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緒 言 

 
近年、長鎖非コード RNA（lncRNA）と疾患とのつながりが注目されているが、多くの lncRNA はいまだ機能が不

明である。慢性炎症からの発がんは胃・食道・肝臓など様々な臓器に見られ、その対策はがん罹患率・死亡率の低下に

つながる。本研究は、我々が同定した胃炎・胃がん関連 lncRNAを解析することで炎症からの発がんメカニズムを解明

し、診断・治療法の開発につなげることを目的とした。 
これまで我々は、主に消化器がんにおけるエピゲノムおよびnon-coding RNAの異常を解析することで、疾患メカニ

ズム解明とその臨床応用に関する研究を行ってきた［1］。近年では胃がんにおける DNA メチル化および microRNA
に着目し、腫瘍抑制的なmiR-34b/c遺伝子がDNAメチル化異常により不活性化されること、DNAメチル化異常は胃

炎の段階で発生し、胃がんリスクと相関することを明らかにした［2，3］。また大腸がんにおいてエピジェネティック

な不活性化を受ける lncRNA遺伝子を網羅的に探索し、新規大腸がん関連 lncRNAを報告している［4］。 
 今回我々は、健常者の胃粘膜と胃がん患者の非がん部胃粘膜におけるエピゲノムおよび lncRNA 発現の違いに着目

して解析を行った。胃粘膜におけるエピゲノムを網羅的に解析し、数万の lncRNA遺伝子プロモーターのヒストン修飾

パターンを比較することで、胃がん高リスク群の胃粘膜で転写活性化する lncRNA を複数同定した。その一つである

LUGGC1（LncRNA Upregulated in Gastritis and Gastric Cancer 1）は胃がん細胞で高発現し、増殖・遊走・浸潤能

を促進することが実験的に確認されたことから、発がんにおいて重要な役割を担うと考えられた。LUGGC1 と相互作

用する分子および下流標的を明らかにすることで、発がんメカニズムを解明すると共に、新たな診断法や分子標的治療

法の開発につなげられると着想した。 
 

方 法 

 
1． RNAプルダウンおよび質量分析 

BrUラベルしたLUGGC1 RNA あるいはLUGGC1のアンチセンスRNAを in vitro転写により生成し、胃がん細

胞株の抽出液と混合してインキュベートした。その後、抗 BrdU 抗体により RNA とタンパクの複合体をプルダウン

し、SDS-PAGEで分離したのち、LUGGC1と特異的に結合するタンパクをゲルから切り出して質量分析した。同定し

たタンパクの相互作用を、共免疫沈降とウエスタンブロッティングにより検証した。 
2．マイクロアレイ解析 

LUGGC1に対する siRNAを、Lipofectamine RNAi MAX（Thermo Fisher Scientific）を用いて胃がん細胞にトラ

ンスフェクトし、48時間後にRNAを抽出した。遺伝子発現をSurePrint G3 Human GEアレイ（Agilent）によって

解析した。 アレイデータをGene Spring GX（Agilent）により解析した。 
3．インターフェロン応答遺伝子の発現解析 

LUGGC1に対する siRNAをLipofectamine RNAi MAXを用いて胃がん細胞にトランスフェクトし、免疫応答遺伝

子の発現に与える影響を定量RT-PCRにより解析した。またLUGGC1を安定的に過剰発現する胃がん細胞を作製し、

同様の定量RT-PCR解析を行った。さらにLUGGC1のノックダウンおよび過剰発現がSTAT1に与える影響をウエス

タンブロッティングにより解析した。 
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4．in vitroおよび in vivoの増殖アッセイ 
LUGGC1およびLUGGC1と相互作用するタンパクに対する siRNAをLipofectamine RNAi MAXを用いて胃がん

細胞にトランスフェクトし、細胞増殖に与える影響をCell Counting Kit-8（Dojindo）により解析した。また胃がん細

胞をヌードマウスの皮下に移植し、LUGGC1 に対する siRNA を経時的に局所注射することで in vivo における

xenograft形成能を評価した。さらにLUGGC1を安定発現する胃がん細胞をヌードマウスの皮下に移植してxenograft
形成能を評価した。 
 

結 果 

 

