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研究成果の概要（和文）：近年がんにおいて3’UTRが短縮し（Alternative polyadenylation, APA）、miRNA結合部位
が失われることで、miRNAを介した転写後制御が破たんするとの報告がなされた。肺がんにおけるAPAの全貌を明らかに
するために、公開されているマイクロアレイデータベースを利用し、肺がんにおいて最もAPAを生じている遺伝子を同
定した。肺がん手術検体を用いて解析すると、APAは肺がんの独立した予後不良因子となっており、さらにはPABPN1低
発現と増殖マーカー高発現がAPAと相関していた。本研究により肺がんにおけるAPAの全体像が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Alternative polyadenylation (APA), which induces shortening of the 3'UTR, is 
emerging as an important phenomenon in gene regulation. We identified 10 genes showing significant 3'UTR 
shortening in lung cancer, using the package of the Bioconductor for probe-level analyses of expression 
microarrays. We established and evaluated the APA score by quantitative RT-PCR in clinical specimens of 
non-small cell lung cancer, amd found that high APA score was an independet prognostic factor. In 
addition, both lower expression of PABPN1 and higher expression of the proliferation markers were 
correlated with high APA scores and a poor prognosis. These results suggest that the loss of PABPN1, a 
suppressor of APA, might promote tumor aggressiveness by releasing the cancer cells from 
microRNA-mediated gene regulation.

研究分野： 呼吸器内科学
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１．研究開始当初の背景 
① マイクロ RNA (miRNA)は標的遺伝子の
3’非翻訳領域(3’UTR)への結合を介して標
的遺伝子の発現を抑制し、発生や細胞増殖、
発がんなど多くの生命現象に関与している。
多くのがんにおいて miRNA の発現が変化し
ており、がん遺伝子もしくはがん抑制遺伝子
として機能する miRNA が数多く報告されて
いる。がんにおいては発現が増加する
miRNA も報告されているものの、概して発
現が低下する miRNA が多いことが知られて
おり、様々な miRNA の発現低下ががんの悪
性度と相関することが報告されている。 
 
② 我々はこれまでに肺がんにおいて
miRNA の発現量が低下する機構としてエピ
ジェネティクス異常に着目し、DNA メチル
化や miRNA の発現について解析を行ってき
た。例えば肺がんにおいて mir-34b と
mir-126 が DNA メチル化による発現制御を
受け、特に mir-34b のメチル化はがんの浸潤
能のバイオマーカーとなること (Watanabe 
et al. Int J Cancer 2012)、肺がん手術検体に
おける miRNA のメチル化が術後再発のマー
カーとなること（Kitano K et al. Cancer 
Science 2011）、などを報告してきた。これら
の研究により申請者は肺がんにおける
miRNA 研究の基盤を構築した。 

 
③ がんにおいては miRNA の標的遺伝子の
3’UTR がしばしば短縮しており、短い 3’
UTR をもつ遺伝子は miRNA による発現抑
制を受けなくなる結果、遺伝子産物が増加す
ることが報告された（Mayr C et al. Cell 
2012）。これはがん細胞において、3’UTR
内のより 5’側に位置するポリ A 付加シグナ
ルが利用されるようになるためであり、
alternative cleavage and polyadenylasion 
(APA)を呼ばれている。 
 
④ がんにおける APA を検討した研究は少
なく、肺がんにおける APA の全貌や意義に
ついては報告がなかった。APA による 3’
UTR の短縮は遺伝子産物の増加をもたらす
ため、がん遺伝子の新たな活性化機構ともな
りうる。また APA は、がんの新たなバイオ
マーカーとなる可能性も考えられた。 
 
⑤ 一方で、近年 APA を制御する遺伝子に
ついても報告が散見されるようになった。例
えば PABPN1 は 3’UTR の短縮を抑制して
おり、3’UTR を長くする方向に機能してい
る（Jenal M et al. Cell 2012）。また細胞増
殖そのものが 3’UTR を短縮させる方向に働
くことも報告されており（Ran Elkon et al. 
Genome Biol 2012）、がん細胞における細胞
増殖の促進が APA をもたらしている可能性
も示唆されている。 
 
⑥ これらの報告をふまえて、肺がん手術検

体でのPABPN1の発現量を定量PCRで検討
したところ、肺がんにおいて高頻度に
PABPN1 の発現量が低下している事が明ら
かとなった。これは PABPN1 の発現低下が
肺がんにおける 3’UTR 短縮の分子機構の一
つとなりうることを示唆していると考えら
れた。 
 
