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概要 

 

	 大腸癌は日本における主要な死因の一つである。早期の大腸癌に対しては手

術による腫瘍の切除とアジュバント療法が有効であるが、転移や再発を起こし

た癌に対する治療薬は少ない。 

	 近年のトランスクリプトーム解析によって、ゲノムの大部分が転写され、ロ

ングノンコーディング RNA (lncRNA) を生み出すことが明らかとなった。

lncRNA は癌を含む様々な病気で異所的な発現が起きていることが知られてい

る。しかしながら、大腸癌発症における lncRNA が果たす役割はほとんど明ら

かにされていない。 

	 本研究では、2 種類の探索法によって大腸癌の腫瘍形成能の維持に関わる

lncRNA を同定した。RNA-seq を用いた網羅的遺伝子スクリーニングと RNAi

スクリーニングによって大腸癌の腫瘍形成能に密接に関与する 2 つの新規

lncRNA、MYUと CASCAを見出した。MYUは c-Mycの直接の標的 lncRNA

である。本研究では、MYUが機能未知タンパク質 Vps9d1の内在性アンチセン

ス RNAであり、MYUが Vps9d1の発現を制御することを示した。また、癌幹

細胞において高発現する lncRNA、CASCA を見出した。本研究では MYU と

CASCAの腫瘍形成能に関わる機能の一端を解き明かした。 
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Abstract 
 
Colorectal cancer is one of the leading cause of death in Japan. Although 

surgicall resection combined with adjuvant therapies is effective at the early 

stage of colorectal cancer, there are few drugs for recurrent or metastatic 

cancer.  

Recent transcriptome analysis have revealed that large part of genomic 

regions are transcribed into long non-coding RNAs  (lncRNAs) . lncRNAs 

were found to be frequently dysregulated in various diseases, including 

cancer. But, littlee is known about the role of lnrRNAs in colorectal cancer 

initiating cells. 

Here we describe two approachs to identify lncRNAs that govern the 

maintenance of tumorigenic potential of colorectal cancer cells. By screening 

RNA-seq analysis and custom library of siRNAs targeting lnc RNAs, We 

identified novel lnc RNAs which we named MYU and CASCA that were 

required for tumorigenicity of colon cancer cells. We found MYU as the c-Myc 

direct target lnc RNA. MYU is natural antisense transcript of Vps9d1, which 

is the protein of unknown function. We showed MYU regulate the expression 

of Vps9d1. We also found CASCA that was highly expressed in colon cancer 

stem cells. This study unreveal oncogeneic potential of the lncRNA MYU and 

CASCA and these functions in colorectal cancer cells. 
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序論 

 
大腸癌 

	 がんは日本人の死因の 1番目であり、平成 25年においては総死亡数の 28.8%

を占めるに至っており、今後も増加し続けると考えられている (厚生労働省「人

口動態統計の概況」より) 。中でも大腸癌は死亡率および罹患率が著しく増加し

ている。死亡数は男性においては肺癌、胃癌についで 3 番目、女性では 1 番で

あり、男女合わせて年間 4万 7千人が死亡している。これまでに多くの治療法、

診断法が開発され大腸癌の治療成績は向上してきた。しかしながら 2013年の死

亡数は 1950 年の死亡数に対して 12 倍以上、2000 年の死亡数と比較しても約

1.3倍以上であり、増加に歯止めがかかっていないことがわかる。大腸癌の最も

効果的な治療法は手術による腫瘍の摘出である。転移や浸潤を伴わないステー

ジⅠにおいて 5 年生存率は 90%以上と高いが、リンパ節へと転移がみられるス

テージⅢにおいては約 60%、肝臓や肺等の臓器に遠隔転移を伴うステージⅣに

おいては 20%以下であり、悪性化した大腸癌に対する有効な治療法が確立され

ていないことが現状である。 

 

大腸癌とWnt/β-cateninシグナル 

	 Wnt/β-cateninシグナルの古典的経路 (図 1) は、Wntリガンドが細胞膜上の

Frizzled 受容体に結合することで活性化される。Wnt シグナルの活性化は、伝

達因子であり転写因子としても機能する β-catenin の安定化及び核移行を引き

起こし、結果的にWnt標的遺伝子の発現を増加させる。Wntリガンド非存在下

において、β-cateninは Adenomatous polyposis coli (APC)、glycogen synthase 

kinase-3β (GSK3β)、Casein kinase1 (CK1)、Axinからなる β-catenin分解複合

体によりリン酸化を受けている。リン酸化された β-cateninはその後 β-TrCPに
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より認識されユビキチン化を受け、プロテアソームにより分解される。一方で

Wntリガンド存在下においては、Frizzled受容体はコレセプターである LRPと

共にWntリガンドを受容し、LRPが活性化される。活性化した LRPはDishveld 

(Dvl) へシグナルを伝え、Axinを膜に係留し、β-catenin分解複合体の形成を阻

害する。このようにして、Wnt リガンド存在下においては分解複合体の機能が

抑制された結果、β-cateninは安定化する。安定化した β-cateninは核内へ移行

し、T cell factor (TCF) /Lymphoid enhancer factor (LEF) と結合し、Axin2、

c-MycやCyclinD1を含むWntターゲット遺伝子の転写を活性化する。β-catenin

が核内に蓄積していない時には、TCF/LEFは Grouchoと結合し、Wntターゲ

ット遺伝子の転写を抑制している。 (Behrens et al,.1996; Molenaar et al,.1996; 

Brunner et al,.1997; Ries et al,.1997; van de Wetering et al,. 1997; Tetsu et al,.1999; 

Jho et al,.2002)   

	 大腸癌の発症において、Wnt/β-catenin シグナルは重要な役割を担っている。 

(Clevers et al,.2006; Clevers et al,.2012) 	 Wnt/β-cateninシグナルの主要抑制

因子である Adenomatous polyposis coli  (APC) は家族性大腸腺腫症 

(Familial adenomataous polyposis ; FAP) の原因遺伝子として同定された。  

(Cadigan et al,.1997; Bienz et al,.2000; Polakis et al,.2000; Fodde et al,. 2001) 	

APC には散発性大腸癌において 70%以上という非常に高い確率で 変異が見ら

れることが知られている (Kinzler et al,.1996) 。さらに APCに変異のない大腸

癌においても、Wntシグナル抑制遺伝子 Axin2の変異や、β-cateninの活性化型

変異によって、核内への β-catenin の蓄積が起きている例が報告されている。 

(Liu et al,.2000; Lammi et al,.2004; Morin et al,.1997; Korinek et al,.1997) こ

のように大腸癌の約 9 割において Wnt/β-catenin シグナルの異常な亢進が起き

ており、大腸癌の発症において最も重要なシグナル経路であることは明白であ

る。大腸癌以外においても、毛包腫瘍や肝臓癌等の癌や、二型糖尿病などの代

謝病において Wnt/β-catenin シグナルの伝達因子に変異が起き、シグナルの亢
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進が起きていることが知られている。 (Macdonald et al,.2009; Clevers et 

al,.2012)  

 

c-Myc 

	 Wnt/β-catenin シグナルの標的遺伝子の中でも大腸癌の発症において重要な

遺伝子の一つが癌原遺伝子 c-Mycである (He,T.c et al,.1998) 。c-Myc遺伝子

はレトロウイルスから分離された v-myc のホモログとして発見された。 

(Sheiness et al,.1979; Vennstrom et al,.1982; Meyer et al,.2008) 	 c-Mycは

N-Myc、L-MycとMycファミリーを構成する転写因子であり、増殖の促進、分

化の抑制、細胞運動の促進など多岐にわたる生理現象に関わることが知られて

いる。 (Oster et al,.2002; Obaya et al,.1999;  Langdon et al,.1986; Coppola et 

al,.1986; Chi et al,.2012)  

	 c-MycはN末側にMyc boxⅠ-Ⅳからなる転写制御ドメインを、C末側にDNA

結合ドメインと helix-loop-helix-leucine zipper (HLH-Zip) ドメインを持つ。

c-Mycは HLH-Zipドメイン介してMaxと 2量体を形成することで転写を活性

化することが知られている。 (Amati et al,.1992; Amati et al,.1993; Blackwood 

et al,.1991; Grinberg et al,.2004; Kato et al,.1992; Kretzner et al,.1992) 	 	

Max とヘテロ 2 量体を形成した c-Myc は、DNA 結合ドメインを介して

Enhancer Box sequences : 5’-CACGTG-3’  (E-Box) と呼ばれるコンセンサス

配列に結合する。  (Meyer et al,. 2008; Eilers et al,.2008; Fernandez et 

al,.2003; Patel et al,.2004) 	 DNAに結合した c-MycはさらにMyc boxを介し

て Transcription facter 2H (TFⅡH) や Transcription domain-associated 

protein (TRRAP) といった転写制御因子と複合体を形成し、転写を正に制御す

る。 (Fladvad et al,.2005; Liu et al,.2003; McEwan et al,.1996; McMahon et 

al,.2000; Nikiforov et al,.2002)  これまでに c-Mycが転写を活性化する標的遺

伝子としては、Cyclin-dependent kinase4 (CDK4)   (Hermeking et al,.2000) 、 
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CyclinD2  (Bouchard et al,.2001) など細胞周期を正に制御する遺伝子が報告

されている。一方、c-Mycが転写の抑制に働くことも知られている。Miz-1と結

合することでCyclin dependent kinase (CDK) 抑制遺伝子である p15や p21の

発 現 を 抑 制 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。  (Seoane et al,.2001; 

Kleine-Kohlbrecher et al,.2006)  

	 26 種類以上の癌腫において 3000 以上の検体を調べた結果、c-Myc は最も頻

繁に増幅が起きている遺伝子であることが報告されている。 (Beroukhim et 

al,.2010) 	 正常胎児線維芽細胞を用いた細胞レベルの研究により、c-Mycは細

胞を形質転換する癌原遺伝子として知られるようになった。 (Land et al,.1983) 	

さらに遺伝子組み換えマウスを用いた個体レベルの研究においても、c-Myc の

異所的な発現が癌化を引き起こすことが示されている。 (Adams et al,.1985; 

Leder et al,.1986; Chesi et al,.2008)  c-MycはWnt/β-cateninシグナルの標的

遺伝子であることが知られている(Brooks et al,.2010; Hurley et al,.2006; 

Levens et al,.2010)。大腸癌の発症モデルとして用いられている APCMinマウス

は癌抑制遺伝子 APCにヘテロに変異が入っており、加齢とともに腸管にポリー

プを形成する。この APCMinマウスと c-Myc の腸管特異的なノックアウトマウ

スを掛け合わせると腸管におけるポリープの形成が抑制されることから、c-Myc

は大腸癌の発症における Wnt/β-catenin シグナルの重要な標的遺伝子であると

考えられている (Ignatenko et al,.2006)。c-Mycは細胞周期、分化、細胞運動

などに関わる多様な遺伝子を制御することが報告されているが、c-Myc の過剰

発現が癌の発症を誘導する分子機構については不明な点が多く残されている。 

	 c-Mycの標的コンセンサス配列であるE boxは promoter領域において最も多

く存在するモチーフの一つであり (Xie et al,.2005) 、c-Mycが活性化する標的

遺伝子は細胞や組織ごとに多様に変化する。 (Ji et al,.2011)  これまでの研究

はタンパク質をコードする遺伝子に着目して進められてきた。大腸癌細胞にお

いて c-Mycの標的となる long non-coding RNA ; lncRNAを探索することで、
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c-Myc が細胞の癌化に寄与する分子機構について新たな知見が得られるのでは

ないかと考えた。 

 

長鎖ノンコーディング RNA  (long non-coding RNA ; lncRNA)  

 ヒトゲノム研究によって、タンパク質をコードする 2万以上の遺伝子の存在が

明らかとなった。しかしながら、これらのタンパク質をコードする領域を合わ

せてもヒトゲノムのわずか 1.4%にしか満たない。 (Szymanski et al,.2002) 	

さらなる次世代シークエンス技術の発展と網羅的遺伝子解析によって、染色体

のほぼ全ての領域から転写が起き、RNAが合成されていることが明らかとなっ

た。 (Birney et al,.2007) 	 これらの RNA産物の中にはタンパク質へと翻訳さ

れることなく、自身が機能性 RNAとして働くノンコーディング RNAが存在す

ることが明らかとなってきた。 (An,S et al,.2011) 	 ノンコーディング RNAは

micro RNA (miRNA) や PIWI-interacting RNA (piRNA) などの小分子 RNA 

(small RNA) と、200塩基以上の長鎖ノンコーディング RNA (lncRNA) に分け

られる。miRNAは Argonoute (AGO) を含む RISC複合体と、piRNAは PIWI

と結合して機能を発揮することが知られているように、多くのノンコーディン

グ RNAは複合体を形成することで機能すると考えられている。small RNAと

比べると、lncRNAに関して共通する複合体は存在せず、その結合相手は多岐に

わたる。NEAT1 は NONO、SFPQ 等と結合してパラスペックルを形成する核

となること (Sasaki et al,.2009; Sunwoo et al,.2009; Clemson et al,.2009; 

Chen et al,.2009) が知られている他、Xist や HOTAIR、Kcnq1ot1、Airn が

Polycomb repressive complex 2 (PRC2) と結合し、それらを標的遺伝子座へリ

クルートすることで標的遺伝子群の転写の抑制を行うことが明らかとされてき

た。 (Zhao et al,.2008; Rinn et al,.2007; Pandey et al,.2008; Nagano et 

al,.2008) 	 また、PTEN遺伝子の偽遺伝子である PTENP1は、PTENの 3’UTR

とよく似た配列を持ち、miRNAのデコイとして働くことで PTENへのmiRNA
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の結合を抑制し、PTENの発現量増加を招くことが報告されている 。 (Poliseno 

et al,.2010) 	 このように lncRNAはタンパク質の足場、ゲノム DNAへのガイ

ド、miRNAのデコイなど、多様な結合相手と個別の機能を持ち、様々な生命現

象に関わることが明らかとなってきている。これまでの研究はタンパク質をコ

ードする遺伝子に焦点を当てて進められてきた。linRNAは細胞や組織、発生過

程によって発現パターンが大きく異なるだけでなく  (Mercer et al,.2009; 

