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研究成果の概要（和文）：本研究は内視鏡によって得られる臨床検体を分子レベルで統合的・包括的に解析することに
より、大腸癌において重要な役割を果たす長鎖ncRNAの量的・質的な異常を同定することを目的とした。これまでに20
検体以上のヒストン修飾に関するChIPSeqデータを収集し、さらに公共データベースが提供するオミックスデータを用
いて統合解析を行い、大腸癌において普遍的にDNAメチル化により不活性化している長鎖ncRNAや、癌で高発現しており
発癌に関与しうる長鎖ncRNAを同定できた。また多数の臨床検体でのメチル化や発現状態の確認、さらに癌細胞株を用
いた実験により、それら長鎖ncRNAが細胞に及ぼす影響を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：There is growing evidence that long non-coding RNAs (lncRNAs) play important 
roles in a wide repertoire of biological processes. It is very likely that lncRNAs also play critical 
roles in colorectal cancer (CRC). However, few studies have reported the involvement of lncRNAs in CRC. 
In this study, we aimed to comprehensively identify novel lncRNAs involved in CRC. To search for novel 
lncRNAs, we used ChIP-seq technology to obtain histone methylation profiles in endoscopic biopsy 
specimens. We characterized global histone modification plofiles in more than 20 normal tissues and 
cancers. We then examined histone status around putative lncRNAs and generated a list of candidate 
lncRNAs. In order to narrow the list down, we also utilized publicly available DNA methylation data as 
well as RNASeq to perform integrated analysis. Finally we identified ~10 lncRNAs silenced by DNA 
methylation and also identified ~10 lncRNAs that are abnormally overexpressed in CRC.

研究分野：分子生物学

キーワード： lncRNA
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１．研究開始当初の背景 
mRNAと類似の構造を取りながらも、タンパ
ク 質 に 翻 訳 さ れ る こ と の な い 長 鎖
non-coding RNA (ncRNA) が細胞・生命活動
において重要な役割を担っている可能性が
あることが、ここ数年で明らかになってきた。
長鎖ncRNAの一つであるHOTAIRの過剰発
現は乳癌における明らかな独立した予後不
良因子であることが報告されたが（Gupta, 
Nature, 2010)、その HOTAIRが複数のクロ
マチン調節蛋白と結合し、あたかも転写調節
因子のように標的となる遺伝子領域をエピ
ジェネティックに制御していることが明ら
かとなった(Tsai, Science, 2010)。マウス ES
細胞における機能的スクリーニングにおい
ても同様の機能を持つ長鎖 ncRNA が多数同
定され、これらは Nanogや Sox2等の転写因
子と同程度に重要な役割を担っていること
が示された(Guttman, Nature, 2011)。 
	
 これらの知見を総合すると、癌においても
長鎖 ncRNA の一部は古典的 mRNA と同等
かそれ以上に重要な病的意義を持つ可能性
があると考えられるが、実際ヒト癌における
長鎖 ncRNA の病的意義に関しては、上述の
乳癌の HOTAIR の例を除きほとんど分かっ
ていない。他の癌種においてもこれまで同定
されてきた癌遺伝子や癌抑制遺伝子と同程
度に重要な病的意義をもつ長鎖 ncRNA が存
在する可能性が高い。それらの量的な異常や
質的な異常が、発癌において第一義的な原
因・ドライバー因子となっている可能性が十
分にある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、大腸癌臨床例において、長鎖
ncRNA の量的・質的な異常を一義的な原因
とする一群が存在するか、という点に関して
明らかにしたい。そのための手段として、本
研究では大腸内視鏡検体の次世代シークエ
ンサーによる解析とバイオインフォマティ
クスを最大限に活用し、次の３段階の中間達
成目標を設定し研究を遂行する。 
①  微 量 の 大 腸 内 視 鏡 検 体 を 用 い て
ChIP-Seq 法を行うためのワークフローを確
立する。②  一部の大腸癌症例において量
的・質的異常を示しうる長鎖 ncRNA 候補を
系統的に同定する。③  同定された長鎖
ncRNA に関し、多数の臨床検体において量
的・質的異常の有無を検証する。 
 
３．研究の方法 
1)	
 大腸内視鏡の生検検体を用いたヒストン
H3K4me3,H3K27me3 に対する ChIPSeq 実験	
 	
 
	
 札幌医科大学第一内科にて大腸内視鏡検
査を施行した患者から、十分な説明と同意の
もと、生検検体を収集した。さらに腺管分離
法により直接上皮細胞成分のみを分離した。
分離した細胞を直ちにホルマリン固定し、抗
ヒストン抗体を用いてクロマチン免疫沈降
法（ChIP）を施行。ChIP-DNA のクオリティ（シ

グナル−ノイズ比）を qPCR にて確認後、
ChIPSeq ライブラリを作成した。プロトコー
ルは微量検体用に改変したもの（Maruyama,	
 
Plos	
 Genetics,	
 2011）を使用し、次世代シ
ークエンサー(SOLiD4)により解析した。	
 
	
 
