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Abstract 

 近年、癌組織の中には様々な性質を持つ癌細胞が存在することが示され、その中

には、幹細胞様の性質を持ち高い造腫瘍性を示す癌幹細胞とよばれる細胞集団が

いることが明らかとなった。この癌幹細胞を標的とした治療や研究には、癌幹細

胞を同定し癌幹細胞の性質を評価することができる癌幹細胞マーカーが重要な役

割を持つ。 

 そこで、本研究では近年の研究で癌幹細胞マーカーとして注目されてきた LGR5

を指標とし、複数の癌種で癌幹細胞の造腫瘍性に関わる遺伝子の同定とその機能

解析を目指した。LGR5 (Leucine-rich repeat-containing G protein-coupled 

receptor 5) は、近年の研究により、リガンドである R-spondins (RSPOs)と複合

体を形成することでWntシグナルを活性化することが明らかとなっている。本研

究ではWntシグナルが癌幹細胞の維持に重要な役割を持つグリオブラストーマ

細胞と大腸癌細胞を用いることでLGR5を指標としたスクリーニングによる癌細

胞の造腫瘍性に関わる因子の探索とその機能の解析を行った。まず、グリオブラ

ストーマ細胞を用いたスクリーニングの結果、LGR5の転写を制御する SOX9の

同定に成功した。さらに、この SOX9の機能を解析した結果、SOX9はグリオブ

ラストーマ細胞の造腫瘍性に関わることが分った。また、大腸癌幹細胞を用いた

スクリーニングにより、non-coding RNAの LOC332の同定に成功した。LOC332

は機能未知の non-coding RNAであったが、その機能を解析した結果、癌遺伝子

の SRSF1と結合し、SRSF1の機能である選択的スプライシングの制御に関わる

ことがわかった。さらにこのスプライシングの標的の遺伝子が癌細胞の造腫瘍性

の維持に重要であるため、LOC332がこのパスウェイを介して造腫瘍に関わる遺

伝子として機能することが予想された。 

本研究において、Wntシグナルが重要な役割を担う癌細胞のグリオブラストー



マ細胞と大腸幹細胞を用い、LGR5を指標としたスクリーニングを行うことで造

腫瘍性に関わる因子を同定することに成功した。これらの因子の更なる解析によ

り新たな癌幹細胞の治療薬の標的となる可能性が期待できる。 

 

  



Abstract 

 In recent studies, it was shown that tumor contains many different types of 

cancer cells, including cancer stem cells (CSCs). CSCs are regarded as a small 

subpopulation of tumor cells with stem cell like properties and high 

tumorigenicity. Development of novel therapies and studies targeting CSCs 

require CSC markers which identify CSC and evaluate their properties. 

 In this study, we performed CSCs research on several types of cancer using 

LGR5 gene which is regarded as a novel CSC marker. LGR5 (Leucine-rich 

repeat-containing G protein-coupled receptor 5) has been reported to bind 

R-spondins and activate Wnt signaling in recent studies. We performed search 

for cancer associated genes and their functional analysis in glioblastoma and 

colorectal cancer cells in which Wnt signaling plays an important role using a 

screening focusing LGR5. Firstly, we identified SOX9 as a transcription factor 

involving LGR5 expression with a screen using glioblastoma stem cells. 

Moreover, functional analysis of SOX9 showed that SOX9 remain 

tumorigenicity of glioblastoma cells. Secondary, we performed a screening 

using colorectal cancer stem cells and identified LOC332, an uncharactarized 

non-coding RNA. We analyzed the function of LOC332 and found that it 

interact SRSF1 which is an oncogene and influence function of SRSF1 

including alternative splicing.  

 In the present study, we identified novel cacner associated factors in 

glioblastoma and colorectal cancer stem cell, using screening assay focused 

LGR5.  We speculate that the detailed functional analysis of these factors  



could develop a potentially promising target for the therapy of glioblastoma 

and colorectal cancer. 
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第一章 序論 

 

1.1. 癌幹細胞 

近年、癌組織の中には様々な性質を持つ癌細胞が存在することが示され、そ

の中には、幹細胞様の性質を持ち高い造腫瘍性を示す癌幹細胞とよばれる細胞

集団がいることが明らかとなった 1。この癌幹細胞は造腫瘍能に加え、抗癌剤や

放射線への高い耐性を示すことから、悪性腫瘍の再発や転移に関わっているこ

とが予想される 2。そのため、癌幹細胞の性質と挙動を理解することが、悪性腫

瘍に対する有効な治療法の開発に必要であると考えられている。 

 

1.2. LGR5 

 LGR5 (Leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptor 5) は GPR49 と

も呼ばれ、巨大な細胞膜外ドメインと七回膜貫通ドメインを持つ Gタンパク質

連結型受容体の一つであり、Wnt シグナリングの標的の一つとしても知られて

いる 
3。近年の研究により、R-spondins (RSPOs) が LGR5 のリガンドとして同定

され、RSPOs と LGR5 の複合体はWnt リガンドと受容体の Frizzled-LRP 複合体

と結合することでWntシグナリングを活性化することが明らかとなった 
4。

RSPOsはLGR5と結合することで細胞膜上からRNF43及びZNRF3を除去する。

RNF43 と ZNFR3 は膜貫通型 E3ユビキチンリガーゼとして Frizzled 受容体を分

解しWnt シグナリングを阻害するため、RSPOs-LGR5 複合体の働きは

Wnt-Frizzled複合体の安定化に寄与する 
5。さらに、LGR5 は幹細胞の自己複製

能に必要であり、小腸の腸管や毛包中で自己複製する幹細胞を同定するための

マーカーとしても使われている 
6。それに加えて、LGR5 は大腸癌やグリオブラ

ストーマを含むいくつかの癌種で発現が亢進していることが報告されている 
7。
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また、大腸癌やグリオブラストーマでは LGR5は癌幹細胞の生存に必要であり、

その発現は患者の予後不良と相関性があることが知られている 
8。 

 

1.3. 癌幹細胞マーカー 

 癌幹細胞は腫瘍の中で自己複製能、多分化能、造腫瘍能といった性質を持つ

小さな細胞集団であり、この癌幹細胞を標的とした治療や研究には、癌幹細胞

を同定し癌幹細胞の性質を評価することができる癌幹細胞マーカーが重要な役

割を持つ。癌幹細胞は今までの研究で多くの癌種で存在することが示されてお

り、また共通の癌幹細胞の性質を持つことから、様々な癌種の癌幹細胞を同じ

ように評価し研究することで癌幹細胞の更なる理解へとつながることが期待さ

れている。しかし、様々な癌種で共通して発現し、癌幹細胞を同定し評価でき

る癌幹細胞マーカーについての報告はほとんどない。そういった数少ない共通

の癌幹細胞マーカーとして今までに最も注目されてきたのが細胞膜貫通型糖タ

ンパク質の一つである CD133である 9。CD133 は正常幹細胞でマーカーとし

て注目されていたが、後に癌幹細胞マーカーを同定することができる重要なマ

ーカーであることが報告された 10。今までに多くの論文でこの CD133 陽性の癌

細胞は自己複製能、多分化能、増殖能そして造腫瘍能といった癌幹細胞性を持

つことが報告され、さらに放射線や抗癌剤に対して高い耐性を示すことが証明

されている 11。しかし、これらの報告と同時に他の研究者達に CD133 陰性の癌

細胞でも同様の癌幹細胞としての性質が報告され、実際に多くの研究で CD133

が癌幹細胞と非幹細胞の両方で発現していることが証明されている 12。このよ

うに CD133が癌幹細胞マーカーとして論争の的になる原因の一つとして

CD133の機能が未だに完全に解明されていないことが考えられる。CD133の機

能について今までに多くの研究がなされ様々な機能が報告されているが、それ
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らの機能について否定する論文や不一致な機能を報告するものも同様に存在す