Ponting et al,.2009) 、癌などの病態と関連して発現が変動することが数多く報

告されている。 (Gibb et al,.2011; Yang et al,.2014 ; Spizz et al,. 2012; Huarte 

et al,.2011)  癌の腫瘍形成能において機能を持つ lncRNAを探索し、その分子

機構を解明することは、癌の診断や治療の新たな標的を見出すことにつながる

と考えられる。 

 

癌幹細胞 

	 癌は多様な細胞から構成されており、一部の「癌幹細胞」が強い腫瘍形成能

を持つことが明らかとなってきている。 (Reya et al,.2001; Pardal et al,.2003) 	

癌幹細胞は急性骨髄性白血病において初めて報告され (Bonnet et al,.1997) 、

その後固形癌においても癌幹細胞の存在が示唆されてきた。  (Al-Hajj et 

al,.2003) 	 癌幹細胞は自己複製能や多分化能、さらには高い薬剤排出能力や

DNA 修復能といった正常組織幹細胞と共通した性質を持つことが報告されて

いる。 (Feuring-Buske et al,. 2001; Bao et al,.2006; Lessard & Sauvageau et 

al,.2003; Iwama et al,.2004; Reya et al,.2005) 	 これにより従来の放射線や抗

癌剤に抵抗性を持つために治療後も生き残り、組織や体液中に浸潤し、さらに

その強い腫瘍形成能によって新たな癌細胞を生み出すことで、再発や転移の直

接の原因となるのではないかと考えられている。 (Reya et al,.2001; Parda et 

al,.2003) 	 このため、癌幹細胞こそが癌根治療法の真の標的であると考えられ

ている。 
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材料と方法 

 

細胞培養 

	 HT29細胞及び DLD-1細胞は 10%FBSを添加した RPMI1640培地を用いて

培養した。HCT116 細胞は 10%FBS を添加したマッコイ 5A 培地を用いた。

HEK293細胞及び 293FT細胞は 10%FBSを添加した DMEM培地を用いた。

HeLa細胞及び HT1080細胞は 10%FBSを添加したMEM培地を用いた。すべ

ての細胞は、37℃、5％CO2存在下において培養した。 

 

無血清三次元培養 

	 マトリゲルに懸濁し、シャーレの底に液滴状にして包埋した。37℃に 10分間

静置しマトリゲルを固まらせた後に培地を加え、37℃、5％CO2存在下において

培養した。無血清培地はDMEM/F12  (invitrogen) に B-27 supplemet without 

Vitamin A   (invitrogen) と N2 supplement (invitrogen) を加え、EGF 

(WAKO) を終濃度 20ng/mlで加えた培地を用いた。 

 

大腸癌幹細胞の無血清浮遊培養 

 DMEM/F12  (invitrogen) に B-27 supplemet without Vitamin A   (Gibco) 

を加え、EGF (WAKO)( 20 ng/ml) 、WNT3A (R&D)( 20 ng/ml ) 、R-Spondin1 

(R&D) (500 ng/ml)、Noggin (PEPROTECH)( 100 ng/ml ) 、HGF (R&D)( 20 

ng/ml) を加えた培地で培養した。培地は用事調整し、3日に一度交換した。 

 

生細胞数の計測 

	 細胞を PBS-EDTAで洗浄したのち、トリプシン処理を行った。生細胞の計測

には Trypan Blueを用いた。2 x Trypan Blue staining solution (GIBCO) と混
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合し、染色されない細胞を血球計算盤を用いて数えた。 

 

細胞増殖の測定 

	 三次元培養した細胞の増殖の測定は Cell-Titer Glo 3D (Promega) を用いて

行った。培地を取り除いたのちに PBSで 2倍希釈した Cell-Tite Glo 3Dを添加

し、室温で 20分溶解した。検出は Plate reader Mithras LB 940 (BERTHOLD) 

を用いて行った。 

 

トランスフェクション 

	 プラスミドのトランスフェクションは Lipofectamine2000 (Invitrogen) を用

いて行った。siRNA のトランスフェクションは Lipofectamine RNAiMAX 

(Invitrogen) を用いて行った。 

用いた siRNAは以下に示した。 

si-Contol (AM4636 Ambion) 、si-Control (GL2 コスモバイオ) 、si-c-Myc#1 

(s9129 Ambion) 、 si-c-Myc#2 (s9130 Ambion) 、 si-β-catenin#1 (s436 

Ambion) 、si-β-catenin#2 (s437 Ambion) 、si-hnRNPL#1 (s6740 Ambion) 、

si-hnRNPL#2 (s6742 Ambion) 、si-IL6ST#1 (s7317 Ambion) 、si-IL6ST#2 

(s7319 Ambion)  

si-MYU#1:CCCTGCAAGCCATGGGTAATT (コスモバイオ)  

si-MYU#2:CAAGAAGGCTGGTCACAGTTT (コスモバイオ)  

si-CASCA#1: CCCTAGAGCACTACATAAATT (コスモバイオ)  

si-CASCA#2: CAGGACATCTGAAGCTAAATT (コスモバイオ)  

 

shRNA発現レンチウィルスの作製と感染 

ウィルスベクターには、CS-RfA-CG を用いた。shRNA 発現カセットを組み

込んだ pENTRベクター (Invitrogen) と LR反応を行い、最終ベクターを作製
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した。最終ベクター、pCMV-VSV-G-RSV-Rev及び pCAG-HIVgpを 293FT細

胞に同時にトランスフェクションした。37℃で 72時間培養した後、培養上清を

回収し、遠心 (15,000g、1.5時間) によりウイルスを濃縮した。上清を除いたの

ちに PBSを加え、ウイルス液として用いた。全てのウイルス液は HT1080細胞

を用いてタイターチェックを行った。感染は、接着細胞に希釈したウィルス液

を混合し、15 分おきに攪拌しながら１時間、吸着反応を行った。HT29 細胞及

び HCT116 細胞への感染は MOI (multiplicity of infection) 100 で行った。

CS-RfA-CG、pCMV-VSV-G-RSV-Rev 及び pCAG-HIVgp は理化学研究所バイ

オリソースセンターより分与していただいた。 

shRNAの配列は以下に示した 

shRNA-Luciferase:GATTTCGAGTCGTCTTAATGT 

shRNA-DsRec:GCCCCGTAATGCAGAAGAAGA 

shRNA-MYU#1: GGACACCAGAGGAGTCTCTCT 

shRNA-MYU#2: GGAGCTGGGTGCAGAGTCAAG 

shRNA-c-Myc:GAACAGCTACGGAACTCTTGT 

shRNA-β-catenin:GAGGGCATGCAGATCCCATCT 

sh-CASCA#1: CCCTAGAGCACTACATAAAGC 

sh-CASCA#2: CTCTGAAAGCTACAATCAAAG 

 

RNAの抽出及び cDNAの作成 

	 細胞からの total RNAの抽出・精製には TRIsure (BIOLINE) を用いた。5 x 

106細胞あたり500μlのTRIsureに懸濁し、プロトコルに従って精製を行った。

回収した RNA は MilliQ に溶解し、-80℃で保存した。RNA 1μg から Prime 

Script RT Master Mix  (TaKaRa) を用いて逆転写反応を行い cDNAを合成し

た。 
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qRT-PCR 

	 合成した cDNAや ChIPにより回収したゲノム領域を鋳型とし、Primerと 2 

x Sybergreen master mix (Roche) を混合し、LightCycler480 (Roche) により

PCR反応と測定を行った。遺伝子の発現量は、GAPDH及び b-Actinをコント

ロールとしたΔΔCt法によって求めた。 

使用した primer配列は以下に示した。 

GAPDH Fw:GCACCGTCAAGGCTGAGAAC 

GAPDH Rev:TGGTGAAGACGCCAGTGGA 

β-catenin Fw: GCTTTCAGTTGAGCTGACCA 

β-catenin Rev: CAAGTCCAAGATCAGCAGTCTC 

c-Myc Fw: CACCAGCAGCGACTCTGA 

c-Myc Rev: GATCCAGACTCTGACCTTTTGC 

Axin2 Fw: GCCAATGGCCAAGTGTCTC 

Axin2 Rev: GGCTCTCCAACTCCAGCTTC 

MYU Fw: GTGTCTGGACACCAGAGGAGT 

MYU Rev: GGGGCAGAGTCACAAAGC 

Vps9d1 Fw: GGGAGGCATACACGGAATAC 

Vps9d1 Rev: GCACAGTTTCCCCAGCTTC 

LGR5 Fw: TCCAACCTCAGCGTCTTCAC 

LGR5 Rev: CGCAAGACGTAACTCCTCCA 

CASCA Fw: GAGTGAAAGTCATCCGGGGC 

CASCA Rev: AGCTTTCAGAGGGGATCCAT 

hnRNPL Fw: GGAGGTGACCGAGGAGAACT 

hnRNPL Rev: CGCTCACTTTTGCCTGAGA 

IL6ST Fw:AGGACCAAAGATGCCTCAAC 

IL6ST Rev:GAATGAAGATCGGGTGGATG 
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クロマチン免疫沈降 (ChIP)  

	 培養した細胞の培地に 1/10量の 10%ホルマリン溶液を加え、室温で 10分間

固定を行った。2.5M グリシンを加えて反応を終結させ、PBS で wash したの

ちに細胞を回収した。細胞を Lysis buffer (1%SDS、1%Triton X100、16.7 mM 

Tris-HCl pH 8.0) で溶解し、Handy sonic (TOMY) を用いて破砕した (Power5、

30秒 ON、45秒 OFF、10回) 。得られた細胞抽出液を遠心し、上清を希釈 buffer 

(0.01%SDS、1%Triton X100、20 mM Tris-HCl pH 8.0、2 mM EDTA、150 mM 

NaCl) で 10倍希釈した。抗体を加え、4℃で 2時間反応させた。反応液に Protein 

G dynabeadsを加え、4℃で 30分間反応させた後、洗浄 buffer1-4を用いて 4

回洗浄を行った。洗浄 buffer1 (0.1%SDS、1%Triton X100、20 mM Tris-HCl pH 

8.0、2 mM EDTA、150 mM NaCl) 、洗浄 buffer2 (0.1%SDS、1%Triton X100、

20 mM Tris-HCl pH 8.0、2 mM EDTA、500 mM NaCl) 、洗浄 buffer3 (1% 

Np-40、1% deoxycholate、10 mM Tris-HCl pH 8.0、1 mM EDTA) 洗浄 buffer4 

(10 mM Tris-HCl pH 8.0、1 mM EDTA、250 mM LiCl) 。その後、溶出 buffer 

(1%SDS、0.1 mM EDTA、10 mM DTT) で 3回に分けて溶出した。サンプル

を 65℃で O/N処理し、脱架橋した。さらにサンプルに Proteinase Kを加えて

45℃で 1時間処理した後、QIAquick PCR purifyication kit  (QIAGEN) を用

いて DNAを回収した。サンプルは qRT-PCRによって測定した。 

 

免疫沈降 

	 細胞をLysis buffer (1%Triton X100、10 mM Tris-HCl pH 8.0、150 mM NaCl、

1 mM EDTA) に溶解し、氷上で 20分間静置したのちに 15,000 rpm,20分遠心

し上清を回収した。上清に抗体を加え、4℃で 1 時間撹拌した。Protein G 

dynabeads (Invitrogen) を加えて 4℃で 1時間撹拌して抗体と beadsを結合さ

せた。Lysis bufferで 3回洗浄したものを免疫沈降サンプルとして用いた。 
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IgG (CHEMICON) 、FLAG (M2 sigma aldrich) 、c-Myc (sc-764 SantaCruz) 、

Grb2 (sc-255 SantaCruz) 、hnRNPL (ab6106 ambion)  

 

ウェスタンブロット解析 

	 細胞を Lysis buffer (0.1%SDS、0.5% deoxycholate、1%NP-40、20 mM 

Tris-HCl pH 7.5、150 mM NaCl、50 mM Naf、1 mM DTT) に溶解し、氷上

で 20分間静置したのちに 15,000rpm,20分遠心し上清を回収し、タンパク質サ

ンプルとした。サンプルに 6 x sample bufferを加えて 95℃で 5分間ボイルし

た。サンプルを SDS ポリアクリルアミドゲルで電気泳動し展開した後に、

Immobilon Membrane  (Millipore) にセミドライ法で転写した。5%スキムミ

ルク中で振盪し、ブロッキングを行った。メンブレンを TBSTで洗浄し、TBST

に希釈した一時抗体を加え、4℃で反応させた。一時抗体反応を終えたメンブレ

ンを TBST で洗浄し、TBS で希釈した二次抗体 (HRP-conjugate) を加え室温

で 1 時間反応させた。検出は HRP substrate (Millipore) を用い、LAS4000 

(Fujifilm) で行った。 

Vps9d1 (ab121767 ambion 1:1000) 、β-catenin (sc-1496 SantaCruz 1:1000) 、

c-Myc (sc-764 SantaCruz 1:1000) 、Grb2 (sc-8034 SantaCruz 1:1000) 、EGFR 

(sc-03 SantaCruz 1:1000) 、hnRNPL (ab6106 ambion 1:1000) 、FLAG (M2 

1:1000)  

 