2)	
 バイオインフォマティクスによるデータ
の解析と新規長鎖 ncRNA の同定	
 
	
 Broad	
 Institute で公開された lincRNA の
データベース（Cabili,	
 Genes	
 Dev,	
 2011）	
 を
利用し、約 1 万カ所の長鎖 ncRNA の転写開始
点の K4me3	
 を各サンプル間で比較した。その
他、ES細胞における長鎖ncRNAのデータ、TCGA、
ENCODE、NIH	
 Roadmap	
 Epigenomics	
 Project
等の既存のデータベースで公開されている
ChIPSeqデータやRNASeqデータをダウンロー
ドし、統合解析を行った。	
 
	
 
3)	
 DNA メチル化解析	
 
臨床検体や癌細胞株から DNA を抽出し、
bisulfite 処理を行った後に、MSP 法ならび
に pyro-sequeincing 法により解析を行った。	
 
	
 
4)	
 遺伝子発現解析	
 
臨床検体や癌細胞株から RNA を抽出し、cDNA
を合成後、SYBR	
 Select 試薬を用いて、
realtime	
 PCR 法にて発現解析を行った。	
 
	
 
	
 
４．研究成果	
 
1)	
 大腸内視鏡検体を用いたヒストン修飾の
網羅的解析	
 
まず初めに微量の臨床検体から質の高い再
現性のある結果を得るべく、検体からの細胞
分離の方法並びに次世代シークエンサー
(SOLiD4)を用いた ChIPSeq 法のプロトコール
の各段階を詳細に検討し、最適化を行った。
この改良したプロトコールを用いることで、
1x10^5	
 個の細胞、1ng 程度の ChIP-DNA から
ChIPSeq 法の施行が可能であることを確認し
た。次に実際に大腸内視鏡検体を用いてヒス
トン修飾（H3K4me3,	
 K27me3)に対する ChIPSeq
実験を施行した。均一なデータを得るため腺
管分離法により直接上皮細胞成分のみを分
離し解析対象とした。これまでに 27 検体で
ChIPSeq 実験を施行し、そのうち 21 検体で質
の高い ChIPSeq	
 データを得ることができた。	
 
	
 
2)	
 一部の大腸癌で特異的に高発現している
長鎖 ncRNA の同定	
 
	
 これらの臨床検体と癌細胞株の ChIPSeq デ
ータを用い、長鎖 ncRNA 近傍の K4me3 を対象
とし、サンプル間での比較解析を試みた。
K4me3 を認める長鎖 ncRNA の 7〜９割はサン
プル間で共通していたが、一部検体特異的に
K4me3 を認める長鎖 ncRNA があり、これらは
何らかの病的意義があると考えられた。最終
的に大腸癌検体でのみ活性化されている長
鎖 ncRNA を 10 種類同定したが、そのうちの
ある長鎖 ncRNA に 関 しては、 Roadmap	
 



Epigenomics	
 の 88 個の ChIPSeq-K4me3 デー
タと比較したところ、正常の骨格筋の細胞で
のみ活性（K4me3）を認めた。また正常の大
腸組織では H3K27me3 により抑制されている
ことも確認され、これらの長鎖 ncRNA は何ら
かの理由で大腸組織に異所性に発現し、それ
が癌の発生や進展に寄与している可能性が
示唆された。細胞株を用いた機能解析を施行
中である。	
 
	
 
3)	
 大腸癌で発現が低下している長鎖 ncRNA
の同定	
 
また DNA メチル化により H3K4me3 が消失する
特性（Suzuki,	
 Cancer	
 Res,	
 2011）を利用し、
大腸癌検体で DNA メチル化により抑制されて
いる長鎖 ncRNA を 20 種類同定することがで
きた。それらに関して多数の臨床検体でメチ
ル化や発現状態の確認を行った。公共データ
ベースによる解析では、そのうちの一つの長
鎖 ncRNA に関して、大腸癌のみならず胃癌や
食道癌、子宮頸癌、肺扁平上皮癌等でも高頻
度にメチル化されていることが確認された。
一方では正常組織ではほとんど DNA メチル化
は検出されず、このことは癌の早期診断マー
カーに非常に有用と考えられた。実際に大腸
洗浄液を用いた癌の早期診断マーカーとし
て、この長鎖 ncRNA のプロモーター領域を用
い、その有用性が確認された。	
 
	
 
4)	
 大腸癌で点突然変異を認める長鎖 ncRNA
の同定	
 
長鎖 ncRNA の質的異常のスクリーニングとし
て、新学術領域「ゲノム支援」事業の支援を
得て、長鎖 ncRNA を含む全エキソンシークエ
ンスを 50 検体で施行した。データ解析によ
り、癌患者において変異を認める長鎖 ncRNA
のリストを作成した。それらの候補に関して
第 3世代シークエンサー（IonPGM）を活用し
て多サンプルの多領域を同時に検証するこ
とを試み、いくつかの候補に関しては、ある
一定の頻度で変異を認めることを確認した。
現在、癌細胞株を用いた機能的解析を行う準
備をしている。	
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