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研究成果の概要（和文）：長鎖ノンコーディングRNA（lncRNA）は内因性で組織特異的に微量の発現量で機能している
ため、従来では解析が困難であった。また、lncRNAは、短鎖ノンコーディングRNA（microRNA: miRNA）およびmRNAと相
互作用して遺伝子の発現量を調節しており、今回、先端次世代シーケンサーを用いた3者（lncRNA、miRNA、mRNA）のRN
Aシーケンス解析研究により、胆道癌、特に胆嚢癌のlncRNAの発現プロファイルを明らかにした。新たな発癌・浸潤機
構の解明につながる先駆け研究となった。

研究成果の概要（英文）：Long non-coding RNAs (lncRNAs; more than 200 nucleotides in length) are 
endogenous RNAs that do not code for functional proteins. Identifying tissue-specific lncRNAs is the 
first step toward understanding their biological functions and applying them to diagnostic and 
therapeutic tools. Using next-generation sequencing technologies (Illumina MiSeq and HiSeq), we performed 
RNA profiling of biliary duct cancer cells and their cell lines to elucidate the characteristics of the 
lncRNAs expressed in biliary duct cancer.

研究分野：分子腫瘍学（肝胆道系腫瘍）、分子病理解剖学、胎盤学
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１．研究開始当初の背景 
胆管癌は胆管上皮由来の悪性腫瘍であり、
癌死亡数の第 6位（胆道癌）を占めている。
外科的切除が根治的治療法であるが、胆管癌
は周囲に浸潤しやすく、予後不良の悪性腫瘍
である。そのため、早期の診断法の開発、外
科的切除と化学療法に加え、新たな分子標的
治療の開発が求められている。 
 我々は、これまでに胆管癌の蛋白質をコー
ドしていないノンコーディング RNA
（non-coding RNA: ncRNA）の一種であり、
短鎖（22塩基程）の ncRNAである microRNA
（miRNA）研究を行ってきた。近年、miRNA
の癌における分子病態への関与、バイオマー
カーとしての開発研究が急速な伸びを示し
ているが、miRNAは ncRNAの氷山の一角で
しかない。 
ゲノムDNAからmRNAに転写される領域
は全体のわずか 2%であり、残り 98％は
ncRNAとして転写されており（ENCODE 
Project Consortium. Nature 447: 799-816, 2007）、
数百から数千塩基より成る長鎖 ncRNA（long 
ncRNA: lncRNA）の役割解明と医学応用につ
いては未開拓の分野であり、胆管癌での
lncRNA研究は報告されていない。LncRNA
研究は医学に新たな研究展開をもたらす可
能性を秘めている。わずかな lncRNAを除い
て、機能的 lncRNAの発現や機能は不明のま
まである。そこで、これまでの胆管癌の
miRNA研究、更には肝胆道系における癌研究
の実績を活かし、挑戦的研究を行いたいと着
想に至った。 
 我々は、2005年より世界に先駆け、肝内胆
管癌における miRNA研究を行ってきた。胆
管上皮細胞特異的 miRNA（miR-376cなど；
Kawahigashi et al. J Nippon Med Sch 76: 
188-197, 2009）を見出した。さらに、胆汁か
らの miRNA検出に世界ではじめて成功し、
胆汁中のmiR-9が胆道癌のバイオマーカーと
なり得ることを明らかにした（Shigehara et al. 
PLoS One 6: e23584, 2011）。さらに、胆管上皮
特異的miR-376cのGRB2（アダプター蛋白質）
を標的とした浸潤能を増強する新規の胆管
癌浸潤機構（Iwaki et al. PLoS One 8: e69496, 
2013）や、胆管上皮細胞の上皮間葉転換（EMT）
を誘導する SPRR2aが EMTを制御する転写
抑制因子 ZEB1を修飾し、miR-200c/miR-141
を負に制御する新規の胆管癌発癌分子機構
を明らかにした（Mizuguchi et al. Hepatology 
59: 1130-1143, 2014）。胆管癌の miRNAを介し
た発癌・浸潤機構の解明、新規診断治療法開
発につながる画期的な成果を示した。 
これらに加え、次世代シーケンサーによる
肝臓癌、生殖臓器における網羅的 miRNA解
析を行い、ギガベース単位の塩基配列データ
を決定した（Mizuguchi et al. PLoS One 6: 
e15304, 2011; Mase et al. Reprod Sci 19: 
1030-1040, 2012; Ishibashi et al. Hypertension 
59: 265-273, 2012）。 
さらに、我々は早くから RNA干渉技術と