るため、CD133が癌幹細胞において実際にどのように機能し寄与しているのか

は明らかになっていない 13。 

 

1.4. 本研究の目的 

 癌幹細胞は様々な癌種で自己複製能や造腫瘍能といった性質を共通して示し、 

腫瘍の再発や難治性の原因となっている。本研究ではこの癌幹細胞に共通して

用いることが期待できる癌幹細胞マーカーとして近年注目されてきた LGR5を

指標としたスクリーニング系を行った。LGR5は前述の通り、Wntシグナルを

昂進する働きを持つことが明らかになっているため、Wntシグナルが癌幹細胞

の維持に重要な役割を持つグリオブラストーマと大腸癌において共通のマーカ

ーとして評価できることが期待できる。そこで、本研究では LGR5を指標とし

たスクリーニングによりグリオブラストーマと大腸癌における造腫瘍性に関わ

る遺伝子を探索し、その機能を解析することを目的とした。 
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第二章 材料と方法 

 

2.1. 細胞培養 

 グリオブラストーマ幹細胞培養に用いたグリオブラストーマ検体は、東京大

学医学部脳神経外科 TRセンターより供与して頂いた。膠芽腫幹細胞 (GB-S) に

は、DMEM F-12 (Gibco) に B-27 supplement minus Vitamin A (50×) liquid 

(invitrogen)を添加し、上皮成長因子（EGF、Wako）と塩基性線維芽細胞成長

因子（bFGF、Wako)をそれぞれ 20 ng/mlの終濃度で加えた培地を用いた。ウ

ィルス作製の際にパッケージングに用いた HEK293FT細胞（invitrogen)は、

DMEM（ニッスイ)に 10% FBSを添加した培地で培養した。HCT116 細胞 

(ATCC) は、McCoy’s Medium (Sigma) に 10%牛胎児血清を添加した培地で

培養した。SW403 細胞(ATCC) は、L-15(SIGMA) に 10%牛胎児血清を添加し

た培地で培養した。細胞培養は全て 37℃、5% CO2の条件下で行った。 

 

2.2. siRNAのトランスフェクション 

siRNAには Silencer Select Human Extended Druggable Genome siRNA 

Library (Life Technologies)を用い、トランスフェクションには Lipofectamine 

RNAiMAX（invitrogen)を使用した。siRNAをトランスフェクションしてから

72時間後に細胞を回収し実験に用いた。コントロールとしては Silencer Select 

negative control siRNA #1 (Ambion)を用いた。 

 siRNAの配列は以下に示す。 

siMEF2A#A GAACCAACUCGGAUAUUGUtt 

siMEF2A#B GCAUCAAGUCCGAACCGAUtt 

siMEF2A#B CCCAGACCCUGAUACUUCAtt 

siSP3#A CUUCAACUCCAGUUAGUCUtt 
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siSP3#B GACGGACAUUUGAUAAACAtt 

siATF2#A GUGAUACUGUCAAAGGUCAtt 

siATF2#B GACAUUUCAGUGCCGAGUAtt 

siATF2#C CAAGUACUGUAAUCACCCAtt 

siATF6#A GGCUCAAAUUCUCAGCUGAtt 

siATF6#B CUCGGUCAGUGGACUCUUAtt 

siATF6#C CCCUGAUGGUGCUAACUGAtt 

siHES1#C CACUGAUUUUGGAUGCUCUtt 

siMAZ#A AGGUUUUAACGAUUUGUUUtt 

siMAZ#B CAAUCUCCGGAGGCACGAAtt 

siMAZ#C CCUCAACAGUCACGUCAGAtt 

siCDC5L#A CCAGUACACUUUUGUCUGAtt 

siCDC5L#B GAACCGCCUUUAACAGAUUtt 

siCDC5L#C GAAUGCUACAGUCAAGUUUtt 

siSOX9#B CGCUCACAGUACGACUACAtt 

siSOX9#C AGCCCGAUCUGAAGAAGGAtt 

siLOC332#3 GGGAAACCUUCCUGAAAGAtt 

siLOC332#8  UGCUGCUCUUCUUCCUGCUtt 

siSRSF1#A   GACCUAUGCAGUUCGAAAAtt 

siSRSF1#B   GGAUAACACUAAGUUUAGAtt 

 

2.3. real-time PCR 

RNAの回収にはTRIsure (BIOLINE) を用い、cDNAの合成にはPrimeScript RT 

Master Mix (TaKaRa)を使用した。Real-Tim PCR には Light Cycler 480 System 
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(Roche) と Light Cycler480 SYBER Green I Master.を利用した。得られた結果は

Ct法を用いて解析し、コントロールとして、ハウスキーピング遺伝子である

HPRT1または TBPを用いた。real-time PCRに用いたプライマーは以下のと

おりである。 

LGR5_qPCR_Fw TCCAACCTCAGCGTCTTCAC 

LGR5_qPCR_Rv CGCAAGACGTAACTCCTCCA 

SOX9_qPCR_Fw CTGGGAAACATTTGCACTCTT 

SOX9_qPCR_Rv CTTAAGACTGCAGTGAACAAGCA 

CD133_qPCR_Fw TCCACAGAAATTTACCTACATTGG 

CD133_qPCR_Rv CAGCAGAGAGCAGATGACCA 

HPRT1_qPCR_Fw GGCAGTATAATCCAAAGATGGTCAA 

HPRT1_qPCR_Rv GTCAAGGGCATATCCTACAACAAAC 

TBP_qPCR_Fw GAGCTGTGATGTGAAGTTTCC 

TBP_qPCR_Rv        TCTGGGTTTGATCATTCTGTAG 

LOC332_Fw  ATCGAGACCCTACACAGGCT 

LOC332_Rv  CCTGACCCAAAGACCCTTCC 

SRSF1_Fw  CTCCAAGTGGAAGTTGGCAGGATT 

SRSF1_Rv      ACACCAGTGCCATCTCGGTAAACA 

 

2.4. プラスミドの作成 

SOX9 cDNAは ATCCから購入した。レポーターコンストラクトは LGR5の

プロモーター領域を PCRにより増幅し pGL3ベクター (Promega) に組み込ん

だ。全ての PCR産物は KOD-Plus-Neo (TOYOBO)を使用して増幅した。 
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2.5. ルシフェラーゼアッセイ 

GB2細胞にレポーターコンストラクトを Lipofectamine2000（invitrogen)を

用いてトランスフェクションした後、24時間培養した。その後、Dual-luciferase 

reporter assay kit（Promega）を用いて細胞を溶解しルシフェラーゼ活性を測

定した。測定にはルミノメーター（Mithoras LB 940, BERTHOLD）を使用し

た。 

 

2.6. 抗体 

抗α-tubulin (CP-06) 抗体は CALBIOCHEM から、抗 SOX9抗体 (AB5535)

および Rabbit IgG、Mouse IgGはMilliporeから、抗 GFP抗体 (sc-8334) は

Santa Cruz Biotechnology から、抗 SRSF1抗体 (324500) は Invitirogenから

購入した。 

 

2.7. ウェスタンブロット法 

 細胞は Lysisバッファー(20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% NP40, 

7 0.5% deoxycholate, 0.1% SDS, 50 mM NaF, 1 mM dithiothreitol) で溶解し

た。SDS-polyacrylamide gel で電気泳動を行い、Immobilon Membrane 

(Millipore) に転写した後、10%スキムミルクでブロッキングした。1次抗体溶

液を TBS（20 mM Tris-HCl pH7.5, 150mM NaCl, 0.1%）で希釈して用い、室

温で 1時間もしくは 4℃で一晩反応させた。2次抗体は

horseradish-peroxidase-conjugated donkey anti-mouse/rat/rabbit 

immunoglobulin G (IgG) (GE Healthcare)を用い、室温で 1時間反応させた。

発光反応には Enhanced Chemiluminescence Plus Western Blotting 
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Detection System (GE Healthcare)を用い、撮影には LAS-4000EPUVmini 

