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研究成果の概要（和文）：本研究では、膠芽腫が組織不均一性を獲得する背景に、がん細胞の可塑性のあるエピ
ジェネティックな制御機構が関与していると考え、細胞外シグナルにより制御されるがん細胞のエピゲノムおよ
びその人為的制御法の開発を目指した。特に長鎖非翻訳RNAに着目して、TUG1を同定し、その機序の詳細を明ら
かにした。TUG1に対するアンチセンスオリゴ (ASO)とドラッグデリバリーシステム（DDS）の検討を行い、
anti-TUG1-DDSが膠芽腫に対して個体レベルで抗腫瘍効果を発揮することを明らかにした

研究成果の概要（英文）：Plastic epigenetic regulation might be linked to the morphological and 
lineage heterogeneity. However, knowledge about how epigenome is altered specifically at certain 
loci and how this affects the phenotypes of tumor is largely unknown. In the current project, we 
found that the notch-regulated long non-coding RNA, TUG1, promotes self-renewal by quenching 
microRNA in the cytoplasm and recruiting polycomb to repress differentiation genes in the nucleus. 
Intravenous treatment with antisense oligonucleotides targeting TUG1 coupled with drug delivery 
system induces glioma cell differentiation and efficiently represses glioma cell growth in vivo. Our
 data provide a strong rationale for targeting TUG1 as a specific and potent therapeutic approach to
 eliminate the glioma cells.

研究分野： 分子腫瘍学

キーワード： エピジェネティクス　非翻訳RNA　がん　がん治療
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
固形がんは複数の細胞集団から形成され、

各細胞集団は様々な表現型を呈している。こ
うしたがん組織多様性の形成には、がん細胞
個々のゲノム変異の蓄積に加えて、エピゲノ
ムの多様性が深く関与している可能性が高
い。特にエピゲノムは可塑性を有しているた
め、浸潤・増殖時に周囲環境との相互作用を
介して、新たながん細胞形質を獲得していく
可能性が予測される。 
我々はこれまで、ポリコームタンパク

EZH2（ヒストンメチル化酵素）を介したヒ
ストン H3 リシン 27 のトリメチル化
（H3K27me3）修飾による遺伝子不活化機構 
(EZH2-H3K27me3) に着目し、発がんへの関
与を明らかにしてきた。特に脳がん幹細胞を
グリオブラストーマから樹立し解析した結
果、EZH2-H3K27me3 を介したエピジェネ
ティック機構は、がん細胞の未分化－分化を
可塑的に制御し、がん組織内の多様な組織形
成に貢献することを見出した。こうした可塑
的なプロセスは、がん細胞が巧みに生体防御
機構をくぐり抜け、増殖・進展していく過程
で利用されると考える。 
エピゲノム関連タンパクには、a) エピゲノ

ム情報の書き手（Writer）である“エピゲノム
修飾酵素”、b) エピゲノムの読み手（Reader）
である、“エピゲノム認識タンパク”、そして
c) エピゲノムの消し手（Eraser）である“エ
ピゲノム除去酵素”が存在する。これらのタン
パクは、特定の遺伝子座のエピゲノム情報を
決定すると考えられるが、その詳細なメカニ
ズムはいまだ明らかではない。  
本研究では、これまでの脳がん幹細胞

(GSC)の分化誘導時におけるエピゲノム解析
をさらに発展させ、細胞の周囲環境とエピゲ
ノムリプログラミングを結ぶ機構の解明、お
よびその分子基盤を標的とした、より特異性
の高い人為的エピゲノム制御を目指す。 

２．研究の目的 
今回我々は、(1) 細胞外シグナルによるエ

ピゲノム関連タンパク質の制御、(2) Writer、
Reader、Eraser に複合体形成としての足場
を与え、特定遺伝子領域に誘導する非翻訳
RNA (long non-coding RNA, lncRNA)、に焦
点を絞り解析を行う。特に解析モデルとして、
ヒト脳がん幹細胞 GSC モデル、および脳腫
瘍発生マウスモデルを用いることで、がん細
胞と周囲環境との相互作用に関わる解析を
試みる。エピゲノム制御に関わるこれらのパ
スウェイを明らかにすることで、がん細胞が
細胞外からの情報をいかにエピゲノムに反
映させ、細胞の機能制御を行っているかの理
解につながり、加えて、ゲノムの部位特異的
なエピゲノム修飾のメカニズムを解明する
ことが期待できる。さらに、(3) その分子基
盤を標的とした人為的制御を目指すことで、
より特異性の高いエピゲノムに作用する治
療薬の開発を目指す。 