蛍光免疫染色 

	 細胞をカバーガラス上で培養した。ブロッキング buffer (0.2%Triton X-100、

1%BSA、3%FBS/TBS) で希釈した一次抗体を加え、室温で 1時間反応させた。

PBSで 3回 washし、ブロッキング bufferで希釈した二次抗体を加えて室温で

1時間反応させた。PBSで 3回 washし、VECTORSHIELD Mounting Medium

を用いて封入し、共焦点顕微鏡 (Carl Zeiss LSM 510) を用いて観察、撮影した。 
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EEA1 (sc-33585 Santa Cruz 1:200) 、LAMP1 (sc-5570 SantaCruz 1:200)  

 

In vitro translation 

	 TNT Coupled Reticulocyte Lysate System Kit (Promega) を用いて in vitro 

translationを行った。候補タンパク質をクローニングしたプラスミド 1 μ 

g、メチオニン 1 μl、Master mix 40μl、dH20 8μlを混合し、30 ºCで 90分

間反応させ、in vitro translation  (IVT) タンパク質とした。 

 

GST pull-downアッセイ 

	 大腸菌 BL21 に発現コンストラクトをトランスフォーメションし、培養した

のちに IPTG を添加しタンパク質を合成させた。タンパク質の精製は氷上で行

った。大腸菌を L-buffer  (25 mM Tris-HCl pH 7.5、25% スクロース) に懸濁

し、終濃度 0.05%、5 mM となるように NP-40 及び MgCl2を加えたのちに、

sonication を行った。20,000 rpm、30 分遠心したのちに上清を回収した。

WE-buffer (20 mM Tris-HCl pH 7.5、2 mM MgCl2、1 mM DTT) で washし

た Glutathione Sepharose 4B (GE) を加え 4℃で 1 時間反応させた。

WE-buffer+NaCl (20mM Tris-HCl pH 7.5、2mM MgCl2、1mM DTT、1M NaCl) 

で 5回washしたのちにWE-bufferで 5回washした。WE-bufferを加えてGST

融合タンパク質とした。EIA buffer 500 µL、 In vitro translation タンパク質

溶液 10 µL、GST融合タンパク質 1 µg、 Glutathione-Sepharose 4B 40 µLを

混ぜ合わせ、4 ºCで 1時間反応させた。EIA bufferで 3回、PBSで 1回洗浄し

たのちに 2×sample bufferをビーズと等量 (20 µL) 加えボイルし、pull-down

産物とした。 

 

GEFアッセイ 

	 各低分子量 Gタンパク質(Rab5/21/22/31)は 20倍量の mant-GDP (M-12414 
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Invitrogen) と共に反応バッファー ( 50 mM Tris-HCl pH 7.5、50 mM NaCl、 

5 mM MgCl2、5 mM DTT、5% glycerol) 中で室温 20分間反応させ、複合体を

形成させた。その後 15 mM MgCl2 を加えたのち、NAP-5 column (GE 

Healthcare) を用いてゲルろ過し複合体を形成していないmant-GDPを除いた。

反応バッファーを用いて溶出し、mant-GDP結合型 Gタンパク質とした。GEF

活性は 200 mM mant-GDP結合型Gタンパク質と 100倍量の 20 μM GDP (蛍

光ラベル無し) (SIGMA-ALDRICH) 、18 μM GEF (Vps9d1)を反応バッファー

中で混合し、蛍光強度の変化をMithras LB940 (BERTHOLD) を用いて 200秒

毎に 200分間計測した。 

 

in vitro transcription 

 MAXIscript T7 kit (Life Technologies) を用いて in vitro transcriptionを行っ

た。DNAテンプレート 0.5 μg、transcription buffer 2 μl、ATP 1μl、GTP 1 

μl 、UTP 1 μl 、CTP 0.6 μl、Biotin-14-CTP (Life Technologies) 0.4 μl、

Enzyme mix 2 μlを混合し、37℃で1時間反応させbiotin化RNAを合成した。

DNaseを加えて DNAを分解したのち、EDTAで DNase反応を抑制したのち、

合成したRNAをG-50 Sephadex Quick Spin cucom (Roche) を用いて精製した。 

 

biotin RNA pull-down アッセイ 

	 RIP Lysis buffer (0.5%NP-40、25 mM Tris-HCl pH 7.5、150 mM KCl、1 mM 

DTT) を用いて DLD1細胞からタンパク質を抽出した。抽出タンパク質 400 μ

gと in vitro transcriptionにより合成した biotin化 RNA200ngと混ぜ合わせ、

4℃で 2時間反応させた。streptoavidin dynabeadsを加え、4℃で 30分間反応

させた。RIP Lysis bufferで 4回 washしたのち、サンプルバッファー (ナカラ

イテスク)  を加えて 95℃で 5分間ボイルし、pull-down産物とした。MS解析

を行う際にはSDS-PAGEによりタンパク質を展開したのちSilverQuest銀染色
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キット (Invitrogen) を用いて銀染色を行った。目的のバンドを切り出した後に

SilverQuest 銀染色キットの脱銀試薬を用いて脱銀を行い、TrypsinGold 

(Promega) を用いてゲル内消化を行った後抽出しMSサンプルとした。 

 

RIPアッセイ 

	 細胞を RIP Lysis bufferで溶解した、氷上で 20分間静置したのちに 15,000 

rpm,20 分遠心し上清を回収した。上清に抗体を加え、4℃で 1 時間撹拌した。

Protein G dynabeads (Invitrogen) を加えて 4℃で 1時間撹拌して抗体と beads

を結合させた。RIP Lysis bufferで 3回洗浄したものを免疫沈降サンプルとした。

沈降産物から RNA を抽出し、qRT-PCR によって沈降産物中に含まれる RNA

の量を定量した。 

 

ヒト大腸癌検体 

	 ヒト大腸癌検体及び周辺正常組織は informed consentによって合意を得た患

者から東京大学医学部腫瘍外科が得たものを提供していただいた。 

 

免疫不全マウスへの移植 

 トリパンブルーを用いて生細胞数をカウントした後、移植する細胞数/50μl

の濃度で PBSに懸濁したのち、マトリゲル (BD) 50 μlと混ぜ合わせた後、1

匹当たり 100 μlを免疫不全マウスの皮下に移植した。免疫不全マウスには、5 

~ 6週齢の BALB/cA-nu/nuの雌を用いた。 

 

腫瘍サイズの計測 

 腫瘍の大きさは免疫不全マウスへの移植後 3 週間後から週 1 回測定した。デ

ジタルノギスで長径 (L) と短径 (S) を測定し、 (L) x (S) x (S) xπ/6により腫

瘍体積の算出を行った。 
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FACS 

 マウスから Xenograftを摘出し、解剖鋏で細かく刻んだ。HBSS培地でWash

した後 Accutase (life technologies) を加え 37℃でインキュベートした。1時間

ごとにピペッティングを行い、顕微鏡で観察しシングルセルが現れるまでイン

キュベートを続けた。HBSS培地で２回Washした後に 100 μm、70 μm、40 

μmのセルストレイナーを通し、シングルセルを分離した。percoll (GE) と 10 

x PBSを 9:1の割合で混ぜ合わせ、100%percoll溶液とした。さらに 100%percoll

溶液を PBSで希釈し 30%percoll溶液を作成した。30%percoll溶液の上に得ら

れた細胞懸濁液を重層し、2000g で 5 分間遠心して沈殿を回収し生細胞の濃縮

を行った。細胞を PBSで 2回Washした後にMACS Bufferに 1x10^7細胞/ml

となるように懸濁した。FcR Blocking reagent (MACS) を 1/4量加え、4℃で

15分インキュベートした後、抗体を加え、4℃で 30分反応させた。細胞を PBS

で 3回Washした後、1x10^6細胞/mlとなるように懸濁しサンプルとした。PI

溶液を 1/500量加えた後、FACS Moflo (BD) を用いて解析及び細胞の分取を行

った。PI染色によりの細胞の生死、EpCAM (ヒト上皮細胞マーカー) によりヒ

ト上皮細胞の選別を行った。FACSに用いた抗体と希釈濃度は以下に示した。 

CD326 (EpCAM) -FITC (MACS)  (1:100) 、CD133/1 (AC133) -APC (MACS)  

(1:100) 、CD44-PE (BD)  (1:200)  

 

次世代シークエンサーによる RNA-seq 

	 c-Mycに対する shRNA発現ウイルスを HT29細胞に感染させ、5日後の細胞

からNucleo Spin RNA culomn(MACHEREY-NAGEL)を用いて RNAを回収し

た。Luciferaseに対する shRNAをコントロールとして用いた。次世代シーク

エンサー解析は理研林崎グループとの共同研究により Solexaを用いて行った。

CD44+/CD133+細胞と CD44-/CD133-細胞は FACSソート後、Nucleo Spin 
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RNA culomn(MACHEREY-NAGEL)を用いて RNAを回収した。次世代シーク

エンサーによる解析は東京大学白髭研究室との共同研究により行った。

CD44+/CD133+細胞と CD44-/CD133-細胞を比較し、CD44+/CD133+細胞にお

いて 3倍以上発現が高い遺伝子を絞り込んだ。	

	

マイクロアレイ解析	

	 HCT116細胞において siRNAを用いて CASCAをノックダウンし、48時間

後に RNAを回収した。マイクロアレイ解析は Affymetrix one-color 

microarrays(Affymetrix Human Gene 2.0 ST Array(Affymetrix))を用いて行

った。正規化とデータの解析には Gene Spring version 12.6.1(Agilent 

Technologies)を用いた。si-Contorolと比較し、si-CASCA#1、si-CASCA#2の

どちらにおいても Fold Changeが 1.5以上、あるいは-1.5以下に変動している

遺伝子を絞り込んだ。 
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結果 

 

大腸癌細胞を用いた c-Myc標的 lncRNAの探索 

	 c-Myc もしくは Luciferase に対する shRNA を感染させ、遺伝子をノックダ

ウンした HT29細胞から RNAを精製した。RNA-seqによる網羅的トランスク

リプトーム解析を行い、Luciferaseコントロールと c-Mycノックダウン細胞に

おいて発現が変動している lncRNA の探索を行った。発現が 0.6 倍以下、ある

いは 1.7倍以上に変動している遺伝子を c−Myc標的候補遺伝子として絞り込ん

だ。その結果、90の lncRNAを c-Myc標的候補因子として絞り込んだ。 

	 絞り込んだ lncRNA が Wnt/β-catenin シグナルの下流因子であるかどうかを

調べるために、β-cateninをノックダウンした細胞における候補因子の発現量の

変化を検討した。HT29細胞、DLD-1細胞において siRNAを用いて β-catenin

をノックダウンし、qRT-PCRによって発現を確認した。その結果 β-cateninの

ノックダウンにより発現が変動する 7 つの lncRNA を見出した。これらを

Wnt/β-catenin/c-Mycの標的 lncRNAと考えた。 

	 さらに c-Myc により直接制御されている lncRNA を絞り込むために、c-Myc

抗体を用いた ChIP アッセイを行った。HT29 細胞の抽出液から c-Myc 抗体を

用いて免疫沈降を行い、得られた沈降物に存在するゲノム領域を qRT-PCTによ

って検出した。各遺伝子のプロモーター領域においては c-Myc結合配列 (E-box) 

を中心としてプライマーを作成した。E-boxが存在しない遺伝子に関しては転写

開始点の上流 600bp、1200bp、1800bpにプライマーを設計した。ChIPアッセ

イの結果、c-Myc 抗体によってプロモーター領域が沈降される 2 つの lncRNA

を見出した。これら 2つの lncRNAを c-Mycの直接の標的遺伝子であると考え

た。さらにその中でも siRNAを用いて発現抑制した場合に大腸癌の増殖に影響

を与えることが確認された LOC100128881/ (Myc-upregurated lncRNA/MYU) 
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について詳細に解析を進めた。 

 

MYUのノックダウンは大腸癌細胞の増殖抑制を引き起こす 

	 大腸癌細胞において c-Myc や β-catenin を発現抑制すると、細胞増殖が抑制

されることが知られている。事実、大腸癌細胞株 LS180 において siRNA を用

いて c-Mycまたは β-cateniをノックダウンすると、増殖が抑制される(図 2左)。

c-Mycの標的遺伝子として同定したMYUに関して、LS180細胞において siRNA

を用いて MYU をノックダウン際の細胞の増殖を測定すると、コントロールと

比べて増殖が抑制されることが明らかとなった(図 2右)。さらに、MYUを発現

抑制した際に大腸癌細胞の腫瘍形成能に与える影響を免疫不全マウスへの皮下

移植実験により検討した。HT29細胞において Luciferase、c-Myc、β-catenin、

MYUの各遺伝子に対する shRNAを用いて発現を恒常的に抑制し、免疫不全マ

ウスへの皮下移植実験を行った。免疫不全マウス 1匹に対して 1x103細胞ずつ、

1遺伝子あたり 8匹のマウスの皮下に大腸癌細胞を移植し、時間経過ごとに腫瘍

のサイズを観察した。その結果、MYUをノックダウンすると c-Mycや β-catenin

を発現抑制した時と同様に大腸癌細胞の腫瘍形成能が顕著に抑制されることが

明らかとなった (図 3) 。このことから、c-Myc の標的遺伝子として同定した

MYUは大腸癌細胞の腫瘍形成能に強く関わっていることが示唆された。 

 

MYUの in silico解析 

	 ヒトゲノム解析及び近年の大規模トランスクリプトーム解析によって、ゲノ

ム DNA 上において+strand 及び-strand の両方の鎖が転写されている領域は

6000箇所以上も存在することが明らかとなった。このような領域からはセンス

RNA-アンチセンス RNAのペアが転写される。このような内在性アンチセンス

RNAの機能の一つとして、センス RNAの発現を制御することが報告されてい

る (Wahlestedt et al,.2013; Modarresi et al,.2012) 。MYUの遺伝子が存在す
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るゲノム領域の反対鎖には、機能未知のタンパク質をコードする Vps9d1 遺伝