Luminescent Image Analyzer (Fujifilm) を使用した。 

 

2.8. Chromatin-immunoprecipitation (ChIP) アッセイ 

 ChIPアッセイは抗 SOX9抗体と Rabbit IgG (CHEMICON) を用い、主に

Upstate Biotechnology社のプロトコルに従って行った。沈降してきた DNA断

片は、LGR5プロモーター上に予測された SOX9結合領域周辺に対するプライ

マーを用い、real-time PCRによってこの領域を検出した。また、ネガティブコ

ントロールとして Actinのプロモーター領域に対するプライマーを用いた。 

Actin_promoter_ChIP_Fw CACCAGGTAGGGGAGCTG 

Actin_promoter_ChIP_Rv GAAAGGACAAGAAGCCCTGAG 

LGR5_promoter_ChIP_Fw GGGACAAGTGGAGGGAAAGT 

LGR5_promoter_ChIP_Rv GCTTGCACGCTCGTTTTT 

 

2.9. Lipofectamine2000（invitrogen) 

shRNAによる各遺伝子の発現抑制には、文部科学省ゲノムネットワークプロ

ジェクトで作成した shRNA ライブラリーを用いた。shRNAの各配列は、エン

トリーベクターpENTR（invitrovitrogen)から、レンチウィルス発現用の最終ベ

クターである CS-RfA-CG（理化学研究所バイオリソースセンターより分与)に、

Gateway LR Clonase Ⅱ(invitrovitrogen)を用いて組み換えた。この最終ベクタ

ーを、ウィルスパッケージングコンポーネント遺伝子が組み込まれた、

pCMV-VSV-G-RSV-Revと pCAG-HIVgp（理化学研究所バイオリソースセンタ

ーより分与)と共に HEK293FT 細胞にトランスフェクションした。8時間後に

行う培地交換の際には、ウィルス液への血清の混入を最小限に抑えるため、
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DMEM F-12に B-27 supplement minus Vitamin A (50×) liquidを添加した血

清不含培地を用いた。37℃で 72時間培養した後、培養上清から超遠心によって

ウィルスを沈殿させ、PBSに希釈してウィルス液とした。ウィルス感染の際は、

24穴プレートの各穴に GB2細胞または HCT116細胞を 5 x 104個ずつまいた。

感染効率を上げるため、培地の体積は通常培養時に使用する体積より少ない 300 

μlとした。各穴にウィルス液を添加し、37℃で１時間ウィルスを吸着させた後、

培地を 700 μl加えて全体積を 1 mlとした。CS-Rfa-CGを用いて作製したウィ

ルスは、shRNAと独立して GFPを発現するため、各サンプル毎に蛍光顕微鏡

下で GFPの蛍光を指標に感染効率を確認した。 

 

2.10. shRNA発現レンチウィルスの感染 

GB2細胞を GFPでラベルする際に用いたレンチウィルスの作成には、まずレ

ンチウィルス発現用のベクターである CS-RfA-CGを、ウィルスパッケージング

コンポーネント遺伝子が組み込まれた pCMV-VSV-G-RSV-Revと pCAG-HIVgp 

(理化学研究所バイオリソースセンターより分与) と共に HEK293FT 細胞に

Lipofectamin 2000 (invitrogen) を用いてトランスフェクションし、8時間後に

培地交換を行った。GB2細胞に感染させるウィルスを作戦する際には培地交換

にはウィルス液への血清の混入を最小限に抑えるため、DMEM F-12 (Gibco) に

B-27 supplement without Vitamin A (50×) liquidを添加した血清不含培地を

用いた。37℃で 72時間培養した後、培養上清から超遠心によってウィルスを沈

殿させ、PBSに希釈してウィルス液とした。ウィルス感染の際には培地量を通

常培養時の 1/10とし、ウィルス溶液を添加して 37℃で 1時間培養することでウ

ィルスの吸着効率をあげた。ウィルス感染後は、通常培養時の培地量を加えて 3

日以上培養し、蛍光顕微鏡下で GFPの発現を確認した。 
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SOX9#5 GCAAGCTCTGGAGACTTCTGA  

SOX9#6 GCGACGTCATCTCCAACATCG 

LGR5#1 ATGGACGACCTTCATAAGAAAGA 

shLOC332#2  GTAGGTACCGTGATTCTGA  

shLOC332#3   GTGAACTCACCTGAACT  

 

2.11. 免疫不全マウスへの検体由来グリオブラストーマ幹細胞の移植 

 レンチウィルスを GB2細胞に感染させた後、培養 3日目に GFPの発現を確

認した。発現を確認できた細胞について 5 × 103個/lになるよう PBSを用いて

調整し、免疫不全マウスに移植した。免疫不全マウスには、4週齢の雄の

BALB/cA-nu/nu を用いた。マウスをネンブタールによって麻酔後（1 mg/kg)、

大脳皮質（ブレグマより 1 mm前方、2 mm右方、頭蓋表面より深さ 3 mm）に

細胞懸濁液を 2 lずつ注入した。 

 

2.12. 免疫不全マウスへの大腸癌細胞の皮下移植 

 LOC332をターゲットとした shRNAを発現するレンチウィルスを HCT116

細胞に感染させ、3 日後に細胞を 6 週齢の免疫不全マウス (BALB/cAJcl-nu/nu, 

CLEA Japan) に皮下注射し、経過観察及び腫瘍の大きさを測定した。すべての

動物実験は the Animal Ethics Committee of the University of Tokyo のガイド

ラインに基づいて行われた。 

 

2.13. マウス脳切片の作製 

 GB2細胞移植 3ヶ月後のマウスから脳を取り出し、3.7%中性ホルマリンで固

定した。ハイパーセンターXP（Thermo Shandon)を用いてパラフィン包埋後、
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ディスペンシングコンソールⅣ（Tissue-Tek)を用いてブロックに成形し、

RM2145（Leica)で厚さ 4 mの切片を作成し、APSコートスライドガラス上で

伸展し貼り付けた。切片を APSコートスライドガラスに貼り付けてから 42℃で

一晩放置した後、免疫染色に用いた。 

 

2.14. パラフィン切片の組織染色 

 マウス脳切片は脱パラフィン処理を行った後、10 mMクエン酸 (pH6.0) に

浸して 105℃、20分でオートクレーブすることで賦活化し、次に 3%過酸化水素

水/PBSに浸して室温で 10分間静置することで、内在性のペルオキシターゼの

非働化を行った。10% goat serum/0.2% TritonX100-PBSを用いて室温で 30分

間、ブロッキング処理を行った。1次抗体反応には 0.2% TritonX100-PBSで、

抗 GFP抗体（Santa Cruz、SC-8334)を 100倍希釈して用いた。反応は湿箱に

入れ 4℃中で一晩行った。次に、VECTASTAIN Elite ABC Rabbit IgG Kit

（VECTORLABORATORIES, INC)を用いて DAB染色を行った。具体的には

ビオチン化抗 IgG抗体をPBSで 200倍に希釈し、室温で 30分間反応させた後、

室温で30分間ABC反応を行った。Imm Pact DAB（VECTORLABORATORIES, 

INC)を用いて発色させ、その後ヘマトキシリン染色液を用いて核染色を行った。

パラフィン透徹処理後、Permount（Fisher chemicals)を用いて封入した。 

観察には顕微鏡の AX70 (OLYMPUS)を使用した。 

 