分子生物学的機能解析法を取り入れ、肝炎、
肝硬変、肝癌などの肝胆道系疾患において遺
伝子治療実験、miRNAの機能解析に成功して
いる（Mizuguchi et al. Gastroenterology 129: 
1654-1662, 2005；Mizuguchi et al. PLoS One 7: 
e32449, 2012; Mizugchi et al. BMC Mol Biol 13: 
20, 2012）。 
このような実績を活かし、今まで細胞内発
現が低発現なため十分な解析ができなかっ
た lncRNAを、先端次世代シーケンサーによ
り解析し、さらに、バイオインフォマティク
ス解析を取り入れた機能解析を行うことに
より、胆道癌（胆管癌、胆嚢癌）の診断･治
療に直結する胆管癌・胆嚢癌細胞の増殖･浸
潤に関わる lncRNA を明らかにしたいと考え、
本研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
（１）先端次世代シーケンサーによるプロフ
ァイル解析により、胆道癌（胆管癌、胆嚢癌）
に発現している lncRNAの発現プロファイル
を世界に先駆けて明らかにする。 
（２）明らかにした lncRNAプロファイルか
ら胆道癌増殖および浸潤に関与する lncRNA
の同定を行う。 
（３）血液、胆汁での胆道癌特異的 lncRNA
の検出（バイオマーカーとしての可能性）を
行う。 
（４）（１）に加えて、胆道癌において、新
しい概念である競合内在性 RNA（competing 
endogenous RNA: ceRNA; Tay et al. Nature 
505:344-352, 2014）から観た発現プロファイ
リングと遺伝子制御ネットワークの解析を
行う。  
 
３．研究の方法 
（１）胆道癌（胆管癌・胆嚢癌）増殖･浸潤
に関与する lncRNAの同定：先端次世代シー
ケンサーによる発現プロファイル解析によ
り、胆道癌に発現している lncRNAの発現プ
ロファイルを行った。さらに、lncRNAプロ
ファイルから、バイオインフォマティクス解
析を取り入れた機能解析から、胆管癌増殖お
よび浸潤･転移に関与する lncRNAの検索を
試みた。 
① 先端次世代シーケンサーによる胆道癌の

lncRNA発現プロファイル解析：胆道癌組
織（肝内胆管癌、胆嚢癌；対照として正
常部位）、肝細胞癌組織を採取し、RNA
を抽出した。また、胆管癌細胞株、正常
胆管上皮細胞株、胆嚢癌細胞株、肝細胞
癌細胞株より RNAを抽出した。 

MiSeqおよび HiSeqシーケンサー
（Illumina社）を用いて、サンプルあたり
5,000万リードを目標にシーケンス解析
を行った。正常部位と比較し、胆道癌で
特異的に有意に上昇している lncRNA抽
出するために、次世代シーケンス解析用
システム（CLCバイオジャパン社 CLC 
Genomics Workbench）を用いてデータ解



析（リード数の正規化、マッピング、
lncRNAの同定と発現差などを解析）を進
めた。さらに、IPA（インジェヌイティー 
パスウェイ アナリシス）ソフトウェアを
用いてバイオインフォマティクス解析を
進めた。 
② 機能解析による胆道癌増殖および浸潤･
転移に関与する lncRNAの同定：機能的
lncRNAを同定するための予備解析とし
て、lncRNAである H19遺伝子をモデル
に、loss-of-function解析を行った。
LncRNAに対して特異的な siRNAを作製
した。デザインされた siRNAの real-time 
PCRにて抑制効果を検証した。 
③ 組織化学による胆道癌特異的 lncRNAの

in vivo発現プロファイル解析：胆道癌病
理標本を用いて発現様式を解析するため
の予備解析として、H19遺伝子をモデル
に、in situ hybridization（ISH）解析を行
った。H19に対する ISHプローブ（RNA
プローブ）を作製し、フォルマリン固定
パラフィン包埋標本切片を用いて ISHを
行った。LncRNAの発現を示す反応産物
の強度を形態学的に測定し、定量化を試
みた。 

 
（２）胆道癌の新規バイオマーカーの開発：
LncRNAを用いた早期診断および分子標的治
療薬開発にむけて、血液、胆汁中の lncRNA
検出のために、良性および悪性閉塞性黄疸患
者からの血液、胆汁サンプル採取を検討した。 
 
（３）胆道癌における ceRNAプロファイリ
ングと遺伝子制御ネットワークの解明：胆道
癌増殖･浸潤を制御していると考えられてい
る lncRNAの役割解明のためには、lncRNAは
単独で機能しているわけでなく、lncRNA、
miRNA、mRNA同士が相互作用（競合）して
遺伝子の発現量が調節される。個々の RNA
を別々に解析しても、lncRNAの機能や、分
子病態への関与は解明することは困難であ
り、これらの相互作用する RNAを競合内在
性 RNA（ceRNA）と捉え、lncRNA、miRNA、
mRNAの 3者間の遺伝子制御ネットワークお
よびその相互作用の解析を行うことにより
lncRNAがどのように遺伝子発現のネットワ
ークを制御しているのか明らかにしたいと
考えた。そのために、RNA-Seq解析を行い、
lncRNAだけでなく miRNA、mRNAの発現プ
ロファイルを追加解析することにより
ceRNA解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）胆道癌（胆管癌・胆嚢癌）増殖･浸潤
に関与する lncRNAの同定：  
① 先端次世代シーケンサーによる胆道癌の

lncRNA発現プロファイル解析：胆管癌組
織（n=3）、胆嚢癌組織（n=5）、肝細胞癌
組織（n=3）のサンプルを採取し、サンプ
ル調製を行った。胆嚢癌細胞株（G-415、