子が存在している(図 4)。そこで、MYU が内在性アンチセンス RNA として機

能し、センス RNAの Vps9d1の発現を制御する可能性があると考えられた。 

 

MYUは Vps9d1の発現を抑制する 

	 MYUが Vps9dの発現量に与える影響を検証した。HT29細胞及び DLD-1細

胞において siRNAを用いてMYUをノックダウンし、それぞれの細胞において

Vps9d1の発現量に与える影響を qRT-PCRを用いて解析した。その結果、MYU

をノックダウンするとVps9d1の発現量が上昇することが明らかとなった (図 5

左) 。一方で、Vps9d1をノックダウンしてもMYUの発現量には影響を与えな

かった。さらにMYUが Vps9d1のタンパク質量に与える影響の検討を行った。

HT29細胞及びDLD-1細胞において siRNAを用いてMYUをノックダウンし、

Vps9d1の発現量をウェスタンブロットによって解析した。その結果MYUの発

現抑制により Vps9d1 のタンパク質量が増加することが明らかとなった (図 5

右) 。これらの結果から、MYU が内在性アンチセンス RNA として機能し、

Vps9d1 の発現を抑制する機構が考えられた。さらに、MYU は

Wnt/β-catenin/c-Mycシグナルの標的遺伝子であることから、Wnt/β-cateninシ

グナルが Vps9d1の発現量に与える影響を検討した。HT29細胞及び DLD-1細

胞において siRNAを用いて c-Myc、β-cateninをノックダウンし、Vps9d1の発

現量に与える影響を qRT-PCR及びウェスタンブロットを用いて解析した。その

結果、c-Mycや β-cateninをノックダウンした際にも Vps9d1は発現上昇するこ

とが明らかとなった (図 6) 。以上の結果より、Wnt/β-catenin/c-Myc シグナル

がMYUの発現上昇を介して、Vps9d1の発現を制御する機構が示唆された。 

	 MYUが Vps9d1に与える影響をより詳細に解析するため、MYUの強制発現

実験を行った。MYUは Vps9d1と相補する 5つの領域 (OL1A、OL1B、OL2、

OL3A、OL3B) を持つ。MYU 及び Vps9d1 のオーバーラップ領域を欠損した
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変異体を作成した (図 7) 。HEK293細胞において、作成したMYUの変異体を

強制発現し、内在性 Vps9d1 mRNAの発現量に与える影響を qRT-PCRを用い

て検討した。その結果、MYUの全長 (MYU-full) を強制発現すると Vps9d1の

mRNA量が減少することが明らかとなった (図 8) 。また、MYUの全長を強制

発現した細胞と比較してオーバーラップ領域を減らした変異体 (MYU-OL1、

MYU-OL2-3、MYU-OL3、MYU-ΔOL1-2) を強制発現した際には Vps9d1 の

減少の割合が抑えられることが明らかとなった。また、オーバーラップ領域を

全て欠損させた変異体 (MYU-ΔOL1-3) を強制発現した場合は Vps9d1 の

mRNA量は減少しなかった。これらの結果からMYUが Vps9d1とのオーバー

ラップ領域を介して Vps9d1のmRNA量を制御していることが示唆された。 

 

MYU及び Vps9d1の大腸癌検体における発現解析 

	 9 割以上の大腸癌において Wnt/β-catenin シグナルの異常な亢進が起きてい

ることが知られている。Wnt/β-catenin/c-Myc経路の標的遺伝子として同定した

MYUと、さらにMYUが発現を制御している Vps9d1について、大腸癌検体に

おける発現量の解析を行った。大腸癌検体の正常組織部分、腫瘍組織部分から

回収した RNAを用いて qRT-PCR解析を行った。腫瘍組織部分では正常組織部

分と比較して、Wnt/β-cateninシグナルの標的遺伝子である c-Mycや Axin2が

発現上昇していると同時に、MYUが高発現していた (図 9) 。また、MYUが発

現を抑制していると考えられる Vps9d1 は正常組織部分において発現が高く、

腫瘍組織部分では発現が低下していた。さらに大腸癌組織における各遺伝子の

発現を標準化したのち、UPGMA法を用いてクラスタリングを行った (図 10) 。

その結果、Wnt/β-cateninシグナルの標的遺伝子である c-Mycや Axin2とMYU

は発現パターンが近く、Vps9d1 は c-Myc、Axin2、MYU とは発現パターンが

遠いことが明らかとなった。 
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Vps9d1の強制発現は大腸癌細胞の増殖を抑制する 

 Vps9d1 が大腸癌の増殖に与える影響を調べるため、HT29 細胞においてレン

チウイルスにより Vps9d1 を強制発現し、増殖に与える影響を調べた。その結

果、LacZ 遺伝子を強制発現したコントロールと比較し、Vps9d1 を強制発現す

ると大腸癌の増殖が抑制されることが明らかとなった(図 11)。 

 

Vps9d1のドメイン構造解析 

	 Vps9d1はN末端側にMicrotubule interacting and trafficking domain (MIT 

domain) 、C末端側に VPS9ドメインを有する 631アミノ酸のタンパク質であ

る (図 12) 。VPS9ドメインは酵母において小胞輸送に関わるタンパク質である

Vacuolar protein sorting-associated protein9 (Vps9p) において見出されたド

メインである。酵母において Vps9pの機能を阻害すると液胞へのタンパク輸送

が正常に行われなくなる。 (Burd et al,.1996) 	 Vps9pは、酵母における Rab5

のホモログである Vps21p に対する guanine-nucleotide exchange factor  

(GEF) 活性を持つことが知られている。 (Hama et al,.1999) 	  VPS9ドメイ

ンを持つタンパク質はヒトにおいて 10種類以上が存在しており、Rabタンパク

質の中でも Rab5サブファミリーの中に属する Rab5、Rab21、Rab22、Rab31

に対して GEF活性を持つと考えられている。これまでに Rab5サブファミリー

に対する GEF活性を持つ遺伝子として、Rabex-5 (Horiuchi et al,.1997) 、Rin1 

(Tall et al,.2001) 、Rin2 (Saito et al,.2002) 、Rin3 (Kajiho et al,.2003) 、

RME-6/Gapex-5 (Sato et al,.2005) 、Alsin (Otomo et al,.2003) 、ALS2CL 

(Hadano et al,.2004) 、RINL (Kajiho et al,.2012) が報告されている。Rabex-5

が Rab5、Rab21 (Delprato et al,.2004) 、Rab22に対して GEFとして作用す

る一方で、Rin3はRab31特異的なGEFとして作用する (Kajiho et al,.2011) な

ど、それぞれのタンパク質によって Rabタンパク質の選択性を持つことが示唆

されている。 
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Rabファミリータンパク質 

	 Rab タンパク質は Ras スーパーファミリーに属する GTP 結合タンパク質で

あり、膜輸送における重要な制御因子として知られている。Rab タンパク質は

Guanosine triphosphate (GTP) に 結 合 し た 活 性 化 型 と 、 Guanosine 

diphosphate (GDP) と結合した不活性化型の二つの状態が存在し、分子スイッ

チとして働くことが知られている。  (Pereira-Leal et al,.2001; Zerial et 

al,.2001; Harald et al,.2009)  Rab タンパク質の活性化と不活性化は、Rab 

guanine-nucleotide exchange factor ; Rab-GEF) と、Rab GTPase activating 

orotein ; Rab-GAP) によって制御されている。 (Ryan et al,.2009; Francis et 

al,.2010; Mitsunori et al,.2011) GEFは GDPと結合した Rabタンパク質から

GDPを取り除き、GTPと置き換えることによりRabタンパク質を活性化する。

また、GAP は Rab に備わる GTPase 活性を更新し、GTP を GDP へと加水分

解させることにより Rabタンパク質を不活性化する。 

	 Rabタンパク質は C末端領域に脂質化修飾受けており、オルガネラや小胞の

膜上に局在することが可能である。GDPと結合した不活性化型の Rabタンパク

質は Rab GDP-dissociation inhibitor (Rab-GDI) と結合し、脂質化修飾部分を

コートされて細胞質に係留される。一方で GTPと結合した活性化型は脂質化修

飾を介して膜上に局在し、さらに構造変化によってエフェクタータンパク質と

結合する。Rab タンパク質ごとに異なるエフェクタータンパク質と結合するこ

とにより、様々な機能を発揮することが可能となる。 (Preffer et al,. 2005) 	  

	 ヒトにおいては 66 種類の Rab タンパク質が存在し、それぞれが特異的なオ

ルガネラに局在して膜輸送を制御している (Klopper et al,.2012) 。Rab5は細

胞膜及び早期エンドソームに局在し、エンドサイトーシスと、取り込んだ物質

の輸送を制御することが知られている (Somsel et al,.2000) 。 
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Vps9d1は Rab5選択的 GEFとして機能する 

	 Vps9d1はVPS9ドメインを持つことから、Vps9d1がRabタンパク質のGEF

として機能する可能性があると考えた。VPS9 ドメインを持つタンパク質は

Rab5、Rab21、Rab22、Rab31に対する GEFとして働くことが知られている。

まず、Vps9d1 がこれらの Rab ファミリーと結合するかどうかを、GST 

pull-downアッセイによって検証した。GSTタグを融合させた Rab5、Rab21、

Rab22、Rab31 を大腸菌に発現させ、アフィニティーカラムクロマトグラフィ

ーによって精製した。精製した GST融合タンパク質と、in vitro translationに

より合成した Vps9d1 タンパク質を用いて pull-down アッセイを行った結果、

Vps9d1は Rab5と選択的に結合することが示された (図 13) 。さらに Vps9d1

がRab5のGEFとして働くかどうかを in vitro GEFアッセイによって検証した。

Mant蛍光色素を融合させた GDP (Mant-GDP) は、タンパク質と結合すること

で蛍光強度が増大する。Mant-GDP を Rab5、Rab21、Rab22、Rab31 に結合

させたのちに Vps9d1 とインキュベーションし、Mant-GDP の解離を蛍光強度

の減衰によって計測した。すでに Rab5GEFとして報告されている Rinlをポジ

ティブコントロールとして用いた。その結果 Vps9d1は Rab5の GEFとして機

能することが示された (図 14) 。 

 

Vps9d1はアダプタータンパク質 Grb2と結合する 

	 Vps9d1 の機能をより詳細に調べるために、結合タンパク質の探索を行った。

HEK293細胞に FLAGタグを融合させた Vps9d1を強制発現し、FLAG抗体を

用いて免疫沈降した。SDS-PAGEによって展開したのち、銀染色によってバン

ドを確認した。FLAG-Vps9d1を強制発現した細胞においてのみ確認されるバン

ドを切り出し、MS解析を行った。その結果、Vps9d1結合候補タンパク質とし

て Grb2を見出すことに成功した (図 15) 。 

	 Vps9d1と Grb2の結合を GST pull-downアッセイによって確認した。Grb2
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は N末側と C末側に 1つずつ、計 2つの SH3ドメインと、1つの SH3ドメイ

ンを持つアダプタータンパク質である。GST タグを融合した Grb2 を大腸菌に

発現させ、精製した。また、Grb2 との結合部位を検討するため、2 つの SH3

ドメイン (Grb2-SH3-N、Grb2-SH3-C) 及び SH2 ドメイン (Grb2-SH2) のみ

をGSTタグと融合させたタンパク質も作成した。精製したGSTタンパク質を、

in vitro translationによって合成した Vps9d1と混ぜ合わせ、pull-downを行っ

た。その結果、Vps9d1 が Grb2 と結合すること、またその結合は二つの SH3

ドメインを介することが示された (図 16上) 。 

	 Vps9d1 と Grb2 が細胞内においても相互作用するかどうかを検証するため、

共免疫沈降実験を行った。HEK293細胞に FLAGタグを融合させた Vps9d1を

強制発現したのち、FLAG抗体、Grb2抗体によって免疫沈降し、ウェスタンブ

ロットにより検出した。その結果、細胞内においても Vps9d1と Grb2は相互作

用することが示された (図 16下) 。 

	 Grb2 はアダプタータンパク質であり、EGF シグナル伝達において重要な役

割を果たすだけでなく、EGFR のエンドサイトーシスによる取り込みにおいて

も機能することが知られている。EGFと結合した EGFRは 2量体を形成し、自

己リン酸化を行う。Grb2はリン酸化された EGFRと SH2ドメインを介して結

合し、同時に SH3ドメインを介して Son of sevenless (Sos) と結合することで

細胞内にシグナルを伝えるアダプタータンパク質として働く。活性化された Sos

は GTP結合タンパク質 Rasの GEFとして機能し、Rasを活性化する。活性化

された RasはMAPキナーゼカスケード、PI3Kシグナルを活性化させ、細胞内

にシグナルが伝えられる。このように、リガンドと結合した EGFRは細胞内へ

EGFシグナルを伝達し、細胞の増殖を正に制御する。EGFRは細胞内へシグナ

ルを伝えた後に、活性を抑えるためにエンドサイトーシスによって取り込まれ、

早期エンドソームへ輸送される。この早期エンドソームへの取り込みには G タ

ンパク質 Rab5が関与する (Gorvel et al,.1991; Parton et al,.1992; Barbieri et 
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al,.2004)) 。Rab5-GEFを抑制すると EGFRのエンドサイトーシスが減弱する