2.15. MTTアッセイ 

 MTTアッセイは GB2細胞にレンチウィルスを感染後、6日間培養し、24ウ

ェルプレートにまき直した。さらに 12時間培養しMTTを終濃度 0.5 mg/ml に

なるように添加し、37 °Cで 4時間インキュベートした。その後、上清を除去し、
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可溶化溶液(0.01M HCl 10%SDS)を加えて溶かした。溶液の吸光度はMithras 

LB 940 (BERTHOLD TECHNOLOGIES)を用いて 570nmの波長を測定するこ

とで計測した。 

 

2.16. Sphere Assay 

 GB2細胞にレンチウィルスを感染させた後、培養６日目に細胞をトリプシン

処理し、200,500,1000 の細胞数で 96ウェルプレートに撒きなおしたその後、

細胞を 2週間培養しスフィアの数を計測した。計測には In Cell Analyzer 2000 

(GE Healthcare) を用い、解析には Developer 1.9.1 software (GE Healthcare)を使

用した。 

 

2.17. 生存曲線の作図 

 GB2細胞の移植後の各免疫不全マウスの生存日数を記録し、カプラン・マイ

ヤー生存曲線を作図した。二群間の腫瘍形成能の差を評価するためログランク

検定を行った。 

 

2.18. Cell Titer Gloアッセイ 

 Cell Titer GloアッセイではCell Titer-Glo Luminescent Cell Viability Assay 

kit (Promega) を用いて細胞内のATP レベルを測定することにより間接的に細

胞の生存率を算出した。蛍光強度は Mithras LB 940 (BERTHOLD 

TECHNOLOGIES) を用いて測定した。 

 

2.19. 核分画 
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 細胞ペレットを低張バッファー (10 mM HEPES pH7.5, 10 mM KCl, 1.5 

mM MgCl2, 0.5% Nonidet-P40 (NP40)) に懸濁し、氷上で 15 分静置し、ピペ

ットマンを用いて 10 回ピストン運動した後、1,000 x g, 4°C, 10 min 遠心し

た。上清を取り、細胞質画分とし、沈殿を高張バッファー (20 mM HEPES pH 

7.5, 420 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.5% NP40) に懸濁し、4°C, 30 min ロー

テーションした。その後、6,000 x g, 4°C, 15 min で遠心して上清を取り、核

画分とした。 

 

2.20. RNA プルダウンアッセイ、MS 解析 

CTPとBiotin-14-CTP (Invitrogen) の量比を 4:1 としてMAXI script T7 Kit 

(Ambion) を用いてビオチン標識 RNA の合成を行った。細胞の抽出液 (200 μ

g) とビオチン標識 RNAを混和し、4°C, 1 h でインキュベートした。

Streptavidin-Coupled Dynabeads (Invitrogen) を用いてビオチン標識 RNA及

び RNA に結合するタンパク質を回収した。結合タンパク質は SDS-PAGE によ

り分離した後、銀染色またはウェスタンブロッティングにより検出した。銀染

色には SilverQuest Silver Staining Kit (Invitrogen) を用いた。泳動バン 

ドを切り出し、nanoflow LC system (Dina-2A, KYA Technologies) と linear ion 

trap-orbitrap mass spectrometer (LTQ-Orbitrap Velos, Thermo Fisher 

Scientific) により含まれるタンパク質を同定した。タンパク質の同定には

Mascot ver. 2.4.01 (Matrix Science) プログラムを用いた。 

 

 

2.21. RIP アッセイ 
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細胞は Lysisバッファー (50 mM HEPES pH7.5, 150 mM KCl, 0.5% NP40, 2 

mM EDTA, 1 mM NaF, ptotease inhibitors, RNase Inhibitor (Promega)) を用

いて溶解した。その上清に各抗体 (抗 SRSF1抗体, mouse IgG) を添加し、 

4°C, 1 h ローテーションした。その後、30 μL の Protein G Dynabeads 

(Invitrogen)を加え更に 4°C, 1 h ローテーションした。ビーズはWash buffer 

(50 mM HEPES pH7.5, 150 mM NaCl, 0.05% NP40) を用いて 3 度洗った後

に、PBS で 2 度洗い、Total RNA Isolation kit (MACHEREY-NAGEL) を用

いて共沈された RNAを回収し、real-time PCR により解析した。 

 

2.22 スプライシング解析 

 細胞から回収した total RNA 500 ng を SuperScript III Reverse 

Transcriptase ( Life Technologies)を用いてmRNAの全長を逆転写した。プラ

イマーには Olig dTを用いた。PCR産物は Blend Taq (TOYOBO) を用いて増

幅した。使用したプライマーは以下に示す。 

BIN1-ex11F  CCTCCAGATGGCTCCCCTGC 

BIN1-ex14R  CCCGGGGGCAGGTCCAAGCG 
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第三章 結果 

 

3.1. グリオブラストーマ細胞の造腫瘍性に関わる因子の探索とその機能解析 

 

3.1.1.  LGR5によるグリオブラストーマ細胞の造腫瘍性の制御 

当研究室ではグリオブラストーマの解析のため、ヒトグリオブラストーマ検

体から癌細胞株 GB2細胞を樹立している。GB2細胞は既に報告されている通り、

無血清培地培養下で神経幹細胞様のスフィアを形成し、幹細胞マーカーの

Nestinと SOX2の発現が見られた 14。また、GB2細胞を免疫不全マウスに移

植した際、GB2細胞が極めて高い腫瘍形成能を示し、浮遊培養及びラミニンコ

ーティングによる接着培養による継代でもこの性質を維持することを確認して

いる 15。以上のことから GB2細胞はグリオブラストーマ幹細胞を豊富に含み高

い造腫瘍能を維持した細胞株であると考えられるため、本研究ではこの GB2細

胞を用いグリオブラストーマ細胞の造腫瘍性に関わる因子の研究を行った。 

LGR5がグリオブラストーマ細胞の造腫瘍能に必要であることを確認するた

め、GB2細胞に LGR5 を標的とした small hairpin RNA (shRNA) を発現する

レンチウィルスを感染させた。その結果、LGR5の発現抑制により GB2細胞の

増殖が低減することが分かった (図 1－1 A、B)。さらに、GB2細胞を免疫不全

マウスの前頭葉に移植し生存期間を測定した結果、LGR5をノックダウンした

GB2細胞を移植したマウス群の生存曲線がコントロール群に比較して改善する

ことが分かった(図 1－1C)。これらの結果は、以前の研究で報告されているグリ

オブラストーマでの LGR5発現の亢進や増殖活性への寄与と一致するため、

GB2細胞においても LGR5の発現が造腫瘍性に貢献していることが示唆された 

7。 
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3.1.2.  LGR5の転写制御因子の探索 

 LGR5のノックダウン実験の結果から、LGR5の発現を維持する因子がグリ

オブラストーマの造腫瘍性に寄与している可能性が考えられる。そこで、LGR5

の発現を正に制御する転写因子を同定することを目的としたスクリーニングを

行った。まず初めに、LGR5のプロモーター領域を同定するために上流 1985 bp

から下流 300 bp、上流 300 bpから下流 300 bp、そして転写開始点から下流 300 

bpをそれぞれクローニングしルシフェラーゼ遺伝子の上流に導入することでレ

ポーターコンストラクトを作成した (図 1－2 A、LGR5-P1、LGR5-P3及び

LGR5-P4)。GB2細胞にレポーターコンストラクトをトランスフェクションした

ところ、LGR5-P4及びコントロールベクターの pGL3-basicに比べ LGR5-P1,3

で高いルシフェラーゼ活性が見られた(図 1－2 B)。この結果により、上流 300 bp

から転写開始点の領域でプロモーター活性がある可能性が示唆された。 

 次に、このプロモーター領域に結合し LGR5の発現を制御する転写因子を同

定するために、転写因子の結合モチーフ解析を解析ソフトの TRANSFACを用

いて行い、40個の転写因子を候補因子として同定した。さらにこれらの候補因

子から GB2細胞で高い発現を示す 8個の転写因子に絞り込んだ。これらの 8遺

伝子に対して siRNAライブラリーを用いたRNAiスクリーニングを行った結果、

SOX9 (Sry-related high-mobility group (HMG) box 9) を標的とした全ての

siRNAで LGR5の転写が抑制された (図 1－3 A、B)。このため、グリオブラス

トーマ幹細胞において LGR5の発現を維持する転写因子が SOX9である可能性

が示唆された。 
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3.1.3.  SOX9による LGR5の転写制御 