３．研究の方法 
これまで固形腫瘍が組織多様性を獲得す

る機序の解明を目指し、がん細胞の周囲環境
に応じて変化する可塑性の高いヒストン修
飾に焦点を絞り解析を行なってきた。本研究
ではこれまでの研究をさらに発展させ、細胞
外シグナルから部位特異的なエピゲノムリ
プログラミングへのプロセスを明らかにし、
さらにその分子機構を標的としたエピゲノ
ム制御治療薬のシーズ同定を目指した研究
基盤を構築する。 

(1) 細胞外シグナルによるエピゲノム関連タ
ンパク質の制御 

lncRNA はヒストン修飾酵素（Writer, 
Reader, Eraser）と結合し、特定のエピゲノ
ム複合体を特定の遺伝子座にリクルートす
ることによって、その領域の発現制御に関わ
る可能性が示唆されている。本研究では、
GSC、および MADM マウスモデルから得ら
れたがん細胞において、発がん過程における
lncRNA とエピゲノム修飾との関連を明確に
することを試みる。GSC の分化誘導系を用い
て RNA-seq、 RNA immunoprecipitation
（RIP）により、外部シグナルにより発現変
化し、エピゲノムに影響を与える lncRNA を
同定する。 

(2) 非翻訳RNAによるエピゲノム修飾タンパ
ク複合体の特定遺伝子部位へのリクルート 
同定した lncRNA について BrU-ChIP, 

RIP-seq 等で解析を行う。 

(3) 細胞外シグナル－エピゲノムパスウェイ
を標的としたエピゲノムの人為的制御 
 同定した lncRNAに対する治療法の開発を
試みる。特にドラッグデリバリーシステムに
ついて考察・解析する。 

４．研究成果 

(1) 細胞外シグナルによるエピゲノム関連タ
ンパク質の制御 

① Notch シグナルに誘導される lncRNA の
絞り込み 
脳がん幹細胞 GSC の維持には、Notch シグ
ナルの重要性が報告されている。そこで
Notch1 および JAG1 に対する siRNA、また
は、Notch シグナルの阻害として働く γセク
レターゼ阻害薬（DAPT, RO4929097）でGSC

RO4929097処理
(103 lncRNAs)

DAPT処理
（59 lncRNAs）

si-Notch1処理
(138 lncRNAs)

si-JAG1処理
(137 lncRNAs)

72
21

26 6351

1559

2553

6

6

2

図1：Notchシグナルに制御されるlncRNAの網羅的解析
si-RNAによるJAG1, Notch1の抑制, およびγセクレターゼ阻害
剤（DAPT, RO4929097）により, 発現低下するlncRNAの数. さ
らに共通の６つのlncRNAから, GSCで高発現し, プロモーター
領域にRBPjKモチーフを持つTUG1を同定した.

TUG1



を処理し、発現が減少する lncRNA について
lncRNA マイクロアレイを用いて解析した
（図 1）。まず GSC の 3 細胞株を用いて
RNA-seq を行った結果、Notch 応答配列を有
する 64 の lncRNA が 3 つの細胞株で共通し
て高発現であった。さらに lncRNA マイクロ
アレイと RNA-seq の結果を対比した結果、
GSC で高発現を示し、Notch の下流で制御さ
せている lncRNA として TUG1 を同定した。 

② TUG1 の機能解析 
BrU でラベルした TUG1 を用いて免疫沈

降を行い、EZH2/PRC2 および DNA 結合タ
ンパク質 YY1 が TUG1 と相互作用すること
を明らかにした。さらに細胞質内では TUG1
とマイクロ RNA（miR-145）が相互作用し、
スポンジ効果で、miR-145 の作用を抑制する
ことを見出した。miR-145 はその標的遺伝子
として SOX2 や MYC が知られており
miR-145 の高発現により SOX2、MYC の発
現が抑制される。したがって miR-145 は抗幹
細胞として働く。TUG1 の発現が亢進してい
る場合は、miR-145 が抑制され幹細胞性の維
持に働くことが考えられる。実際に TUG1 を
siRNA で抑制すると GSC の幹細胞性の消失
と細胞死の誘導が観察された（図 2）。 

