
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１３０１

基盤研究(C)

2014～2012

消化器癌に発現する抗癌剤耐性ＡＢＣトランスポーターのスプライシングの機能解析

Functional analysis of splicing variants of multidrug-resitant ABC transporters 
expressed in gastrointestinal cancer

７０４５１５６５研究者番号：

大沼　忍（Ohnuma, Shinobu）

東北大学・大学病院・助教

研究期間：

２４５９１８９５

平成 年 月 日現在２７   ５ ２２

円     4,000,000

研究成果の概要（和文）：RNA-seqによる解析結果から、Ensemblに登録されている48種類のABCトランスポーター全502
種類のスプライスバリアントについて、正常組織と癌組織・大腸癌細胞株の発現量を比較したところ、大腸癌特異的な
バリアントの候補として71種類が抽出された。
　これらの中で、ABCA12のスプライスバリアントであるENST00000513511はRNA-seqの結果をRT-qPCRで再現することが
できた。このことからENST00000513511は大腸癌特異的なスプライスバリアントの可能性が高いと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Bioinformatics analysis showed that seventy-one out of total 502 splicing 
variants of ABC transporters, which are registered in Ensembl, were detected as candidates of potential 
colon-cancer-specific-splice-variants.
　Experimental validations were performed for some of these candidates by RT-qPCR. ENST000005135112, one 
of ABCA12 splice variants, had reproducibility. This result strongly suggests that ENST000005135112 is a 
colon-cancer-specific-splice-variant.

研究分野：大腸癌の集学的治療・分子生物学
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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) 同一のゲノム DNA 配列から多様な成熟

mRNA が生成される過程を選択的スプライシ

ングといい、その結果生じた mRNA をスプラ

イスバリアントという（図 1）。全ゲノム上の

遺伝子の 90％以上にスプライスバリアント

が存在し、癌との関連性が報告されている。

申請者らは、癌におけるスプライスバリアン

トの研究は、ポストゲノム以降の新規治療戦

略の開発に極めて重要と考えその研究に取

り組んできた。その結果、申請者は胃癌特異

的なバリアントを同定し（Ohnuma S. et 

al.Surgery. 2009）、その１つ CDCA1 遺伝子

のバリアントをsiRNAで選択的にノックダウ

ンすることで癌細胞の増殖能を抑制、アポト

ーシスを誘導できることを実証してきた

（Kaneko N. Ohnuma S. et al.BBRC. 2009）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) 一方、申請者は 2007 年 9 月より 2010

年 10 月までの 3年間、米国癌研究所（NCI）、

Dr. Suresh V Ambudkar のもとで抗癌剤耐性

に関わる ATP Binding Cassette (ABC)トラン

スポーターのひとつである P-glycoprotein 

(Pgp)の抑制剤の開発研究に従事し、ATP アナ

ログ、phosphodiesterase-5 inhibitor、天

然有機化合物などがPgpの抑制剤になること

を 報 告 し て き た (Ohnuma S. et al. 

Biochemistry. 2011, Ding PR, Ohnuma S. et 

al.PLos One. 2011, Pitchakarn P, Ohnuma 

S.et al. J Nutr Biochem. in press、大沼

忍他、第 49回日本癌治療学会.優秀演題賞受

賞.2011.10)。 

Pgp は癌細胞膜に過剰発現し、ATP のエ

ネルギーを用い抗癌剤を癌細胞内から外

へ排出することで抗癌剤耐性能を獲得し

ている（図 2）。胃癌・大腸癌といった消化

器癌においても Pgp の他, ABCC1 (MRP1), 

ABCG2（BCRP）などの抗癌剤排出 ABC トラ

ンスポーターが過剰発現しており、これら

トランスポーターに対する抑制剤の開発

により、癌の抗癌剤耐性の克服が可能にな

ると考えられている（Shukla S. Ohnuma S. 

et al. Curr Drug Targets. 2011, Wu CP, 

Ohnuma S. et al. Curr Pharm Biotechnol. 

2011）。しかし、実地臨床で使用できる抑

制剤はこれまで存在しない。 

 

(3) 表 1 に示す通り、抗癌剤耐性関連 ABC

トランスポーターに多数のスプライスバ

リアントが存在するが、報告されているバ

リアント数は、データベースや文献により

異なっており、それらの消化器癌組織にお

ける発現状況、機能も十分に解明されてな

いのが現状である。効果的な抑制剤を開発

するにはスプライスバリアントの機能を



解析した上で、スプライスバリアントも考

慮した薬剤開発がなされるべきと考え、本

研究課題の着想に至った次第である。 

 

 

２．研究の目的 

(1) 本研究の目的は、消化器癌に発現する

抗癌剤耐性関連ABCトランスポーターのスプ

ライスバリアントを同定、機能解析すること

でスプライスバリアントによる抗癌剤耐性

メカニズムを明らかとし、それらを基盤とし

た新規治療戦略を構築することにある。 

(2) また、抗癌剤耐性関連 ABC トランスポ

ーター以外についても、ヒトに発現している

全 48 種類の ABC トランスポーターを対象と

して、消化器癌特異的に発現しているスプラ

イスバリアントを同定し、臨床病理学的因子

との関連性を解析することで、新規バイオマ

ーカーとして役立てることを目的としてい

る。 

具体的研究項目は、①手術検体（胃癌・大

腸癌）でスプライスバリアントの発現を癌部

／正常部間で比較し、癌特異的なスプライス

バリアントを同定する、②スプライスバリア

ントを生じさせる原因となる遺伝子多型、変

異を同定しスプライシング調節メカニズム

を明らかとする、③スプライスバリアントの

トランスポーターとしての機能を明らかに

する、④スプライスバリアントと臨床病理学

的因子の解析を行い、新規バイオマーカーに

活用することである。 

 