 SOX9の発現を抑制することでGB2細胞におけるLGR5の発現が抑制するこ

とが見出されたため、次に、転写因子である SOX9が LGR5の転写を直接制御

しているかを検証した。まず、GB2細胞での SOX9過剰発現による LGR5のプ

ロモーター活性への影響をルシフェラーゼアッセイを用いて調べた。その結果、

SOX9の過剰発現により LGR5-P3でのみルシフェラーゼ活性が昂進し、

LGR5-P4では昂進が見られなかった (図 1－4)。次に、LGR5-P3に含まれる

LGR5の上流300 bpから転写開始点の領域に存在するSOX9-binding site (上流

42bp) に部位特異的ミュータジェネシスによりミューテーションを導入し、ル

シフェラーゼ遺伝子の上流に組み込んだコンストラクトを作成した(図 1－5 A、

LGR5-P3-mut)。これらのコンストラクトを用いてルシフェラーゼアッセイを行

ったところ、LGR5-P3に比べ LGR5-P3-mutでプロモーター活性の顕著な減少

が見られた (図 1－5 B)。以上の結果より、LGR5のプロモーター上において上

流 42bpに存在する SOX9-binding siteに SOX9が結合し、LGR5の転写活性を

制御していることが示唆された。 

 さらに LGR5のプロモーター上に直接的に SOX9が結合していることを確か

めるため、抗 SOX9抗体を用いて Chromatin immnoprecipitation (ChIP) アッ

セイを行った (図 1－6 A、B)。その結果、上流 42bpに存在する SOX9-binding 

siteを含む DNA断片に SOX9が結合していることが見出された。以上により、

SOX9は LGR5のプロモーター上に直接結合して LGR5の転写を正に制御して

いることが考えられた。 
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3.1.4.  SOX9によるグリオブラストーマ細胞の造腫瘍性の制御 

 これまでの研究結果から、グリオブラストーマにおいてはSOX9によるLGR5

の発現上昇がグリオブラストーマの高い造腫瘍能に寄与していることが示唆さ

れた。SOX9は小腸や肝臓といった様々な組織の幹細胞や前駆細胞の増殖や自己

複製に重要な役割を持つ転写因子であると同時に分化多能性にも必須であるこ

とが報告されている 16。また、大腸癌や乳がんといった多様な癌種で発現が昂

進し、予後不良との相関性も示されている 17。そこで、SOX9そのもののグリ

オブラストーマ幹細胞に対する寄与を調べるため、SOX9の発現を抑制し GB2

細胞の増殖とスフィア形性能を調べた。GB2細胞に SOX9を標的とした shRNA

を発現するレンチウィルスを感染させ発現を抑制したところ、siRNAによるノ

ックダウンと同様に LGR5の発現が抑制され、癌幹細胞マーカーとして知られ

る CD133の発現も抑制された (図 1－7)。また、MTTアッセイにより SOX9

のノックダウンにより GB2細胞の増殖が低減されることが明らかになり、スフ

ィアフォーメーションアッセイにより自己複製能の指標の一つであるスフィア

形成能の減衰が見出された (図 1－8、9)。次に、SOX9の GB2細胞における造

腫瘍能に対する重要性を調べるため、GB2細胞を免疫不全マウスの前頭葉に移

植し生存期間を測定しカプラン・マイヤー生存曲線を作図した。その結果、SOX9

の発現を抑制することでコントロールのマウス群と比較して有意な延命効果が

認められた (図 1－10)。以上の結果を踏まえると、グリオブラストーマにおい

て SOX9の発現が癌細胞の増殖能や造腫瘍能に大きく寄与することで、グリオ

ブラストーマの悪性度を亢進しているのではないかと推察された。そこで、実

際に SOX9がグリオブラストーマの患者の予後に与える影響を調べるため The 

Cancer Genome Atlas (TCGA)の臨床データと遺伝子発現のデータを比較した
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ところ SOX9が高発現している患者で予後が有意に悪化していることが見出さ

れた (図 1－11)。 

 

3.1.5.  小まとめ① 

 GB2細胞を用いた本研究のスクリーニングにより LGR5の転写因子として新

たに SOX9を同定した。また、in vitro及び in vivoの実験により SOX9のノッ

クダウンによる GB2細胞への増殖能の抑制効果が見られたことから、SOX9に

よる LGR5の発現制御はグリオブラストーマの維持に重要であることが予想さ

れる (図 1－12)。しかし、SOX9は転写因子であることから LGR5以外の遺伝

子の発現制御にも関わっていることが予想されるため、SOX9-LGR5 のパスウ

ェイの重要性を検証することを目的とした SOX9をノックダウンした際の

LGR5レスキュー実験等の更なる詳細な解析が今後必要であると考えられる。 
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3.2. 大腸癌幹細胞の造腫瘍性に関わる因子の探索とその機能解析 

 

3.2.1.  LGR5の発現と増殖能を指標としたスクリーニング 

 LGR5はWntシグナルの標的遺伝子の一つであり大腸癌においても発現が亢

進していることが報告されている 4。さらに、LGR5をノックダウンすることで

大腸癌幹細胞の造腫瘍能が減衰し、癌幹細胞性に必須であることが示唆されて

いるため、大腸癌幹細胞においても LGR5を指標としたスクリーニングにより

未知の造腫瘍性に重要な遺伝子を同定することが期待できる 7。現在、多くの研

究で大腸癌幹細胞の造腫瘍性に重要な遺伝子が同定され、その機能が明らかに

なっている。しかし、タンパク質をコードしない長鎖 non-coding RNA (ncRNA) 

の領域では未だ大腸癌幹細胞の重要な因子は報告されていない。ncRNAは近年

のシーケンサーの発達により膨大な種類が存在すると共に、通常のタンパク質

をコードする遺伝子と比べて組織特異性が高い発現を示すことから ncRNAが

細胞の性質に大きく影響している可能性が示唆され、同時に、ncRNAはmRNA

の転写やプロセッシング、翻訳等の多様な機能があることが報告されている 

18,19。そのため、大腸癌幹細胞において LGR5の発現に影響する ncRNAの探索

により大腸癌幹細胞の造腫瘍性に関わる ncRNAを同定できることが期待でき

る。 

当研究室では先行研究によって、検体由来のヒト大腸癌組織から癌幹細胞を

ソートすることに成功している。細胞表面抗原 CD133，CD44を指標とした

FACSにより得られた CD133+/CD44+大腸癌細胞と CD133-/CD44-大腸癌細胞

を免疫不全マウスに皮下移植したところCD133+/CD44+大腸癌細胞で高い造腫

瘍性が確認された。これにより、CD133+/CD44+大腸癌細胞に大腸癌幹細胞が

豊富に含まれていることが示唆されたため、当研究室ではこの細胞集団で発現
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が昂進している ncRNAの同定が行われた。CD133+/CD44+と CD133-/CD44-