ことや、Rab5の向上活性化型変異体を強制発現することで EGFによる刺激が

なくても EGFR がエンドサイトーシスされることが明らかになっている

(Balaji2012 et al,.; Dinnen et al,.2004)。アダプタータンパク質 Grb2は細胞膜

からのエンドサイトーシスに必須の機能を担っており、Grb2 を欠損すると

EGFRの取り込みが正常に行われなくなる (Testuo et al,.2002) 。Grb2はリン

酸化し活性化した EGFRに SH2ドメインを介して結合し、さらに SH3ドメイ

ンを介して E3 ユビキチンリガーゼ Cbl と複合体を形成する。EGFR と Grb2

を介して複合体を形成したCblはEGFRをユビキチン化する。CblによるEGFR

のユビキチン化はリサイクリングと分解のスイッチとなる。ユビキチン化され

た EGFRは ESCRT-0 (endosomal sorting complex required for transport) の

HRS が持つユビキチン結合モチーフによって認識される。ESCRT-0 の結合は

連続的に ESCRT-I、ESCRT-II、ESCRT-IIIの会合を引き起こす。ESCRT-III

が結合した EGFRはやがて小胞内小胞 (intraluminal vesicle : ILV) にとりこ

まれ、細胞質と物理的に隔離されることで EGFシグナルが抑えられる。ESCRT

の会合に伴って早期エンドソームは多胞体 (multi vesicular body : MVB) へ成

熟し、リソソームと融合することで内部のタンパク質が分解される (図 17) 。 

 

Vps9d1は早期エンドソームに局在する 

	 Vps9d1の細胞内における局在を免疫染色によって観察した。FLAGタグを融

合させた Vps9d1 を HeLa 細胞において強制発現し、FLAG 抗体を用いて染色

した。Vps9d1は後期エンドソーム及びリソソームのマーカータンパク質である

LAMP1 よりも、早期エンドソームマーカータンパク質である EEA1 と強い共

局在を示した (図 18) 。この結果から、Vps9d1は早期エンドソームに局在する

と考えられた。 
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Vps9d1はエンドサイトーシスされた EGFと共局在する 

	 Vps9d1 が EGF 刺激に伴う EGFR の取り込みへ与える影響を検討した。 

FLAGタグを融合した Vps9d1 (FLAG-Vps9d1) を強制発現した HEK293細胞

を EGF によって刺激し (100 ng/ml) 、その後の時間経過に伴う EGFR と

Vps9d1 の結合の変化を調べるために、EGFR の免疫沈降により共沈する

Vps9d1をウェスタンブロットによって解析した。EGF刺激の後に EGFRはエ

ンドサイトーシスされ、やがてリソソームに運ばれ分解される。実際に EGF刺

激を行った 60分後から 180分後にかけて EGFRが減少することが観察された 

(図 19) 。また、EGFRがエンドサイトーシスを受けリソソームへと輸送される

と考えられる 30分後から 120分後にかけて EGFRに結合する Vps9d1が増え

ていることが確認された (図 19) 。この結果から、Vps9d1は EGF刺激に伴い

EGFRと結合することが示唆された。 

	 EGF 刺激した細胞における Vps9d1 と EGF の共局在を確認した。

FLAG-Vps9d1 を強制発現した HEK293 細胞を、Alexa488 蛍光タンパク質を

融合した EGF (Alexa488-EGF) で刺激し、30分後に細胞を固定して FLAG抗

体で染色し、蛍光顕微鏡で観察した。 その結果 FLAG-Vps9d1が強く局在する

エンドソームにおいて、Alexa488-EGFが共局在していることが確認された (図

20) 。 

 

 

大腸癌幹細胞の分離 

	 FACS を用いた表面抗原マーカーに基づく分画によって、癌組織中にわずか

に含まれる癌幹細胞を多く含む細胞集団を取得することができる。大腸癌幹細

胞においては、細胞表面抗原 CD133を用いて単離した細胞集団が大腸癌幹細胞

を多く含むことが報告されている。 (O’Brien et al,.2007; Ricci-Vittani et 

al,.2007) 予後診断法や治療法の開発を目的とし、さらなる表面抗原マーカーの
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探索も行われている。しかしながら、多くのマーカータンパク質は正常組織幹

細胞においても発現しており、癌幹細胞特異的なマーカーの発見にはいたって

いない。これまでに大腸癌幹細胞の単離法として、EphB2high (Jung et 

al,.2011) 、EpCAMhigh/CD44+/CD166+ (Dalerba et al,.2007) 、ALDH+ 

(Huang et al,.2009) 、LGR5+ (Kemper et al,.2012) 、CD44v6+ (Todaro et 

al,.2014) 等が報告されている。DCLK1 が正常組織幹細胞には発現せず、癌幹

細胞特異的マーカーであること (Nakanishi et al,.2013) が報告されたが、膜タ

ンパク質ではないため、単離法に応用することは困難である。 

	 当研究室においても実験材料とするための大腸癌幹細胞の分離を試みた。本

研究では大腸癌検体由来異種移植片を大腸癌幹細胞の分離の材料として用いた。

ヒト大腸癌組織を免疫不全マウスの皮下に移植することで、異種移植片を形成

する。異種移植片には検体由来の癌幹細胞が含まれ、形成された異種移植片を

摘出し、細胞を新たな免疫不全マウスに移植することで継代することができる

と考えられている。事実、移植により形成された異種移植片は由来する大腸癌

検体と同様に極性を持ち腺管構造を形成した。摘出した異種移植片から細胞を

回収し、CD44 抗体及び CD133 抗体を用いて細胞を染色した。CD44/CD133

二重陽性細胞  (CD44+/CD133+細胞 ) 及び CD44/CD133 二重陰性細胞 

(CD44-/CD1133-細胞) を FACSソーターによって精製した (図 21) 。回収した

CD44+/CD133+細胞及び CD44-/CD133-細胞を免疫不全マウスの皮下に移植し、

腫瘍形成能を検証したところ、CD44+/CD133+細胞は CD44-/CD1133-細胞に比

べて顕著に強い腫瘍形成能を示した。さらに CD44+/CD133+細胞を移植して形

成された異種移植片から細胞を回収し FACS解析したところ、CD44+/CD133+

細胞だけでなく、細胞ソートする前と同様の割合で CD44陰性細胞や CD133陰

性細胞を含んでいた。このことから、CD44+/CD133+細胞は多分化能を持つと

考えられた。CD44+/CD133+細胞及びCD44-/CD1133-細胞からRNAを回収し、

RT-PCR 解析によって幹細胞マーカー遺伝子の発現量を比較した。その結果、
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CD44+/CD133+細胞は CD44-/CD133-細胞と比較して、c-Myc や CyclinD1 等

の大腸癌の増殖に重要な働きをする遺伝子の発現量には変化がないが、LGR5

等の幹細胞マーカー遺伝子を高発現していることが明らかとなった。さらに

CD44+/CD133+細胞及び CD44-/CD1133-細胞を無血清培養したところ、

CD44+/CD133+細胞のみが自己複製能の指標となる細胞塊を形成した。これら

の結果から CD44+/CD133+細胞は高い腫瘍形成能、多分化能、自己複製能を持

ち、癌幹細胞を多く含む細胞集団であると考えた。 

 

大腸癌幹細胞の腫瘍形成能に関わる lncRNAの探索 

	 CD44+/CD133+細胞及び CD44-/CD133-細胞から RNA を回収し、次世代シ

ークエンサーによる網羅的トランスクリプトーム解析を行った。大腸癌幹細胞

で高発現する因子を探索するため、 CD44+/CD133+細胞において

CD44-/CD133-細胞よりも 3倍以上発現が高い 63の lncRNAを絞り込んだ。こ

れらの大腸癌幹細胞において高発現する lncRNA の中から大腸癌細胞の造腫瘍

性に関わる因子を探索することを目的とした siRNA スクリーニングを行った。

CD44+/CD133+細胞において siRNA を用いて候補 lncRNA63 遺伝子をノック

ダウンした際に細胞の増殖に与える影響、及び幹細胞マーカーLGR5 の発現量

を検討した。CD44+/CD133+細胞の長期間培養及びウイルス感染効率が低かっ

たことから、大腸癌細胞株における表現型もスクリーニングの指標として用い

た。大腸癌細胞株 (DLD-1細胞、HT29細胞、HCT116細胞) においても siRNA

を用いて候補 lncRNA63 遺伝子をノックダウンし、細胞増殖に与える影響を検

討した。この siRNAスクリーニングを通して大腸癌幹細胞の幹細胞性に影響を

与えると考えられる遺伝子や、大腸癌細胞の増殖に影響を与えると考えられる

遺伝子を絞り込んだ。加えて、qRT-PCR解析において発現が確認できない因子、

及び siRNA によるノックダウン効率と得られる表現系の程度が一致しない

lncRNAは除外した。絞り込んだ候補 lncRNAに対する shRNAを作成し、恒常
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的にノックダウンした HCT116細胞を免疫不全マウスの皮下に移植し、腫瘍形

成能に与える影響を検討した。その結果大腸癌細胞の腫瘍形成能に関わる 4 つ

の lncRNAを同定することに成功した。さらに LOC100505865  (Colon cancer 

stem cell associated / CASCA) について着目し機能解析を目指した。 

  

CASCAのノックダウンは大腸癌細胞の造腫瘍能を抑制する 

	 大腸癌幹細胞において高発現する lncRNA の中から絞り込んだ CASCA が大

腸癌細胞の造腫瘍能に与える影響について検討した。HCT116 細胞において

shRNAを用いて CASCAを恒常的にノックダウンすると、免疫不全マウスの皮

下に移植した際の腫瘍形成能が抑制された (図 22) 。さらに CASCA が大腸癌

細胞の増殖に与える影響を詳細に検討した。HCT116細胞において siRNAを用

いて CASCA をノックダウンすると、平面培養においては増殖に大きく変化が

認められなかった (図 23左) 。 CASCAは大腸癌幹細胞においてノックダウン

すると LGR5 が低下することから、大腸癌の幹細胞性に関わる可能性があると

考えた。一般的に無血清培地を用いた三次元培養において、大腸癌細胞の幹細

胞が濃縮されることが知られている  (Kirkland et al,.2008; Wakimoto et 

al,.2009; Zhong et al,.2010) 。HCT116細胞においても、無血清培地を用いた

三次元培養において幹細胞マーカーの発現や造腫瘍能が高まることが報告され

ている (Wei et al,.2012)  そこで、HCT116 細胞において siRNA を用いて

CASCAをノックダウンし、マトリゲル中に包埋し無血清培地を用いて三次元培

養を行った。その結果 CASCA をノックダウンすると三次元培養下において増

殖が強く抑制されることが明らかとなった (図 23 右) 。大腸癌検体において

CASCAの発現量を qRT-PCRによって解析した。その結果、大腸癌患者由来の

検体において正常部分に比べて腫瘍部分で有意に発現が高いことが明らかとな

った (図24) 。以上の結果から、CASCAが大腸癌の腫瘍形成能に関わる lncRNA

であることが示唆された。 
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CASCAの結合タンパク質の探索 

	 CASCAはインタージェニックノンコーディング RNAであり、近傍に遺伝子

は存在していない。lncRNAの多くはタンパク質と複合体を形成し、その機能を

発揮する。そこで CASCA の腫瘍形成能に関わる機能を解析するにあたり、

CASCAの結合タンパク質の同定を目指し、ビオチン化 RNA pull-downアッセ

イを行った。in vitro transcriptionによってビオチン化した CASCAを合成し、

HCT116 細胞の溶解液と混合した後に、ストレプトアビヂンビーズを用いて

pull-down を行った。pull-down したサンプルを SDS-PAGE によって展開し、

銀染色によって確認した (図 25左) 。コントロールには CASCAのアンチセン

ス鎖を用いた。CASCAのセンス鎖でのみ pull-downされるバンドを切り出した

のちに in gel digestionを行い、MS解析を行った。その結果、結合候補タンパ

ク質として heterogenous nuclear ribboneoprotein L (hnRNPL) を見出した。 

 

CASCAは hnRNPLと結合する 

	 CASCA と hnRNPL の結合の確認を行った。CASCA のビオチン化 RNA を

用いて pull-downしたサンプルを SDS-PAGEにより展開し、hnRNPL抗体を

用いて検出した。その結果、CASCAのセンス鎖を用いて pull-downを行った時

にのみ hnRNPLが検出された (図 25右) 。このことから、CASCAが hnRNPL

と結合することが示唆された。さらに、hnRNPL の RIP アッセイを行った。

HCT116細胞の抽出液において hnRNPL抗体を用いて免疫沈降を行った。沈降

産物から RNAを回収し、qRT-PCR解析によって沈降物中に含まれる目的 RNA

の量を検出し、inputに対する割合で表した。ネガティブコントロールとして用

いた GAPDH と比較して、CASCA は沈降物中で濃縮されていた (図 26) 。こ

れらの結果から、CASCAは hnRNPLと細胞内においても複合体を形成してい

ると考えた。 
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hnRNPLのノックダウンは三次元培養下における大腸癌細胞の増殖を抑制する 

	 hnRNPL が細胞の大腸癌細胞の増殖に与える影響を確認するため、HCT116

細胞において siRNA を用いて hnRNPL をノックダウンし、平面培養、三次元

培養における増殖に与える影響を検討した。その結果、hnRNPL をノックダウ

ンすると CASCA をノックダウンした時と同様、平面培養においては増殖に大

きな変化が見られないのに対し、無血清三次元培養下における増殖が抑制され

た (図 27) 。hnRNPLは RNA結合モチーフ RRMを 3つ持つ RNA結合タンパ

ク質である。hnRNPL は多機能タンパク質であり、転写の調節や mRNA の安

定性の制御に関わることが報告されている(Hui et al,.2003; Hui et al,.2003)。

また、CAリピートに結合しオルタナティブスプライシングの制御に関わること

が報告されている(Hui et al,.2005; Hamiltion et al,.2008)。hnRNPLのノック

ダウンによって CASCAの発現量は変動しなかった。このことから、CASCAが

hnRNPL と結合し無血清三次元培養下における増殖に関わる遺伝子を制御する

機構が考えられた。 

 

