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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、肺非小細胞癌（主に腺癌）の上皮間葉転換において重要なlong 
non-coding RNA（lnc RNA）を同定する事である。まず肺非小細胞癌株パネル（大部分が腺癌で、その多彩さを
よく反映した40株からなり上皮型と間葉型に大別できる）から上皮型5株と間葉型10株を選出し、次世代シーケ
ンサーで網羅的発現解析を行った。その結果、上皮型と間葉型で差があったlnc RNAから有望な12個に絞り、40
株全てでTaqman RT-PCR法により検証した。現在、凍結手術検体からtotal RNAを抽出し同様の定量解析を行って
いる。今後は有望なlncRNAの機能解析を行う予定である。

研究成果の概要（英文）：In this study, we sought to identify long non-coding RNAs (lncRNAs) that may
 play roles in epithelial mesenchymal transition (EMT) in non-small cell lung cancer (NSCLC). We 
used a panel of 40 NSCLC cell lines, whose characteristics, including driver mutations, gene 
expression profiles, and drug sensitivities, were extensively analyzed in our previous studies. Of 
these cell lines, 5 epithelial-phenotype and 10 mesenchymal-phenotype cell lines were subjected to 
transcriptome analysis by NGS. Candidate lncRNAs that showed differential expression pattern between
 epithelial vs. mesenchymal cell lines were selected, and the data was further validated in the 
whole panel of 40 cell lines using TaqMan RT-PCR analysis. At the time of this writing, we have 
identified 12 candidate lncRNAs. In ongoing research, we'll further validate the results by analysis
 of primary tumors and in vitro functional studies of these lncRNAs.

研究分野：病理学
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１．研究開始当初の背景 
(1)肺癌は世界で最も致死的な癌とされてい

る。最多の組織亜型である肺腺癌においては

近年 EGFR 変異や ALK 融合遺伝子などドライ

バー変異を標的とした分子標的治療薬が一

定の成果を上げる一方、未だにドライバー変

異の見出せない肺腺癌が 30-40％ほどある。 

(2)上皮間葉転換（epithelial-mesenchymal 

transition；EMT）とは、上皮細胞が一時的

あるいは恒常的に上皮形質を失い間葉系の

形質を獲得する現象である。EMT の gold  

standard である E-cadherin の発現が低下、

消失したEMT形質を示す低分化肺腺癌は通常

予後が不良である。当研究室ではこれまで、

EMT 形質に着目して肺腺癌細胞株パネル（実

際のドライバー変異、分化形質、薬剤耐性の

違いなど多彩さをよく反映した 40 株からな

る）を用いて研究を展開してきた。その結果、

EMT 形質を示す細胞株はドライバー変異が不

明なものが多く、これらの進展にはエピジェ

ネティク機構が関与しているであろうこと

が推測されていた。 

 (3)近年、多彩な non-coding RNA が様々な

癌において重要な役割を果たしていること

が報告されている。特に、長鎖non-coding RNA 

(long cnon-coding RNA, 以下 lnc RNA)はヒ

ストン修飾や、DNA メチル化によりエピジェ

ネティクな転写制御に与ることが報告され

ており、上記の EMT 形質を示す低分化肺腺癌

においても、重要な役割を担っている可能性

がある。 

２．研究の目的 
肺腺癌、とくに EMT 形質を示す予後不良な

低分化肺腺癌の進展において、重要な役割を

はたす lnc RNA を同定する。 

 
３．研究の方法 
(1)肺腺癌細株 40 株のうち、上皮型形質を示
す細胞株 5 株と間葉型（EMT）形質を示す 10
株から抽出した total RNA を次世代型シーケ
ンサーによりncRNA分画のトランスクリプト
ームシーケンシングを行い網羅的に発現を
解析した（これは共同研究者の東京医科歯科
大学難治疾患研究所ゲノム病理分野 石川