それぞれの大腸癌細胞から RNAを抽出し、次世代シークエンサーによる網羅的

遺伝子発現解析を行い、CD133+/CD44+大腸癌細胞において発現が上昇してい

る 73種類の ncRNAが同定された。そこで本研究では、次に、これらの候補因

子の中から癌幹細胞の造腫瘍性に関わる因子を絞り込むことを目的としたスク

リーニングを行った。大腸癌幹細胞に対して siRNAライブラリーを用いた

RNAiスクリーニングを行い、LGR5の発現量の変化と増殖能の変化を real-time 

PCRと Cell-titer Gloを用いて調べた。その結果、siRNAにより発現を抑制す

ることで大腸癌幹細胞の癌幹細胞マーカーの発現と増殖能を減衰させる 6種類

の機能未知な ncRNAを見出した（図 2－1）。ここまでのスクリーニングを共同

研究として行い、続いて機能解析を行うにあたり、これらの 6種類の長鎖 ncRNA

から、悪性度の高い大腸癌で発現が昂進している LOC332を選択し解析を進め

た (図 2－2)。 

 

3.2.3.  LOC332は大腸癌細胞の造腫瘍性に必要である 

 まず、大腸癌細胞株の SW403細胞に対して LOC332を標的とした siRNAに

よるノックダウンを行った結果、SW403細胞の増殖が減衰することが Cell-titer 

Gloを用いた実験により示された (図 2－3)。また、他の大腸癌細胞株である

HCT116細胞に対して LOC332を標的とした shRNAを発現するレンチウィル

スを感染させ恒常的に発現を抑制し、免疫不全マウスに皮下移植したところ、

コントロールのHCT116 細胞に比べ腫瘍形成能が有意に減少していることが見

出された (図 2－4)。これらの実験結果から LOC332の造腫瘍性に寄与する機能

は大腸癌細胞株でも維持されている可能性が示唆されたため、大腸癌細胞株を

用いた LOC332 の機能解析を行った。 
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3.2.4.  LOC332 は SRSF1と結合する 

現在多くの ncRNAで結合タンパク質を介した機能が報告されているため、

LOC332の機能解析を目的とした結合タンパク質の同定を試みた。まず、

LOC332の細胞内での局在を調べるため HCT116 細胞を用いて分画を行い、

real-time PCRによって LOC332の存在量を調べたところ、核分画中に顕著に

存在することが分かった（図 2－5）。そこで、大腸癌細胞の核分画タンパク質の

抽出液を用い LOC332 をベイトとした RNA-pulldownアッセイを行い、

LOC332に結合するタンパク質の抽出液を得た。次に、このタンパク質の抽出

液から LOC332 に特異的に結合するタンパク質を選別するため銀染色を用いて

LOC332の正配列で特異的にみられるバンドを識別し、このバンドに含まれる

タンパク質をMS解析を用いて検出した（図 2－6）。その結果、LOC332 の結

合タンパク質として癌遺伝子の SRSF1を同定した。 

 SRSF1 (Serine/arginine-rich Splicing Factor 1) は主に選択的スプライシン

グによってターゲットとなるmRNAの特定のエキソンをスキップし増殖促進や

アンチアポトーシスに働くバリアントを生成することで癌細胞に寄与している

ことが知られている 20。そこで、実際に SRSF1を標的とした siRNAを SW403

にトランスフェクションし、増殖に与える影響を調べた。その結果、SRSF1の

発現を抑えることで SW403の増殖活性が有意に抑えれることが Cell titer glo

アッセイにより示された (図 2－7)。以上の結果から LOC332による大腸癌細胞

の増殖や造腫瘍性の昂進はこの SRSF1を介した効果であることが予想された

ため、このSRSF1に与えるLOC332の影響を検証した。まず、LOC332とSRSF1

の結合検証実験を行い、LOC332を用いた RNA-pulldownと抗 SRSF1 抗体を

用いたウェスタンブロッティングで LOC332 と SRSF1の結合を確認した（図 2
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－8 A）。次に、抗 SRSF1 抗体を用いて SRSF1を免疫沈降し結合している RNA

を real-time PCRで検出する RIPアッセイを行った結果、SW403 細胞内で内

在性の SRSF1と LOC332 が結合していることが示された（図 2－8 B）。さらに

詳細な結合部位の特定のため、LOC332のデリーションミュータントを作成し

結合実験を行い LOC332 の 5’末端側、421～541 bpの領域で結合していること

が明らかとなった (図 2－9)。 

 

3.2.5.  LOC332は SRSF1を介した選択的スプライシングに必要である 

 前述のように SRSF1 は主に選択的スプライシングによって癌細胞に寄与し

ていることが知られているため、この選択的スプライシングへの LOC332の影

響を検証した。LOC332 の発現を抑制したHCT116細胞で SRSF1 を過剰発現

し SRSF1のターゲットとなるmRNAのバリアントの生成の変化を RT-PCRで

検出した。その結果、ターゲットの一つである BIN1で SRSF1の過剰発現によ

り見られるバリアントの変化が LOC332のノックダウンにより抑制されること

が分かった (図 2－10)。BIN1は SRSF1の選択的スプライシングによりエクソ

ン 12aが含まれるバリアント BIN1+12a が生成されることが知られている。こ

のエクソン 12aの付加により BIN1が本来持っている癌抑制遺伝子としての機

能が失われるため、BIN1は SRSF1の癌遺伝子としてのターゲットの一つと考

えられている 20。このことから、大腸癌細胞の造腫瘍性を LOC332 と SRSF1

の複合体が維持する機構はこの BIN1のバリアントの生成を介したものである

可能性が考えられる (図 2－11)。 

 

3.2.6.  小まとめ② 

 本研究の LGR5を指標としたスクリーニングにより大腸癌の造腫瘍性に関わ
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る因子として新たに ncRNAの LOC332を同定した。さらに、この LOC332の

機能を解析した結果、癌遺伝子である SRSF1と結合し、SRSF1の選択的スプ

ライシングを制御する機能に影響することで大腸癌の造腫瘍性を亢進する遺伝

子のバリアントを生成していることが考えられた。本研究では LOC332 のノッ

クダウンによりSRSF1のターゲットの一つであるBIN1の選択的スプライシン

グが制御され腫瘍抑制機能を持つ通常の BIN1が増加し抑制機能を持たないバ

リアントの BIN1+12a の減少が見られたが、実際に LOC332による大腸癌の腫

瘍形成能の促進に、この BIN1のバリアントの変化を介したものであるか明ら

かとなっていない。本研究での LOC332の発現抑制により生成された BIN1の

バリアントは癌細胞の造腫瘍性に寄与する転写因子 c-MYCへの阻害作用が失わ

れていることが知られている 21。そのため、この LOC332のさらなる詳細な機

能解析は、大腸癌で重要な役割を担う c-MYCの新たな制御機構の解明につなが

ることが期待できる。 
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第四章 考察 

  

 癌細胞の造腫瘍性に重要な遺伝子の探索から、グリオブラストーマの LGR5

の発現を制御する転写因子として SOX9を同定した(図 1－3)。LGR5 は大腸癌

やグリオブラストーマで発現が亢進し、患者の予後不良と相関があることや癌

幹細胞の生存に必要であることが報告されていることから、LGR5の発現を制

御する因子はグリオブラストーマや大腸癌の造腫瘍性に寄与している可能性が

考えられた 7,8。当研究室の大腸癌に関する研究により LGR5の転写を直接制御

する因子として GATA6 を既に報告している 22。GATA6による LGR5 の転写制

御は大腸癌細胞の造腫瘍性に極めて重要な役割を担っていることが示されてい

るが、本研究でグリオブラストーマ細胞として用いた GB2細胞では RNA-seq

のデータより GATA6 の発現が極めて低いことが既にわかっており、このことは

GATA6の発現がグリオブラストーマの造腫瘍性を低下させる働きを持つこと

を報告した論文と矛盾しない 23。また、GB2細胞を用いて行ったルシフェラー

ゼアッセイではLGR5の上流 300 bpから転写開始点までの領域でプロモーター

活性を示したが、大腸癌細胞を用いた場合では同じ領域でプロモーター活性が

見られなかった 22。そのため、グリオブラストーマ細胞においては GATA6では

なく、本研究で同定された SOX9が LGR5の発現の維持に重要な役割を担って

いる可能性がある。 

 