マイクロアレイ解析を用いた CASCAの下流探索 

	 CASCAの腫瘍形成能に関わる機能を解析するため、マイクロアレイ解析によ

る下流遺伝子探索を行った。HCT116細胞において siRNAを用いて CASCAの

ノックダウンを行い、48 時間後に回収した RNA を用いてマイクロアレイ解析

を行った。Luciferaseに対する siRNAをコントロールとし、CASCAに対する

siRNA２種類を用いてどちらにおいても発現が 1.5 倍以上、あるいは 3 分の 2

以下に減少する遺伝子を下流因子として絞り込んだ (図 28) 。マイクロアレイ

の結果を確認するため、HCT116細胞において siRNAを用いて CASCAのノッ

クダウンを行い、マイクロアレイによって絞り込んだ遺伝子の発現量の変動を

qRT-PCRによって解析した。さらに、CASCAの結合タンパク質として同定し
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た hnRNPL が発現量に与える影響を検討した。hnRNPL をノックダウンした

HCT116 細胞において qRT-PCR 解析によって遺伝子の発現量の変動を検討し

た。その結果 CASCAもしくは hnRNPLのどちらをノックダウンしても発現が

抑制される遺伝子として、interleukin 6 signal transducer  (IL6ST) /gp130を

含む 3つの遺伝子を見出した (図 29) 。 

 

IL6STのノックダウンは三次元培養下における大腸癌細胞の増殖を抑制する 

	 CASCA及び hnRNPLの下流遺伝子として絞り込んだ遺伝子が、大腸癌細胞

の増殖に影響を与えるかどうか検討するために、HCT116細胞において siRNA

を用いたノックダウン実験を行った。その結果、ノックダウンした際にHCT116

細胞の三次元培養下における増殖を抑制する遺伝子として IL6ST を絞り込ん

だ。HCT116 細胞において siRNA を用いて IL6ST をノックダウンすると、平

面培養時には増殖に影響を与えないが、三次元培養下においてのみ増殖が抑制

されることが明らかとなった (図 30) 。 
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考察 

 
Wnt/β-cateninシグナル標的 lncRNAの探索 

	 本研究においては次世代シークエンサーを用いた網羅的解析と c-Myc の

ChIP解析により、Wnt/β-cateninシグナルの標的であり、c-Mycの直接の標的

である lncRNA、MYUを同定した。Wnt/β-cateninシグナルの異常亢進は大腸

癌発症の第一歩となる。本研究において Wnt/β-catenin/c-Myc シグナルの標的

として同定した MYU のノックダウンは大腸癌の細胞増殖、及び免疫不全マウ

スに移植した際の腫瘍形成能を強く抑制することが明らかとなった。MYUは大

腸癌検体において発現が上昇していた。これらのことからWnt/β-catenin /c-Myc

経路の標的遺伝子 MYU が大腸癌の発症において重要な役割を担う可能性が示

された。ノンコーディング RNA MYUを中心とした腫瘍形成能に関わるメカニ

ズムの解明は、大腸癌治療標的を得るための重要な手がかりとなりうると考え

る。 

 Axin2、c-Myc、MYU及びVps9d1の 4つの遺伝子のクラスタリング解析から、

Wnt/β-cateninシグナルの標的遺伝子である Axin2や c-MycとMYUの発現パ

ターンが近いこと、さらに Axin2、c-Myc及びMYUと Vps9d1の発現パターン

が異なることも明らかとなった。データベース上の解析によって、c-Myc が発

現亢進している乳癌、肺癌、メラノーマにおいても正常組織と比較して腫瘍部

分でMYUの発現が高いことが示されている。MYU及び Vps9d1が、大腸癌以

外の Wnt/β-catenin シグナルが亢進している癌や疾患や、c-Myc が発現上昇し

ている癌や疾患においても、診断や治療の標的となる可能性が考えられる。本

研究において大腸癌細胞を用いて検証した Wnt/β-catenin/c-Myc/MYU シグナ

ル経路が他の細胞種、組織においても共通する機構であるかどうか確認し、検

証しなければならない。 
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MYUが Vps9d1発現制御を行う分子機構 

	 MYUは Vps9d1とセンス-アンチセンスの関係にある。MYUのノックダウン

は Vps9d1 の発現上昇を引き起こすことを明らかにした。これまでにアンチセ

ンス RNAがセンス RNAの発現を制御する機構を大別すると 3種類に分けるこ

とができる。すなわち転写の開始の制御 (Tufarelli et al,.2003; Pontier et 

al,.2011; Yap et al,.2010; Yu et al,.2008; Moderresi et al,.2012) 、転写伸長の

制御 (Hongay et al,.2006; Gelfand et al,.2011; Beltran et al,.2008) 、転写後調

節 (Faghihi et al,.2008; Faghihi et al,.2010; Su et al,.2012) の 3種類である。

本研究においては MYU が Vps9d1 とのオーバーラップ領域を介してその発現

制御を行う可能性を示した。さらに HEK293細胞においてMYU及び PP7タグ

を融合させた Vps9d1を強制発現し、PP7タグによる pull-down実験の結果、

MYUと Vps9d1 mRNAが結合していることを示唆するデータを得ている。し

かしながら、MYUのノックダウンにより Vps9d1の mRNAの安定性に変化は

見られなかった。これまでに、Vps9d1の発現制御メカニズムを完全に解明する

には至っていない。転写開始の調節、転写伸長の調節、翻訳制御も含めて今後

さらなる詳細な解析が必要である。 

 

Vps9d1の機能解析 

	 Vps9d1は Vps9ドメインを持ち、新規 Rab5-GEFとして機能することを明ら

かにした。さらに Vps9d1 がアダプタータンパク質 Grb2 と結合し、EGFR の

取り込みに関わる可能性を示唆した。EGFシグナリングは大腸癌においても必

須の増殖シグナリングであり、EGFR のエンドサイトーシスによる取り込みは

EGF シグナリングの調節機構として重要な役割を果たすことが知られている。

本研究により Vps9d1 は Wnt/β-catenin シグナルの標的遺伝子 MYU によって

発現抑制されており、大腸癌検体においても発現が低下していることが明らか



 40 

となった。MYUが Vps9d1の発現抑制を介して大腸癌の腫瘍形成能を高める分

子機構が存在する可能性が示唆された (図 31)。これまでに、Vps9d1 をノック

ダウンすることで細胞膜表面に存在する EGFRの量が増加することを示唆する

データを得ている。Vps9d1 は EGFR のエンドサイトーシスを活性化し、細胞

膜上に存在する EGFRの量を減らすことで、EGFリガンドへの応答性を弱めて

いる可能性が考えられる。大腸癌においては、MYUの発現上昇は Vps9d1の発

現を抑制し、その結果として細胞膜上の EGFR量が増えることで、EGFリガン

ドへの応答性を高め、EGF シグナルを亢進させている可能性が考えられる。

Vps9d1の EGFシグナリングへの関与と大腸癌の腫瘍形成能に与える影響につ

いて、さらなる詳細な解析を行っていく。 

	 Grb2 は EGFR 以外にも多くの受容体チロシンキナーゼと結合することが知

られている。また、Vps9d1 の結合因子の探索においては、Grb2 以外にエンド

ソームの成熟に関わる ESCRTの構成因子、USP9Xや IST1を同定している。

Vps9d1 が EGFR 以外の膜タンパク質に関しても、エンドサイトーシスの制御

を行う可能性や、早期エンドソームだけでなくエンドソームの成熟過程におい

ても機能する可能性も考えらえる。 

 

MYU及び Vps9d1のWnt/β-catenin/c-Mycシグナルにおける重要性 

	 MYUを shRNAを用いてノックダウンした際の腫瘍形成能の抑制効果は非常

に強く、β-cateninや c-Mycをノックダウンした際と同じ程度の腫瘍形成能の低

下が見られている。しかしながら、 Wnt/β-catenin/c-Myc シグナルの標的遺伝

子は非常に多く、MYUの機能のみで腫瘍形成能の全てを説明することは難しい

と考えられる。MYUのWnt/β-catenin/c-Mycシグナルにおける役割を明らかに

するために、今後は β-cateninや c-Mycをノックダウンした細胞においてMYU

を過剰発現するレスキュー実験を行い、MYUのWnt/β-catenin/c-Mycシグナル

における重要度を評価していく必要があると考えられる。 
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	 MYU をノックダウンした際の大腸癌細胞株の増殖抑制効果と比較し、

Vps9d1 を強制発現した際の大腸癌細胞の増殖抑制効果は小さいことがわかる。

Vps9d1に関しても、β-cateninや c-Myc、MYUをノックダウンした細胞におい

て同時に Vps9d1 をノックダウンするレスキュー実験によって、

Wnt/β-catenin/c-Myc/MYUシグナル経路における重要度を確認しなければなら

ない。MYUのノックダウンにおける増殖抑制を Vps9d1のノックダウンにより

完全にレスキューできない場合には、Vps9d1 以外の MYU 下流因子の探索や、

MYU 結合タンパク質の探索を通してさらなる機能解析を行う必要があると考

えられる。 

 

大腸癌幹細胞の腫瘍形成能に関わる lncRNAの探索 

	 大腸癌検体由来異種移植片から単離した大腸癌幹細胞に対する網羅的遺伝子

解析と RNAi スクリーニングによって、大腸癌の腫瘍形成能に関わる lncRNA

を同定することに成功した。本研究では特に CASCA に着目し、培養大腸癌細

胞株を用いた大腸癌の腫瘍形成能に関わる機能について解析を行った。CASCA

をノックダウンすると平面培養における増殖は大きく変化しないが、無血清培

地を用いた三次元培養下における増殖が抑制された。一般的に無血清培地を用

いた三次元培養下における増殖は幹細胞性の指標と考えられている。CASCAが

大腸癌の幹細胞性の維持に寄与している可能性が考えられる。今後大腸癌幹細

胞を用いた実験を行い、CASCAの大腸癌幹細胞における機能を詳細に解析した

い。 

 

大腸癌幹細胞における CASCAの機能 

	 大腸癌検体を用いた qRT-PCR解析から、CASCAは腫瘍組織部分において発

現が高いことを明らかにした。優位に発現が上昇していたが、その差は大きな

ものではなかった。CASCA は大腸癌幹細胞において発現が高いと考えられる。
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大腸癌検体においても、Fluorescence in situ hybridization (FISH)や、FACS

ソートを用いた実験によって癌幹細胞における発現を確認する必要がある。ま

た、本研究においてはいくつかの報告をもとに大腸癌幹細胞の長期培養を行っ

たが、2~3 週間以上の長期にわたる培養が成功しなかったために、大腸癌幹細

胞における CASCA の機能に関して実験を行うことができなかった。腸管上皮

幹細胞の培養法の発展とともに、ヒト大腸癌幹細胞の培養法についてもいくつ

かの報告がなされている (Barker et al,.2010; Sato et al,.2011) 。今後もこれら

の論文を参考にして大腸癌幹細胞の培養を行い、実験系を確立することは重要

な課題である。 

 

CASCA及び hnRNPLが IL6STの発現を制御するメカニズム 

	 HCT116 細胞を Actinomycin D によって処理し、転写を抑制することで

IL6ST mRNAの安定性を検討すると、CASCA、または hnRNPLをノックダウ

ンすることにより IL6ST mRNAの安定性が低下するという結果を得ている。し

かしながら、CASCA をノックダウンした際と比較し、hnRNPL をノックダウ

ンした際の IL6ST mRNA の安定性の低下は小さいことも明らかとなった。

hnRNPL と高い相同性を持つパラログである hnRNPLL が存在することから、

これらのタンパク質が IL6ST mRNAの安定性の制御に関して冗長性を持ち、お

互いに補完し合っている可能性が考えられる。hnRNPLL のノックダウンや、

hnRNPLと hnRNPLLのダブルノックダウンによって IL6ST mRNAの安定性

を確認することによって検証する必要がある。 

	 IL6ST mRNAは 6kbに及ぶ長い 3’UTRを持ち、miRNA-142-3pによる発現

制御を受けていることが報告されている  (Sharma et al,.2012; Sonda et 

al,.2013)。CASCA は分子内に miRNA-142-3p の認識配列を持つことから、

CASCA が miRNA のデコイとして機能する可能性が考えられる。hnRNPL は

イントロン内の CAリピートに結合しオルタナティブスプライシングや、3’UTR
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内の CA リピートに結合し mRNA の安定性に関わることが報告されている。

IL6STはイントロン内には CAリピートを持たないが、3’UTR内に CAリピー

トを 2つ持っている。また、CASCAも CAリピートを持つ。これらの CAリピ

ートを欠失させたり変異を入れたミュータントを作成し、IL6ST mRNAの安定

性に関与するかどうか、また hnRNPLとの結合に関わるかどうかを検証する必

要がある。また、hnRNPLは 3つの RNA認識モチーフを持つため、hnRNPL

の各RNA認識モチーフを欠失させたデリーションミュータントを用いて、RNA

認識モチーフが IL6ST mRNAの安定性や、CASCA及び IL6ST mRNAとの結

合に関わるかを検証することも必要である。 

 

大腸癌における IL6シグナル 

	 CASCA の下流遺伝子として特定した IL6ST は複数のサイトカインの受容体

複合体を構成し、シグナルの伝達において必須の役割を果たす。 (Taga et 

al,.1997)  これまでに IL6STがシグナル伝達に関わるサイトカインとして、IL6、

IL11、IL27、LIF、OSM、CNTF、CLC、CT-1が報告されている。 IL6が IL6R

に受容されると、IL6Rは 2つの IL6STと 3量体を形成し、IL6STが細胞内へ

シグナルを伝達する。その他のサイトカインにおいては受容するレセプターの

組み合わせが変化する。リガンドを受容した IL6STは Janus kinases (JAK) の

リン酸化を引き起こす。 (Stahl et al,.1994;Lutticken et al,.1994)  リン酸化を

受けて活性化した JAK は STAT をリン酸化し STAT シグナリングを活性化す

る。また、JAKの活性化は PI3Kシグナリング、MAPキナーゼカスケードの活

性化を行うことも知られている。  (Takahashi et al,.1998;Li et al,.1994)   