OCUG1、TYGBK-1、NOZ）、肝内胆管癌
細胞株（HuCCT-1、HuH28、IHGGK）、正
常胆管上皮細胞株（HIBEpiC）、肝細胞癌
株（HepG2）を採取し、サンプル調製を
行った。また、胆道癌（癌細胞）の浸潤
と比較するために、浸潤が制御されてい
る絨毛外栄養膜細胞および絨毛外栄養膜
細胞株（HTR8/SVneo cells、HChEpC1b）
を採取し、サンプル調製を行った。 
シーケンス解析前のクオリティチェッ
クを行ったところ、胆管癌症例の RNA品
質がよくなく、シーケンス解析にかける
ことができなかった。それ以外のサンプ
ルをMiSeqまたは HiSeqでシーケンス解
析を行い、塩基配列データを取得するこ
とに成功した。引き続き、CLC bio社 CLC 
Genomics Workbenchを用いたデータ解析
と IPAによるバイオインフォマティック
ス解析を進めている（投稿準備中）。 
解析途中であるが、絨毛外栄養膜細胞
を例にとると、約 1,700万リードのマッ
ピング可能な塩基配列データが取得され、
そのうち約 3%が lncRNAの配列データで
あり、約 800種類の lncRNAの検出に成
功した。絨毛外栄養膜細胞に分化する前
の栄養膜細胞と比較して、lncRNAの発現
プロファイルが大きく変動していること
を見出した（投稿準備中）。 
見出した lncRNAに関して IPA解析を
行うと、lncRNAが関与する分子間ネット
ワークを lncRNAのみのデータで構築す
ることは困難であった。このことは、ほ
とんどの lncRNAについて既存の機能が
不明であること（報告がなされていない
こと）が示唆された。 
② ハイスループット機能解析による胆道癌
増殖および浸潤･転移に関与する lncRNA
の同定： LncRNAである H19に対して特
異的な siRNAを作製し、その H19 への
発現抑制効果は real-time PCRにて検証す
ることができた。 
③ 組織化学による胆道癌特異的 lncRNAの

in vivo発現プロファイル解析：フォルマ
リン固定パラフィン包埋したマウス胎盤
における H19の ISH解析により、特定の
細胞（迷路部層の単核栄養膜細胞、胎児
血管細胞など）に H19が発現しているこ
とを明らかにした（投稿準備中）。 

 
（２）胆道癌の新規バイオマーカーの開発：
閉塞性黄疸患者の症例が少なく、体液（血液、
胆汁など）による lncRNA解析は今後の課題
として残された。 
 
（３）胆道癌における ceRNAプロファイリ
ングと遺伝子制御ネットワークの解明：次世
代シーケンサーによる RNA-Seq解析を行い、
ceRNAの発現プロファイル解析（lncRNA、
miRNA、mRNA）を行った。LncRNAと同様
にMiSeqまたはHiSeqでシーケンス解析を行



い、塩基配列データを取得することに成功し
た。引き続き、CLC Genomics Workbenchを用
いたデータ解析と IPAによるバイオインフォ
マティックス解析を進めている（投稿準備
中）。 
乳癌において、breast tumor kinase（BRK）
は、受容体型チロシンキナーゼを介して細胞
の増殖と生存を促進しているが、胆管癌にお
けるBRKの発現と機能は不明であった。我々
は、ヒト胆管癌組織の組織化学的解析と、肝
内胆管癌細胞株を用いた生化学的解析を行
い、胆管癌は BRKを高発現しており、BRK
は受容体型チロシンキナーゼなどを介して
リン酸化され、癌細胞増殖が促進されること
を明らかにした（Mizuguchi et al. J Hepatol 63: 
399-407, 2015）。BRKシグナル経路が胆管癌
の新たな分子標的治療の対象となり得ると
いう新知見を新たな視点として、胆道癌にお
ける ceRNAプロファイリングと遺伝子制御
ネットワークの解析も継続して行っている。 

 
LncRNAは内因性で組織特異的に微量の発
現量で機能しているため、従来では解析が困
難であったが、今回の研究により、胆道癌、
特に胆嚢癌の lncRNAの詳細な発現プロファ
イルが可能となり、新たな発癌・浸潤機構の
解明につながる先駆け研究となった。 
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