俊平教授に依頼した）。 
(2)上記(1)の結果、上皮型細胞株と間葉型細
胞株において発現に差が見られた lncRNA の
中から、有望な 12 個に候補を絞った。これ
ら 12 個の lncRNA の発現定量解析を Taqman 
RT-PCR 法により、40 株のパネルすべてを用
いて現在までに行った。 
(3)今後は(2)の結果、有望と思われる lncRNA
について、実際の肺癌手術例（凍結サンプル）
から total RNA を抽出し定量発現解析を行う
予定である。 
(4)上記(2)および(3)の結果をふまえ、有望
な lnc RNA については細胞株を用いた機能解
析（RNAi による knock down、あるいはベク
ターを用いた強制発現）により、細胞形態や
発現形質、細胞増殖能、apoptosis, 浸潤能、
EMT 関連分子の発現などに変化が出るか検証
を行う予定である。 
４．研究成果 
(1)次世代シーケンサーを用いた網羅的発現
解析 
 今回の解析に使用した次世代シーケンサ
ーは、全 21473 リード中、2686 個の ncRNA 分
画が含まれていた。 
 このうち、上皮型細胞株 5株と間葉型細胞
株 10 株それぞれの算術平均を求め、その差
が大きく、かつ発現量が高いものを優先して
有望な lncRNA を絞り込んだ。その結果、上
皮型細胞株で有意に発現が高い 7 個
（AFAP1-AS1 など）、および間葉型細胞株で有
意に発現が高い 5 個（HERC2P2 など）の合計
12 個の候補 lncRNA を選出した。 
(2)Taqman  Real Time PCR 法による定量的発
現解析 
 12個のlncRNAに対して肺腺癌細胞株40株
（上皮型 22 株、間葉型 18 株）のパネルを用
いて Taqman Real Time PCR 法により、定量
的発現解析を行った。 
 その結果、網羅的解析において間葉型細胞
株で発現が高かった 5 個の lncRNA において
は、Real Time PCR 法でも同様の傾向が見ら
れた（図１）。 

(図 1：HERC2P2 の発現定量解析結果 ) 

 
これに対して、(1)の網羅的発現解析におい
て上皮型細胞株で発現が高かった 7 個の



lncRNA については、Real Time PCR 法でも同
様の傾向がみられたのは 4 個にとどまった
（図２）。 

(図 2：AFAP1-AS1 の発現定量解析結果) 

この原因としては、網羅的発現解析と Real 
Time PCR法では認識している塩基配列が異な
ることが挙げられる。また細胞株数を増やし
た事が影響している可能性がある。ただし、
個々のデータを詳細にみると、AFAP1-AS1 は、
Lu65 で高く発現しており、これが間葉型細胞
株の算術平均を上げている事がわかる。しか
し、これまでの我々の解析で（Matsubara et 
al Am J Pathol. 2010）Lu65 は間葉型細胞株
の群に分類したものの、その中でも上皮型に
比較的近い、いわゆる中間的性質を有してい
る細胞であることが分かっている。よって、
この結果はこれまでの解析結果と必ずしも
矛盾するものではない事が分かる。 
 よって、算術平均のみからこれらの候補
lncRNA を除外せず、これまでの我々の解析で
判明している個々の細胞株の性質やコピー
数変異領域との対比など多角的に評価する
ことで有望なlncRNAを検証する予定である。 
 現在、自治医科大学付属病院で外科的に切
除された肺腺癌手術症例を用いて、組織形態
や免疫染色結果から、上皮型肺腺癌（30例程
度）と間葉型肺腺癌（10 例程度）を選定して
いる最中である。これらの凍結検体から
total RNA を抽出し、上記の候補 lnc RNA に
つい Taqman Real Time PCR 法で定量的発現
解析を近日中に行う予定である。 
 さらに、細胞株を用いた種々の機能解析に
ついても今年度中には終了させ、EMT に重要
な lnc RNA を同定する予定である。 
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