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研究成果の概要（和文）：lncRNA ANRILはPRC2のリクルートを介して癌抑制遺伝子p16の転写抑制を行う。その機能阻
害剤の探索系を　ANRIL とPRC2の構成成分であるSUZ12との結合を解析するRNA immunoprecipitation 法により設定可
能とした。一方で癌との関連が示唆されているANRILを含む既知の15種類のlncRNAの細胞内発現量の定量法を確立し、
肝がん培養細胞へ発がんシグナルとしてHBxを強制発現してその発現変動を調べたが、有意に発現が変動するlncRNAは
なかった。今後さらに広範囲の系で解析する必要がある。

研究成果の概要（英文）：lncRNA ANRIL negatively regulates tumore suppressor p16Ink4 via recruitment of PRC
2. We found that RNA immunoprecipitation method is applicable for a screening system to evaluate the bindi
ng between ANRIL and SUZ12, a component of PRC2. Moreover, we developed quantitation methods to measure fi
fteen known lncRNAs including ANRIL to evaluate their association with cancer development. Although, we ev
aluate them in hepatocellular carcinoma cell lines with or without HBx-expression using this system, there
 are no lncRNA oscillating by HBx-expression. Further evaluation will be required.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 近年、細胞は多様な長鎖非コード RNA

（long noncoding RNA; lncRNA）を発現して

いることが判明してきた。lncRNA の種類、

機能については未知の部分が多いが、エピジ

ェネティックな遺伝子発現制御に重要な事

がわかってきた。我々は癌抑制遺伝子である

CDK インヒビターp15/16 遺伝子のポリコー

ム(PRC)を介したエピジェネティックな発現

調節機構を明らかにし、p15/16の転写を抑制

して細胞増殖を正に制御する lncRNA ANRIL

を発見した。この研究において ANRIL は 

PRC2 と結合し、p15/16 の転写制御領域に

PRC2をリクルートしてヒストンH3K27をト

リメチル化することにより、エピジェネティ

ックに発現抑制をしている事がわかった。

ANRIL ノックダウンにより、p15/p16 の発現

を誘導し、細胞増殖を抑制した。以上より

ANRILはがん遺伝子としての機能を持ち、が

んの新たな分子標的として注目できる。 

(2) 上記のように lncRNA はがんの新たな分

子標的として注目すべきであるが、ほとんど

不明といってよい。B型肝炎ウイルスの感染

は肝炎、肝硬変を経て肝発がんするがそのメ

カニズムは不明である。感染から発がんまで

長期にわたるのでエピジェネティックな機

構が関与することが予想されるが、lncRNA

との関係も不明で、解明すべき課題といえる。 
 
２．研究の目的 
 本研究においては ANRIL 等癌化や癌の進

展に関与する lncRNAの分子標的としての選

定と定量および機能阻害剤スクリーニング

法の開発を目的とする。ANRIL 阻害剤は

p15/p16 の発現を誘導し、細胞増殖を抑制す

る効果を期待できる。よって、ANRILと PRC2

の結合を阻害して p15/16 の転写を誘導する

ANRIL阻害薬を創出すれば、癌抑制遺伝子誘

導がもたらされ、新たなタイプの抗腫瘍剤が

創出できると考えている。そこで以下の２つ

のアプローチにより上記目標を達成する。 

(1) PRC2 の構成成分である SUZ12 と

ANRIL の 結 合 を 解 析 す る RNA 

immunoprecipitation 法の確立を目指す。さ

らに、(2) ANRIL以外にも癌の分子標的とし

て有用な lncRNAを選定する。 

 
３．研究の方法 
(1) ANRILと PRC2 の構成成分である SUZ12

との結合を解析する RNA immunoprecipitation 

法のセットアップと条件設定を行なった。詳

細としては、WI38 細胞の核抽出液から、

SUZ12 を抗 SUZ12 抗体を用いて免疫沈降す

る。沈降物に ANRILとの exon1と２を増幅す

る PCR プライマーを加え、RT-PCR を行い、

SUZ12 に結合している ANRIL を検出する方

法を確立する。 

(2) 癌の分子標的として適当な lncRNA を選

定するため、癌との関連が示唆されている

ANRILを含む既知の15種類の lncRNA (ANRIL、

PCAT1、 PANDA、PR antisense、PSF interacting 

RNA、 GASS、lincRNA-p21、E2F4 antisense、

MALAT1、HOTAIR、HULC、HIF、Tie-1AS、

PCGEM-1、UCA1-1)に注目し、特異的プライ

マーをデザインして、RT-PCR による細胞内

発現量の定量法を確立した。この定量アッセ

イを用いて肝がん培養細胞へ発がんシグナ

ルとして HBx を強制発現してその発現変動

を調べる。 
 
４．研究成果 

(1) WI38細胞の核抽出液を調整し、抗 SUZ12

抗体を用いて SUZ12を免疫沈降した。沈降物

に ANRILとの exon1 と２を増幅する PCR プ

ライマーを加え、RT-PCR を行った。その結

果 SUZ12 に結合している ANRILを検出する

ことができた。細胞培養中に化合物を加え、

この方法を利用して ANRILとと SUZ12 の結

合を阻害する物質をスクリーニングできる

と考えている。 

(2) 癌との関連が示唆されている ANRILを含

む既知の 15種類の lncRNA (ANRIL、PCAT1、 



PANDA、PR antisense、PSF interacting RNA、 

GASS、lincRNA-p21、E2F4 antisense、MALAT1、

HOTAIR、HULC、HIF、Tie-1AS、PCGEM-1、

UCA1-1)について、特異的プライマーを作成

し、RT-PCR による測定法を確立することに

成功した。肝臓がん培養細胞 Huh7と HBxを

発現させた Huh7から全 RNAを抽出し、この

測定方法を利用し、上記 15 種の発現量を定

量した。しかしながら HBxの有無で有意に発

現が変動する lncRNA はなかった。今後は正

常細胞を用いて癌化シグナルを付与するモ

デル系でこれらの lncRNA の解析を行ない、

分子標的を探索する必要がある。 
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