 本研究のLGR5の発現量を指標とした siRNAスクリーニングにより得られた

転写因子 SOX9は、その発現を抑制することで GB2細胞の増殖能やスフィア形

性能の低下、そして造腫瘍性が抑えられることがわかった。SOX9以外にも 8

つの転写因子が LGR5の転写制御に関わる候補因子として残っているが (図 1
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－3)、その中にはグリオブラストーマの造腫瘍性への寄与が報告されている因子

が残っている。例えば、その一つであるMAZはグリオブラストーマでの発現の

亢進や、血管内皮細胞増殖因子の VEGFの転写を促進することが知られ、グリ

オブラストーマにとって重要である可能性が示唆されている因子の一つである

24。これらの因子について SOX9と同様の更なる詳細な解析を行うことにより、

SOX9以外にも LGR5の転写を制御し、グリオブラストーマ細胞の造腫瘍性を

制御する因子が同定されることが期待できる。 

 

 GB2細胞に対して SOX9と LGR5の発現を抑制した結果、どちらの遺伝子

でも細胞増殖や造腫瘍性が抑制されることがわかり、二つの遺伝子が GB2細胞

にとって重要な因子であることが確かめられた。しかし、SOX9による細胞増殖

や造腫瘍性の制御に LGR5の転写制御がどの程度重要であるのかを確かめるこ

とができなかった。このことを検証する実験としては SOX9をノックダウンし

たうえで LGR5を過剰発現させるリカバリー実験が必須である。しかし、GB2

細胞は従来の試薬による LGR5の過剰発現がうまくいかず、これはトランスフ

ェクション効率が非常に低いことが原因と考えられる。そのため、近年開発さ

れた細胞融合による遺伝子導入法のひとつであるセンダイウィルスを利用した

プラスミドのトランスフェクションや、近年の技術開発により効率が改善した

エレクトロポレーション法等の検討が必要である。 

 

GB2細胞の増殖能への影響を評価したMTTアッセイでは LGR5をノックダ

ウンした細胞に比べ SOX9のノックダウン細胞でより強く増殖が抑制された。

shRNAを用いて SOX9 をノックダウンした際の LGR5の発現量は LGR5をノ

ックダウンした際の発現量より高いためSOX9のノックダウンによるGB2細胞
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の増殖抑制の効果は、LGR5だけでなく他の SOX9の転写標的の発現量が減少

したことも影響していると考えられる。また、GB2細胞を免疫不全マウスの脳

に異種移植することによって造腫瘍性への影響を評価する実験では、増殖実験

とは逆に SOX9をノックダウンしたGB2細胞を移植したマウス群に比べ LGR5

をノックダウンしたマウス群でより延命効果が表れた (図 1－1C、1－10)。この

ことは LGR5ノックダウンによる造腫瘍性の抑制効果が SOX9ノックダウンに

よるものより高いことを示唆し、細胞増殖への影響を調べた実験結果と一致し

ない (図 1－1B、1－8)。そのため、マウスの脳に移植した GB2細胞ではディッ

シュ上での環境と異なりマウス脳内の微小環境により SOX9以外の転写因子が

LGR5の発現の促進に関わっている可能性があり、グリオブラストーマ細胞で

は LGR5の発現は複数の転写因子によって厳密に維持されていることが推測さ

れる。 

これらの仮説を検証するためには更なる実験が必要である。まず、SOX9が他

の標的を介した増殖制御を行っている可能性について調べる実験では、SOX9

ノックダウンによる遺伝子発現の網羅的な変化を測定できるマイクロアレイを

用いた実験と、SOX9の全ゲノム上での結合を網羅的に調べることができる

ChIP-seqによる実験を組み合わせることでSOX9の標的候補遺伝子を絞り込み、

さらに LGR5の発現を指標とした RNAiスクリーニングを用いた実験や臨床デ

ータを用いた予後との比較によりSOX9による発現促進によりGB2細胞の増殖

を亢進させる遺伝子の同定ができるのではないかと考えている。また、マウス

の脳内の微小環境において LGR5の発現を制御する転写因子が SOX9以外にも

存在する可能性について検証する実験としては、H3K27ac抗体による ChIPア

ッセイにより転写因子の結合領域を同定する手法を用いた実験が考えられる 25。

免疫不全マウスの脳に GB2細胞を移植することで形成させた腫瘍を摘出し、こ
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の腫瘍を用いた抗H3K27ac抗体によるChIPアッセイによりLGR5のプロモー

ター上で活性化している領域を特定し、その DNA配列に含まれるコンセンサス

配列を調べることで LGR5の転写制御を行っている転写因子を予測できること

が期待できる。ここで得られた候補となる転写因子について、ディッシュ上で

の GB2細胞での発現量とマウス脳で形成した腫瘍中での発現量を比較し、腫瘍

中でのみ高い発現を示す候補因子に絞り込み、最終的には shRNAウィルスを用

いて実際に候補因子をノックダウンしたGB2細胞を免疫不全マウスへ移植する

ことで、マウスの脳内の環境で GB2細胞の LGR5の発現を制御している転写因

子を同定できるのではないかと考えている。 

  

 本研究で用いたGB2細胞は既に報告されている癌幹細胞を含んだ状態で継代

可能な培養法により樹立され、当研究室の先行研究により癌幹細胞が豊富に含

まれていることが既に報告されている 14。そのため、本研究の GB2細胞で見ら

れた SOX9による LGR5の発現制御及び SOX9、LGR5による造腫瘍性の亢進

はグリオブラストーマ幹細胞においても機能していることが予想される。この

仮説を検証するためには、より厳密なグリオブラストーマ幹細胞であるヒト検

体から直接 CD133、CD15を指標とした FACSにより単離した細胞を用いたノ

ックダウン実験や造腫瘍実験が必要である。LGR5は近年の研究で大腸癌を始

めとした多くの癌腫で重要な役割を持つことが示されており、LGR5 を標的と

した抗癌剤の研究が進められている 26。そのため、LGR5の発現を制御し癌幹

細胞の造腫瘍性を制御する可能性がある SOX9は癌治療の有望なターゲットと

なることが期待される。 
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 大腸癌幹細胞を用いたスクリーニング系では ncRNAの一つである LOC332

を新たな造腫瘍因子として同定した。ncRNAは近年の研究により様々な機能が

あることが報告され、癌においても重要な役割を持つものが報告されている。

前立腺癌で発現が亢進している ncRNAの PRNCR1と PCGEM1 が前立腺癌の

重要な癌遺伝子である Androgen receptor (AR)と結合することで活性を調節し

造腫瘍性に寄与することが報告されている 27。本研究において同定された

LOC332についても癌遺伝子として報告されている SRSF1との結合がわかり

(図 2－6，2－8)、また LOC332 と SRSF1のノックダウンによる大腸癌細胞の

増殖抑制の効果が見られたため(図 2－3，2－7)、PRNCR1/PCGEM1 と ARの

相互作用と同様に LOC332 も SRSF1と相互作用することで癌遺伝子としての

活性を制御している可能性が予想された。SRSF1は癌遺伝子として多くの報告

があり、その中でも選択的スプライシングにより癌細胞の増殖やアンチアポト

ーシスの性質に寄与することが注目されている 20。そこで、本研究でも LOC332

による SRSF1の選択的スプライシング活性の制御が行われているか検証する

実験を行い BIN1で選択的スプライシングによるバリアントの変化が見られた

(図 2－10)。SRSF1 の選択的スプライシングの標的として、様々な遺伝子が示

されているが、その中でも BIN1の選択的スプライシングによるバリアントの

変化と癌細胞の造腫瘍性への寄与は詳しい作用機序が明らかになっているもの

のひとつである。そのため、LOC332による BIN1の選択的スプライシングへ

の影響を詳細に解析することは SRSF1の活性制御メカニズムの解明につなが

ると考えられる。 

 