1．LUGGC1と相互作用するタンパクの同定 
胃がん細胞において LUGGC1 と相互作用するタンパクを探索するため、BrU ラベルした LUGGC1 あるいは

LUGGC1のアンチセンスRNAと胃がん細胞株HSC45の抽出液を混合し、RNAプルダウンを行った。沈降したタン

パクを SDS-PAGE で分離し、LUGGC1 のみに観察されるバンドを切り出して質量分析した結果、PUR-α（purine-
rich element binding protein A）、PUR-β（purine-rich element binding protein B）、YB1（Y box binding protein 1）
を同定した（図 1a）。共免疫沈降とウエスタンブロッティングにより PUR-αと YB1 が胃がん細胞において相互作用

すること、そしてその相互作用は RNase による RNA 分解処理後に消失することが確認され、これらのタンパクが

LUGGC1を介して複合体を形成している可能性が示唆された（図1b）。 
 またPUR-αおよびYB1をそれぞれsiRNAによりノックダウンし、胃がん細胞株HSC45の増殖能に与える影響を

解析した結果、PUR-α、YB1 いずれのノックダウンも増殖を抑制することが明らかとなった（図 1c）。このことから

LUGGC1の機能はPUR-α、YB1を介している可能性が示された。 

 

図1．LUGGC1と相互作用するタンパクの同定 
a）RNAプルダウン後にSDS-PAGEを行い、LUGGC1と相互作用するタンパクを質量分析した。 
b）PUR-αとYB1の相互作用を免疫沈降とウエスタンブロッティングで検証した。 
c）PUR-αのノックダウンが胃がん細胞株HSC45の増殖に与える影響を解析した。 

 
2．LUGGC1の下流標的の探索 
 LUGGC1 の下流標的を明らかにするため、胃がん細胞株HSC45 のLUGGC1 をノックダウンし、遺伝子発現プロ

ファイルに与える影響をマイクロアレイで解析した。その結果、LUGGC1 ノックダウンにより発現低下する遺伝子を

649個同定した（図2a）。Gene Ontology解析の結果、これらの遺伝子にはAntiviral defense（P = 1.0×10－１９）、Type 
Ⅱ interferon signaling pathway（P = 1.64×10－１５）、Defense response to virus（P = 1.47×10－１４）、Innate immunity 
（P = 3.55×10－１０）など免疫応答に関与するものが多く含まれることが示された。特に IFIT1、IFITM1など複数の

免疫応答遺伝子が影響を受けることに着目し、定量 RT-PCR による検証を進めた結果、多くの免疫応答遺伝子の発現

がLUGGC1のノックダウンによって低下することを見いだした（図2b）。さらにLUGGC1を安定的に過剰発現する

胃がん細胞株 SNU638 を作製し、免疫応答遺伝子群の発現が上昇することを確認した。またこれらの免疫応答遺伝子

は PUR-αのノックダウンにより低下したことから、LUGGC1 と PUR-αの複合体が免疫応答遺伝子の発現制御に関
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わる可能性が示唆された。さらにLUGGC1 のノックダウンがSTAT1 のタンパク量を低下させ、逆にLUGGC1 の過

剰発現はSTAT1のタンパク量とリン酸化を上昇させたことから、LUGGC1がSTAT1を活性化させることで免疫応答

遺伝子の発現を誘導する可能性が示された。 

 
図2．LUGGC1の下流標的の探索 

a）HSC45を用いてLUGGC1ノックダウン後の遺伝子発現をマイクロアレイで解析した。 
b）LUGGC1ノックダウンによる免疫応答遺伝子の発現抑制を定量RT-PCRで検証した。 

 
3．in vivo腫瘍形成能の解析 
これまで我々はLUGGC1のノックダウンが胃がん細胞株の増殖、遊走、浸潤能を抑制することを明らかにした。次

に我々は in vivo の腫瘍形成能に対するLUGGC1 の影響を検証した。胃がん細胞株HSC45 をヌードマウスの皮下に

移植し、LUGGC1 に対する siRNA を経時的に局所投与した結果、LUGGC1 siRNA は control siRNA と比較して

xenograftの成長を抑制する効果を示した。さらにLUGGC1を安定的に過剰発現する胃がん細胞株SNU638をヌード

マウスの皮下に移植した結果、コントロールの GFP 発現細胞と比較して xenograft 形成の促進が認められた（図 3）。
これらの結果から、LUGGC1は in vivoの腫瘍形成能を促進することが示された。 