３．研究の方法 

(1) 大腸癌患者 3 例の手術検体から、大腸

正常組織と癌組織をそれぞれ採取し、併せて

大腸癌細胞株5種類(COLO205, HCT15, HCT116, 

HT29, SW620)を培養した。これらから RNA を

抽出し、次世代シーケンサー(HiSeq2500)に

よる網羅的なトランスクリプトーム解析     

(RNA-Seq) を 行 い 、 Ensembl 

(http://www.ensembl.org/index.html)に登

録されている 48 種類の ABC トランスポータ

ー全501種類のスプライスバリアントについ

て、正常組織と癌組織・大腸癌細胞株の発現

量を比較し、大腸癌特異的なスプライスバリ

アントを抽出した。さらに、抽出された候補

について、RT-qPCR を用いて validation 実験

を行い、その発現を確認した。 

 

(2) RNA-seq によるトランスクリプトーム

解析における発現定量化ソフトウェアの精

度を評価するため、4 種類の定量化ソフトウ

ェア(cufflinks、DEGseq、DESeq、TIGAR)を

用いて再解析を施行した。また、参照データ

ベースとして Ensembl に加えて Refseq 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/) を

対象として、それぞれのデータベースにおい

て大腸癌特異的なスプライスバリアントの

抽出を行った。 

 

４．研究成果 

(1)  RNA-seq による解析結果から、Ensembl

に登録されている 48 種類の ABC トランスポ

ーター全502種類のスプライスバリアントに

ついて、正常組織と癌組織・大腸癌細胞株の

発現量を比較したところ、大腸癌特異的な

splice variant の候補として 71 種類が抽出

された。これらの中で、その配列特異性から

RT-qPCRによるvalidationを行うことができ

たのは 8 種類であった (Ensembl ID ：

ENST00000586811 、 ENST00000272895 、

ENST00000542328 、 ENST00000572053 、

ENST00000513511 、 ENST00000443497 、

ENST00000443684  、  ENST00000441774)。 

また、これらの中で抗癌剤耐性関連 ABC トラ



ンスポーターのスプライスバリアントは、

ABCC1 のバリアントである ENST00000572053

と 、 ABCC2 の バ リ ア ン ト で あ る

ENST00000513511 である。 

 

(2) これら 8 種類のうち 7 種類については

RNA-seq の結果を RT-qPCR で再現することが

できなかったが、ABCA12 のスプライスバリア

ントの1つであるENST00000272895 について

はRT-qPCRによってその発現を再現すること

ができた(図 3)。 

 
 

(3) RT-qPCR で再現性を示すことができな

かったスプライスバリアントはいずれも発

現量が小さいためにRNA-seqのデータ解析の

段階で誤差が生じ、定量性に欠けるのではな

いかと考えられた。そこで、当初用いたソフ

トウェア(cufflinks)に加え 3 種類のソフト

ウェア(DEGseq、DESeq、TIGAR)を用いて再解

析を施行した。その結果、48 種類の ABC トラ

ンスポーターの遺伝子レベルの発現量は各

ソフトで高い相関を認めたが(図 4)、一方で

502 種類のスプライスバリアントの発現量は

各ソフト間で差が大きく、発現量が小さいほ

ど定量結果がソフトウェアに依存すること

が確認された(図 5)。 

 

 

 

これを反映して、RT-qPCR で再現性のなかっ

た7種類のスプライスバリアントについては

4 種類のソフト間で大腸癌特異的な発現パタ

ーンに再現性がみられなかった。一方で、

RT-qPCR で再現性のあった ENST00000272895

については4種類のソフトのいずれにおいて

も大腸癌特異的な同様の発現パターンを示

した。以上より、大腸癌特異的なスプライス

バリアントとして ABCA12 のバリアントであ

る ENST00000272895 が抽出された。ABCA12 は

これまで抗癌剤を基質とすることは知られ

ていないため、抗癌剤耐性メカニズムとの関

連性は低いと考えられるが、臨床病理学的因

子との関連を解析することで新規バイオマ

ーカーとして活用できる可能性は高いと考

えられる。今後、当研究室で保存している大

腸癌臨床検体を用いて解析を行う予定であ

る。 

 

(4) Ensembl に加えて、Refseq に登録され

ているスプライスバリアント 91 種類につい

て発現量を解析した結果、上記結果で抽出さ

れた大腸癌特異的に対応する Refseq 

transcript ID:NM_173076 は、Refseq を対象

とした解析においても大腸癌特異的な発現

変化を示した。また抗癌剤耐性関連 ABC トラ

ンスポーターのスプライスバリアントにつ

いては Refseq を対象とした解析では、大腸

癌特異的な発現変化を示すものは新たに抽

出されなかった。 
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