bとHOXD10の発現相関性と遊走
能、浸潤能 
 
（３）また、臨床病理検体（パラフィン切片、
68 例、HOXD10 と MMP14 の免疫染色の強度と
miR-10b の発現量との相関）から、RNA を抽
出し、定量的 RT-PCR 法によって miR-10b の
存在量を定量した結果と、HOXD10 の免疫染色
の結果を比較すると、それぞれが有為に逆相
関していることを見出した（図４）。一方、
浸 潤 能 に 関 与 す る 他 の 因 子 で あ る
MMP14(matrix metallopeptidase 14) や
RHOC(ras homolog family member C)につい
ては有為な相関が見られなかった（data not 
shown)。 
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図４ miR-10b と HOXD10 の発現相関 
 
（４）以上の（１）〜（３）から、卵巣がん
において、遊走能、浸潤能の積極的制御に
lincRNAの一種であるHOTAIRが関与している
場合と、microRNA の一種である miR-10b が関
与している場合があり、卵巣がんの浸潤能の
亢進という腫瘍生物学的形質において、異な
った非翻訳RNAを介した機構が存在すること
が明らかとなった。 
 
（５）次に、悪性黒色腫細胞株を用い、
lincRNA を初めとする、非翻訳 RNA 群を制御
し得る因子を検索する目的で、特に転写因子
に関与する遺伝子の変異を次世代シーケン
サーを用いて検索を行った。悪性黒色腫は皮
膚、眼窩内などに発生するメラノサイト由来
の悪性腫瘍であり、予後不良である。これま
でに BRAF-V600 や NRAS-Q61 など、悪性黒色
腫のドライバー変異が報告され治療標的分
子となっているが、これら既知変異を持たな
い症例も知られている。培養細胞株１１種類
について、次世代シーケンサーを用いた全エ
クソーム解析を行った。ゲノム中の全エクソ
ン領域について、平均７５カバレージ以上の
シーケンスデータが得られた。これらデータ
を解析した結果、フレームシフトやアミノ酸
変異を伴ういくつかの新規変異を見いだし
た。本研究では特に、フレームシフト変異が
認められたKEAP1(kelch like ECH associated 
protein 1)遺伝子に注目した（図５ａ、ｂ）。
KEAP1 は酸化ストレスを感知するセンサー分

子であり、またそのパートナー分子 NRF2 の
活性化は、腫瘍形成に関与することが知られ
ている。さらに、NRF2 は転写因子であり、各
種非翻訳 RNA の発現制御に関与し、腫瘍生物
学的形質の獲得に関与する可能性がある。 
 
（６）新規変異を生化学的に解析した結果、
KEAP1のパートナー分子であるNRF2が安定化
し核内移行していること（data not shown）、
NRF2 遺伝子を siRNA 法にて減弱すると、各種
抗がん剤による細胞内酸化状態が減弱する
こと（図５ｄ、ｅ）、KEPA1 変異株ではそれ
ら抗がん剤に対して耐性を示すこと（図５
ｆ）が明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ 悪性黒色腫細胞株におけるKEAP1遺伝
子のフレームシフト変異と薬剤耐性 
CDDP: cisplatin, DTIC: Dacarbazine 
 
（７）また臨床検体（２１検体）を用いた DNA
シークエンス解析から、２検体において悪性
黒色腫細胞株で見られたKEAP1遺伝子変異部
位の近傍に、同様のフレームシフト変異を伴
う一塩基欠損が認められ、免疫染色により
NRF2 タンパク質が恒常的に活性化している
ことが認められた。一方、正常型の KEAP1 を
有する臨床検体では、NRF2 タンパク質の恒常
的な安定化は見られなかった。以上から
KEAP1 の新規変異は、悪性黒色腫の生物学的
特性の一因となる可能性が示唆された（data 
no shown）。 
 
（８）以上の（５）〜（７）から、悪性黒色
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腫においてKEAP1遺伝子のフレームシフト変
異によって NRF2 が恒常的に安定化し、抗酸
化プログラムを活性化すること、これらの細
胞株では種々の抗がん剤によって発生する
活性酸素群を代謝することにより、抗がん剤
の殺細胞効果が減弱することが明らかとな
った。本結果を基に NRF2 の標的遺伝子群を
発現解析した結果、ある種の肺癌細胞株にお
いて、NRF2 の発現と逆相関する遺伝子群の存
在を認めている（data not shown）。NRF2 は、
転写因子であることから、標的遺伝子を正に
制御することが考えられるが、これら逆相関
する遺伝子群は、何らかの抑制的制御因子を
NRF2 が誘導した結果であると想定される。こ
れらの因子として、非翻訳 RNA が候補である
との予想に至っている。 
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