⑦ 以上の背景と予備実験を踏まえ、本研究
課題では、肺がんにおいてどのような遺伝子
が 3’UTR 短縮をおこしているのかを網羅的
に探索するとともに、3’UTR 短縮における
PABPN1 発現低下の意義、術後再発の頻度や
病理組織像における局所での浸潤性などの
悪性度への寄与を検討することとした。 
 
２．研究の目的 
① 非小細胞肺がんにおいて APA を生じて
いる遺伝子を網羅的に同定し、肺がん手術検
体で APA の定量を行い、臨床経過、病理所
見との関連を検討することで APA のバイオ
マーカーとしての意義を検討する。 
 
② 近年 APA に関連する遺伝子が複数報告
されており、肺がんのおける APA がこうし
た関連遺伝子の発現量の変化で説明ができ
るかどうかについても検討する。 
 
３．研究の方法 
最近マイクロアレイデータを用いて APA を
生じている遺伝子を網羅的に同定する方法
（rmodel）が Salisbury らによって報告され
た。（Salisbury J et al. Plos one 2009）本研
究ではまず公開されている肺がんのマイク
ロアレイデータベースを利用し、in silico の
解析により肺がんにおいて最も APA を生じ
ている遺伝子を同定した。 
次に肺がん手術検体において APA を定量す
るための RT-PCR 法を用いた方法を確立し
た。この方法を用いて、肺がん手術検体の
APA を解析し、臨床経過や病理所見との関連
性を解析した。さらには PABPN1 を初めと
する APA 関連遺伝子と増殖マーカーを定量
し、APA の状態との関連を検討した。 
 
４．研究成果 
① 研究成果の概要 
マイクロアレイのデータベースを用いた

解析により肺がんにおいて最も APA を起こ
す 10 遺伝子 (C1orf52, DIEXF, ESYT2, 
HN1L, MUC20, NDFIP2, RBM33, 
SCAMP1, SMC1A and SSR1)を同定した。 
これらの遺伝子が実際の肺がん手術検体

でも APA を起こしていることが確認された。 
この 10遺伝子のAPAの状態を 147例の非

小細胞肺がんの手術検体を用いて評価した。
APA の状態をスコア化するために APA スコ
アを計算した。APA スコアは 10 遺伝子のう
ちで APA が生じている遺伝子数で定義され、
スコアが高いほど 3’UTR 短縮が生じている



ことになる。 
APA スコアが高いほど Stage が進行し予

後不良である傾向があった。多変量解析を行
うと APA スコアは独立した予後不良因子と
なっていた。 
さらに APA 関連遺伝子（PABPN1, CPEB1, 

E2F1）と増殖マーカー（MKI67, TOP2A and 
MCM2）についても臨床検体で検討したとこ
ろ、PABPN1 低発現と増殖マーカー高発現と
は共に APA スコア高値と相関していた。す
なわち、肺がんにおける、PABPN1 低発現や
細胞増殖の促進が APA と関連している可能
性が示唆された。また PABPN1 低発現も
APA と同様に独立した予後不良因子となっ
ていた。 
さらに APA スコアは FDG-PET における

SUV max の数値と相関していた。 
以上の結果から、肺がんにおける PABPN1

発現低下は、3’UTRの短縮化をもたらすこと
で miRNA による転写後制御を破たんさせ、
がんの悪性度に寄与している可能性が示唆
された。 

 
② 今後の検討課題 
 本研究により肺がんにおける APA の全体
像が明らかとなった。本研究では現在のとこ
ろ、PABPN1 と APA の関連性については相
関しか示せていない状態であり、今後肺がん
細胞株などを用いた検討により、PABPN1 の
発現低下が肺がんにおける APA の原因とな
っているのかどうかを明らかにする必要が
あると考えられる。また APA により miRNA
の機能が実際に失われているのかどうかも
今後検討していく必要がある。 
これまでにがんにおける APA の検討は次

世代シーケンスを用いた解析がいくつか報
告されてきたが、今回用いた rmodel ではマ
イクロアレイデータベースを用いることで
よりコストをかけずに APA の全体像を明ら
かにすることが出来る方法である。また
RT-PCR 法を用いることで、多くの臨床検体
での解析が可能になった。今後は肺がんに限
らず rmodel を用いることで、様々な疾患と
APA との関連性についての検討が進むこと
も期待される。 
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