 
図3．in vivo腫瘍形成能の解析 

LUGGC1 あるいは GFP を安定発現する SNU638 細胞を作製し、ヌードマウスに移植して

xenograft形成能を評価した。 
a）摘出したxenograft。 
b）xenograftの腫瘍容積を経時的に計測した結果（n = 4）。 
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4．他がん種におけるLUGGC1の解析 
LUGGC1の他がん種における役割を明らかにするため、乳がん細胞株（n = 9）、肝がん細胞株（n = 10）、大

腸がん細胞株（n =12）と、それぞれの正常組織におけるLUGGC1の発現を定量RT-PCRで解析した。その結

果、乳がん細胞8株、肝がん細胞5株、大腸がん9株において、正常組織と比較してLUGGC1の発現亢進が認

められた（図4a、b）。次に特にLUGGC1発現が高レベルであった乳がん細胞3株、肝がん細胞5株、大腸がん

細胞5株を対象に、LUGGC1に対する siRNAをトランスフェクションして増殖能を検討した。その結果、乳が

ん細胞2株、肝がん細胞3株において、LUGGC1のノックダウンが細胞増殖を抑制した（図4c）。 

 

図4．胃がん以外のがん種におけるLUGGC1の解析 
a）乳がん細胞株におけるLUGGC1の定量RT-PCR解析結果。 
b）肝がん細胞株におけるLUGGC1の定量RT-PCR解析結果。 
c）LUGGC1ノックダウンが乳がん細胞株SK-BR-3の増殖に与える影響の解析結果。 

 
考 察 

 
本研究において我々は、がんにおけるLUGGC1 の機能を明らかにすべく解析を行った。LUGGC1 と相互作用する

タンパクとして同定したPUR-α、PUR-βは、RNAやDNAと結合して転写、翻訳、細胞周期、細胞増殖などの制御

に関わることが知られている［5］。また近年では、PUR-αがOct4-antisense、PUR-βが linc-HOXA1などの lncRNA
と結合することが報告されている［6，7］。YB1はRNA結合タンパクであり、転写制御、RNAスプライシング、翻訳

制御、DNA 修復、ストレス応答など多彩な機能を持つことが知られる。さらに近年では、がん細胞において YB1 が

TP53TG1やHULCなどの lncRNAと結合し、がん化に関わることが報告された［8，9］。またPUR-αとYB1が複

合体を形成し、p53標的遺伝子であるBaxの転写を抑制するという研究報告もある［10］。これらのことから、LUGGC1
はPUR-α、PUR-β、YB1と複合体を形成し、転写制御やその他の細胞内機能に関わっている可能性が推測された。 
我々はLUGGC1の下流標的を探索するため、胃がん細胞においてLUGGC1のノックダウンが遺伝子発現プロファ

イルに与える影響を解析し、多くの免疫応答遺伝子の発現が抑制されることを見いだした。これらの結果が siRNA に

よるアーチファクトではないことを検証するため、LUGGC1 を安定的に過剰発現する胃がん細胞株を作製し、免疫応

答遺伝子群の発現上昇を確認した。さらにLUGGC1がSTATのタンパク量およびリン酸化を上昇させ、これら免疫応

答遺伝子の発現を誘導する可能性を見いだした。LUGGC1 は、胃がんの背景胃粘膜において転写活性化する領域から

同定されたことから、LUGGC1 が何らかの免疫応答に関わっている可能性が推測された。慢性胃炎および胃がん発生

におけるLUGGC1の役割を解明するため、今後さらなる研究を推進したい。 
また我々は、LUGGC1 が胃がん以外の複数のがん種において発現上昇していること、そしてLUGGC1 の阻害がが

ん細胞の増殖を抑制することを明らかにした。このことから、LUGGC1 が様々な臓器のがんにおいて治療標的となり

うることが示唆された。 
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