 LOC332がSRSF1と相互作用しBIN1の選択的スプライシングを制御する作

用機序には様々な可能性が考えられる。近年の研究でmRNAのスプライシング
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に関わる ncRNAが報告され、その作用機序が明らかとなっている。これらの

ncRNAの中でもmRNAに作用する natural antisense transcript (NAT) とタ

ンパク質のスプライシング因子に作用するMALAT1の二つが代表的なものと

して挙げられる 28,29。 

 NATは細胞中に存在する特定の遺伝子の逆配列 (antisense) をとる RNAと

して発見され、その中の一つである Zeb2 NATは Zeb2のmRNAにある 5’-UTR

領域のイントロンと逆配列をとりイントロン部位と相補結合する。このmRNA

と NATの相補結合によりmRNAのこのイントロン部位で起こる選択的スプラ

イシングが阻害されることが報告されている 28。LOC332の配列と BIN1で観

察された選択的スプライシングを受ける部位のイントロンには逆配列と呼ばれ

るほどの相補性は確認されなかったため、LOC332と BIN1の pre-mRNAの相

補結合によるスプライシングの制御の可能性は考え難いが、この作用機序の可

能性についてさらなる検討をするためには LOC332を断片化したミュータント

を作成し、BIN1のスプライシング部位と相補性が低い領域のみを含む断片と相

補性が高い領域を含む断片を過剰発現することで BIN1の選択的スプライシン

グへの影響を検証する必要が考えられる。 

 また、スプライシング制御に関わるもう一つの代表的な ncRNAである

MALAT1は結合するスプライシング因子の局在に影響することでスプライシン

グの制御に関わることが報告されている。MALAT1は細胞の核内構造体に局在

し、スプライシング因子をスプライシングを受ける前の pre-mRNAから隔離す

ることで選択的スプライシングの抑制を行う 29。本研究により LOC332 が核内

に局在することが示唆され(図 2－5)、SRSF1については多くの論文で核内に局

在することが示されている。このことから、LOC332では逆の作用として SRSF1

を pre-mRNAが存在する核質内に局在させることで選択的スプライシングを促
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進する可能性が考えられる。そのため、局在変化による SRSF1の活性制御の可

能性を検討するためには LOC332ノックダウンにより SRSF1の核局在が変化

し、pre-mRNAのスプライシングが抑制される細胞質への局在移行や核内構造

体への隔離が見られるかを調べる必要が考えられる。 

 これらの可能性以外にも相互作用による結合タンパク質側の修飾への影響の

可能性が考えられる。本研究の LOC332と SRSF1の結合検証を行った

RNA-pulldownとWestern blotの実験で見られた INPUTと LOC332 

pull-downのサンプル間での SRSF1のバンドのずれは(図 2－8)、SRSF1のリ

ン酸化修飾によるものである可能性が考えられる。また、本研究で LOC332と

の結合が示唆されたSRSF1のRRM2ドメインはSRSF1の活性調節ドメインで

ある RSドメインをリン酸化するリン酸化酵素との結合が報告されている。この

ことから、LOC332が SRSF1の RRM2ドメインと結合することでリン酸化酵

素との結合を阻害し、SRSF1 のリン酸化を抑制している可能性が予想される。

SRSF1は細胞質で翻訳されるとリン酸化酵素の SRPK1により活性調節ドメイ

ンである RSドメインの N末側がリン酸化され核内移行が始まり、そのまま核

内構造体に凝集する。そして、次にリン酸化酵素の CLKによって C末側がリン

酸化され SRSF1が核内構造体から遊離し、スプライシングを行う複合体である

スプライソソームと結合することで pre-mRNAの選択的スプライシングを開始

する 30。スプライソソームと結合した SRSF1がリン酸化状態から脱リン酸化状

態へと変わるサイクルにより pre-mRNAの選択的スプライシングが進行するた

め、LOC332 が核内において SRSF1の脱リン酸化の制御に関わることで選択的

スプライシングの活性を促進する可能性が考えられる 31。また、pre-mRNA上

でスプライシング因子が結合する exonic splicing enhancer (ESE) 配列への結

合能が SRSF1が脱リン酸化状態のときに亢進されることがわかっているため、
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LOC332の結合はスプライシングの進行過程だけでなくSRSF1が選択的スプラ

イシングの標的を選択する段階にも影響している可能性が考えられる。 

 

 本研究により SRSF1 と LOC332が協調して働くことで選択的スプライシン

グの標的である BIN1のバリアントが c-Myc への結合阻害効果のあるものから

無いものへ変化することが示唆された(図 2－10，2－11)。c-Mycは癌遺伝子と

して知られる転写因子で大腸癌においても癌を亢進する遺伝子の転写を促進す

る機能が報告されている。そのため、本研究で示唆された LOC332 の大腸癌細

胞での造腫瘍因子としての機能はSRSF1とBIN1を介して c-Mycの活性を制御

することによるものである可能性が期待できる。c-Mycは大腸癌で重要なWnt 

signal の標的遺伝子として知られ、この遺伝子の活性を制御する LOC332は大

腸癌の新たな治療標的となる可能性が期待できる。 
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第五章 結論 

 

 本研究では、当研究室で樹立されたグリオブラストーマ細胞と大腸癌細胞を

用いたスクリーニングにより、それぞれの癌細胞で造腫瘍性に関わる因子を同

定した。 

 グリオブラストーマ細胞を用いたスクリーニングでは造腫瘍に重要な転写因

子を同定することを目指した。癌幹細胞マーカーであり、本研究でグリオブラ

ストーマ細胞株として用いたGB2細胞の造腫瘍性に寄与するLGR5の転写因子

に焦点を当てたスクリーニングを行い、ルシフェラーゼアッセイと in silicoの

解析、そして RNAiスクリーニングを組み合わせた系を用いることで転写因子

の SOX9を同定した。また、大腸癌幹細胞を用いたスクリーニングでは

non-coding RNAに限定して造腫瘍性に重要な遺伝子を探索した。このスクリー

ニングで用いた系ではまず、大腸癌幹細胞で発現が上昇している non-coding 

RNAを RNA-seqによる解析で同定した。さらにこれらの候補因子に対して

RNAiスクリーニングによるノックダウンで LGR5の発現を減少させるととも

に細胞増殖を抑制させるものを絞り込み、non-coding RNAの LOC332 を同定

した。 

 次に、これらのスクリーニング系で同定された各遺伝子に対して機能解析を

行った。グリオブラストーマ細胞では SOX9を標的とした shRNAウィルスを

用いた実験により細胞増殖やスフィア形性能、そして造腫瘍能の促進に関わる

ことがわかり SOX9による LGR5の転写活性の制御がグリオブラストーマ細胞

の造腫瘍性に重要な役割を果たす可能性が考えられた。また、大腸癌細胞では

LOC332はスプライシング因子のSRSF1との相互作用を介した機能が予想され、

SRSF1の標的として知られるBIN1の選択的スプライシングにLOC332が影響
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していることを示唆する結果が得られた。この BIN1の選択的スプライシング

により変化するバリアントは癌の造腫瘍性に寄与していることが多くの論文で

報告されているため、LOC332 が SRSF1に結合し選択的スプライシングの制御

を行うことで大腸癌細胞の造腫瘍に寄与している可能性が予想された。 

 グリオブラストーマ細胞と大腸癌細胞で同定された 2つの遺伝子はそれぞれ

癌の造腫瘍を促進する制御機構と結び付く可能性が期待できるため、これらの

遺伝子の更なる詳細な解析は癌治療の新たな治療法の開発につながる可能性が

期待できる。 
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