(2) 非翻訳RNAによるエピゲノム修飾タンパ
ク複合体の特定遺伝子部位へのリクルート 

TUG1 は PRC2、および YY1 と複合体を形
成する。BrU でラベル化した TUG1 がどの
遺伝子領域にリクルートされるかにつき
BrU-Chip で解析した結果、630 遺伝子領域
を同定した。興味深いことにこれらのうち、
525 遺伝子は、Whitfield らの報告した YY1
結合モチーフ（Genome Biol, 2012）をプロ
モーター領域に有することを in silico 解析

から見出した（図 3A）。Gene ontology 解析
から、TUG1 標的遺伝子群には、神経分化に
関わる遺伝子が集積していた。さらに発現マ
イクロアレイを用いて、TUG1 標的遺伝子群
の発現様式を検討した結果、525 遺伝子は、
TUG1の抑制により有意に発現上昇すること
がわかった（図３B）。 

 
以上の結果から、TUG1 は、細胞質では

miR145 との相互作用により幹細胞性の維持
に関与し、細胞核では PRC2 等のポリコーム
タンパク質との相互作用により分化抑制に
関わることを見出した。 

(3）細胞外シグナル－エピゲノムパスウェイ
を標的としたエピゲノムの人為的制御 

TUG1 に対するアンチセンスオリゴ
（ASO）を設計し（antiTUG1-ASO）、抗腫
瘍効果を検討した。antiTUG1-ASO は効果的
に GSC 細胞株の増殖抑制、さらにアポトー
シスを誘導した。次に組み合わせる複数のド
ラッグデリバリーシステム（DDS）の検討を
行 い 、 そ の う ち 一 つ を 決 定 し た
（antiTUG1-DDS）。antiTUG1-DDS 個体は
レベルで抗腫瘍効果を発揮することを明ら
かにした（図 4）。 
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図2：TUG1の抑制によるGSC細胞株（1228,
222）の変化
A) si-RNAによるTUG1の抑制により, 生細胞
数は減少した. Y軸はsi-NC (ネガティブコン
トロール) 処理を1とした相対値. B) Nestinプ
ロモーター下にGFP遺伝子をつないだコンス
トラクトをGSCに遺伝子導入し幹細胞性を
可視化した. si-RNAによるTUG1の抑制によ
り幹細胞性の消失が観察された.
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図3：TUG1標的遺伝子の解析
A) BrU-chipによるTUG1標的遺伝子（630遺伝
子）と公共データベース（UCSC）を利用し
た YY1 結合モチーフ (Whitfield TW et al.
Genome Biol. 2012) をプロモーターに持つ遺
伝子の関連を示す. 525遺伝子は有意に神経分
化関連遺伝子を多く含んでいた. B) これらの
525遺伝子はsiRNAによるTUG1の抑制により
優位に発現が上昇した（発現アレイによる解
析、*, P<0.01）.
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図4：TUG1阻害による抗腫瘍
効果
GSCをNOD-SCIDマウスの脳
内 に移 植し , 30 日後 より
antiTUG1-ASOを経静脈的に
投与した。計10回投与後（30
日後）に脳を摘出し、腫瘍サ
イズを測定した。RO4929097,
γセクレターゼ阻害剤。



(4) 結語 
本研究で、がん細胞の幹細胞性の維持機構

として Notch シグナルで誘導される長鎖非
翻訳 RNA、TUG1 を同定した。Notch シグ
ナルは、がん幹細胞ニッチでの重要性が報告
されており、その下流で TUG1 の発現が誘導
され幹細胞性を維持していると考えた。さら
に TUG1 を標的とした ASO は、膠芽腫移植
モデルにおいて、著明な抗腫瘍効果を示した。 
今後、膠芽腫に対する核酸医療の開発に向け
た基盤データを確立し治療薬としての応用
を目指す。 
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