IL6/JAK/STAT シグナリングの異所的な亢進は胃癌の発症を促進することが報

告されている。 (Howlett et al,.2005;Jenkins et al,.2005;Ernst et al,.2008)  ま

た、大腸癌患者において IL6の血中濃度が上昇していることが知られている (Li 

et al,.2010;Knupfer et al,.2010)  乳癌、肺癌、肝細胞癌において STAT3の活
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性化が起きていることが報告されている。  (Isomoto et al,.2007;He et 

al,.2003;Niwa et al,.2005;Ying et al,.2010)  大腸癌幹細胞においても

IL6/JAK/STAT シグナリングが重要な役割を果たし、CASCA/IL6ST 経路がそ

の調節を担っている可能性がある。これまでに、平面培養した大腸癌細胞を用

いた実験では CASCA のノックダウンによって JAK/STAT シグナルは変化し

ないという結果を得ている。大腸癌幹細胞を用いた実験や、無血清三次元培養

を行った大腸癌細胞を用いた実験により、JAK/STAT シグナル経路の活性化状

態を調べることが必要である。また、IL6STは JAK/STATシグナルの活性化の

他にも、MAP キナーゼカスケードや PI3Kシグナルの活性化を通して EGFシ

グナルとクロストークし、細胞の増殖や運動を活性化させることも報告されて

いることから、これらのシグナル経路の活性化状態も考える必要がある。 

	 IL6STをノックダウンした際に無血清三次元培養を行ったHCT116細胞の増

殖が変化することから、無血清三次元培養下において HCT116 細胞は自ら

IL6ST のシグナル伝達に関わるリガンドを分泌し、受容するオートクライン経

路が成り立っている可能性が高いと考えられる。IL6ST が関わるサイトカイン

やサイトカイン受容体のノックダウンによって、無血清三次元培養下における

増殖を制御するシグナル伝達因子を明らかにしていくことができるのではない

かと考えられる。 

 

CASCAの機能における IL6STの重要性 

  CASCA 及び IL6ST をノックダウンした際の無血清三次元培養下における

HCT116 細胞の増殖を比較すると、CASCA のノックダウンによる抑制効果の

方が大きいことがわかる。本研究においては CASCA の下流因子として特に

IL6ST に着目して研究を進めた。今後 CASCA をノックダウンした細胞におい

て IL6ST を強制発現するレスキュー実験を行い、CASCA が担う機能における

IL6STの重要性を検討していく必要がある。また、CASCAが hnRNPLと複合
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体を形成することからhnRNPLのノックダウンにおいても変動する遺伝子を下

流因子として絞り込んだが、hnRNPL のノックダウンによる IL6ST の mRNA

量の変化や IL6ST mRNAの安定性の変化はCASCAをノックダウンした際に比

べて小さい。hnRNPL が関わらない下流シグナルについても検討していく必要

があると考えられる。 
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結論 

 

	 タンパク質をコードするヒト遺伝子は2万5000程度存在すると考えられてい

るが、これはゲノム上の 1.4%でしかない。ヒトとマウスにおいてもタンパク質

をコードする遺伝子の 99%が相同であると考えられているが、遺伝子をコード

しない領域やノンコーディング RNA の数は生物が複雑になるにつれて増して

きている。既存の癌治療はタンパク質を中心としたプロテオーム、メタボロー

ムに焦点が当てられてきた。ノンコーディング RNAは時期、組織特異的な発現

パターンを示すことに加え、癌等の病変部位において特異的な発現パターンを

示すことが知られている。ノンコーディング RNAは診断や治療の標的となりう

ると考える。 

 

	 本研究では、大腸癌の腫瘍形成能に関わるノンコーディング RNAの探索を行

い、2 つの新規ノンコーディング RNA、MYU 及び CASCA を同定することに

成功した。さらに本研究では 2つのノンコーディング RNAの機能解析を行い、

ノンコーディング RNA が腫瘍形成能を高めるメカニズムの一端を明らかにし

た。 

	 c-Myc 標的ノンコーディング RNA の探索を行い、MYU を同定した。MYU

はWnt/β-cateninシグナルの標的であり、さらに c-Mycが直接発現を制御する。

MYU のノックダウンにより大腸癌細胞の持つ造腫瘍能が顕著に抑制されたこ

とから、MYUは大腸癌の腫瘍形成能に強く関わることが示された。MYUはゲ

ノム上において Vps9d1遺伝子の反対鎖に存在している。MYUのノックダウン

は Vps9d1の発現を上昇させること、及びMYUの過剰発現により Vps9d1の発

現が低下することから、MYUは Vps9d1の発現を負に制御していることが明ら

かとなった。Vps9d1が Rab5選択的な GEFとして機能することを明らかにし
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た。MS解析による Vps9d1の結合タンパク質の探索により、Vps9d1はアダプ

タータンパク質 Grb2と結合することも明らかにした。さらに免疫沈降実験及び

免疫染色により、Vps9d1 がエンドソームに局在し、取り込まれた EGFR と結

合することを示した。これらの結果により Vps9d1が EGFRのエンドサイトー

シスを通して EGFシグナルの調節に関わる分子機構が示唆された。 

	 大腸癌検体由来細胞から単離した細胞の網羅的トランスクリプトーム解析と

siRNA を用いたスクリーニングによって、大腸癌幹細胞関連ノンコーディング

RNAとして CASCAを同定した。CASCAのノックダウンによって大腸癌細胞

の三次元無血清培養時の増殖、及び腫瘍形成能が抑制されたことから、CASCA

は大腸癌の腫瘍形成能に関わることが示唆された。biotin RNA pull-downアッ

セイにより、CASCA の結合タンパク質の探索を行い、RNA 結合タンパク質

hnRNPL を同定した。マイクロアレイ解析及び qRT-PCR によって、CASCA

をノックダウンした際に発現変動する遺伝子を探索し、14の下流遺伝子を同定

した。さらに CASCA及び hnRNPLのどちらをノックダウンしても発現が変動

する遺伝子として IL6STを見出した。IL6STのノックダウンは大腸癌の三次元

無血清培養時の増殖を抑制したことから、CASCA が IL6ST の発現制御を介し

て大腸癌の幹細胞性に寄与する機構が示唆された。 
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図1 Wnt/β-cateninシグナル

(左)Wntリガンド非存在下においては、β-cateninはAPC、GSK3β、Axinから
なる分解複合体によりリン酸化を受け、分解される。 
(右)WntリガンドがFrizzled受容体に結合すると、 分解複合体の機能が抑制され
β-cateninが安定化する。安定化したβ-cateninは核内に移行し、TCFと結合し
Wnt標的遺伝子の転写を活性化する。 
H Clevers. 2006 Cellより抜粋
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図2 MYUの発現抑制は大腸癌細胞の増殖を抑制する

(左)LS180細胞においてsiRNAを用いてc-Myc及びβ-cateninをノックダウンし、
細胞の増殖を測定した。Negative control配列のsiRNA(si-Control)をコントロー
ルとして用いた。 (n=3) **P<0.001 
(下)LS180細胞においてsiRNAを用いてMYUをノックダウンし、細胞の増殖を測
定した。Negative control配列のsiRNA(si-Control)をコントロールとして用い
た。 (n=3) **P<0.001 
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図3 MYUのノックダウンは大腸癌の腫瘍形成能を抑制する
(上)Luciferase、MYU、c-Myc、β-cateninに対するshRNAを用いて発現を抑制
したHT29細胞を免疫不全マウスの皮下に移植した。マウス1匹当たり1000細胞
を移植し、3週目から腫瘍サイズを計測した。Luciferaseに対するshRNA(shRNA-
Luc)はコントロールとして用いた。(n=8／各遺伝子) ***P<0.001 
(下)各shRNAを用いて発現を抑制したHT29細胞におけるKD効率を示した。shRNA
を感染後5日後の遺伝子の発現をqRT-PCRを用いて解析した。GAPDHをインター
ナルコントロールとして用いた。
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図4 16番染色体q24上におけるMYUとVps9d1の配置モデル図

(上)矢印は転写の方向を表す。 
(下)オーバーラップ領域の拡大図。箱内の数字はエクソンの番号を表す。オーバー
ラップしているエクソンの長さを下に示した。 
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MYU
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1 2 3 4

34568 7
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図5 MYUのノックダウンはVps9d1の発現上昇を引き起こす

(左)HT29細胞及びDLD-1細胞においてsiRNAを用いてc-Myc、β-cateninをノッ
クダウンし、72時間後のMYU及びVps9d1の発現量を定量的RT-PCR(qRT-PCR)
によって解析した。GAPDHをインターナルコントロールとして用いた。
(n=3)**P<0.01 
(右)HT29細胞及びDLD-1細胞においてsiRNAを用いてMyuをノックダウンした際
のVps9d1の発現量をウェスタンブロットによって解析した。矢印でVps9d1のバ
ンド、*は非特異的なバンドを示した。Actinはローディングコントロールとして用
いた。 
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(上)HT29細胞及びDLD-1細胞においてsiRNAを用いてc-Myc、β-cateninを
ノックダウンし、72時間後のMYU及びVps9d1の発現量を定量的RT-
PCR(qRT-PCR)によって解析した。GAPDHをインターナルコントロールとし
て用いた。 
(下)HT29細胞及びDLD-1細胞においてsiRNAを用いてc-Myc、β-cateninを
ノックダウンし、72時間後のMyu及びVps9d1の発現量をウェスタンブロット
によって解析した。矢印でVps9d1のバンド、*は非特異的なバンドを示し
た。Actinはローディングコントロールとして用いた。

図6 β-catenin及びc-Mycの発現抑制は 
Vps9d1の発現上昇を引き起こす

図5 Wnt/β-cateninシグナル及びc-Mycの発現抑
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図7 MYU及びVps9d1の野生型及び 
欠失型変異体の構造モデル図

（上）MYUの変異体の構造モデル図。MYUはVps9d1に対して5つのオーバー
ラップ領域(OL1A、OL1B、OL2、OL3A、OL3B)を持つ。 
（下）Vps9d1の変異体の構造モデル図。Vps9d1はMYUに対して3つのオー
バーラップ領域(OL1-3)を持つ。
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図8 MYUの強制発現はVps9d1 mRNA量を低下させる

HEK293細胞において、MYUの全長及び各欠失型変異体を強制発現した際の
Vps9d1の発現量をqRT-PCRによって解析した。GAPDHをインターナルコ
ントロールとして用いた。(n=3)

Re
la
tiv
e 
Vp
s9
d1
 e
xp
re
ss
io
n

MY
U-
OL
1

MY
U-
OL
1-3

MY
U-
OL
2-3

MY
U-
OL
3

MY
U-
ΔO
L1
-2

MY
U-
ΔO
L1
-3

MY
U-
ful
l

Mo
ck

72



図9 MYUは大腸癌細胞において高発現している

大腸癌検体の正常組織部分と癌病変部位における各遺伝子の発現量をqRT-
PCRによって解析し、Actinに対する発現量の割合を表した。c-Myc及び
Axin2はWnt/β-cateninシグナルの活性化の指標として用いた。(n=28)
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図10 c-Myc、Axin2、MYU、
Vps9d1遺伝子の大腸癌検体に
おける発現量のクラスタリング

大腸癌検体の正常組織部分(1N-28N)と癌病
変部位(1T-28T)における各遺伝子の発現量
をqRT-PCRによって解析し、Actinに対する
発現量の割合を計算した。各遺伝子ごとに標
準化を行った後に、UPGMA法によってクラ
スタリングを行った。
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図11 Vps9d1の強制発現は大腸癌細胞の増殖を抑制する

HT29細胞においてレンチウイルスを用いてFLAGタグ付きVps9d1を強制発
現し、増殖を測定した。LacZを強制発現した細胞をコントロールとして用い
た。(n=3) *P<0.05
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図12  Vps9ドメインを持つタンパク質のドメイン構造図

Vps9ドメインを持つタンパク質の構造図を表した。 
MIT : microtubule interacting and trafficking, PR: proline-rich region, 
CUE Coupling of ubiquitin conjugation to ER degradation, SH2 : Src 
homology domain 2, RA : Ras association, DH : Dbl homology domain, 
PH : Pleckstrin homology domain
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図13 Vps9d1はRab5と結合する

Vps9d1とRab5、Rab21、Rab22、Rab31との結合をGST pull-downアッ
セイによって検討した。大腸菌で作成したGSTタンパク質とin v i tro　
translation(IVT)により合成したVps9d1を混ぜ合わせ、pull-downを行った。
pull-down産物をSDS-PAGEによって展開し、ウェスタンブロット解析によっ
て検出した。
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図14 Vps9d1はRab5-GEFとして機能する

(上)低分子量Gタンパク質の活性化/不活性化のモデル 
(下)Vps9d1がRab5-GEFとして機能するかどうかをin vitro GEFアッセイに
より確認した。蛍光物質Mantが付加されたMant-GDPはGタンパク質と複合
体を形成すると構造変化により蛍光強度が増大する。Mant-GDPをロードし
たRab5とVps9d1をインキュベーションし、GTPとの交換を蛍光の減少によっ
て測定した。Rinlはポジティブコントロールとして用いた。
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図15 MSによるVps9d1結合タンパク質の探索
(左)HEK293細胞にFLAG-Vps9d1を強制発現し、FLAG抗体によって免疫沈
降した。沈降物をSDS-PAGEによって展開し、銀染色を行った。Mockを強
制発現したHEK293の沈降物と比較し、FLAG-Vps9d1を発現した時にのみ
見られるバンドを切り出し、MS解析によって同定した。 
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図16 Vps9d1はGrb2と結合する

(上)Vps9d1とGrb2との結合をGST pull-downアッセイによって検討した。
大腸菌で作成したGSTタンパク質とin vitro　 translation(IVT)により合成し
たVps9d1を混ぜ合わせ、pull-downを行った。pull-down産物をSDS-PAGE
によって展開し、ウェスタンブロット解析によって検出した。Grb2全長及び
N末SH3ドメイン、C末DH3ドメインを用いてpull-downした時のみVps9d1
が検出された。 
(下) in vivoにおけるVps9d1とGrb2との結合を免疫沈降によって検討した。
HEK293細胞にFLAGタグを融合したVps9d1を強制発現した。ライセートを
FLAG抗体、Grb2抗体を用いて免疫沈降し、沈降物をSDS-PAGEで展開後ウェ
スタンブロットによって検出した。
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図17 EGFシグナルの活性化とEGFRの分解の機構
リガンド刺激を受けたEGFRは2量体化し、自己リン酸化により活性化される。
活性化したEGFRは細胞内にMAPキナーゼカスケード、JAK/STATシグナル、
PI3Kシグナルを伝える。リガンドによりEGFRが活性化されるとRab5は分子
スイッチとして働き、EGFRが早期エンドソームへと取り込まれる。Grb2は
SH2ドメインを介してリン酸化されたEGFRに結合する。さらにSH3ドメイン
を介してCblと結合する。CblはEGFRをユビキチン化する。EGFRはさらにポ
リユビキチン化を受け、endosomal sorting complex required for 
transport(ESCRT)に認識される。ESCRTの会合にともないエンドソームは
多胞体(MVB)へと成熟し、EGFRは小胞内小胞(ILV)に取り込まれ、EGFシグ
ナルがオフになる。MVBはリソソームと融合し、EGFRが分解される
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図18 Vps9d1は早期エンドソームに局在する

HEK293細胞にFLAGタグを融合したVps9d1を強制発現した。細胞を固定後
FLAG抗体、EEA1抗体、LAMP1抗体を用いて免疫染色し、蛍光により局在
を検出した。EEA1は早期エンドソーム、LAMP1は後期エンドソーム及びリ
ソソームのマーカータンパク質として用いた。
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図19 EGF刺激によりVps9d1とEGFRとの結合が増加する

HEK293細胞にFLAGタグを融合したVps9d1を強制発現した。EGF(100ng/
ml)で刺激した後に細胞を回収し、ライセートをEGFR抗体を用いて免疫沈降
し、沈降物をSDS-PAGEで展開後ウェスタンブロットによって検出した。
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図20 Vps9d1はエンドサイトーシスにより取り込まれた 
EGFと共局在する

HEK293細胞にFLAGタグを融合したVps9d1を強制発現した。Alexa488-
EGFで刺激した30分後に細胞を固定し、FLAG抗体を用いて免疫染色した。
赤:FLAG(Vps9d1)、緑:Alexa488(EGF)

FLAG
Alexa488
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図21 CD44+/CD133+細胞は癌幹細胞用の性質を示す
(上)大腸癌検体由来細胞からのFACSソート 
(中)CD44-/CD133-細胞とCD44+/CD133+細胞の造腫瘍性の確認を行った。
免疫不全マウスの皮下に表に示した数の細胞を移植し、1ヶ月後に腫瘍が形成
されたマウスの数を示した。 
(下)CD44-/CD133-細胞とCD44+/CD133+細胞を無血清培地を用いて浮遊
培養し、1週間後に観察した。
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図22 CASCAのノックダウンは 
大腸癌の腫瘍形成能を抑制する

(上)DsRed、CASCAに対するshRNAを用いて発現を抑制したHCT116細胞を免
疫不全マウスの皮下に移植した。マウス1匹当たり1000細胞を移植し、3週目か
ら腫瘍サイズを計測した。DsRedに対するshRNA(shRNA-DsRed)はコントロー
ルとして用いた。(n=6／各遺伝子) *P<0.05,**P<0.01 
(下)各shRNAを用いて発現を抑制したHT29細胞におけるKD効率を示した。
shRNAを感染後5日後の遺伝子の発現をqRT-PCRを用いて解析した。GAPDHを
インターナルコントロールとして用いた。
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図23 CASCAのノックダウンはHCT116細胞の 
無血清三次元培養下における増殖を抑制する

(左)HCT116細胞においてCASCAに対するsiRNAを用いて発現を抑制し平面培養
した。72時間後の細胞の増殖を細胞増殖測定試薬Cell Tite-Gloを用いて測定した。
Negative control配列のsiRNA(si-Control)をコントロールとして用い、コント
ロールに対する割合で示した。 (n=4) 
(右)CASCAに対するsiRNAを用いて発現を抑制したHCT116細胞をマトリゲルに
包埋し無血清三次元培養を行い、Cell Titer-Gloを用いて増殖を測定した。
Negative control配列のsiRNA(si-Control)をコントロールとして用いた。 (n=3) 
**P<0.01 
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図24 CASCAは大腸癌細胞において発現が高い

大腸癌検体の正常組織部分と癌病変部位における各遺伝子の発現量をqRT-
PCRによって解析し、Actinに対する発現量の割合を表した。(n=28) *P<0.05
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図25 MS解析によるCASCA結合タンパク質の探索

(左)in vitro transcriptionによって合成したCASCAセンス鎖及びアンチセン
ス鎖(as-CASCA)を用い、DLD-1細胞抽出液と混合しpull-downを行った。
pull-down産物をSDS-PAGEによって展開し、銀染色を行った。as-CASCA
によるpull-down産物と比較し、CASCAセンス鎖によってpull-down産物に
おいてのみ見られるバンドを切り出し、MS解析によって同定した。 
(右)in vitro translationにより合成したas-CASCA及びCASCAを用いてDLD-
1細胞抽出液からpull-downを行った。pull-down産物をSDS-PAGEにより展
開し、ウェスタンブロットによりhnRNPLのタンパク量を測定した。
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図26 CASCA及びIL6ST mRNAは細胞内において 
hnRNPLに結合する

HCT116細胞抽出液からIgGまたはhnRNPL抗体によって免疫沈降を行った。
沈降物からRNAを回収し、hnRNPLと結合するRNAをqRT-PCRにより測定
した。GAPDH及びNEAT1はネガティブコントロールとして用いた。(n=3)
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図27 hnRNPLのノックダウンはHCT116細胞の 
無血清三次元培養下における増殖を抑制する

(左)HCT116細胞においてhnRNPLに対するsiRNAを用いて発現を抑制し平面培
養した。72時間後の細胞の増殖を細胞増殖測定試薬Cell Tite-Gloを用いて測定し
た。Negative control配列のsiRNA(si-Control)をコントロールとして用い、コ
ントロールに対する割合で示した。 (n=3) 
(右)hnRNPLに対するsiRNAを用いて発現を抑制したHCT116細胞をマトリゲル
に包埋し無血清三次元培養を行い、Cell Titer-Gloを用いて増殖を測定した。
Negative control配列のsiRNA(si-Control)をコントロールとして用いた。 (n=3) 
**P<0.01 
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FC 
 ([si-CASCA#1]  
vs [si-Control])

FC  
([si-CASCA#2]  
vs [si-Control])

gene_assignment

-3.333 -2.454 IGLJ5 // immunoglobulin lambda joining 5 (non-functional) 

-3.154 -2.116 IL6ST // interleukin 6 signal transducer (gp130, oncostatin M receptor)

-2.881 -1.743 B4GALT6 // UDP-Gal:betaGlcNAc beta 1,4- galactosyltransferase, 
polypeptide 6

-2.713 -2.165 ENST00000516793

-2.518 -1.518 LOC100288637 // OTU domain containing 7A pseudogene 

-2.504 -2.335 MIR548O2 // microRNA 548o-2 

-2.486 -1.787 STARD4 // StAR-related lipid transfer (START) domain containing 4

-2.211 -2.027 RN5S405 // RNA, 5S ribosomal 405 

-2.125 -1.585 ENST00000458882

-2.125 -1.829 TCONS_00025860-XLOC_012138

-2.110 -1.558 LOC100652779 // uncharacterized LOC100652779 

-2.101 -2.000 ENST00000516973

-2.023 -1.763 CASC5 // cancer susceptibility candidate 5

-2.011 -1.887 ZNF714 // zinc finger protein 714 

-1.898 -2.597 ENST00000408589

-1.895 -1.741 IGHV1OR15-9 // immunoglobulin heavy variable 1

-1.827 -1.900 RBMS1 // RNA binding motif, single stranded interacting protein 1

-1.785 -2.113 PHTF1 // putative homeodomain transcription factor 1 

-1.779 -1.825 PRR11 // proline rich 11

-1.751 -2.342 SNORA80B // small nucleolar RNA, H/ACA box 80B

-1.728 -1.655 TMEM41B // transmembrane protein 41B

-1.683 -1.785 NBR2 // neighbor of BRCA1 gene 2 (non-protein coding)

-1.682 -1.885 TCONS_00001387-XLOC_000701

-1.671 -1.748 COMMD2 // COMM domain containing 2 

-1.654 -1.614 POLQ // polymerase (DNA directed), theta

-1.646 -1.737 RACGAP1P // Rac GTPase activating protein 1 pseudogene

-1.644 -1.623 DIAPH3 // diaphanous homolog 3 (Drosophila) 

-1.630 -1.536 TCONS_00006853-XLOC_002654

-1.629 -1.811 GALNT3 // UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase 3 (GalNAc-T3)

-1.628 -1.517 LOC100505865 // uncharacterized LOC100505865

-1.536 -1.729 ENST00000410344

-1.535 -1.664 AXL // AXL receptor tyrosine kinase

-1.531 -1.594 MIR3916 // microRNA 3916

-1.506 -1.560 TCONS_00019368-XLOC_009191

図28 Microarray解析を用いたCASCA下流遺伝子の探索

CASCA

HCT116細胞においてsi-CASCA#1、si-CASCA#2を用いてCASCAをノックダ
ウンし、48時間後にRNAを回収しマイクロアレイ解析を行った。si-Controlと比
較し、2配列でFoldChangeが-1.5以下の遺伝子を表に示した。 
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FC 
 ([si-CASCA#1]  
vs [si-Control])

FC  
([si-CASCA#2]  
vs [si-Control])

gene_assignment

4.349 2.051 ENST00000408207

4.055 1.564 ENST00000390822

3.625 3.074 ENST00000410413

3.214 1.567 HLA-DRA // major histocompatibility complex, class II, DR alpha 

2.474 2.522 TCONS_l2_00011108-XLOC_l2_005997

2.468 2.768 MIR3189 // microRNA 3189

2.345 1.514 BTG2 // BTG family, member 2 

2.315 1.698 HLA-DRA // major histocompatibility complex, class II, DR alpha

2.277 2.504 ENST00000385573

2.275 1.717 HLA-DRA // major histocompatibility complex, class II, DR alpha 

2.192 2.330 RN5S46 // RNA, 5S ribosomal 46

2.156 2.064 RNU6ATAC5P // RNA, U6atac small nuclear 5, pseudogene 

2.119 2.303 GDF15 // growth differentiation factor 15

2.101 1.988 ABCA12 // ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 12 

2.083 1.702 RN5S90 // RNA, 5S ribosomal 90

2.068 1.852 ENST00000516217

1.965 2.113 ---

1.954 1.620 ZNF474 // zinc finger protein 474 

1.861 1.647 PAM // peptidylglycine alpha-amidating monooxygenase 

1.855 1.615 TCONS_00022238-XLOC_010542

1.831 1.525 TCONS_l2_00022830-XLOC_l2_011987

1.799 1.907 ENST00000459056

1.797 2.153 ENST00000364172

1.751 1.833 CAPN3 // calpain 3, (p94) 

1.703 1.765 LOC401127 // WD repeat domain 5 pseudogene

1.658 1.542 LRRC37A3 // leucine rich repeat containing 37, member A3

1.642 1.733 RPIA // ribose 5-phosphate isomerase A 

1.575 1.732 ULBP1 // UL16 binding protein 1

1.551 1.964 SNORD37 // small nucleolar RNA, C/D box 37

1.548 1.656 AK097184

1.547 1.548 TM7SF2 // transmembrane 7 superfamily member 2 

1.509 2.144 DMGDH // dimethylglycine dehydrogenase

図28 Microarray解析を用いたCASCA下流遺伝子の探索

HCT116細胞においてsi-CASCA#1、si-CASCA#2を用いてCASCAをノックダ
ウンし、48時間後にRNAを回収しマイクロアレイ解析を行った。si-Controlと比
較し、2配列でFoldChangeが1.5以上の遺伝子を表に示した。 
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図29 CASCA及びhnRNPLの発現抑制は 
IL6STの発現低下を引き起こす

HCT116細胞においてsiRNAを用いてCASCAまたはhnRNPLのノックダウン
を行い、72時間後のIL6STの発現量をqRT-PCRによって解析した。GAPDH
をインターナルコントロールとして用いた。(n=3)*P<0.05,**P<0.01
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図30 IL6STのノックダウンはHCT116細胞の 
無血清三次元培養下における増殖を抑制する

(左上)HCT116細胞においてIL6STに対するsiRNAを用いて発現を抑制し平面培
養した。72時間後の細胞の増殖を細胞増殖測定試薬Cell Tite-Gloを用いて測定し
た。Negative control配列のsiRNA(si-Control)をコントロールとして用い、コ
ントロールに対する割合で示した。 (n=3) 
(左下)HCT116細胞におけるIL6STに対するsiRNAのKD効率を表した。(n=3) 
(右)IL6STに対するsiRNAを用いて発現を抑制したHCT116細胞をマトリゲルに
包埋し無血清三次元培養を行い、Cell Titer-Gloを用いて増殖を測定した。
Negative control配列のsiRNA(si-Control)をコントロールとして用いた。 
(n=3) *P<0.05**P<0.01 
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図31 Wnt/β-cateninシグナルがMYUの発現調節を介して 
EGFシグナルを制御するモデル図
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